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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurol0gico degenerativo y progresivo
secundario a una degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de la via nigroestriada. En
las Ultimas décadas se ha convertido en uno de los desordenes neurodegenerativos mas
comunes. Paralelamente al aumento de la expectativa de vida, la EP se ha incrementado
significativamente, por 1o que se prevé gque se transforme en un serio problema de salud
publicaanivel mundial.

L a degeneracion progresiva de neuronas dopaminérgicas en la pars compacta de la sustancia
nigra (SN) y e déficit dopaminérgico en el cuerpo estriado (CPu), genera modificaciones
funcionales delos ganglios basal es con las consecuentes disfunciones motoras caracteristicas
en el ser humano (temblores, rigidez, bradicinesia, trastornos en la marcha).

Aungue actual mente se conoce bastante acerca de |os sintomas, poco se sabe sobre su exacta
etiologia. El diagnostico suele ser tardio, cuando mas del 80% de las neuronas
dopaminérgicas se han degenerado. A pesar de los avances cientificos, no existe ain un
tratamiento efectivo parafrenar su progresiéon y la busqueda de marcadores biol gicos hasta
el momento ha sido poco fructifera.

Muchos grupos de investigacion se han abocado a identificar marcadores tempranos que
permitan un abordaje més efectivo en e estudio de esta enfermedad; por |o que se proponen
multiples teorias que podrian explicar e fendmeno neurodegenerativo. Particularmente, el
modelo de hemiparkinsonismo (HP) de ratas inyectadas con la neurotoxina 6-OHDA (6-
hidroxidopamina) en CPu, ha demostrado ser una excelente herramienta para estudiar los
efectos de los neuroesteroides y otras moléculas sobre los procesos fisiopatol6gicos
involucrados en esta enfermedad.

El cambio en lavistatradicional de que lafuncién del cerebro esta modulada por hormonas
de origen periférico surgié mediante el halazgo de que ciertos esteroides (incluidos los
sexuales) se producen de novo en € Sistema Nervioso Central (SNC), por lo que han sido
llamados ‘“Neuroesteroides” y los secretados por glandulas periféricas “Esteroides
Neuroactivos”. Esto ha permitido identificar propiedades benéficas de algunas de estas
moléculas en e SNC tanto en humanos como en modelos animales de la enfermedad, tales
como proteccién frente a noxas, potenciacion de capacidades cognitivas y neurogénesis.
Sumado a esto, se ha descripto que estas moléculas se unen a sitios especificos de la
membrana en células nerviosas en regiones del SNC gue regulan funciones diferentes a
aquellas implicadas en las funciones reproductivas.

En relacion a que esta patol ogia af ecta mayormente a hombres que a mujeres; se cree que los
esteroides sexuales femeninos podrian proteger a las mujeres de la EP. Existen numerosos
reportes que demuestran la influencia de los esteroides sexuales femeninos en los
mecanismos neuroprotectores en la EP. Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio
indican que € tratamiento subcutaneo con P4 en un modelo de ratas macho
hemi parkisnonianas (HP), mejora la disfuncion motora e induce efectos neuromodul adores
sobre | os sistemas de neurotransmision estriatal. También, hemos demostrado que P4y Allo
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modulan la actividad del sistema dopaminérgico nigroestriatal y que esta modulacion es
diferencial dependiendo de la dosis de esteroide administrada o el estado del ciclo
reproductivo de larata.

Otros estudios experimental es demuestran |a existencia de una amplia gama de acciones del

17B-estradiol (E2) sobre e SNC de los mamiferos (que exceden a su clasica funcion
reguladora sobre € e hipotdamo-hiposario-gonadal), tales como: promotoras de la
supervivenciacelular, moduladoras la sinaptogénesis y delaarborizacion axona y dendritica
y reguladoras de la expresion de receptores y segundos mensajeros. Por lo tanto, por tener
capacidades tanto troficas como modul adoras dentro del SNC, se cree que E» tiene funciones
cruciales en la proteccién del cerebro lesionado y participa en la reparacion/ limitacion de
danos disefiados para reducir |la muerte celular.

Basados en la hipotesis de que |os esteroides neuroactivos y 10s neuroesteroides modulan la
funcionalidad de sistemas neurogliales intimamente relacionados con patologias
neurodegenerativas; propusimos estudiar, utilizando un modelo experimental de ratas macho
adutas HP inducido por 6-OHDA, la participacion del esteroide neuroactivo 17p-estradiol

(E2) como un factor neuroprotector y/o neurorregenerador sobre las redes neuronales
asociadas a control de lafuncionalidad dopaminérgica del sistema nigroestriatal.

Dentro del amplio espectro de accién conocido del Ez, nuestra propuesta se enfoco en el

estudio de la actividad dopaminérgica en la via dopaminérgica nigroestriatal, asociado con
el comportamiento y la actividad motora. En particular, para la evaluacion de la natacion
forzada, de la acinesiadel miembro anterior y parala determinacion de neuronas reactivas a
tirosina hidroxilasa (TH+) en sustancia nigra, desarrollamos sistemas informéticos en
relacion ala adquisicion, € clculoy € andlisis datos. Asi detectamos de manera precoz y
con ata sensibilidad las modificaciones motoras, locomotoras e inmunohistoquimicas;

eliminando la subjetividad y la cuantificacién directa o manual de las observaciones. Las
técnicas automati zadas estén desarrolladas con software libre y pueden ser compartidas con
los usuarios através de un sistema de actualizacion integrado.

Con una bateria de eval uaciones comportamentales a lo largo de ocho semanas, observamos
un deterioro de la actividad locomotoray exploratoriaen |os animales HP. También pudimos
examinar el efecto del tratamiento en la disminucién de los signos neurodegenerativos y en
larestauracion del movimiento, acortoy largo plazo. Los resultados revelaron que los signos
motores de neurodegeneracién propios de la EP pueden estar influenciados por la
administracion del 17p-estradiol; sugiriendo un rol neuroprotector del esteroide neuroactivo
en este modelo in vivo de la EP.

Gran cantidad de estudios relacionan | os resultados de | os test comportamentales y lapérdida
de neuronas TH+ y de dopamina (DA) en la via dopaminérgica nigroestriatal. Investigamos
los efectos del 17p-estradiol anivel celular y encontramos que permite activar mecanismos
compensatorios sobre la sintesis y liberacion de DA en SN pars compacta (SNpc) y CPu en
animales lesionados.Vimos ademés que se produce un cambio en la dindmica de
funcionalidad dopaminérgica donde los valores de la actividad metabdlica tienden a
restaurarse a niveles fisiolégicos. Estos resultados evidencian que las deficiencias
comportamentales observadas fueron consistentes y sugieren que el 17p-estradiol esta
actuando anivel delasneuronasen relacion alasintesisde DA, mejorando las anormalidades
gue se presentan en los animal es |esionados.

En relacién a los astocitos, pudimos observar que, tanto la neurotoxina como la lesién
mecanica aumentan la reactividad de la astroglia. Asimismo, el tratamiento con 17f3-estradiol
disminuye €l nimero de astrocitos reactivos en los animales lesionados. Ademas, aminorael
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cambio en la astroglia reactiva en relacion a dafio mecanico, disminuyendo e tamafio de la
cicatriz glia y la proliferacion de los astrocitos. Pudimos también establecer una relacion
entre las neuronas y astrocitos en la SNpc que permite analizar variables como €
comportamiento de lalesion, larespuesta al dafio y la evolucion de cada proceso para cada
grupo en particular.

En general, la evidencia disponible apoya la opinidon de que los astrocitos son objetivos
importantes paralos estrogenos circulantes, |o que podriacontribuir alas diferencias de sexo
en la EP. En particular, observamos que el 17p-estradiol participa en la regulacion de
activacion de las vias dopaminérgicas a traves de los receptores D1 y D2 en cultivos de
astrocitos; por 1o que (al modular laexpresion delosreceptores) estainfluyendo enlasintesis,
liberacion y metabolismo de la DA.

L os resultados sugieren que | as célul as responden afendmenos pl ésticos compensatorios que
actuan bidireccionalmente por interacciones neurona-glia; y que el tratamiento con 17f-
estradiol esta promoviendo la supervivencia celular, larecuperacion y la reparacion.
Aungue las implicaciones funcional es requieren mayor estudio, los datos sugieren que en los
machos | os astrocitos pueden generar una mayor respuesta neuroinflamatoria potencialmente
dafina, mientras que en las hembras los astrocitos contribuyen a compensar y promover la
supervivencia.

Sumado a esto, nuestros resultados muestran que el tratamiento participa en la modulacién
de factores pro y anti inflamatorios en cultivos de microglia.

Observamos que las células de la microglia de los animales macho que no habian recibido
tratamiento con 17p-estradiol aumentaron la expresion de marcadores pro inflamatorios y
disminuyeron significativamente la expresion de factores antiinflamatorios. Sugiriendo que
el tratamiento es un poderoso regulador de la actividad de las células microgliales.

En conjunto, todas estas aproximaciones nos brindaron una amplia variedad de resultados
los cuales nos permitieron clarificar € entendimiento sobre la funcion neuroprotectora del
17B-estradiol en laslas células neurogliales de lavia dopaminérgicanigroestriatal en estados
fisiologicos y patoldgicos. Los datos presentes muestran la potencialidad terapéutica del
tratamiento con 17f3-estradiol traslalesion con 6-OHDA; en €l que este esteroide neuroactivo
podriadesempefiar un papel importante en el restablecimiento de las propiedades fisiol 6gicas
y morfolégicas de las neuronas dopaminérgicas y células de la glia lesionadas, asi como
mejorar las sinapsis y la liberacidn a través de los receptores especificos de DA. Por lo
expuesto, se estima que el tratamiento con 17B-estradiol podria ser una terapia beneficiosa
para patologias donde se vea afectada la sintesis, € transporte y la liberacién de dopamina
en el SNC.
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1. INTRODUCCION

1.1. Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Pakinson (EP), una patologia caracterizada por temblor en reposo,
bradicinesiay pérdida de los reflgjos posturales, fue descrita por James Parkinson en 1817
con el nombre de pardlisis agitante (Parkinson, 1817).

El Ayurveda (Ayu=vida, veda=ciencia), reconocido como €l sistemamédico mas antiguo del
mundo que data de 4500 a.C, hace referencia a la pardlisis agitante como Kampavata
(kampa=temblor, vata=humor responsable del movimiento o las sensaciones, incluidos los
actos motores) (Manyan, 1990). En esta descripcién se incluyen: la falta de propension a
movimiento (probablemente acinesia), la salivacion, tendencia a la soledad (posiblemente
debida a la depresion), somnolencia constante y mirada fija. Particularmente, en relacién a
movimiento, se describe el temblor excesivo, temblor del esquel eto, temblor cefdlico, pérdida
de movimiento, rigidez generalizaday tartamudeo.

Puntualmente, en relacion a movimiento Parkinson escribe en su ensayo “movimiento
involuntario tremulante con disminucién parcial de la potencia muscular, en parte, no
durante la accién, y aun apoyado, con una tendencia a inclinar e tronco hacia delantey a
pasar de un paso de marcha al de correr.” En su observacion también indicague losinicios
de lapardisis agitante son insidiosos, y que se pueden establecer estadios. La primera etapa
con temblores de la cabeza, pero principalmente y mas frecuencia de tembl ores en las manos
0 brazos. El segundo estadio consiste en un aumento de los sintomas en las partes
primeramente afectadas y en la extension gradual que involucra alas regiones simétricas en
el lado opuesto del cuerpo. A medida que la enfermedad avanza, la incapacidad aumenta
progresivamente, con marchas cada vez mas tediosas, movimientos que no responden a la
voluntad y dificultades en la masticaciéon y deglucion. Asimismo, los pacientes presentan
somnolenciay agotamiento pronunciado.

Esta descripcién del cuadro clinico fue enriquecida por las contribuciones de Marshall Hall
(Hall, 1841), quien agrega caracteristicas sobre un caso de un joven con hemiparkinson, y
temblores que sufren los trabajadores de minas de mercurio. El conocimiento del cuadro
aumenta con las destacables las colaboraciones de Trousseau (Trousseau y cols., 1868) y
Charcot (Charcot & Vulpian, 1872; Charcot, 1892). Trousseau enuncié los trastornos
intelectuales (relacionados con la pérdida de memoria) que pueden ocurrir en estadios
avanzados de la enfermedad, el concepto de rigidez muscular y definié la bradicinesia.
Charcot por su parte, describié en base a informaciones anatomopatoldgicas, que la
enfermedad corresponde a las neurosis, diferencié e temblor parkinsoniano, la postura
caracteristica del enfermo, la tendencia a propulsion y retropropulsion y la pérdida del
equilibrio. En su estudio resume: “las lesiones especificas de la paralisis agitante alin deben
ser buscadas” (Charcot, 1892).

William Gowers (Gowers, 2007) en e Manua de Enfermedades del Sistema Nervioso,
resume su experiencia de la EP, y encuentra un leve predominio en los pacientes de sexo
masculino (63% en 80 casos). En cuanto ala edad de comienzos de |os sintomas, indica que
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se manifiestan generalmente después de los 40 afios, con € mas precoz de los casos
encontrados alos 29 y el méstardio alos 69. En un 15% hall6 susceptibilidad hereditaria
En 1912, Friedrich Heinrich Lewy describié los cuerpos de inclusiones concéntricas en €
citoplasmade células de la SN que hoy Ilevan su nombre (Lewy, 1912). Tetriakoff, en 1919
destac6 que las células pigmentadas de la SN se reducen en la EP (confirmando las
observaciones de Lewy) y relaciond estos cambios con las anormalidades del tono muscular
de los pacientes examinados (Tetriakoff, 1919). Estudios posteriores destacaron que la
afeccion predominante en la SN ocurria en la zona compacta de esa estructura (Bethlem &
Den Hartog Jager, 1960).

Se han descripto cuatro signos motores cardinales 1) temblor de reposo, 2) rigidez, 3)
bradicinesia-hipocinesia e 4) inestabilidad postural, los cuales se complementan con otros
signos-sintomas de naturaleza no motora como trastornos emocionales, alteraciones
sensitivas, problemas de suefio, trastornos gastrointestinal es, deterioro cognitivo y trastornos
autonomicos (Hayesy cols., 2010).

Sin tratamiento, la EP produce un acortamiento de la esperanza de vida y se calcula una
expectativa de unos 20 afios desde |a aparicion de los primeros signos motores cardinales de
laenfermedad (Savicay cols., 2010).

Uno delos primeros tratamientos de la EP comienza con la observacion de que una sustancia
inhibitoria sobre la actividad motora de conegjos, la reserpina, podia ser revertida con la
administracion de DA (Carlsson y cols.,, 1957; Carlsson, 1959). Ademés, este hallazgo
potencio en aquel entonces la observacion de que la concentracion de DA estaba disminuida
en ciertos ganglios basales en la EP. Como consecuencia, en 1961 Birkmayer vy
Hornykiewicz, administraron levodopa (L-DOPA) a pacientes parkinsonianos (Birkmayer &
Hornykiewicz, 1964). Aunque este tratamiento mejoraba significativamente los signos y
sintomas, en el transcurso de laterapia se evidenciabaintol eranciaalamedicacion, necesidad
de dosis terapéuticas mas altas y duracion de accion del farmaco corta (Cenci y cols., 1998;
Murer y cols., 1998; Perier y cols., 2003; Nicoletti y cols., 2007).

Melvin Y ahr desarroll 6 la escala con estadios que lleva su nombre (Olanow, 2004) y realizd
un estudio prospectivo de doble ciego controlado con placebo y L-DOPA en la EP, donde
demostré la eficacia clinica de este tratamiento. Posteriormente, se complementé su
administracion con un inhibidor periférico de la dopa descarboxilasa (bencerazida y la
carbidopa), o de agonistas dopaminérgicas sel ectivos paralos receptores dopaminérgicos D2
(bromocriptina, pramiprexole) que disminuyeron de manera significativa la apariciéon de
discinesiastardias. Avances sobre el tratamiento llevaron aque, en laactualidad la carbidopa
y L-DOPA sean € tratamiento més eficaz contrala EP (Cotziasy cols., 1967).

Esta enfermedad ha afectado a varias personalidades famosas, siendo destacable el caso del
actor Michadl J. Fox que desarroll6 la enfermedad a los 29 afios y cred una fundacion para
promover e conocimiento y financiar investigaciones (Kempster, 2004).

Delasteorias etiol 6gicas, hay evidenciade quelaEP tiene como uno delosfactoresderiesgo
mas importantes una historia familiar positiva (Allam y cols., 2005). Estos hallazgos se
refuerzan con avances recientes en genética molecular, donde se ha encontrado que la
proteina neurona afa sinucleina (a-sin, componente mayor de los cuerpos de Lewy), esta
presente en |os pacientes portadores de la EP y también en aguellos que presentan la forma
esporédicade laenfermedad (Vila& Przedborski, 2004).

Otrade las teorias €tiol dgicas tiene base en |os efectos toxico ambientales que evidencian la
exposicion de personas a drogas de uso recreacional contaminadas con una sustancia
conocida como metil-fenil tetrahidropiridina (MPTP) que produce el dafio y muerte neuronal
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de células dopaminérgicas por oxidacion y dafio mitocondrial (Greenamyre & Hastings,
2004)

1.2. Nucleos de la base

Este término hace referencia a todas las masas subcorticales de la sustancia gris situadas en
los hemisferios cerebrales que incluyen a nucleo caudado, lenticular, antemuro (claustro),
complejo nuclear amigdalino y el tdlamo (Nolte, 1994). Debido a que el nucleo subtaldmico
(NST) y la SN poseen relacion funcional con estas estructuras, también se |os considera
dentro de esta clasificacion (Williams & Warwick, 1995). Por lo tanto, enlaFigural.2.1se
muestran los nuicleos comprenden los ganglios basal es.

T 7\

Vensriculo Lateral J

Nucieo Caudado |

Gledo Paide exmine

Talamo . % ,S‘ Nucieo Putamen
Capsula Intema .

, Ganglios
Gloso #aids imeme | Sasales (GB)

Nicieo Subtaldmico!
(NST)

Sustancia Negra '
(SN)

Claustro

Amigdala

Figura 1.2.2 Corte coronal del cerebro con los ganglios de la base en relacién a sus estructuras vecinas. Modificada
de Kandel y cols. (Kandel y cols., 2001).

El CPu es la estructura méas extensa y se divide en dos partes: dorsal y ventral. La porcion
dorsa esta formada por los nicleos caudado y lenticular (putamen y globo pdlido), y la
porcion ventral esta constituidapor e tubérculo olfatorio, €l nicleo actstico y laparte ventral
del GP (Carpenter y cols., 1994). Esta compuesto en un 95% por neuronas espinosas de
tamafio intermedio y un nimero reducido de interneuronas, es el receptor subcortical de
conexiones por excelencia (Figura 1.2.2).

Se sabe que la porcién dorsal interactia de modo predominante con la neocortezay que la

parte ventral se relaciona con la corteza orbito frontal, temporal y con € sistema limbico
(Williams & Warwick, 1995).
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Figura 1.2.3 Esquema de las principales proyecciones aferentes al nlGcleo caudado y putamen. Las proyecciones
corticoestriadas son bilaterales con predominio homolateral; las contralaterales cruzan la linea media por el cuerpo calloso.
Las proyecciones talamoestriadas alcanzan al CPu. Las nigroestriadas se originan en la SN y se proyectan sobre el CPu.
Modificada de Diaz & Mascitti (Diaz & Mascitti, 2006).

Si bien las principales fibras eferentes se dirigen a globo palido, otras se proyectan haciala
SNy e tdlamo como se muestra en la siguiente figura (Figura 1.2.3).

Figura 1.2.4 Esquema de las eferencias del nlcleo caudado y putamen. Las proyecciones estriadopalidales se originan
en el ndcleo CPu y se dirigen a ambos segmentos del globo pélido, Las proyecciones estriadonigras provienen del nicleo
CPu y se proyectan principalmente sobre la porcion reticular de la SN. Modificada de Diaz& Mascitti (Diaz & Mascitti, 2006).
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La SN representa las masas nucleares de mayor tamario del mesencéfalo. Las investigaciones
mMas recientes sugieren que sea dividida en cuatro secciones. parte reticular (SNpr), parte
compacta (SNpc), lateral y una parte con células mixtas en la superficie dorso media de la
parte compacta (Alheid y cols., 1990). Cabe destacar que, de estas divisiones, € &rea mas
relevante para este trabgjo es la SNpc; estas estructuras en conjunto con la parte lateral
corresponden a grupo celular A9 y contienen la mayor poblacion de neuronas
dopaminérgicas del mesencéfalo. Particularmente, la citoagquitectura de la SNpc es rica en
células de gran tamafio, con dendritas largas pobres en espinas.

Las proyecciones aferentes de la SN pueden ser: estriadonigras (neuronas espinosas
medianas provenientes del CPu que terminan en SNpr), palidonigras (se originan en el sector
lateral y media del globo paido y acanzan SNpr y SNpc), subtalamonigras (originadas en
el nlcleo subtaldmico y destinadas a la SNpr) y corticonigras (que inician en los sectores
corticalesy alcanzan SNpcy SNpr) (Diaz & Mascitti, 2006). Por otro lado, las proyecciones
eferentes més relevantes para este trabajo son las nigroestriadas que se originan en SNpc
proyectando en forma bilateral con predominio homolateral en e CPu. Ademas, se
encuentran las fibras nigrotalamicas y nigrotectales.

Las conexiones de los nlcleos de la base generan que la organizacion sea la de una via
multisingptica recurrente, donde las af erencias provienen de la corteza cerebral, € tdlamo y
la SN y las eferencias proyectan de nuevo a la corteza a través del tdlamo. Dentro de las
funciones destaca principalmente la organizacion motora, pero también son importantes la
coordinacion y regulacion de fendmenos cognitivos y comportamental es.

Lavascularizacion de estas estructuras recibe aporte de las ramas ganglionares provenientes
del circulo arterial cerebral y de arterias adyacentes (Carpenter y cols., 1994; Williams &
Warwick, 1995).

1.3. Sistema dopaminérgico

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas frecuente luego de la enfermedad
de Alzheimer. Es una enfermedad crénica, progresiva e irreversible, secundaria a una
degeneracion de las neuronas DA delavianigroestriatal .

Dentro de la variada gama de neurotransmisores presentes |0s ganglios basal es, alrededor del
70% de la DA se encuentra presente en e CPu. Segun la extension de sus proyecciones,
existen tres tipos de neuronas dopaminérgicas. las ultracortas ubicadas en laretinay en €
bulbo olfatorio, las de longitud intermedia ubicadas sobre todo en la region hipotdamo-
hipofisaria, y las de prolongacion larga que se hallan en los cuerpos celulares en €
mesencéfalo. Este tercer tipo es el mésimportante por su envergaduray ademas se subdivide
en mesoestriado y mesolimbico. El primero se proyectadesde la SNpc atodo € CPuy puede
diferenciarse asu vez en un sistemadorsal y ventral segiin donde se proyecten susterminales.
El estriado estd invadido por una multitud de varicosidades dopaminérgicas que son
levemente mas grandes en laporcion ventral (Dahlstorm & Fuxe, 1964; Lavoiey cols., 1989).
Cuando las terminales dopaminérgicas hacen contacto con las dendritas de las células
espinosas en e CPu, fundamentalmente sobre las que reciben conexiones corticales, €l
sistema dopaminérgico modula la actividad de las conexiones cortical es excitadoras sobre la
célula espinosa (Parent & Hazrati, 1995).
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1.3.1. Sintesis y liberacion de DA

Como se muestra en la Figura 1.3.1.1, la DA se sintetiza en las neuronas dopaminérgicas y
en susterminales a partir detirosina, lacual asu vez se produce por accién delafenilalanina
hidroxilasa sobre la fenilalanina. La tirosina atraviesa la barrera hematoencefélica por
intermedio de un transportador enzimatico y llega a la célula dopaminérgica, donde es
transformada en DA por la accién de tirosina hidroxilasa (TH). Esta enzima es la limitante
en lacascada de lasintesisde DA. La L -dopa se descarboxila por accion de la L-aminoacido
aromético descarboxilasay se transforma en DA, que es captada activamente por un sistema
de captacion dependiente de ATP (transportador) y amacenada en vesiculas en forma de
complejos de ATP y proteinas llamadas cromograninas, para luego ser liberada como
neurotransmisor. Este almacenamiento puede ser bloqueado por farmacos como lareserpina
(Ferndndez Pardal y cols., 2006).

TR DOPA DA DOPAC DOBA
5 i S E COOH
OH
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* é OH
OH
OH
@iﬁ f @5\ DHPE
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3MT 't‘ >
COOH OH
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Figura 1.3.1.1 Cadena de sintesis y degradacion de DA. Tir: Tirosina; DOPA: dihidroxifenilalanina; DA: dopamina; HVA:
acido homovanilico;, DOPAC: dihidroxifenilacético; DHPE:dihidroxifeniletanol; VA:éacido vanilico; DOBA:dihidroxibenzoido;
3MT: metoxitirosina; MTIR:metoxitiramina; NA: noradrenalina; HMPE: hedroxi-metoxi.feniletanol. a) TH: tirosina hidroxilasa,
b) descarboxilasa, c) MAO: monoaminooxidasa, d) aldeido desidrogenada, e) alcohol deshidrogenasa, f) dopamina
betahidroxilasa, g) COMT: catecol-O-metiltransferasa. Modificado de Fernandez Pardal (Fernandez Pardal y cols.).

La DA es liberada por las terminales neuronales cuando éstas se despolarizan al arribar €
potencial de accion, €l cual abre los canales dependientes de calcio activados por voltge. La
entrada de calcio produce lafusidn de vesiculas con lamembranaterminal y laliberacion del
contenido granular.
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1.3.2. Receptores de DA

La DA egjerce su accion en las neuronas de los ganglios basales a través de su union a
receptores especificos que inicialmente fueron divididos en D1 y D> por su conexion con €
segundo mensgjero, la adenilcilasa, y por sus diferencias entre agonistas y antagonistas. La
secuencia de aminoécidos de estos receptores revela que provienen de una superfamilia con
siete dominios transmembrana y acoplados a proteina G. Mé&s recientemente, se han
establecido diferencias en la secuencia de aminoéacidos de la estructura molecular de estos
receptores, en e loop intracitoplasmatico que gobierna la union a la proteina G, y
ultimamente se han clonado los receptores D3, D4 (delasubfamiliaD2) y Ds (delasubfamilia
D1) (Fernandez Pardal y cols., 2006).

Los receptores de la subfamilia D1 se acoplan con la subunidad alfa de la proteina
estimuladora G y activan adenilcilasa, 1o cua incrementa la produccién de AMP ciclico
(AMPc) (Bahena Trujillo y cols., 2000). Por otra parte, la subfamilia de D2 esta conectada
con proteina G inhibidora, la cual disminuye la produccién de AMPc.

Si bien la presencia de receptores D1 y D2 se ha confirmado en neuronas del CPu y otras
estructuras; su presenciaaln es motivo de controversiadonde se cree que D1 gjerceriaefectos
facilitadores sobre la via directa mientras que los efectos de D2 serian inhibitorios sobre €
sistema indirecto estriotalamico (Surmeier y cols., 1994; Beaulieu & Gainetdinov, 2011).

L os receptores D3 también se expresan en e CPu y en areas limbicas; D4 se ha identificado
en cortezafrontal y Ds en circuitos limbicos (Sunaharay cols., 1991; BahenaTrujilloy cols.,
2011).

En la siguiente tabla se muestran las principal es caracteristicas de cada receptor.

Familia D1 Familia D2
Subtipo D1 Ds D2 Ds D4
Gen 5g35.1 4p16.1 11923.1 3qg13.3 11p15.5
cromosémico
N° de intrones - - 6 5 3
codificantes
N° de 446 477 414-443 400 387
aminoacidos
Acoplamiento a Gas, Goolf Gas, Gai, Gao Gai, Gao Gai, Gao
proteinas G Gag
Afinidad por DA uM Sub- uM nM submicromolar
uM
Agonistas SKF-38393 SKF- Bromocriptina 7-OH-DPAT A-412997
selectivos SKF-81297 38393 Pergolida Pramipexole ABT-690
Fenoldopam Cabergolina Rotigotina PD-168,667
Ropinirole
Antagonistas SCH-23390 SCH- Haloperidol Nafadotrida A381393
selectivos SCH-39166 23390 Racloprida GR103,691,218,231 FAUC213
SKF-83566 Sulpirida SB 277011A L745,870,750,667
Risperidona

Tabla 1.3.2.1 Caracteristicas de los receptores dopaminérgicos. Adaptado de Bahena y Beaulieu (Bahena Truijillo y cols.,
2000; Beaulieu & Gainetdinov, 2011).

L os receptores también se encuentran en la pre sinapsis de la misma célula dopaminérgica,
donde cumplen funciones reguladoras de lasinapsis de DA, y en su liberacion alahendidura
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singptica (Skirboll y cols., 1979). La transmision dopaminérgica depende entonces de la
liberacion por exocitosis de la DA ubicada en vesiculas sinpticas, de unidn a receptores
especificos que median la transmision de sefiales y luego de la disociacion del receptor;
también depende de un sistema eficiente de recaptacién de DA ubicado en la hendidura
singptica. Este sistema de recaptacion puede ser bloqueado farmacol 6gicamente por accién
de anfetaminas y cocaina. El ciclo lo completa otro sistema de transporte que bombea DA
desde @ citosol presingptico alas vesiculas sinapticas. En los Ultimos afios se haidentificado
gue gran parte de estatarea esrealizadapor € transportador de DA (DAT) (Guastellay cols,,
1990; Girosy cols., 1992); el mecanismo de laliberacion y recaptacion de DA se muestraen
lasiguiente figura.

HVA <\\-— .
: : HVA
AD
¥ MAO
/ 3MT
! ?COMT
!
?TPC\ON 2 %
Red AMPc
DA\ t Hidrdlisis de PIP,
-+ Ca**
= D1y D5 - Estimulan PKC
I a

' | + AMPc
" | D2, D3y D4 ! salida de K*
@ \ + entrada de Ca**

Terminal postsinaptica
Receptores de DA- GPCRs

Terminal presinédptica

Figura 1.3.2.1 Esquema de terminal dopaminérgica. Modificado de Fernandez Pardal (Fernandez Pardal y cols., 2006).

1.3.3. Enzimas involucradas en la sintes y catabolismo
dopaminérgico

Tirosina hidroxilasa (TH) es una enzima (de arededor de 20 kDa) expresada en neuronas
catecolaminérgicas y se considera su marcador. Se encuentra presente en distintas regiones
del cerebro, principalmente en los ganglios basales. Cuando |la DA en la EP disminuye, esta
enzimase hallareducidaen la SN y CPu de los pacientes (Haycock & Haycock, 1990).

Lafuncién de TH es catalizar € paso limitante de la sintesis de DA. En estado fisiol dgico,
TH a menudo no esta saturada ya que posee una constante de disociacion de orden
micromolar y, quien controla la reaccion es la cantidad de cofactor tetrahidrobiopterina
(BH4) (Haycock & Haycock, 1990). TH estd compuesta por dos partes, un segmento
catalitico (ubicado en e segmento C-terminal) y un segmento regulador (ubicado en €
segmento N-terminal). Su configuracion depende de los residuos de cisteina a través de

-20-



puentes disulfuro que interaccionan con hierro. En la SN hay altas concentraciones de hierro
(Fujisawa & Okuno, 1989). El segmento N-terminal inhibe la actividad de laenzimay es
regulado através de fendmenos de fosforilacion. Asimismo, la despolarizacion de terminales
catecolaminérgicas resulta en un fendmeno de fosforilacién que aumenta la actividad de la
enzima.

Esimportante destacar que laDA liberada en la hendidura sindptica puede también controlar
laactividad de TH por medio de la estimulacion de receptores presinapti cos dopaminérgicos
(Leey cols.l, 1989).

Otra de las enzimas de gran interés es la monoaminooxidasa (MAO). Esta proteina
mitocondrial es probablemente la mas importante en la degradacion de monoaminas
intercelulares. Tiene dos formas MAO-A y MAO-B que se diferencian en cuanto a sus
propiedades inmunolégicas, distribucion celular y especificidad para sustrato e inhibidor
(Kdariay cols., 1988). Ambas formas se ubican en neuronas y células gliales del cerebro,
pero cabe destacar que laformaMAO-A tiene predileccion por |as neuronas dopaminérgicas
(Konradi y cols., 1988).

Finalmente, la enzima catecol -oxigeno metiltransferasa (COMT) tiene como funcién general
eliminar los catecoles biol6gicamente activos o toxicos y otros metabolitos oxidados. Se
distribuye extensamente en el organismo, en higado, pulmon rifion, etc. En e tejido nervioso
selocalizaen células gliales. Laisoenzima presente en cerebro tiene 271 aminoacidos y esta
relacionada con el metabolismo de pequefias cantidades de sustrato (Guldbergn & Marsden,
1975).

1.4, Organizacion anatomofuncional fisologica y
fisiopatoldgica de los ganglios basales.

1.4.1. Actividad motora normal

La gecucion de todo movimiento voluntario requiere informacion acerca del contexto
sensitivo en € que se va a redizar (planificacion), intencién del movimiento a gecutar
(iniciacién) y el estado de las partes del cuerpo que lo realizaran (coordinacion). Toda esta
informacion es aportada por dos circuitos neurales en paralel o que involucran alos ganglios
basalesy al cerebelo. Estas estructuras modulan su actividad mediante una region central de
procesamiento, nucleos de relevo intermedios, 1a afluencia de multiples aferencias corticales
y la proyeccién de sus ef erencias nuevamente haciala corteza.

En lo que respecta ala organizacion anatdmicay funcional, 1os ganglios basales resultan ser
fundamentales para e estudio de la fisiologia y fisiopatologia de la gecucion del
movimiento. En este circuito, e CPu es la puerta de entrada a las inervaciones
glutamatérgicas corticales y estas aferencias estan casi exclusivamente moduladas por
inervaciones dopaminérgicas de la SNpc.

En 1989 (Albin, 1989) propuso un modelo dividido en directo e indirecto (Figura1.4.1.1).
El circuito directo es monosimpético y proyecta sobre la region sensitivomotoradel Gpi y la
SNpr. Tiene su origen en neuronas GABA érgicas espinosas medias que expresan receptores
de lafamilia D1. Su accion esinhibitoria.
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Figura 1.4.1.2 Modelo anatomoquimico del circuito corticobasal talamocortical. Estado fisiologico. Las lineas sélidas
representan sinapsis excitatorias; las interlineadas, sinapsis inhibitorias. El grosor indica la actividad (aumento o disminucién,
segun sea el caso) de la transmision en las conexiones. Modificado de Simon y cols. (Simon y cols., 2008).

Un concepto importante para comprender como influyen los GB en el control motor cortical
es la desinhibicién. En un circuito desinhibitorio simple, una neurona inhibitoria
transitoriamente activa (CPu) hace sinapsis sobre una neurona inhibitoria tonicamente activa
(GPm) que luego hace sinapsis sobre una neurona excitatoria de los nucleos motores del
télamo (complgo taldmico VA/VL). Cuando lainhibicién ténica generada por € circuito es
interrumpida transitoriamente por accion de la primera neurona, otras aferencias pueden
excitar alacélulablanco y hacer que dispare. De estaforma, dos neuronasinhibitorias pueden
en realidad facilitar la excitacion transitoria de unatercera neurona blanco.

Estainhibicion se desarrolla en uno de los principales circuitos funcionales de los GB, lavia
directa. De esta manera, las neuronas del CPu tienen escasa actividad espontédnea y son
activadas transitoriamente por inervacion cortical (glutamato). La actividad cortical suele
comenzar antes del inicio del movimiento y cesa una vez que ha comenzado. Cuando las
neuronas palidales son inhibidas transitoriamente por accion de las neuronas espinosas
intermedias (CPu), las neuronastaldmicas (VA/VL) pueden ser excitadas por otras aferencias
(desde distintas regiones corticales) que estimulan la generacion de una sefial nuevamente
hacia las cortezas premotoras.

Laviaindirecta antagonizalaviadirecta. El circuito indirecto es polisinaptico y parte de las
neuronas GABAérgicas estriatales expresan receptores de la familia D2. Este circuito se
proyecta al Gpe, que enviala sefial sensitivomotoradel NST.

El GP se encuentradividido en un segmento interno (GPm) que proyecta directamente hacia
el tdlamoy otro externo (GPi) cuyas neuronas tonicamente inhibitorias reciben af erencias del
CPuy proyectan haciael NST. A suvez, e NST proyecta haciael GPm lo cual permite que
la via indirecta desde e CPu influya en la actividad del tdlamo. EI NST utiliza glutamato
COmo neurotransmisor, 10 que proporciona excitacion adicional a las neuronas ténicamente
inhibitorias en d GPm y excitaalos nicleos de salida.

Gpi y SNpr extienden eferencias GABAérgicas sobre |os nuicleos motores ventral latera y
anterior del tdlamo en larutahacialacortezay alos nicleostroncoencefalicos. Las eferencias
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talamocorticales glutamatérgicas se proyectan sobre las areas sensitivomotoras corticales y
cierran el circuito. En consecuencia, € NST aumenta la inhibicion ténica del tdamo que
surge del GPm. Desde |os nucleos troncoencefalicos se envian proyecciones descendentes a
la asta anterior de lameédula espinal.

En e CPu, como region central de procesamiento de los GB, se pueden distinguir dos tipos
de neuronas:

e ESspinosas, que poseen espinas en sus dendritas y que constituyen el 95-96% del total
de neuronas del nlcleo. Constituyen el centro integrador del estriado, ya que sobre
ellas convergen aferencias intrinsecas y extrinsecasy envian sus axones a otros GB,
es decir, son las neuronas de proyeccion del nicleo. Por sus neurotransmisores se las
puede dividir en dos grupos.

o Grupol: utiliza GABA y como cotransmisor encefalina. Proyectaa GPi (via
estriopalidal.

o Grupo2: utilizaGABA y como cotransmisor sustancia P o dinorfina. Proyecta
alaSN y al GPm (via estrionigrica/pdlido interna).

¢ No espinosas (no tienen espinas en sus dendritas). Son interneuronasy se dividen en
tres clases, de acuerdo con su morfologia, caracteristicas bioquimicas y
neurotransmisoras:

o Clase |: neuronas grandes, emplean acetilcolina como neurotransmisor, son
espontaneamente activas y se las considera las neuronas asociativas mas
importantes del nucleo.

o Clase II: neuronas medianas, de cuerpo ovoide, son las mas numerosas y
utilizan GABA como neurotransmisor. Estasinterneuronas son las principales
responsabl es de |os mecanismos inhibitorios del estriado.

o Clase IlI: interneuronas medianas de soma redondo son también
GABAérgicas y poseen en su citoplasma la enzima 6xido nitrico sintetasa
(ONS), queinterviene en lasintesis de 6xido nitrico (ON). El bloqueo de esta
sintesis reduce la liberacion de todos los neurotransmisores del nuacleo
(GABA, glutamato, acetilcolina y dopamina). Son importantes para el
funcionamiento general del estriado a modular la funcionalidad
neuroquimica del mismo.

La inervacion dopaminérgica estriatal es uno de los principales elementos en este circuito
motor como viade entrada. A nivel del CPu, |os axones dopaminérgicos establecen contacto
con las neuronas espinosas de tamafio mediano, que constituyen € principal grupo eferente
del CPu. El 60% de las neuronas eferentes hacen sinapsis con e cuello de las dendritas de
estas neuronas y modulan su actividad cortical aferente (Calabresi y cols., 2000).

Yaque el CPu eslaregion central de procesamiento en los GB, parainfluir en los comandos
motores, los nucleos de relevo intermedio (GP, SN, NST) deben proyectar sus eferencias
hacia |la corteza motora. En este camino, la Unica ruta hacia la corteza es la del tadlamo. El
efecto neto de los movimientos iniciados en la corteza resulta en un circuito gecutor o
facilitador del movimiento. Asimismo, |a retroalimentacion negativa funcionalmente podria
interpretarse como una inhibicion de las contracciones musculares inadecuadas o deteccion
del movimiento. Estos dos circuitos estriadopalidal es en equilibrio permiten que lagecucion
de un movimiento determinado sea precisa.
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La DA gerce un efecto dual sobre las neuronas estriatales (excitador sobre la via directa e
inhibidor sobre la indirecta) (Onn 'y cols., 2000) por lo que varios autores le adjudican una
funcion tonica sobre las dos vias de los GB, |o cual mantiene inhibidos |os niicleos de salida
(GPmy SNpr) y facilita permanentemente la g ecucion de planes motores corticales (Onn'y
cols., 2000; Wichmann & Delong, 1997, 2003). Sin embargo, unavision actual otorgamayor
complgjidad a modelo incluyendo cambios en el patron de descarga espacia y temporal
dependiendo de circunstancias 'y funciones especificas, conexiones reciprocas entre nlcleos,
proyecciones directas de la corteza motora al estriado y a NST, inervacion dopaminérgica
de todos los nucleos de los GB y e tdlamo, circuitos moduladores y un sistema funcional de
sincronizacion de las descargas neuronales en €l NST y en e GPm (Mathai & Smith, 2011).
Ademas, laimportanciadelos GB en otras éreas como el aprendizaje, planificacion, memoria
de trabgjo y modulacion de emociones explicaria otras alteraciones que sobrevienen en
enfermedades como Parkinson, Huntington, entre otras.

1.4.2. Actividad motora patoldgica

Desde que Ehringer y Hornykiewicz demostraron en 1960 una disminucion importante en el

contenido de DA en pacientes con EP, numerosos estudios han validado la estrecharelacion
existente entre la pérdida del neurotransmisor y los trastornos de la posturay € movimiento
caracteristico de estaenfermedad (Ehringer & Hornykiewicz, 1960; Ljungdahl y cols., 1975).

Desde hace afios ha crecido € interés por e funcionamiento de los GB en presencia de una
pérdida de neuronas dopaminérgicas.

EnlaFigural.4.2.1 se observa este circuito motor afectado por €l la patologiade laEP. Uno
de los conceptos fundamental es en que se sustenta este model o es que la proyeccion de DA

nigroestriatal modula con signo contrario alas poblaciones del CPu que se sittan en el origen
del circuito directo eindirecto (Rodriguez Oroz & Obeso, 2006).

L a accion dopaminérgica sobre las neuronas que dan origen al circuito indirecto esinhibidora
al actuar sobre los receptores D> y sobre las neuronas en el origen del circuito directo es
excitadora a través de receptores del tipo Ds.
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Figura 1.4.2.2 Modelo anatomoquimico del circuito corticobasal talamocortical. Estado patolégico: Enfermedad de
Parkinson. Las lineas soélidas representan sinapsis excitatorias; las interlineadas, sinapsis inhibitorias. El grosor indica la
actividad (aumento o disminucion, segun sea el caso) de la transmision en las conexiones. Modificado de Simony cols. (Simon
y cols., 2008).

Brevemente, en la EP, la pérdida de neuronas en la SNpc afecta alas vias directa e indirecta
entre el CPu y los nucleos eferentes de los GB (GPm y SNr) de forma diferente (Wichmann
& Delong, 2003). Por un lado, disminuye la inhibicién sobre las neuronas GABA-
encefalinérgicasy, por € otro aumentala actividad que sobre inhibe al Gpe.

Estudios en primates tratados con € neurotoxico MPTP han mostrado un incremento en el
promedio de descarga de las neuronas GABAérgicasdel GPmy unadisminucion en el patrén
de descarga de las neuronas del GPi (Wichmann & Delong, 1997) lo que sugiere que lafalta
de dopaminadesequilibralatransmision glutamatérgica desde | as &reas motoras pre centrales
dificultando asi, e movimiento iniciado cortical mente.

Como lainhibicién del NST esta disminuida, éste aumenta su actividad e hiperexcitaa GPi
y ala SNpr, que quedan hiperactivos. La deplecion de DA sobre lavia directa disminuye la
excitacion sobre la via nigroestriatal; esto disminuye la inhibicion GABAérgica de las
neuronas sobre el GPi y la SNpr y, en consecuencia, aumenta la actividad que se suma ala
obtenida por laviaindirecta.

Los cambios en la via directa y en los dos brazos de la via indirecta resultan en una
hiperactividad de los nucleos eferentes: GPm y SNr y sus proyecciones inhibitorias hacia el
talamo ventrolateral (Wichmann & Delong, 2003). La ausencia de DA produce, entonces,
incremento de la actividad del GPm/SNr y de la inhibicién talamica. Los cambios de los
programas realizados por e area motora suplementaria son impedidos por la hiperactividad
ténica de las estructuras involucradas en la via directa e indirecta, lo que produce las
manifestaciones motoras caracteristicas de la EP: dificultad parainiciar e movimiento, para
cambiar de actividad, hipocinesia, etc.

Las manifestaciones clinicas de la EP deberian considerarse en momentos evolutivos
distintos. En los estadios iniciaes | as alteraciones son originadas por disfuncién del circuito
(cortico-estrio-palido-tdlamo-cortical) sin  lesién estructural. Entonces, existe un
desequilibrio en la neurotransmision y en los patrones de actividad de las neuronas
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implicadas en & producto de lamuerte de | as neuronas dopaminérgicas de la SNpc (Marsden
& Obeso, 1994). Por otro lado, en los estadios avanzados se observan cambios
morfofuncionales en e propio circuito o en sus proyecciones como modificacion de la
sensibilidad y densidad de receptores, cambios en la eficacia sindptica, entre otros
(Mouradian y cols., 1988).

1.5. Modelo Experimental de 6-OHDA

LaEP estadefinida por criterios clinicos, morfol 6gicosy neuroquimicos apartir delos cuales
se han desarrollado varios modelos experimentales que imitan la lesidén neuropatol égica y
permiten definir estrategias terapéuticas y mecanismos etiopatogenicos de la enfermedad
(Kyohei y cols., 2019). Entre estos, |os més frecuentemente empleados se logran mediante la
aplicacion de neurotoxinas intracerebralmente como la 6-OHDA o larotenona en roedores y
el MPTP en primates (Saravanan & Mohanakumar, 2005; Larramendy y cols., 2008, Bourque
y cols., 2009). Ademas, se han identificado varias mutaciones causantes de formas de la EP
lo que hallevado alageneracion de otros model os basados en lasobreexpresion de laproteina
a-sin mediados, en su mayoria, por vectoresvirales (Lindgreny cols., 2012).

De las neurotoxinas, € modelo de 6-OHDA es e més ampliamente utilizado como
herramienta fundamenta de |la patofisiologia de la denervacion dopaminérgicay, a mismo
tiempo, induce lesiones noradrenérgicas (Murray y cols.,, 2003). Inyectada en la via
nigroestriatal de los roedores destruye selectivamente las neuronas catecolaminérgicas y
produce la pérdida de neuronas dopaminérgicas nigrales, de sus terminales estriatales y
reduce los niveles de DA, serotonina, encefalinay sustancia P estriatales. La degeneracion
neurona afecta, por igual, tanto a las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (A9) que
proyectan al estriado como a las del &rea tegmental ventral (A10) que forman parte del
sistema mesolimbico (Ungerstedt, 1968, 1971). Lainyeccion de esta neurotoxinaen € CPu
o en € haz media del cerebro anterior (MFB) resulta en una extension y desarrollo de la
lesiéon diferencial. La administraciéon via intraestriatal produce una degeneracién menos
severa, més lentay progresiva que se asemeja mas a lo que ocurre en la EP (Przedborski,
1995).

La 6-OHDA suministrada de forma selectiva y de manera unilateral en distintas zonas del
CPu produce lesiones parciales que originan cambios esponténeos en la funciéon motora y
sensitivo-motora de los roedores, semejantes a los que aparecen en la EP en humanos,
induciendo un hemiparkinsonismo. El dafio parece ser consecuencia de la degeneracion
antidrémica secundaria a la lesion de las terminales y no a transporte axona retrogrado de
la neurotoxina. También se observan cambios neurogquimicos y neurofisiol6gicos
compensatorios del déficit dopaminérgico que tardan un tiempo en establecerse. Se ha
descrito unainduccion y activacion de TH en las neuronas dopaminérgicas funcionales, un
incremento de la DA liberada en e CPu y un incremento en € nuimero de receptores
dopaminérgicos estriatal es postsindpticos (fendbmeno conocido como “up regulation ). Este
fendmeno de hipersensibilidad por denervacién afecta sobre todo alos receptores estriatales
D2 (Creese & Leff, 1982).

La inyeccion unilatera de 6-OHDA produce una degeneracion progresiva dd sistema
nigroestriatal en el lado lesionado lo que permite la comparacion interna con € lado
contralateral intacto. Esta condicién se denomina hemiparkinsonismo ya que involucra la
degeneracion de lavia nigroestriatal en solo un hemisferio cerebral (Deumensy cols., 2002;
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Dauer & Przedborski, 2003; Przedborski, 1995). Por otro lado, una administracion bilateral
de la neurotoxina impide la posibilidad de contar con un patrén de comparacién interno y,
ademés, produce una alta mortalidad en ratas ya que causa afagia 'y adipsia por lo que no
constituye un buen modelo para el estudio de laEP.

Las deficiencias motoras generadas en € modelo de administracion unilateral se pueden
evaluar por medio de test que examinan, entre otros signos, la acinesia, la desviacion del gje
del cuerpo, € comportamiento rotatorio asimétrico inducido por farmacos, comportamientos
motores esponténeos (Morky, 1995; Deumens y cols., 2002; Kirik y cols., 1998; Yunesy
cols., 2015). Larespuesta rotatoria ante laadministracion de farmacos, puede ser considerada
como un indicador del grado de severidad de la lesion nigroestriatal (Figura 1.5.1). La
administracion de sustancias que aumentan la liberacion de DA, como la anfetamina (Anf),
produce rotacion ipsilateral, con respecto a lado lesionado. Por otro lado, la administracion
de un agonista no selectivo de los receptores dopaminérgicos D1 y D2, como la apomorfina
(Apo), induce unarotacion contralateral a lado lesionado. Esto es debido aque en el lado de
la lesion hay una sobreexpresion de receptores dopaminérgicos producto de una respuesta
compensatoria.

1
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{Ll | J.’“T( an | _‘_J o i‘.‘;“
14 !t; \ J /'
el LA 538 e
ANFETAMINA APOMORFINA

Figura 1.5.2 Rotaciones inducidas por agonistas dopaminérgicos en un modelo de lesion unilateral (hemisferio
izquierdo) de 6-OHDA. A-Rotaciones homolaterales inducidas por anfetamina. B- Rotaciones contralaterales inducidas por
apomorfina. Modificado de Deumens (Deumens y cols., 2002).

Lalesion unilateral disminuye lainervacion dopaminérgicagenerando acinesia, bradicinesia
y asimetrias en e uso del miembro anterior (Decressac y cols., 2012) que pueden ser
estudiadas con € test de acinesia en e miembro anterior, conocido como Stepping test
(Olssony cols., 1995). Asimismo, esposible ver y cuantificar el comportamiento ambulatorio
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en el test de campo abierto (Casasy cols., 2013; Gould y cols., 2009), el nado delosanimales
(Morris, 1981, Porsolt y cols., 1997), entre otras evaluaciones y caracterizar cadaunade las
conductas seguin € estadio de la enfermedad en que se encuentrael animal (Deumensy cols.,
2002).

1.6. Neuroesteroides

Es sabido que e cerebro es un 6rgano influenciado por la accion de las hormonas
esteroidales. En la mayoria de las estructuras que regulan funciones neuroendocrinas se han
identificado receptoresintracel ulares de esteroides, involucrados en latranscripcion de genes
especificos. Estos receptores poseen patrones de distribucion unicos en la complgaanatomia
del cerebroy € ercen sus funciones mediante mecanismos de retroalimentaci 6n inducidos por
esteroides los que se correlacionan con la expresion del comportamiento (Cabrera &
Bregonzio, 1996; Cabreray cols., 2002, Laconi & Cabrera, 2003; Giuliani y cols., 2011,
2013). Ademas, sus funciones estan involucradas en la regulacion de la sintesis de
neurotransmisores, receptores, hormonas y heuromodul adores, relacionandose también con
la organizacion de los distintos circuitos neurales que ocurren durante € desarrollo y
persisten en lavida adulta (Cabrera & Navarro 1996, Laconi y cols., 2007).

En las tltimas décadas un importante cimul o de evidencias cientificas sostiene que e cerebro
ademas de ser un importante 6rgano blanco de las hormonas esteroidal es, es un 6rgano donde
el metabolismo esteroidal es realmente considerable (McEwen, 1999; Do Rego y cols,,
2009).

Tanto las neuronas como las células de la glia, presentan un variado niUmero de enzimas que
producen metabolitos esteroidales activos a partir de precursores como €l colesterol. Se ha
caracterizado la via biosintética de estas neurohormonas (Figura 1.6.1) y numerosas
investigaciones se han desarrollado paraesclarecer sus accionesfisioldgicasy sus potenciales
efectos farmacol 6gicos. Actua mente se |os considera importantes mol écul as regul atorias de
diferentes sistemas de neurotransmisién y, por su sintesis cerebra, se las denomina
“neuroesteroides”.
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Figura 1.6.2 Biosintesis de neuroesteroides de acuerdo ala especificidad celular. La célula en gris es un oligodendrocito;
la amarilla un astrocito y en violeta se representa una neurona. Adaptacion de Herberden (Heberden, 2017).

El término “neuroesteroide” fue propuesto en 1981 por Baulieu y colaboradores (Baulieu,
1981, 1997) y se aplica a aquellas mol écul as esteroidales cuya sintesisy secrecion en el SNC
y periférico ocurre de forma independiente de la produccion de las glandulas endocrinas
esteroidogeénicas. Esta sintesis ocurre de novo en e sistema nervioso a partir de colesterol.
Sin embargo, en varios casos, € precursor de un neuroesteroide dado, como E, puede ser
sintetizado por € sistema nervioso o también ser producto de la biosintesis a partir de la
secrecion de glandulas del sistema endocrino (ovario, glandula adrenal y/o placenta).
Entonces, la vista clasica de |os esteroides de origen gonadal, progestagenos, estrégenos y
andrégenos, con funciones netamente reproductivas ha cambiado durante los dltimos afios,
ya que un cumulo de investigaciones y estudios clinicos sostienen sus diversos efectos
neuromodul adores y neuroprotectores.

Estas hormonas son lipéfilasy de bajo peso molecular, por lo que cruzan facilmentelabarrera
hematoencefalica quedando disponibles para sus funciones en e cerebro, incluyendo la
regulacion del sistema neuroenddcrino reproductivo, estado de &nimo y cognicion, asi como
efectos neuroprotectores (Behl, 2002).

Por su origen son denominadas esteroides neuroactivos. Robel observé que varios dias
posteriores a la remocion de las glandulas esteroidogénicas aln permanecian altas
concentraciones de estos esteroides en € sistema cerebral (Robel y cols., 1999). En concreto,
E> puede ser sintetizado directamente en el SNCy gercer susfuncionesalli, o provenir desde
la periferia. La significanciafisiologica del Ez neuroesteroidal es claramente diferente de la
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periféricaque es de funcion netamente endocrina; ya que actiade forma paracrinaanivel de
los distintos tipos celulares del SNC.

Los neuroesteroides, al igual que los esteroides producidos por las glandulas
esteroidogénicas, son sintetizados a partir de colesterol por una serie de reacciones
enziméticas mediadas por enzimas de la familia de los citocromos P450 y no-P450. La
presencia de estas enzimas en €l sistemanervioso ha sido evidenciadapor €l andlisis proteico
y de ARNm en una amplia variedad de especies. Las propiedades de estas enzimas
esteroidogénicas, su localizacion en e sistema nervioso y su sintesis durante € desarrollo
han sido también ampliamente estudiadas (Compagnone & Mellon, 2000).

1.6.1. Estrogenos

En la dltima década, diversos estudios se llevaron a cabo con € fin de elucidar |os efectos
neuroprotectores de los estrégenos en enfermedades e injurias del sistema nervioso. Estas
investigaciones desencadenaron en el reconocimiento del potencial impacto de las hormonas
sexual es esteroidales en dichas perturbaciones (Garcia Seguray cols., 2001).
El estrégeno promueve, directamente, la supervivencia celular y la plasticidad singptica y
previene lapérdidaaxonal y dendritica. Ademés, ayudaaevitar e mal funcionamiento delas
neuronas al alterar los niveles de neurotransmisores, de |os receptores de neurotransmisores
y de segundos mensgjeros (Dluzen & McDermott, 2000; Dluzen, 2000).
Los estr6genos son producidos principalmente por los ovarios, la placenta durante el
embarazo y en menores cantidades por las glandulas adrenales y el SNC. Los principales
estrégenos derivan de los andrégenos, hormonas sexual es masculinas 'y son:

e Estrona(E,) :laenzimaaromatasalo sintetiza a partir de la progesterona.

e Estradiol (E2): laenzima aromatasa lo sintetiza a partir de latestosterona.

e Estriol (Ez): laenzimaaromatasa lo sintetiza a partir de la androsterona

1.6.1.1. 17B-estradiol

Estudios recientes sugieren que € E2 no sblo tiene acciones neuroprotectoras sino que esta
involucrado en la activacion de procesos restaurativos en e sistema nervioso (Figura
1.6.1.1.1) (Azcoitiay cols., 2011) .
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Figura 1.6.1.1.1 Esquema de acciones del 17R-estradiol sobre la proteccion y reparacién en el SNC. Adaptacion de
Azcoitia (Azcoitia y cols., 2011).

Como se muestra en la Figura 1.6.1.1.2, e E> desencadena mecanismos protectores y
reparadores que actlian sobre diferentes dianas celulares en e SNC. Particularmente, actta
sobre las neuronas que expresan receptores de estrogeno (RE) nuclearesy de membrana para
promover la supervivencia neuronal, la neurogénesisy lafuncion sinaptica.

Actuando sobre las células madre y los progenitores, € E> regula la generacion de nuevas
células neuraes, incluyendo las neuronas. Ademas, la hormona reduce la inflamacion local
delosastrocitosy lamicrogliay promuevelasupervivencianeurona atravésdelaliberacion
de factores de crecimiento de los astrocitos. El E> también reduce la pérdida de céulas de
oligodendrocitosy ladesmielinizacion y facilitala remielinizacion.

Las acciones del estradiol sobre las células endoteliales, las células del musculo liso, las
plaquetas y los leucocitos también estan implicadas en e control hormonal de la respuesta
inflamatoria local y en la regulacion del flujo sanguineo, e metabolismo de la unidad
neurovascular, la adhesion de los leucocitos y la supervivencia de las células endoteliales
(Azcoitiay cols., 2011).
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Figura 1.6.1.1.2 Mecanismos que subyacen a proteccion y reparacién en el SNC. Adaptacion de Azcoitia (Azcoitia y
cols., 2011).

1.6.1.2. Mecanismo de Accion

A pesar que | os estrogenos son agentes neuroprotectores bien caracterizados, |0s mecanismos
por los cuales gercen sus acciones son aln desconocidos. Tienen abundantes efectos
celulares incluyendo la activacion nuclear de RE, la expresion aumentada de proteinas anti-
apoptéticas, interaccion de cascadas de segundos mensgjeros, alteraciones en la activacion
glutamatérgica, € mantenimiento del homeostasis de calcio intracelular, y la actividad
antioxidante (McEwen, 1999; Dluzen, 2000; Do Rego y cols., 2009; Don Carlos y cols.,
2009).

Varios de estos efectos estén involucrados en la supervivencia neurona; sin embargo, €l
papel exacto de cada una de estas vias en la neuroproteccion mediada por E2 permanece sin
elucidar (Garcia Seguray cols., 2001). Sin embargo, como se muestraen laFigura1.6.1.2.1,
es posible observar cdmo las interacciones neuronaes y gliales se interrumpen cuando hay
degeneracion inducida por un neurotdxico.
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Figura 1.6.1.2.1. E; induce cambio glial de muerte a reparacion celular. Adaptacién de Morale y cols. (Morale y cols.,
2006).

En la representacion se observa que hay dos caminos en la EP; mientras que uno de ellos es
perjudicial, e otro es beneficioso. Moraey sus colaboradores (Moraey cols., 2006) sugieren
gue esto ocurre porque & Ex tiene el rol principal de “conmutador glial”. L os efectos dafiinos
citotoxicos (oxidativos y nitrotdxicos) en situaciones de estés inflamatorio pueden generar la
desaparicion de la DA nigra y la muerte de la neurona. Por otra parte, |os efectos benéficos
gjercen proteccion sobre las neuronas nigrales y ocurren principal mente por accion de los
astrocitos. Estas células se encargan de eliminar € glutamato del espacio extracelular,
producir factores que inducen enzimas antioxidantes y expresan moléculas neurotroéficas
cruciales, regulando e crecimiento, la diferenciacion y la supervivencia de las neuronas,
como parte de las interacciones bidireccionales, neurol 6gicas-gliales.

1.6.1.2.1. Mecanismo gendmico y no gendémico

El primer paso para que 17p-estradiol, sea sintetizado a partir del colesterol ocurre en la
membrana mitocondrial externa, en donde € colesterol es transportado hacia la membrana
mitocondria interna para convertirlo en pregnenolona (Tsutsui & Haraguchi, 2015). Se
conoce que en este proceso estdn implicadas la proteina de regulacién aguda de
esteroidogénesis (StAR), la proteina translocadora de 18K Da (TSPO) y la enzima P450scc,
una enzima de escision de la cadenalatera de colesterol.

A través de una serie de reacciones enziméticas consecutivas, la pregnenolona se convierte
en otros esteroides en € reticulo endoplasmico, entre los que se encuentra la testosterona,
gue a través de la enzima P450aromatasa (P450arom), pasa a formar € E> (MacLusky &
Naftolin, 1981).

L os neuroesteroides gjercen varias acciones biol 6gicas en el cerebro durante laembriogénesis
y en lavida adulta.

Lasintesisloca de E> hace que estahormonaactiie de formaendocrinay paracrina, autocrina
e intracrina, gerciendo su accion de forma gendémica mediada por receptores esteroidales
nucleares y también de forma rdpida o no gendmica modulando receptores de
neurotransmisores (Rupprecht y cols., 1999; Vrta¢nik y cols., 2014).

-33-



L os estrogenos, clasicamente, gjercen sus efectos por e mecanismo de accion nuclear de sus
RE. Estos receptores son factores de transcripcion que pertenecen a la superfamilia de
receptores nucleares de hormonas, capaces de activar genes mediante la union directa a
secuencias especificas de ADN, conocidas como elementos de respuesta de estrogenos
(ERES) (Sohrabji & Miranda, 1995), localizadas en regiones promotoras de genes.

En este contexto, cuando €l esteroide ingresa ala célula por difusién pasiva, se une asu RE
nuclear y sigue una serie de pasos de activacion que finaliza en que el comple o estrégeno-
RE se asocia con e elemento de respuesta a estrogeno (ERE) y funciona como un
potenciador (“‘enhancer”) de |os genes que contienen ERE (Garcia Seguray cols., 2001).

L os complgjos mecanismos de sefializacion del E» principalmente pueden darse a través de
los receptores clasicos, ERa y ERP, que poseen varias similitudes en cuanto a su secuencia
de aminoéacidos y se ha demostrado que ambos poseen roles caracteristicos y no redundantes
(Dahlman-Wright y cols., 2006); o también por medio del receptor acoplado a proteinas G,
GPERL1. En la siguiente tabla se describen sus caracteristicas principales.

Caracteristica ERa ERB GPER1

Receptores nucleares de hormonas

Superfamilia esteroideas Receptores acoplados a proteina G

419,3
Tipo Nuclear y unidos a membrana Unido a membrana, acoplado a proteina G
Estructura Dominio de unién a ADN 7 regiones a-hélice transmembrana, 4 segmentos

extracelulares y 4 citosdlicos
N° de isoformas 3 5 1

Tamafio (aa) 595 530 375

Tabla 1.6.1.2.1.1 Representacién esquematica de los mecanismos de accion de los estrégenos a través de sus
receptores. Adaptado de Heldring y cols. (Heldring y cols., 2007).

Lavia gendmica directa es el mecanismo clésico de sefializacion de |os estrégenos a través
de estos receptores (Figura 1.6.1.2.1.1A). La union de E2 a ERa o ERp, produce un cambio
conformaciona gue permite la dimerizacion del receptor, su translocacion a nicleo y la
unién a los ERESs en las regiones promotoras de genes diana que reclutan coactivadores y
correpresores transcripcionales (Arévao y cols., 2012).
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Sefalizacon por
factores tréficos

Ademas, esta unién ligando-receptor hace gue se pongan en funcionamiento co-reguladores
que ateran la estructura de la cromatinay facilitan la transcripcion (Vrtaénik y cols., 2014).
Adicionamente se conoce, en laactualidad, que € E> puede modular la expresion génicasin
unirse directamente a ADN, en genes que no poseen ERES en su region promotora, sino a
través de interacciones proteina-proteina con otros tipos de factores de transcripcion que
contactan de forma compleja con € ADN; esta es una forma de sefializacién genémica
indirecta (Figura 1.6.1.2.1.3 B)(Bjornstrom & Sjoberg, 2005).

Varias evidencias sugieren que | os efectos neuroprotectores del E> no ocurren sélo mediante
el mecanismo nuclear de RE, ya que antagonistas del REP no atentian sus acciones
protectoras en todos los modelos de neurotoxicidad (Green y cols., 1998). Ademas, sus
ef ectos neuroprotectores actlan alin en presenciade ARNm o proteinas inhibidoras (Sawada
y cols., 1998).

Existen ademés ciertos cambios inducidos por el E> que son demasiado rdpidos para ser
relacionados con algun tipo de transcripcion génica y posterior sintesis proteica que,
generdmente, son propiedad de las hormonas esteroideas y que se relacionan con la
activacion de la sefiaizacion por proteina-quinasas (Vrtacnik y cols., 2014). Esta
sefidlizacion no gendmica (Figura 1.6.1.2.1.4 C) se produce a través de la activacion de los
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receptores clasicos en € citosol o anclados a la membrana celular y de un receptor de
membrana, miembro de la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (Arévalo y
cols., 2015) que no tiene relacion genética ni estructural con los receptores clasicos y se
expresa de forma independiente a ellos, aunque su afinidad por el Ez es considerablemente
mas bagja (Vrtacnik y cols., 2014).

Dentro de las acciones no gendmicas del estradiol se encuentran la movilizacién de calcio
intracelular, la estimulacion de la adenil ciclasa (AC) y produccion de AMPc, la activacion
de las rutas de sefidizacion de la proteina quinasa activada por mitdégenos (MAPK),
fosfoinositol-3-quinasa (PI3K), la activacion de receptores de membrana tirosina-quinasa
(Akt, PKA, PKC) y la atenuacion directa del receptor de glutamato (Bjornstrom & Sjoberg,
2005;Vrtacnik y cols., 2014; Arévaloy cols., 2015).

Por ultimo, existen mecanismos por los cuales los RE pueden ser activados de forma
independiente de launidn asus ligandos (Figura1.6.1.2.1.5 D) através de la sefiaizacion de
factores tréficos por lafosforilacion de quinasas, como las proteina-quinasas A y C, sefiaes
extracelulares de factores troficos, citogquinas, neurotransmisores y reguladores del ciclo
celular (Vrtaénik y cols., 2014). Estudios en animales muestran que los estrogenos influyen
en la sintesis, liberacion y metabolismo de neurotransmisores como la dopaminay puede
modular la expresion y funcion del receptor de dopamina (Garcia Seguray cols., 2001).

1.6.1.3. Estrogenos en la Enfermedad de Parkinson

Lacienciabésica, laepidemiologiay laevidenciaclinicasugieren que las hormonas sexual es
femeninas pueden influenciar el comienzo y la severidad de los sintomas de la EP.
Laprevaencia de la EP es superior en hombres que en mujeres, en una relacion aproximada
3:2 (Mayeux y cols., 1992) sugiriendo una posible influencia protectora de | os estrogenos en
la predisposicion a la enfermedad (Dluzen & McDermott, 2000; Dluzen, 2000). Estudios
clinicos, como € redlizado sobre la EP en € reemplazo de estrégenos en los afios de la
menopausia (POETRY)), sugieren que los sintomas en la EP pueden exacerbarse luego de la
menopausiay pueden ser retrasados o aliviados con unaterapia de reemplazo hormonal. Sin
embargo, otros estudios han fallado en observar efectos estrogénicos positivos, por o que
existen serias controversias como estrategia terapéutica.

Las diferencias de género en los niveles de estrégenos pueden también explicar por qué las
drogas dopaminérgicas utilizadas en € tratamiento de la EP afectan a hombres y a mujeres
de manera diferente con respecto ala respuesta terapéutica, la eliminacion del farmaco y la
presion arterial (Wright y cols., 1997; Krausy cols., 1999).

Los estudios en animales han demostrado que la modulacion pre y postsindptica esta
moduladapor el ExenlaSN y el CPu, asi como también la habilidad de proteger las neuronas
dopaminérgicas del efecto de neurotoxinas tales como e MPTPy la 6-OHDA (Shulman &
Bhat, 2003; Smith & Dahodwala, 2014). La neuroproteccion después de la exposicion a
neurotoxinas en estudios en animal es se define de dos maneras. es posible que el E> prevenga
la reduccion de la dopamina estriatal y sus metabolitos relacionados DOPAC y HVA; o
también puede ocurrir que se mantenga la integridad neuronal de la via de sintesis de
dopamina mediada por DAT, € transportador monoaminico vesicular 2 (VMAT2) y €
ARNmM, o lainmunorreactividad de laenzima TH (Smith & Dahodwala, 2014). Bourquey
colaboradores, proponen dos escenarios dependiendo de la viabilidad de las células en
respuesta a la accion del 17p-estradiol. Uno sugiere que si las neuronas estén sanas en €
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momento del tratamiento, su respuesta es beneficiosatanto paralafuncién neurol 6gicacomo
para la supervivencia; mientras que en €l otro caso, si la funcion neurona est4 dafiada, 1a
exposicion a tratamiento con el tiempo exacerba la lesion neurologica (Bourque y cols.,
2009). Estas observaciones concuerdan con un informe que sugiere que con laadministracion
de concentraciones mas bajas de toxinas como MPTP o 6-OHDA, la pérdida de procesos
dendriticos en las células de la SN positivas a TH es menor. En una etapa temprana de
degeneracion, cuando las neuronas DA de la SN se lesionan, pero no mueren, puede ser un
momento apropiado para la neuroproteccion con esteroides. De hecho, en el ser humano es
en las primeras etapas de la EP, antes de iniciar la terapia de levodopa, cuando se informa
que laterapia de estrégenos es beneficiosa (Bourque y cols., 2009).

Ademas, E> podria afectar la patogénesis de la EP a través de su influencia en la funcion
mitocondrial y la respuesta al estrés oxidativo. Es sabido que el 17p-estradiol reduce la
toxicidad del glutamato, aniones superoxido y peroxido de hidrogeno en e cultivo neuronal
in vitro de células ventrales mesencefdlicas. Debido a que este efecto fue independiente del
RE, los investigadores plantearon la hipotesis de que ocurrié por secuestro de calcio
citosdlico (Sawaday cols., 1998).

Existen varios mecanismos adicionales por los cuales € E, puede actuar para estabilizar y
preservar la funcién mitocondrial frente a varios tipos de estrés. A modo de gjemplo, €
estrégeno protege e potencial de la membrana mitocondrial, previene el agotamiento del
ATPYy reduce la produccién de radicales libres.

En cuanto alos efectos de latranscripcion através de RE, ocurre un aumento de laexpresion
del transportador de glucosay un aumento de la produccién de enzimas de laviaglicolitica,
lo que en general conduce a un aumento de la utilizacién de la glucosay a una disminucién
de la produccion de glutamato libre toxico. Asimismo, se ha demostrado que € E> también
aumenta latranscripcion del ADN mitocondrial, puede tener ef ectos antioxidantes directosy
puede tener efectos antiinflamatorios, incluyendo la disminucién de los nivel es de citoquinas
y otros moduladores inflamatorios, la entrada de leucocitos en e SNC y la activacion de
microgliain vitro ein vivo (Smith & Dahodwala, 2014).

En resumen, € E> modula los indices de funcionamiento de las neuronas mesencefélicas
dopaminérgicas y previene la deplecién neuronal dopaminérgica inducida por neurotoxinas
en model os animales de EP, por |o tanto, es neuroprotector. La modulacion puede ocurrir a
nivel sintesis, liberacion, recaptacion de DA, y unidn a receptores especificos. También los
resultados neuroprotectores son dependientes del tratamiento en relacion a periodo de
administracion y dosisy del estatus gonadal de los animales estudiados. Si se establecen los
mecanismos especificos por 1os que & estrégeno gerce sus efectos neuroprotectores en la
EP, se pueden desarrollar nuevas combinaciones de terapias dirigidas con modificaciones
estructurales para maximizar la neuroproteccion y minimizar los efectos sistémicos no
deseados.

1.6.1.4. Astrocitos, EP y 17B-estradiol

Los astrocitos comprenden una poblacion de células gliales que juegan un papel critico
durante el desarrollo, asi como en el mantenimiento de las funciones del SNC. Estas cdlulas
gliales se definen a menudo como una poblacion que comparte caracteristicas y funciones
comunes en todo € SNC, que son células ubicuas en € cerebro normal y representan e 50%
de todas las células cerebrales. Entre sus funciones, los astrocitos integran y procesan
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informacion sindptica, liberando varias moléculas neuroactivas gque influyen en la funcién
sindpticay laplasticidad (Pereay cols., 2009).

Unalesion del SNC desencadena un espectro de cambios finamente afinado que van desde
ateracionesreversibles en laexpresion genicae hipertrofia celular hastaproliferacion celular
con formacion compacta de cicatricesy reorganizacion tisular permanente (Sofroniew, 2015)
y, en muchos casos, migracion hacia el sitio lesionado (Zhan y cols., 2017).

Factores como € enveecimiento y € empobrecimiento del medio circundante afectan
significativamente a estas células areducir su complejidad morfolégica(Dinizy cols., 2016),
ocasionando cambios similares después de diferentes tipos de lesiones. Este fendmeno se
[lama astrogliosis reactiva 'y esta altamente regulado por factores especificos del contexto
liberados por |as neuronas, otros tipos de células gliales y los propios astrocitos (Cragnolini
y cols., 2018). Ademas, recientemente se ha reconocido la existencia de poblaciones de
astrocitos morfol 6gicamente diferentes que responden de manera diferencial en situaciones
de reposo o lesion. Esta heterogeneidad de los astrocitos también afecta a su potencial
sinaptogeéni co, principal mente debido a los distintos perfiles de expresion de genes (Buosi y
cols., 2017) y también se ve reflgjada en los factores que liberan y en como afectan su
entorno. Asi, se hainformado quelos cultivos astroglial es obtenidos de la corteza, €l cerebelo
y lamédula espinal liberan combinacionesy cantidades Unicas de quimiocinasy citoquinas
(Fitting y cols., 2010) y que ocasionan la multiplicacion de las células gliales (Otto &
Unsicker, 1994).

En relacion con con e estradiol, se sabe que las sefiales neuronal es regulan los efectos del
estradiol sobre los astrocitos y que estas células expresan RE, muestran modificaciones
morfol 6gicasy funcionalesen respuestaal tratamiento y participan en laregulacién hormonal
de la plasticidad sindpticay en eventos neuroendocrinos (Torres-Aleman y cols., 1992). En
los astrocitos, los receptores reclutados por estradiol reclutan una cohorte de cofactores
transcripcional es a las regiones reguladoras de los genes diana y regulan la transcripcion de
dichos genes (Azcoitiay cols., 2010).

En condiciones patol gicas, € estradiol interfiere con laactivacion de estas céulasy modula
la liberaciéon de factores neurotréficos y moléculas inflamatorias y se le han asignado
condiciones neuroprotectoras bajo condiciones neurodegenerativas (Azcoitiay cols., 2010).
Dentro de sus acciones, se ha encontrado que € tratamiento disminuye la proliferacion de
astrocitos y la formacion de cicatrices gliales cuando hay heridas (Barreto y cols., 2007),
reduce la neurodegeneracion inducida por excitotoxicos (Ciriza y cols., 2004) y tiene
acciones benéficas en un modelo experimental de la EP (Tripanichkul y cols., 2006).
Lainteraccion entre astrocitos y neuronas es un componente esencial de los mecanismos que
intervienen en las acciones neuroendocrinas y neuroprotectoras del estradiol. En la
membrana de los astrocitos el estradiol gerce eventos de sefializacion répida en astroglia a
través de la regulacion de la activacion de las vias de sefializacion (Zhang y cols., 2002;
Dhandapani y cols., 2005) asi como también puede regular la comunicacién entre glia-gliay
glia-neurona mediante la modificacion de los niveles de calcio intracelular en |os astrocitos
(Micevychy cols., 2010). Aunque € estradiol puede actuar directamente sobre los astrocitos,
larespuestafinal alahormonain vivo esta probablemente influenciada por |as interacciones
astrocitos-neuronas en comunicacion bidireccional (Azcoitiay cols., 2010).

Si bien varios estudios han demostrado que las células gliales estan relacionadas con la
patogénesis de la EP, y se han informado acerca de los receptores y transportadores de
neurotransmisores que se expresan en las células gliales, sdlo unos pocos informes han
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demostrado laexpresion delos receptoresde DA en los astrocitos (Miyazaki, 2004; Asanuma
y cols. 2014).

La siguiente tabla muestra los resultados acerca de la expresion de los receptores de DA en
astrocitos estriatales; evidenciando que laDA afectaalos astrocitosy que latransduccion de
sefidles mediada por estos receptores ocurre en los astrocitos (Ba y cols., 1994; Miyazaki,
2004).

D1 D2 D3 Da Ds

MC Neurona | ARNm + + + + +
Proteina | +++ +++ + +++ +

Astrocito | ARNm + SD SD + +
Proteina | SD SD SD + +

CPu | Neurona | ARNm + + + + +
Proteina | +++ ++ + SD +

Astrocito | ARNm + + + + +
Proteina | +(DT) | SD ++(DT) | +++ | +

Tabla 1.6.1.4.1 Expresion de los receptores de dopamina en neuronas y astrocitos. Mc=mesencéfalo, CPu= cuerpo
estriado; SD=sin deteccion; DT=distinto tamafio. Adaptado de Miyazaki (Miyazaki y cols., 2004).

1.6.1.5. Microglia, EP y 17B-estradiol

Cuando ocurre un dafio o lesion se activan las células de la microglia desencadenando una
cascada de eventos inflamatorios, aumentando la expresion de marcadores inflamatorios e
incrementando su capacidad fagocitica. Estas acciones en conjunto contribuyen a restaurar
de manera coordinadalaintegridad y funcién en el tegjido.

El inicio de lafagocitosis eficiente requiere la expresion y cooperacion de varios receptores
(Aderem & Underhill, 1999) que pueden reconocer sefides inflamatorias, tales como los
receptoresdetipo Toll (Toll-like receptors- TLRS), los cuales son clave en e reconocimiento
de patégenos y/o moléculas propias alteradas con la capacidad de disparar la
respuestainmunol égica; 1os coreceptores de diferenciacién como €l CD36, e receptor de
desecho de fagocitosis de macréfagos como (MSR1), entre otros. Estas células también
expresan receptores que reconocen restos celulares de apoptosis o proteinas mal plegadas,
incluyendo receptores desencadenantes expresados en las células mieloides (TREM2),
receptores de manosa o0 receptores pirimidinérgicos (P2RY6) (Husemann y cols., 2002;
Lucin & Wyss-Coray, 2009).

La accidén conjunta contribuye a la reorganizacién del citoesqueleto de actinamicroglial y a
engullimiento de microparticul as dafiinas.

La neuroinflamacion, acompafiada con e aumento de la edad, ocasionan que la microglia
responda de manera disfuncional o distréfica (Lucin & Wyss-Coray, 2009). La senescencia
durante e enveecimiento se ha considerado como un factor importante ala hora de evaluar
laevolucion de los desordenes neurodegenerativos (Streit, 2006) y cadavez se consideramas
la idea de que los desordenes neurol 6gicos se originan de la interrupcion en e desarrollo
normal o en la maduracion de las células gliales tal como ocurre en las neuronas (Marin,
2016).

Se sabe que las ateraciones en la actividad fagocitica de la microglia contribuyen al
desarrollo de la enfermedad cerebral (Diaz-Aparicio y cols., 2016) y que también las
diferencias sexuales inciden en las manifestaciones clinicas, curso y prognosis de las
enfermedades neurodegenerativas. En relacion a esto, existe evidencia de que € desarrollo
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celular ocurre de manera més rgpida en machos que en hembras (en roedores y humanos);
por lo que se estima que se encuentra regulado por hormonas sexuales (andrégenos y
estrégenos) (Hanamsagar y cols., 2017). Cuando hay inflamacion la actividad fagocitica de
lamicrogliaaumenta, ocasionando que en hembras exista unamayor capacidad defagocitosis
en relacion con los machos en condiciones basal es o proinflamatorias (Nelson y cols., 2017).
Esta maduracion distintiva de microglia, junto con la diferencia entre citoquinas y
quimioquinas durante e desarrollo es la base de la hipdtesis mas fuerte para explicar la
sensitividad diferencial entre sexos en relacion a los desafios inmunoldgicos de la vida
temprana o de la vida adulta, respectivamente.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

El esteroide neuroactivo 17p-estradiol (E2) participa como un factor neuroprotector y/o
neurorregenerador sobre las redes neuronales asociadas a control de la funcionalidad
dopaminérgicadel sistema nigroestriatal.

2.2. Objetivo general

Estudiar la participacion del esteroide neuroactivo 17p-estradiol como factor neuroprotector
y/o neurorregenerador sobre las vias asociadas a control de la funcionalidad dopaminérgica
del sistema nigroestriatal en un modelo de hemiparkinsonismo inducido por la neurotoxina
6-hidroxidopamina (6-OHDA) en ratas macho.

2.3. Objetivos especificos

Evaluar el efecto del tratamiento con E> sobre e comportamiento de los animales.
a. Evaluar € efecto del E> sobre la actividad motora y locomotora y sus posibles
modificaciones asociadas a tratamiento.
b. Desarrollar e implementar sistemas informaticos para la automatizacion de las
observaciones, la adquisicién de datos, € céalculo y € andlisis de los patrones
Cinéticos asocidados a comportamiento.

Verificar € grado de dafio neurona y la neuroproteccion mediante el uso de marcadores
biol 6gico- celulares especificos en muestras de tejidos.

a. Determinar en cortes coronales que incluyan a la sustancia nigra (SN) y cuerpo
estriado (CPu), la inmunorreactividad de tirosina hidroxilasa (TH) y de la proteina
acida fibrilar de la glia (GFAP) en respuesta a la administracion del neurotoxico.
Evaluar lainmunoreactividad comparativa en todos los grupos de estudio.

b. Desarrollar e implementar un sistema para la cuantificacion automatizada de células
dopaminérgicas positivasa TH en SN.

Andlizar el metabolismo y la actividad dopaminérgicaen CPuy SNpc de los animales.
a. Determinar la dinamica de funcionalidad dopaminérgica.

Evaluar el efecto del E» en laexpresion de proteinas que regulan la actividad de poblaciones
gliales especificas.
a. Determinar el efecto de E> sobre la expresion de |os receptores de dopamina D1, D>
y DAT en cultivo primario de astrocitos de rata.
b. Andizar la accién del E> sobre la expresion de marcadores especificos de
neuroinflamacion en cultivo primario de microglia de rata.
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3. MATERIALES Y METODOS

Todos los experimentos realizados en este trabgjo de tesis siguieron las pautas para cuidado
y uso de animales de laboratorio provistas por € Nacional Research Council, (National
Research Council Institute of Laboratory Animal Resources).

Todos los protocol os experimentales han sido aprobados por € Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL), Facultad de Ciencias Médicas,
Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza, Argentina; con aval n° 86/2016.

Todos los esfuerzos fueron maximizados paraminimizar € sufrimiento del animal.

3.1. Animales de experimentacion

A Se utilizaron ratas macho adultas (8 a 12 animales por grupo) de la cepa Sprague-Dawley
criadas en nuestro bioterio. Durante el curso de |os estudios comportamentales, los animales
se mantuvieron en condiciones 6ptimas de temperatura (21 + 2° C) y luz controlada (12 horas
luz/ 12 horas oscuridad, luces encendidas de 7.00 am. a7.00 p.m.) y tuvieron libre acceso a
alimento y agua.

3.1.1. Procedimiento quirurgico

A los 60 dias post nacimiento, con un peso entre los 280-340 g., se anestesio a los animales
seguin los protocol os de rutina con ketamina (80 mg/kg, i.p.) y xilazina (10 mg/kg, i.p.).

Luego de la anestesia, los animales fueron colocados en un equipo de cirugia estereotaxica
(David Kopof, USA) para inducir la condicion de hemiparkinsonismo. Tomando como
referenciaa punto de Bregmay con unainclinacion de 0°, se realiz6 una perforacion en el
craneo usando un torno manual, siguiendo las coordenadas AP: +1,2 mm; ML: +2,5 mm;
DV: -5,0 mm; TB en 0 mm, como seilustraen laFigura 3.1.1.1 (Paxinos & Watson, 2005).

B

Figura 3.1.1.1 Representacion esquemdtica de un corte coronal de cerebro donde se muestra el lugar de
microinyeccion de la 6-OHDA en el CPu. Modificado de Paxinos G. and Watson C (Paxinos & Watson, 2005).
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La 6-OHDA se disolvi6 en una concentracion de 2 pg/ul salina en 0,1% de acido ascoérbico
siguiendo las coordenadas anteriormente mencionadas (Casas y cols., 2013). La inyeccion
del neurotéxico en CPu izquierdo se realizé con una jeringa Hamilton adaptada al aparato
estereotaxico a un flujo de 0,5uL/min.

Finalizada la cirugia, los animales fueron regresados a sus respectivas cajas por una semana
de recuperacion; tiempo en € que seiniciaron € tratamiento con 17p-estradiol y los estudios
comportamentales.

3.1.2. Tratamiento con 17B-estradiol

A los 7 dias posteriores alalesion y durante 10 dias consecutivos | os animal es de cada grupo
recibieron unainyeccion diaria subcutanea con una dosis de vehiculo (aceite de maiz), o de
17p-estradiol (E>=Benzoato de estradiol 0,1ug/kg/dia). La dosis seleccionada es utilizada
para administrar de forma subcronica la hormona, que puede actuar a nivel del SNC para
gercer ademas del efecto neuroendécrino clasico, un potencial efecto neuroprotector
(Cdigarisy cols., 1972; Schiaffini y cols., 1974).
Los animales se distribuyeron en 4 grupos experimental es.

C: ratalesionada en CPu izquierdo con vehiculo y tratada con vehiculo.

E: ratalesionada en CPu izquierdo con vehiculo y tratada con Ex.

HP: ratalesionada en CPu izquierdo con 6-OHDA (HP), tratada con vehiculo.

HP+E: ratalesionada en CPu izquierdo con 6-OHDA (HP), tratada con Eo.

3.2. Estudios comportamentales

El protocolo experimental que se implemento en este trabajo se presenta en el esquemade la
Figura3.2.1.

Posterior a procedimiento quirargicoy a tratamiento, dependiendo del grupo experimental,
se realizaron diversas evaluaciones comportamentales para evaluar la presencia de
ateraciones en la funcionalidad motorainvolucradas por lalesion con 6-OHDA.

0 7 4 11 2 3N
S 1T esradicd IE2}~ 0! podpgdb sc R 4
_lffn‘ dr“ Vehioua (0] = 1.1 ugptly ¢ V. r-3

Figura 3.2.1 Esquema representativo del protocolo experimental. Las siglas corresponden a OFT: Test de campo abierto;
RT: test de actividad rotacional; FST: test de natacion forzada y ST: test de acinesia del miembro anterior.
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Seredlizaron los test de actividad rotacional (RT), de campo abierto (OFT), de acinesia del
miembro anterior (ST) y de natacion forzada (FST). Dependiendo del test especifico, las
eval uaciones se realizaron durante la semana 2°, 4° y 8° para cada grupo.

Algunos desempefios comportamentales fueron inducidos farmacolgicamente con
anfetamina (Anf) y apomorfina (Apo); mientras que en otros casos no hubo induccién
farmacol6gica (SIF). Cabe destacar que las pruebas se redizaron durante €l dia, desde las
10:00 am. hastalas 17:00 am.

3.2.1. Test de campo abierto (OFT)

El experimento consiste en la exposicion del anima a unasituacion novedosa durante 5
minutos; periodo en que se evalla la exploracion, locomocion del animal y la actividad no
ambulatoria (Gould y cols., 2009).

En cada performance & cada animal fue expuesto a un campo abierto sin la presencia de
ninguin estimulo adicional, de modo que se permitio que explorara libremente la zona.

El campo abierto consiste en una cagja de madera de 60cm de ancho x 80cm de largo x35cm
dealto. El piso delacajaesde color negroy estadividido con lineas blancas en 48 cuadrados
de 9,5cm de lado cada uno. La caja debe estar ubicada en una habitacion acondicionada para
tal fin (Gould y cols., 2009; Casasy cals., 2013).

36,7 cm

Figura 3.2.1.1 Disposicion de elementos para el test de campo abierto. Se muestran las dimensiones de la caja sus grillas
interiores y la altura del tripode que contiene la camara filmadora.

Los animales fueron llevados a la sala de evaluacion comportamental con una hora de
anterioridad a la gjecucion del test. Para el momento de la evaluacion fueron ubicados en el
centro delacgjay filmados por 5 minutos (300 segundos).
Cadavideo fue procesado tiempo real con el software Anymazev4.99 (Figura3.2.1.2) donde
se evaluaron las siguientes variables:
Actividad ambulatoria: movimientos detectados como desplazamiento.

e Crucedelineas[n9: frecuenciade cruce con las cuatro extremidades en la cuadricula.

e Tiempo en cada zona[s]: como muestrala Figura 3.2.1.2 se definieron tres zonas de
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interés, € centro, las esquinasy los bordes.

e Veocidad promedio [m/s]: relacion espacio tiempo promedio de la actividad
exploratoria.

e Distanciatotal recorrida[m]: espacio recorrido durante latotalidad del test.

e Trayectorias recorridas.

Actividad no ambulatoria: cantidad de veces en que € animal se detieney no se

desplaza.

e Cantidad de episodios [n°] y tiempo [s] de inmovilidad; tomando por convencion
como referencia para e inicio de esta actividad 2000 ms.

e Freezing: veces [N°] que e anima permanece en un mismo lugar en estado
estacionario, con o sin piloereccion y tiempo [s] total en que efectta. Por convencion,
se contabiliza cuando € tiempo superalos 250ms.

- v - N
- -
-
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Figura 3.2.1.2 Software Anymaze para la evaluacion del OFT. En la parte superior, se observa una captura de pantalla
donde se estan evaluando en tiempo real, los parametros de interés. En la parte inferior dela figura se presentan las zonas
deinterés (centro, esquinasy bordes).

3.2.1.1. Induccion farmacologica en OFT

En e dia 14 post lesion, se evalud la actividad en e campo abierto como se describid
anteriormente, sin ningunainduccién farmacologica (SIF). En el dia27 y 57 post lesién, los
animales recibieron unainyeccion de anfetamina (Anf= 1mg/kgi.p.) y deapomorfina (Apo=
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2mg/kg s.c.), respectivamente (Deumens y cols.,, 2002). Posterior a cada una de las
administraciones de los farmacos se esperaron dos minutos antes de colocarlos en el campo
abierto.

3.2.2. Test de actividad rotacional (RT)

Este test evalla la asimetria en e modelo de hemiparkinsonismo generada por el
desequilibrio que existe en € contenido de DA entre e CPu homolateral inyectado con €l
neurotoxico y el CPu contralateral. Esta actividad es interpretada como un signo motor de
degeneracion de la via dopaminérgica nigroestriatal de la enfermedad en roedores (Dauer &
Przedborski, 2003).

Como se muestra en la Figura 3.2.2.1, el dispositivo utilizado (Raturn) consiste de un
recipiente plastico semiesférico (bowl), apoyado sobre una base giratoria conectado a un
programa informatico especifico que contabiliza la cantidad de rotaciones que otorga un
sensor colocado en un brazo mecéanico (Casasy cols., 2011).

Figura 3.2.2.1 Equipamiento especifico para evaluar la actividad rotacional. En la figura de la izquierda se observa la
maquinaria del equipo Raturn; en la de la derecha la disposicion de los sensores que registran las conductas rotatorias
realizadas por el animal.

En este test se realizd lainduccion farmacol 6gicay se determinaron las siguientes variables:

e Rotaciones aladerecha izquierda[n?]
e Rotaciones netas [n9]
o Con anfetamina, se calcula como la diferencia entre € nimero de rotaciones
hacia el lado izquierdo menos el nimero de rotaciones hacia el lado derecho.
o Con apomorfina, se calculacomo la diferencia entre e nimero de rotaciones
hacia el lado derecho menos el nimero de rotaciones hacia el lado izquierdo.
e Tiempo total derotacion aladerecha/ izquierda[s]
e Tiempo maximo de rotacion aladerechal izquierda[s]

3.2.2.1. Induccion farmacolégica en RT

Enlassemanas4y 8 post lesion, luego del OFT, los animales fueron evaluados en e Raturn.
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Especificamente, €l dia 27 post lesion, posterior alainyeccion de anfetamina (Anf= 1mg/kg
I.p.) se contabilizaron las rotaciones ipsilaterales (vueltas a la izquierda/60 min). En la
semana 8 post-lesion (dia 57) posterior alainyeccion de apomorfina (Apo= 2mg/kg s.c.) se
contabilizaron las rotaciones contral ateral es (vueltas hacia la derecha/60 min) (Casasy cols,,
2011).

En ambos casos, |os animales fueron colocados en el equipo diez minutos antes de comenzar
con el experimento, de manera que se habituaran al nuevo ambiente.

3.2.3. Test de natacion forzada (FST)

Esta prueba comportamental fue descripta en sus inicios para evaluar la actividad de los
animales cuando estaban bajo el efecto de drogas antidepresivas (Porsolt y cols., 1978,1997).
Si bien en la actualidad continua siendo un método validado para medir ladepresion (Gaoy
cols., 2014) se ha incrementado su uso para validar distintos tipos de tratamientos
relacionados con la actividad de nado del animal (Mazes. Forced Swimming Test
https://mazeengineers.com/portfolio/).

En este trabgjo, |a actividad natatoria permite evaluar la deplecion dopaminérgica de la via
nigroestriadaluego delainjuriacon 6-OHDA, laorientacion espacia y laatencion del animal
en el nado forzado.

El test consiste en introducir a animal en un tanque de acrilico (60cm de ato y 35 cm de
diametro, Figura 3.2.3.1) lleno con agua templada (20°C) por 5 minutos y monitorear su
actividad de nado.

Figura 3.2.3.1 Tanquede acrilico donde se evalué €l FST. Vistasdel tanquey la camara frontal o lateral (arriba
izquierda y derecha) y la camara vertical (abajo).

Los roedores son nadadores naturales, por lo que la evaluacion de la actividad en cortos
periodos de tiempo (menores de 12 minutos) no los estresa (Quillfeldt, 2016). Iguamente,
es importante destacar que €l nivel de agua debe ser suficiente para que los animales no
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toquen labase del cilindro con la cola o los miembros posterioresy, a mismo tiempo, en €
extremo superior debe ser tal que no puedan escapar, de manera que € test sea evaluado
correctamente.
En el dia 30 post lesion los animales fueron llevados con una hora de antelacion ala salade
comportamiento donde se realizo € test. En esta evaluacion no se utilizd ninguna induccion
farmacol égica (SIF).
Unavez finalizado e experimento, los animales fueron retirados del tanque, secados con una
toalay colocados cercanos a una estufa en una habitacion adyacente. El agua del tanque se
renové completamente en interval os de tres animal es.
Cada video fue filmado con una camara vertical y unafrontal en relacion a tanque como se
muestraen laFigura 3.2.3.1.
Todas las evauaciones fueron analizadas en tiempo real con el software Anymaze v4.99
donde se determinaron |as siguientes variables generales:

e Veocidad promedio [m/s]

e Distanciatotal de nado [m]

e Trayectorias de nado

e Episodios de movilidad e inmovilidad [n9]

e Tiempos de movilidad e inmovilidad []

Parael caso del posicionamiento frontal de la camara se determinaron cuatro zonas de interés
COMO Se muestran a continuacion:

il
R o L
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NEmn| =
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ST FLCTE SLIMERGITDA BLICED

Figura 3.2.3.2 Tanque de acrilico vista frontal. Las areas que se determinaron fueron (de izquierda a derecha): salto,
flote, sumergiday buceo.

Con esta configuracion, ademas de los parametros mencionados anteriormente, se
consideraron la cantidad de entradas [n°] y el tiempo total en cada zona[s].

Para el caso del posicionamiento de la cAmara vertical no se determinaron zonas, pero si se
pudieron analizar (ademaés de las variables generales) las rotaciones horarias y antihorarias
delos animales en €l tanque.

3.2.3.1. Desarrollo del software para la evaluacién del FST

Debido a que este test es ampliamente utilizado para evaluar conductas en nuestro
laboratorio, se buscd la forma de automatizar |as observaciones con un software propio. El
disefio fue redlizado con software libre usando € lenguge Python v2.7
(https://www.python.org/) (Nietoy cols., 2020). Enlafigura3.2.3.1.1 se presentael diagrama
de bloques de lainterfaz.
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Figura 3.2.3.1.1 Interfaz gréafica del usuario y diagrama de bloques con entrada y salida de datos para €l desarrollo del
software para FST.

Para este desarrollo solo se empled una camara posicionada de formafrontal frente a tanque
y se trabaj 6 con las mismas zonas del software comercial Anymaze (Figura 3.2.3.2).

3.2.3.2. Validacién del software (FST)

En base a nimero de entradas y el tiempo de permanencia de |os animales en cada zona se
realizo lacomparacion entre resultados obtenidos en Anymaze y nuestro software. El estudio
se hizo para cada uno de los grupos experimentales, pero debido a que la actividad para
algunos casos en las zonas de salto y buceo es escasa 0 nula, las zonas sel eccionadas para
este andisis fueron flote y sumergida.

3.2.4. Test de acinesia del miembro anterior (ST)

El Test de acinesia del miembro anterior o Stepping Test (ST) es una herramienta de gran
utilidad para analizar deficiencias motoras en las extremidades anteriores de los animales
lesionados, andlogos alaacinesiade extremidadesy problemas de lamarcha que se presentan
la EP humana (Olsson y cols., 1995). Se ha propuesto como un método altamente Util que
puede ser inducido por drogas 0 no, para monitorear la acinesia, bradicinesia e hipocinesia
es decir ausencia, enlentecimiento y disminucién progresiva de movimientos (Schallert y
cols., 1992).
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El test consiste en evaluar el movimiento de uno de los miembros anteriores mientras se
desplaza a animal en una superficie de madera lisa. Debido a que requiere una ata
manipulacion o handling (Figura3.2.4.1), los animales fueron entrenados tres dias antes para
habituarse a la sujecion que este andlisis requiere y para familiarizarse con la mano del
experimentador. No se tabularon |os resultados de | as pruebas de ensayo y habituacion.

Figura 3.2.4.1 Manipulacién del animal de experimentacién en la secuencia de testeo para la evaluacion del ST.
Modificado de Olssony cols. (Olssony cols., 1995).

Para redizar €l test, el animal fue retenido por e experimentador con una mano fijando la
patatraseray levantando ligeramente la parte posterior del animal sobrelasuperficie. Laotra
mano fijo la extremidad anterior del animal para que no fuese filmada (Figura 3.2.4.2). La
pata delantera libre debe recorrer 0.9 m de una superficie de maderaen 5 segundos.

Figura 3.2.4.2 Captura de pantalla del video de un animal realizando el ST. Se observa la sujecion del experimentador y
las dimensiones de |a superficie de testeo.

El dia del test se contabilizo la cantidad de pasos realizados a lo largo de la superficie. La
evaluacion se realizo en la siguiente secuencia:

e 1°Extremidad Derecha hacia el lado derecho (D-D)

e 2°Extremidad Derechahaciad lado izquierdo (D-I)
e 3 Extremidad Izquierda hacia el lado izquierdo (I-1)
e 4°Extremidad Izquierda hacia el lado derecho (1-D)

El test se repiti6 tres veces y se obtuvo una media del nUmero de pasos readlizados. Este
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parametro fue € utilizado parala validacion de |as observaciones automati zadas.

3.2.4.1. Induccidén farmacolégica en ST

En el dia54 post lesion, seredizd el ST, sininduccién farmacol 6gica (SIF). En el dia57 post
lesion los animales recibieron una inyeccion de Apo (2mg/kg s.c.) vy, luego del OFT y RT,

fueron evaluados para ST.
Este test es € Ultimo que se g ecuta dentro de la bateria de eval uaciones comportamental es

debido a su ato grado de manipulacion.

3.2.4.2. Desarrollo del software para la evaluacién del ST

Otro de los objetivos planteados era automatizar €l andisis de las observaciones parael ST.
Partiendo del diagrama de implementacion (Figura 3.2.4.2.1), se redizd «
acondicionamiento de la sala de conducta paralograr una grabacién adecuada de video para
posteriormente analizar cada video.

Luz

Acondiclonamiento > | Sala
| . i | Temosesies
= Rasok dn
Grabacién de video Cémara -
)
Adquisicion de datos  — Kinovea
Estadetoa
| Procesamiento de datos -4 Python

A wtor Gratica |

Figura 3.2.4.2.1. Etapas para la gjecucion de la evaluacién del test de acinesia del miembro anterior.

Para la adquisicion de datos (trayectorias) se trabajo con un software libre llamado Kinovea
(https://www.kinovea.org/) v0.8.15. Posteriormente, los datos obtenidos fueron procesados
con Python para analizar |os siguientes parametros de movimiento:
e NUmero de pasos [n°]: contado para ambos miembros anteriores en la direccién de
movimiento de revésy derecha.
e Tiempo deinicio [s]: hasta que € animal inicié cada movimiento de la extremidad
anterior.
e Tiempo de stepping [s]: desde la iniciacion del movimiento hasta que € animal
recorrio los 0.9m de lamesa.
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e Longitud de pasos [cm]: magnitud del movimiento en cada paso.

El anico parametro que se puede correlacionar entre observaciones directas y automatizadas,
es la cantidad de pasos. Los demés parametros no pueden ser evaluados por observacion
directadel experimentador y solo pueden ser medidos con unainterfaz disefiada paratal fin.
L osvalores promedios de |l as cantidades de pasos fueron utilizados paravalidar este software.
Es importante destacar que este disefio cuenta, ademés del clésico cdlculo de los parametros
mencionados, con un médulo estadistico y con una interfaz gréfica para e procesamiento
acabado de los resultados.

3.3. Eutanasia

Las manifestaciones comportamentales estudiadas con este modelo se relacionan con €
desequilibrio en la actividad de los sistemas de neurotransmision de la via dopaminérgica
nigroestriatal; por lo que, luego de finalizados | as evaluaciones comportamentales (a los 60
dias post lesion) los animales de los diferentes grupos fueron sacrificados por decapitacion.
Luego de remover sus cerebros, se extrgjeron las &reas cerebrales especificas involucradas
directamente con la accién del neurotoxico (SNpc y CPu) para estudios posteriores.

En € caso de las determinaciones inmunohistoquimicas los animales fueron eutanasiados
baj o anestesia por perfusi 6n transcardiaca como se explicaen detalle en e siguiente apartado.

3.4. Técnica de inmunohistoquimica para la determinacion de
Tirosina Hidroxilasa y Proteina Acida Fibrilar de la Glia

Los animales fueron anestesiados seguin los protocolos de rutina con ketamina (80 mg/kg,
i.p.) y xilazina (10 mg/kg, i.p.) y sometidos ala eutanasia por perfusion transcardiaca parala
fijacion del tejido cerebral.

Una vez que € anima acanzd un plano quirdrgico de anestesia, se 1o coloco sobre una
bandeja poco profunda para g ecutar € procedimiento.

Brevemente, se realiz6 una incision lateral de 5-6 cm a través del tegumento y la pared
abdominal justo debajo de la cga torécica; separando cuidadosamente e higado del
diafragma. Posteriormente, se realizd una pequefia incision en € diafragma con las tijeras
romasy curvas; estaincision se continud alo largo de toda la caja toracica para exponer la
cavidad pleura. Desplazando cuidadosamente los pulmones a los lados, se realizé un corte
lateral a través de la cgja torécica hasta la clavicula. Este corte se repitio en € lado
contralateral. Luego, se levantd el esterndn, recortando cuidadosamente cualquier tgido que
lo conectase con € corazon para tener una vista clara del érea. Con un butterfly (23M) se
realizo una pequeiiaincision en el extremo posterior del ventriculo izquierdo; seguidamente
se clamped la aorta descendente para trabgjar solamente con € circuito de la circulacion
menor. Procurando que €l butterfly no se saliera de ese lugar, con tijeras oftalmologicas se
realizo un corte en laauriculaderechay sedio inicio a bombeo con bomba peristélticade la
solucion salina 0,9%, pH=7,4 durante minimo 15 minutos, dependiendo del tamafio de cada
animal.
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Una vez transcurrido este periodo se procedié a bombear solucién de fijacion durante 30
minutos. Para lo cual, se prepard buffer PBS (pH 7,4; 10X) con 1 L de H20 en & que se
disolvieron 9 g NaCl, 144 mg KH2POa4, 795 mg NaHPOa4. Luego, en PBS 1X se agrego
paraformaldehido al 4% pararealizar la solucién de fijacion.

Unavez finalizada la perfusion, los cerebros fueron removidos y guardados durante la noche
en un tubo Falcon de 50 ml con 40 ml solucion de fijacion a 4°C. Al dia siguiente, fueron
pasados a un nuevo tubo Falcon gque contenia 40 ml de sucrosa 30% en PBS 1X donde
también permaneci eron a4°C hasta que estuvieron compl etamente embebidos. Ocurrido esto,
fueron cuidadosamente colocados en papel aluminio y criopreservados a

-80°C hasta el diaen que se obtuvieron las secciones corona es con micrétomo.

3.4.1. Tirosina Hidroxilasa (TH)

Tirosina hidroxilasa (TH) es la primera enzima en la biosintesis de catecolamina (CA) y
catalizala conversion de L-tirosinaa L-DOPA; por lo tanto, es un marcador Util de todas las
neuronas CA y permite su localizacion en diferentes areas del cerebro. Brevemente, esta
técnica ocasiona que el primer anticuerpo especifico se acople a un segundo anticuerpo de
manera que lareaccion desarrolla color en las neuronas TH+ (Valdez y cols., 2007). Asi, las
neuronas que expresan TH se marcan y se detectan en las areas de interés para luego
observarlas a microscopio y contabiliarlas.

Los cerebros fijados mediante perfusién intracardiaca ex vivo se extrgjeron del freezer y se
seccionaron en cortes seriados de 30 um con un criostato (-20°C) (Microm HM520, Thermo
Fisher Scientific, DE). Se colectaron cortes correspondientes a los planos 23-35 relativos a
CPuy correspondientes ala SN de los planos 71 al 80 (Paxinos & Watson, 2005).

L os cuerpos celulares inmunoreactivos a TH (TH+) de las secciones en free floating fueron
procesados utilizando un anticuerpo monoclonal de raton contra TH diluido en una
proporcion de 1:50 en solucién portadora (Semenko y cols., 1986; Vadez y cols., 2007).
Luego, seincubaron con el anticuerpo secundario anti-raton de cabra conjugado con biotina
(Agilent DAKO, Santa Clara, EEUU) y se revelaron con avidina-peroxidasa (ABC Kit,
Vector Corporation, Maraval Lifesciences, EEUU) diluidaa1:100 entampon Tris(TB, Tris-
HCI 0,1 M; pH 7,4) usando sulfato de niquel amonio como potenciador de tincion.

En los experimentos de control de especificidad, €l anticuerpo primario se omitié en € curso
de lainmunotincion.

Los sitios TH+ se localizaron luego utilizando € complejo de enzima avidina-biotina (kits
VECTASTAIN ABC, Vector Laboratories, Reino Unido). La reaccién se visualizé
utilizando 3,3'-diaminobenzidina como un cromoégeno.

L as secciones se montaron en portaobjetos silanizados, se deshidrataron en concentraciones
ascendentes de alcohol, se aclararon en xileno y se cubrieron con portaobj etos en badlsamo de
Canada.

3.4.1.1. Adquisicion de imagenes

L as secciones sel eccionadas se examinaron en un microscopio optico (Nikon Eclipse E200,
Nikon Instruments, EEUU). L as secciones de cada cerebro se clasificaron seguin laubicacion
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dentro del CPuy la SN, seguin planos comparables con las figuras del atlas de cerebro derata
adulta (Paxinos & Watson, 2005).

L as microfotografias generadas por computadora de |os diferentes planos se obtuvieron con
unacémaradigital (DN100) conectada al microscopio con objetivos 4X y 10X.

L as iméagenes se reunieron en figuras (1178 x 1000 px) paraun andlisis adicional utilizando
el software FIJI (V2.0.0 https://fiji.sc/) enlas que se seleccionaron planos equival entes acada
grupo experimental y en ellos se contabilizaron las marcas TH+ enla SN. En el caso del CPu,
solo se obtuvieron lasimagenesy se observaron al microscopio, pero no serealizé € conteo.

3.4.1.2. Pardmetros de interés

Se estimaron por e método de conteo convencional |os siguientes pardmetros en las figuras
de SN:
e NUmero de neuronas TH+ en & hemisferio derecho (TH+NN)
e Numero de neuronas TH+ en el hemisferio izquierdo (TH+NN)
e Numero total de neuronas TH+: calculado como la diferencia de TH+ en ambos
hemisferios (derecho- izquierdo; Total TH+NN).

En las secciones con marcas TH+ correspondientes a CPu, se observé la distribucion e
intensidad de lareaccion.
3.4.1.3. Desarrollo del software para la evaluacion de
neuronas TH+
En la Figura 3.4.1.3.1 se muestra la estructura de las decisiones que toma €l programa
(desarrollado en Netbeans v8.2) que cuentas la neuronas marcadas con TH en SN.

Pararealizar lainterfaz se utiliz6 el lengugje Java con la posibilidad de instalar y correr la
macro generada en el software FIJI.
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Figura 3.4.1.3.1 2Etapas de la automatizacion para el conteo de neuronas TH+ en la SN.

Se estimaron por el método automatizado 1os mismos pardmetros que en el conteo manual.
Ambos resultados se correlacionaron para darle validez a desarrollo informético.

Se calcul6 & grado de lesién para cada grupo experimental tomando el grupo Control como
el 100%. Se estimaron variables estereol 6gicas como: € coeficiente de error, € coeficiente
devarianzay lavariabilidad biolégica (West y cols., 1991; Finkelstein y cals., 1995).
Finalmente, ya que e software permitia analizar €l &rea ocupada por las neuronas, se
realizaron regresiones para establecer la relacion entre area ocupada y total de neuronas en
cadaimagen.

3.4.2. Proteina Acida Fibrilar de la Glia (GFAP)

Por otra parte, similar ala técnica descripta para TH, pero utilizando anticuerpo especifico
contrala Proteina Acida Fibrilar de la Glia (GFAP); se determind |a densidad astrocitaria en
cortesde SN y CPu.

Para este estudio, e GFAP (Monoclonal Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein antibody
produced in mouse, Merk, Chile) estaba diluido en una proporcién de 1:600 en solucién
portadoray el anticuerpo secundario anti-ratén hecho en cabra conjugado con biotina (Anti-
Mouse IgG (whole molecule - Biotin antibody produced in goat, Merk, Chile) en una
concentracion 1:1000.

3.4.2.1. Adquisicion de imagenes

Se procedi6 de lamisma forma que en € apartado 3.4.1.1, las imégenes se adquirieron de la
mismamaneraque para TH y la cuantificacion de las marcas se realizo utilizando FIJI.
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3.4.2.2. Pardmetros de interés

Se estimaron por e método de conteo convencional |os siguientes pardmetros en las figuras
de SNy CPu:
e NuUmero de células GFAP+ en € hemisferio derecho
e NuUmero de células GFAP+ en el hemisferio izquierdo
e Numero total de GFAP+: calculado como razén entre la suma de astrocitos de ambos
hemisferiosy e espesor de corte.

Con los valores obtenidos de neuronas TH+ y astrocitos GFAP+ en SN se realiz6 una
regresion para conocer la distribucion conjunta de estas variables en cada grupo
experimental .

3.5. Cromatografia Liquida de Alta Eficacia para la
determinacion de DA y DOPAC

Por sus siglas en inglés, HPLC: High Performance Liquid Chromatography; es un tipo de
cromatografia en columna utilizada frecuentemente en bioquimicay quimica analitica.

En nuestro proyecto analizamos por medio de estatécnicael catabolismo de DA. Trabajamos
con la determinacion de DA y su principal metabolito, DOPAC. Estas mediciones son de
nuestro interés debido a que laformacion de DOPAC puede utilizarse como indicador de la
actividad dopaminérgica o recambio de DA en ratas. A su vez, la relacion DOPAC/DA
permite inferir sobre la deplecion del sistema.

Para este objetivo, los animales de todos los grupos de estudio fueron sacrificados por
decapitacion, sus cerebros removidos parala extraccion de estructuras.

En primer lugar, se extrgjeron las SNpc de ambos hemisferios, utilizando paraello unatijera
oftalmoldgica. Posteriormente, se extrajeron ambos CPu que con una espatula curva. Las
estructuras fueron separadas en izquierday derecha, guardadas en tubos Eppendorf de 0,5 ml
y conservadas a -80°C hasta el momento de su utilizacion.

3.5.1. Determinacion de la concentracion de DAy DOPAC

Serealizd e protocolo publicado por Greiner y cols., con algunas modificaciones (Greiner y
cols., 2008). Primeramente, para cuantificar la concentracion de DA y DOPAC en las
estructuras, los tejidos fueron pesados y colocados en un tubo Eppendorf de 1,5 ml. A cada
muestra se le agreg6 1ml &cido perclérico 0,25 N y luego se la sonico por un minuto. Luego,
las muestras fueron envueltas en papel aluminio criopreservarlas a-80°C.

Para la cuantificacion €l sobrenadante fue filtrado (filtro estéril de 0,22um) y en el sistema
Waters de HPLC (464; Waters Corp., Milford, MA) equipado con una columna de fase
reversa C18 (Lichrosphere, 60 RP-Select B, Merck, Darmstadt, Germany) acoplada a un
detector el ectroquimico (464; Waters Corp.) seinyectd un volumen de 20pl de la solucion.
Lafase movil contenia 100 mM de NaH2PO4 x H20 (PM: 137.99), 0,42 mM de octil sulfato
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de sodio (PM: 232,3); 0,02% EDTA (EDTA-Naxx 2H20 PM: 372.25) y 0,5% de acetonitrilo
(CH3CN; pH 2,5) con un flujo de 1mi/min. El potencia del detector amperométrico era de
0,65V y lasensitividad de 1 nA.

Con estas condiciones experimentales, €l tiempo de retencién para DA fue de 14 minutosy
para DOPAC de 22 minutos. Curvas estandar de calibracion para DA y DOPAC de 50, 100,
200, 400, 800, 1600, 3200, 6400 pg fueron medidas para redlizar la cuantificacion de cada
unade las medidas (Figura3.5.1.1).
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Figura 3.5.1.1 Curvas estéandar y tiempos de retencién obtenidos con por cromatografia liquida de alta eficacia con
deteccion electroquimica para Dopaminay DOPAC.

Para este experimento se estimaron |0s siguientes pardmetros:
e Concentracion de DA en cada muestra[pg DA/mg tejido]
e Concentracion de DOPAC en cada muestra [pg DOPAC/mg tejido]
e Relacion DOPAC/DA

Con estos datos, ademés se calcularon correlaciones entre hemisferio derecho e izquierdo
para cada uno de los parametros y grupos experimental es.

3.6. Cultivos primarios de células gliales

3.6.1. Animales de experimentacion

L os cultivos primarios se obtuvieron de ratas de la cepa Wistar postnatales de entre 0y 2 dias
(PO-P2). Los animales se obtuvieron del animalario del Instituto Cagal. El sacrificio y
manipulacion de los animales se llevé a cabo segiin la normativa de la Comision Europea
(86/609/CEE y 2010/63/UE) y € Rea Decreto Espafiol, R. D. 53/2013, de Proteccion delos
animal es utilizados para experimentacion y otros fines cientificos. El protocolo experimental
fue aprobado por e Comité de Etica de Experimentacion Animal del Instituto Caja vy la
Consgjeriade Medio Ambientey Territorio (Comunidad de Madrid, Ref. PROEX 200/14).

3.6.2. Preparacion de las muestras
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Una vez obtenidos los animales posnatales (P0-P2), se procedio a sexado de los animales.
El criterio empleado para distinguir el sexo fue la presencia de una mayor distancia ano
genital en los machos.

Los cerebros se colocaron en HBSS (Hank’s balanced salt solution, Sigma-Aldrich), se
retiraron las meningesy se separd laregion del mesencéfal o (de ambos hemisferios) del resto
de la corteza cerebral.

A continuacion, se disgregd mecanicamentey lavo dos veces en HBSS. Luego, se completd
ladisgregacion en DMEM-F12 (Dulbecco’s modified Eagle’s medium y suplemento F-12 en
proporcién 1:1, Sigma-Aldrich) con rojo fenol y suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS, Invitrogen) y 1% de antibidtico/antimictico (DMEM 10:10:1, Invitrogen). La
suspension celular fue filtrada a través de una malla con un tamario de poro de 40 um para
conseguir una solucion de células individuales. Posteriormente, las células fueron
centrifugadas por 10 minutos a 1150 rpm, resuspendidas en e mismo medio de cultivo y
sembradas en botellas de 75 cm? cubiertas con poly-L-lisina (Sigma-Aldrich) (Mechay cols.,
2011).

Las células se mantuvieron a 37°C y 5% de CO: hasta alcanzar la confluencia
(aproximadamente tras 7 dias en cultivo).

3.6.2.1. Astrocitos

Para el cultivo de astrocitos, las células fueron agitadas a 37°C y 280 rpm en un agitador
orbital (Infors HT) durante toda la noche. Luego, se elimind e medio para minimizar la
presencia de oligodendrocitos y microgliaen e cultivo.

A continuacion, las células seincubaron con tripsinaa 0,05% (Sigma-Aldrich) paradespegar
las células. La suspension celular fue centrifugaday el pellet se resuspendié en DMEM-F12
sin rojo fenol suplementado.

L as células se sembraron en botellas de 75 cm? cubiertas con poly-L-lisinay se mantuvieron
a37°Cy 5% de CO; hasta alcanzar de nuevo la confluencia (generamente 5 dias después).
Se volvié arepetir e proceso de agitacion, tripsinizacion y centrifugacion. A continuacion,
para €l andlisis de la expresion génica, las células se sembraron a una densidad de 300.000
células'cm? en placas de 6 pocillos recubiertas con poly-L-lisinaa0,05mg/mL. Como medio
de cultivo se empled DMEM-F12 sin rojo fenol suplementado. Mediante este protocolo se
obtuvieron cultivos de glia enriquecidos en astrocitos con un contenido menor del 5% en
células Iba-1 positivas (microglia).
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3.6.2.2. Microglia

Para obtener las células de lamicroglia se centrifugaron las células de las botellas a 230 rpm
durante 3h a37°C. Las cé ulas que se despegaron fueron centrifugadas a 168g por 10 minutos.
Se utilizé como medio para la microglia purificada RPMI 1640 (Roswell Park Memoria
Institute, Thermo Fisher) a 37°C suplementado con 0,1% de FBS inactivado por calor. Las
céulas se sembraron a una densidad de 200.000 células por cm? para € andlisis por PCR
(Yanguas Casésy cols., 2017).

3.6.3. Tratamiento de los cultivos y grupos experimentales

Tras 24 horas desde la siembra, se procedié ala aplicacion del tratamiento. En primer [ugar,
seretird el medio DMEM-F12 10:1 sin rojo fenol y se afiadié de medio RPMI 0,1% en FBS
en las placas durante 3 horas. Transcurrido este tiempo, se afiadi6 a cada placa €l tratamiento
de 17p-estradiol (concentracion de 0,01uM) con RPMI o s6lo RPMI para el grupo control y
se dgj6 actuar durante las siguientes 24 horas. Posteriormente las placas fueron llevadas a
una camarafrigorifica (4°C) donde permanecieron almacenadas hasta su posterior analisis.
Los cultivos, tanto de astrocitos como de microglia, se distribuyeron en 4 grupos
experimentales.

e mc: cultivos de células machos que no recibieron tratamiento, solo RPMI.

e me: cultivos de células machos con tratamiento de E,.

e hc: cultivos de céulas hembras sin tratamiento, solo RPMI.

e he cultivos de céulas hembras con tratamiento de Eo.

3.6.4. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(RT-gPCR)

3.6.4.1. Astrocitos

Para analizar los cambios en la transcripcion de los genes de interés tras redizar €
tratamiento en el cultivo de astrocitos, en primer lugar, se procedio a extraer e ARN. Para
ello se empled d kit lllustra RNAspin Mini (GE Healthcare).

Después, se sintetiz6 e ADN copia (ADNc) a partir de 2 pg de ARN usando la enzima
transcriptasainversa (M-MLV, Promega) segun las instrucciones del fabricante.

Finamente, el ADNc se amplifico mediante PCR a tiempo rea con ABI Prism 7500
Sequence Detection System (Applied Biosystems), usando |os parametros recomendados por
el fabricante (40 ciclos consistentes en 15 s a 95°C seguidos de 1 min a 60°C). La enzima
polimerasa utilizada fue la presente en SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) y los
cebadores empleados fueron disefiados usando e programa Primer Blast del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) y referencias especificas como se indica
en lasiguiente tabla.
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Primer Acceso # Secuencia

D1 NM_012546 S | 5'- GCAGGAGAGTCTTTACCCCG -3'
AS | 5'- CCAGTTGCTGCCTGGACTAA -3'

D, NM_012547 S | 5'- ACACCACTCAAGGATGCTGC -3'
AS | 5- GTTGCTATGTAGGCCGTGGT -3'

DAT NM_001044.4 S | 5'- CGCAGGAGTCAGTCGAAGAA-3'
AS | 5- TGAAGACATTGGTCCCACGG-3'

Tabla 3.6.4.1.1 Primers especificos para la amplificacion de secuencias en cultivo primario de astrocitos. La
nomenclatura corresponde a Dy, D, (Receptor de dopamina 1y 2, respectivamente), y DAT (Transportador de dopamina).

Para cada par de cebadores se selecciond la dilucion de ADNc apropiada para conseguir la
misma eficiencia de amplificacion que la de los genes de control endégeno ARNr 18S
(acceso #X01117), 36B4(acceso #NM_022402.2) y Rpll3a (acceso #A8017711). Los
cambios en la expresion de ARNm se calcularon segun el método AACt (Pfaffl y cols., 2004).
Ademés, se empled el Best Keeper Index para determinar la estabilidad de los genes de
control endégeno y estimar la cantidad de ARNm en cada muestra (Pfaffl , 2011).

3.6.4.2. Microglia

El procedimiento para RT-gPCR para analizar la transcripcion de genes en microglia fue
similar al descripto paraastrocitos con la diferencia de que lasintesis de ADN copia (ADNCc)
se redlizO a partir de 0,75 pg de ARN usando la enzima transcriptasa inversa (M-MLV,
Promega) segun las instrucciones del fabricante y como genes de control endégeno se
selecciond 36B4 (acceso #NM_022402.2) y GADPH (acceso #NM_017008.4) (Y anguas
Casasy cols., 2017).

Primer Acceso # Secuencia

CD36 NM_001109218.1 S | 5-CATTGGCGATGAGAAAGTGG-3'
A | 5-GCCACAAACATCAGTACTCCA-3'
S

Receptor de | NM_001106123.2 S | 5-GGTTGGATTGAGGCCTGAAA-3'

manosa A | 5-AACGTCCCTTTGTTTTGAACATC-
S |3

MSR1 NM_0011911939.1 S | 5-AGTAAAAAGGGCTCGCAGGA-3'
A | 5-CTTCTGGGCCCTACAGCTTG-3'
S

P2RY6 NM_057124.2 S | 5-GGTGAAAGCAGGCCAACGACT-
A3
S | 5-TCTCAGCCTCAAGCTACCCTA-3'

Scrabl NM_031541.1 S | 5-AGTAAAAAGGGCTCGCCAGGA-
A3
S | 5-CTTCTGGGCCCTACAGCTTG-3'

TREM2 NM_001106884.1 S | 5-CCACGTGTTTGTCCTGTTGC-3'
A | 5-CAGTGCCTCAAGGCGTCATA-3'
S

Tabla 3.6.4.2.1Primers especificos para la amplificacién de secuencias en cultivo primario de microglia. La
nomenclatura corresponde a: CD36 (Receptor de Colageno tipo IV, Receptor de Trombospondina), Receptor de Manosa
(Mannose Receptor), MSR1 (Receptor captador de macrofagos 1), P2RY6(Receptor plrimidinérgico), Scrabl (Receptor
eliminador clase B tipo 1), TREM2 (Receptor de disparo expresado en células mieloides 2).
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3.7. Analisis estadistico

Parael andlisis estadistico se utilizo el software GraphPad Prism v.6.0. Inicialmente, losdatos
fueron sometidos a test Shapiro Wilks para probar si presentaban una distribucion normal.
Paralos resultados paramétricos, |as pruebas estadisticas utilizadas fueron evaluadas con t de
Student de dos colas para comparar las medias entre dos grupos; ANOV A de una o dos vias
con post hoc test de Tukey para comparaciones multiples entre los diferentes grupos
experimentales. Para los datos no paramétricos se realizaron evaluaciones con €l test de
Kruskal Wallis para comparaciones entre |os cuatro grupos con post hoc test de Dunn. Los
resultados se expresaron como lamedia + error estandar de la (media:SEM).

Para algunos ensayos se estudio la correlacion entre variables. Como las observaciones
resultaron ser lineales; se empled e Coeficiente de Correlacion lineal de Pearson.

Otros resultados fueron sometidos a un andlisis de regresion. Por pruebay error se busco €l
modelo de regresion lineal (o no lineal) con el mejor Coeficiente de Determinacion.

En todos los andlisis los valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente
significativos.
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4. RESULTADOS
4.1. Estudios comportamentales

4.1.1. Test de campo abierto (OFT)

4.1.1.1. Sin induccion farmacologica

Dos semanas posteriores a la lesidon, los animales HP presentaron diferencias
estadisticamente significativas en los parametros cinéticos descriptos en la Tabla 4.1.1.1.1
comparados con los otros grupos en e comportamiento evaluados con € OFT. Hubo un
aumento significativo (p<0,05) en ladistanciatotal recorriday lavelocidad promedio en para
los grupos que recibieron tratamiento con 17p-estradiol (E y HP+E) en comparacion con HP.

HP+E vs. HP HP vs. E HPvs. C Cvs. E
Distancia Total Recorrida (m) 8,96+2,18** -7,22+2,36* ns ns
Velocidad Promedio (m/s) 0,03+0,007** 0,002+0,008** ns ns
Episodios Totales de Movilidad (n°) 5,88+2,02* -9,174+2,18** -8,67+2,18** ns
Episodios Totales de Inmovilidad (n°) | -9,25+2,79* 11,13+3,02** ns ns

Tabla 4.1.1.1.1 Parametros de movilidad medidos con el OFT (SIF). Resultados expresados como Media y error estandar
de la diferencia de medias (Mdif +SEdif). Grupo C (n=6), E (n=6), HP (n=8), HP+E (n=8). Estadistica: Anova de 1 via, Tukey
post hoc test; *p<0,05, ** p<0,01, ns =no significativo.

L os episodios de movilidad aumentaron para los grupos C, E y HP+E; por € contrario, los
animales HP presentaron mayor inmovilidad en comparacién con los demés grupos.

No hubo diferencias significativas relativas ala actividad en las distintas zonas del OFT.
EnlaTabla4.1.1.1.2 se presentala evaluacion de los tiempos.

Tiempos (s) HP+E vs. HP HP vs. E HP vs. C Cvs.E
Freezing ns 30,33+9,43* ns ns
Centro -16,03+4,140** ns ns ns
Esquinas -41,65+12,87* ns ns ns
Bordes 50,35+11,63** -59,93+14,24** | -12,08+12,56* | -47,85+15,01*

Tabla 4.1.1.1.2 Tiempos medidos con el OFT (SIF). Resultados expresados como Media y error estandar de la diferencia
de medias (Mdif +SEdif). Grupo C (n=6), E (n=6), HP (n=8), HP+E (n=8). Estadistica: Anova de 1 via, Tukey post hoc test;
*p<0,05, ** p<0,01, ns =no significativo.

Los resultados muestran que los animales HP permanecieron significativamente la mayor
cantidad de tiempo en los bordes en comparacion con los demés grupos. Ademas, lostiempos
de HP+E en comparacion con HP fueron significativamente mayores en la zona central y
bordes. Los animales HP se mantuvieron més tiempo en las esquinas.

Ademas los animales HP estuvieron mas tiempo realizando freezing. Esta actividad fue
significativamente menor en comparacion con |os demas grupos.

Del andlisisdelastrayectorias (Figura4.1.1.1.1), se puede ver quelosanimalesHP realizaron
recorridos escasos y periféricos. Distinto es € caso de los animales de los demas grupos
experimentales (principalmente los que recibieron 17p-estradiol), que presentaron un
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aumento de la actividad aleatoria, sin patrones espaciales.

+E

Figura4.1.1.1.1 Trayectoriadela actividad en el OFT (SIF). Seleccion de dosimagenes (correspondientes a dos animales
diferentes) representativas de cada grupo experimental?.

4.1.1.2. Con induccién farmacoldgica: anfetamina

Como se puede observar en la Tabla4.1.1.2.1, la administracion de anfetaminaen el dia 27
post lesién indujo gue las diferencias en los patrones de actividad ambulatoria (también
observadas en €l apartado anterior) se vieran aumentadas.

Tal es asi que, los animales lesionados con 6-OHDA que no recibieron tratamiento con €l
neuroesteroide (HP), presentaron una distancia total recorrida significativamente menor
(p<0,05) a los demas grupos experimentales. Asimismo, los HP disminuyeron
significativamente la vel ocidad promedio en comparacion con los grupos Cy HP+E.

Otro pardmetro que aumento, fue la cantidad de episodios totales de freezing. Este vaor fue
estadisticamente mayor (p<0,05) para los animaes HP en comparacién con C, E y HP+E.
Los animales HP+E no presentaron diferencias significativas en los episodios de freezing
comparados con los grupos E o C.

HP vs. HP+E E vs. HP Cvs. HP Cvs.E
Distancia Total Recorrida (m) -10+2,1%** 8,7+2,3** 9,42+2,3** ns
Velocidad Promedio (m/s) -0,029+0,008** ns 0,026+0,009* ns
Episodios Totales de Freezing (n°) 19+6,3* -19+6,9* -20+6,8* ns

Tablad.1.1.2.1 Parametros de movilidad medidos con el OFT (Anf). Resultados expresados como Media y error estandar
de la diferencia de medias (Mdif +SEdif). Grupo C (n=6), E (n=6), HP (n=8), HP+E (n=8). Estadistica: Anova de 1 via, Tukey
post hoc test; *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, ns =no significativo.

LaTabla4.1.1.2.2 se observa que |os animal es | esionados que no recibieron tratamiento con
17B-estradiol (HP) estuvieron mastiempo realizando freezing en comparacion con los demés
grupos experimentales (p<0,05). Los HP presentaron menores tiempos de movimiento y
mayor permanencia en la zonade las esquinas.

En los animales lesionados, e tratamiento con 17p-estradiol mejord significativamente los

1 En algunas ocasiones e software comenzaba a grabar €l inicio de latrayectorialuego de que e animal diera sus primeros pasos, por lo
que se presentaban diagramas como el de HP arriba. Esimportante destacar que en todo momento el test comenzé con el animal posicionado
en el centro del campo abierto.
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tiempos de movimiento ( HP vs. HP+E; p<0,05).

Tiempos (s) HP vs. HP+E E vs. HP HPvs.C Cvs.E Cvs. HP+E
Movimiento -96+2,1 *** 75+22* ns -109+24*** -131422%***
Freezing 35+10* -37+11* -31+11* ns ns
Esquinas 146114+ -147+£15%** -121+15**** ns ns

Tabla 4.1.1.2.2 Tiempos medidos con el OFT (Anf). Resultados expresados como Media y error estandar de la diferencia
de medias (Mdif +SEdif). Grupo C (n=6), E (n=6), HP (n=8), HP+E (n=8). Estadistica: Anova de 1 via, Tukey post hoc test;
*p<0,05, *** p<0,001, ****p<0,0001, ns =no significativo.

Con Anf, las trayectorias de los animales HP fueron alln mas escasas y periféricas que en la
evauacion SIF (Figura4.1.1.2.1).

HP+E

Figura4.1.1.2.1 Trayectoria dela actividad en el OF T (Anf). Seleccion de dos imagenes (correspondientes a dos animales
diferentes) representativas de cada grupo experimental?.

L os animales HP+E, presentaron un aumento de lalocomocion dado por unamayor cantidad
de entradas a la zona central y a los bordes; asi como por una disminucion la duracion de
episodios en las esquinas. Ladensidad de lineas y |os patrones de movimiento en HP+E fue
similar alosde E.

4.1.1.3. Con induccién farmacolégica: apomorfina

Laactividad ambulatoria los animal es que HP disminuyd significativamente en comparacion
con C, Ey HP+E (Tabla4.1.1.3.1). El tratamiento con 17p-estradiol (alargo plazo, 57 dias
post lesion) hizo que los animales HP+E se comportaran significativamente diferente de los
(HP) y similares a los grupos de animales lesionados con vehiculo (C y E). En este examen
no se vieron resultados significativos para el andlisis de la actividad no ambulatoria.

HP vs. HP+E E vs. HP Cvs. HP Cvs.E
Distancia Total Recorrida (m) -3.7+1.1* 3.4+£1.2* 3.4+1.2* ns
Velocidad Promedio (m/s) -0,010+0,003* 0,011+0,003* 0,014+0,003 ns
*%
Episodios Totales de Movilidad (n°) | -10+3,6* 18+4*** -11+3,7* ns
Cruce de Lineas (n°) -56+19* 58+21* 61+20* ns

2 Misma aclaracion que en p&gina 64, notaal pien®1.
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| Entradas en el centro (n°) | -13+10* | ns | 15+8* ns

Tabla 4.1.1.31. Parametros de movilidad medidos con el OFT (Apo). Resultados expresados como Media y error estandar de
la diferencia de medias (Mdif £SEdif). Grupo C (n=10), E (n=8), HP (n=10), HP+E (n=11). Estadistica: Anova de 1 via, Tukey
post hoc test; *p<0,05, ** p<0,01, **p<0,001, ns =no significativo.

Como muestra la Tabla 4.1.1.3.2, los animaes C, E y HP+E estuvieron més tiempo en
movimiento que los HP (p<0,05). En las esquinas, los animales de los grupos E y HP+E
permanecieron por menos tiempo que los HP, p<0,05. Ademés, la comparacion de los
tiempos de freezing entre HP y HP+E, fue significativamente mayor para HP.

Tiempos (s) HP vs. HP+E E vs. HP Cvs. HP Cvs.E
Movimiento -49+17* 67+19** 59+18* ns
Freezing ns -94+32* ns ns
Esquinas 95+25** -81+27* ns ns

Tabla4.1.1.3.2. Tiempos medidos con el OFT (Apo). Resultados expresados como Media y error estandar de la diferencia
de medias (Mdif +SEdif). Grupo C (n=10), E (n=8), HP (n=10), HP+E (n=11). Estadistica: Anova de 1 via, Tukey post hoc test;
*p<0,05, ** p<0,01, ns =no significativo.

EnlaFigura4.1.1.3.1 se exponen agunas trayectorias representativas. De |os resultados de
laactividad en OFT, se observa que la performance de los HP fue mucho menor que paralos
otros grupos. Estos animales realizaron escasos movimientos y permanecieron mayormente
en las esquinas. Contrariamente, los animales de los demés grupos experimentales,
exhibieron movimientos aleatorios por todo el campo abierto.

Es interesante destacar que, incluso en este estadio tardio de la neurodegeneracion, el
tratamiento con 17p-estradiol continué mostrando efectos positivos en la actividad motora
de los animales HP+E.
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Figura4.1.1.3.1 Trayectoria delaactividad en e OFT (Apo). Seleccidn de dosiméagenes (correspondientes a dosanimales
diferentes) representativas de cada grupo experimental®.

4.1.2. Test de actividad rotacional (RT)

4.1.2.1. Con induccion farmacologica: anfetamina

Los resultados de la evaluacion de la actividad rotacional respaldaron los resultados
obtenidos con € campo abierto. Se observé gque los animales HP presentaban una marcada

3 Misma aclaracion que en p&gina 64, notaal pien®1.
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lateralidad (hacia € lado de lalesion) (Figura 4.1.2.1.1 A). Asimismo, los HP, mostraron
también una disminucion de las vueltas contralaterales (Figura4.1.2.1.1 B).
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Figura 4.1.2.1.1 Evaluacion de las rotaciones inducidas con Anf. A-Evaluacion del nimero de vueltas a la izquierda. B-
Evaluacion del nimero de vueltas a la derecha. Resultados expresados como Media +SEM. Grupo C (n=6), E (n=6), HP
(n=7), HP+E (n=7). Estadistica: Anova de 1 via, Tukey post hoc test; * p<0,05. C- Evaluacion de la cantidad neta de rotaciones.
Resultados expresados como Media +SEM. Grupo C (n=6), E (n=6), HP (n=7), HP+E (n=7). Estadistica: Anova de 1 via,
Tukey post hoc test; * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001.

Como muestra la Figura 4.1.2.1.1 C) los animales HP realizaron mas cantidad de giros en
sentido ipsilateral. La cantidad neta de rotaciones de este grupo fue estadisticamente
significativa en comparacion con los demas grupos experimental es (p<0,05). Especiamente
la respuesta compensatoria a la denervacion del grupo HP+E, alcanzo valores semejantes a
los animales lesionados con vehiculo (Cy E).

Ademés, los animales HP presentaron los mayores tiempos maximos de rotaciones
ipsilaterales (p<0,001) (Figura4.1.2.1.2 A); mientras que en las deméas comparaciones no se
observaron diferencias significativas. Entre ambos lados, |a duracién maxima de giro fue
significativamente mayor para el lado izquierdo del grupo HP.
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Figura 4.1.2.1.2 Evaluacion de la duracién méxima de rotaciones inducidas con Anf. A-Comparacién entre izquierda y
derecha. B- Duracion maxima a la izquierda. Resultados expresados como Media +SEM. Grupo C (n=6), E (n=6), HP (n=7),
HP+E (n=7). Estadistica para las comparaciones en A: Anova de 2 vias, Tukey post hoc test; y para las diferencias entre
grupos (B) Anova de 1 via, Tukey post hoc test; * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001.

En 4.1.2.1.2 B, se muestran |as comparaciones entre |0s grupos experimentales en relacion a
la duracién maxima de giro en sentido izquierdo. L os animales HP realizaron mas vueltas en
sentido ipsilateral a lado lesionado, y ademas las vueltas fueron de mayor duracion.

En la Figura 4.1.2.1.3 se presentan las diferencias observadas entre e lado izquierdo y
derecho paratodos |os parametros evaluados en cada grupo experimental. Se observo que €
desbalance locomotor ipsilateral observado en HP inducido por Anf, que es un agonista
dopaminérgico indirecto, favorecio a lado no lesionado y fue revertido en el tratamiento con
17B-estradiol, tal como evidenciael grupo HP+E.
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Figura 4.1.2.1.1 Comparacién de pardmetros de RT entre lado izquierdo y derecho de los grupos. Resultados
expresados como Media +SEM. Grupo C (n=6) en fila A, E (n=6) fila B, HP (n=7) fila C y HP+E (n=7) en la fila D. Estadistica:
t test pareado; *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001.

4.1.2.2. Con induccién farmacoldégica: apomorfina

En e estudio de la actividad rotacional mediante la induccion con Apo, se evaluaron
nuevamente las modificaciones motoras asociadas a deterioro motor. Este agonista directo
generd una contralateralidad estadisticamente significativa en los animales HP (Figura
4.1.2.2.1). Particularmente, los animales HP manifestaron un aumento de vueltas hacia la
derecha (p<0,01) (4.1.2.2.1 A) y una disminucién de la cantidad de vudtas a la izquierda
(p<0,05)(4.1.2.2.1 B). Resultados que fueron estadisticamente significativos en comparacion
con HP+E.

LaFigura4.1.2.2.1 C muestra los resultados comportamiento contralateral que presentaron
los animales del grupo HP; donde la cantidad neta de rotaciones fue estadisticamente
significativa en comparacion con todos los grupos (p<0,01).
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Figura 4.1.2.2.1 Evaluacién de las rotaciones inducidas con Apo. A-Evaluacion del nimero de vueltas a la derecha. B-
Evaluacion del nimero de vueltas a la izquierda. Resultados expresados como Media +SEM. Grupo C (n=10), E (n=10), HP
(n=12), HP+E (n=12). Estadistica: Anova de 1 via, Tukey post hoc test; * p<0,05, ** p<0,01. C- Evaluacion de la cantidad neta
de rotaciones. Resultados expresados como Media +SEM. Grupo C (n=10), E (n=10), HP (n=12), HP+E (n=12). Estadistica:
Anova de 1 via, Tukey post hoc test; ** p<0,01.

L ostiempos méaximos de giro haciala derecha eizquierda se presentan en laFigura4.1.2.2.2.
Se observo que e grupo HP g ecut6 una elevada duracion de vueltas ala derecha; resultado
gue fue estadisticamente significativo en comparacién con € grupo HP+E (p<0,05).
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Figura 4.1.2.2.2 Evaluacion de la duracion maxima de rotaciones inducidas con Apo. Duracién méaxima a la derecha.
Resultados expresados como Media +SEM. Grupo C (n=10), E (n=10), HP (n=12), HP+E (n=12). Estadistica: Anova de 1 via,
Tukey post hoc test; * p<0,05.

EnlaFigura4.1.2.2.3 se exhiben los resultados de |as comparaciones de |a duracion total de
vueltas hacia ambos lados. Los animales HP rotaron la mayor parte del tiempo hacia la
derecha (p<0,05). Nuevamente | os resultados fueron opuestos para el grupo HP+E.
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Figura 4.1.2.2.3 Evaluacion de la duracion total de rotaciones inducidas con Apo. Resultados expresados como Media
+SEM. Grupo C (n=10), E (n=10), HP (n=12), HP+E (n=12). Estadistica: Anova de 2 vias, Tukey post hoc test; * p<0,05, **
p<0,01.

Al igua que en laevauacion con Anf, enlaFigura2.1.2.2.4 se presentan las comparaciones
de los resultados entre el lado izquierdo y derecho para todos los pardmetros evaluados. Se
observé que la contralateralidad manifestada como signo de neurodegeneracion en los HP
fue retrasada por el tratamiento con 17p-estradiol en los animales HP+E.
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Figura 4.1.2.2.4 Comparacion de parametros de RT entre lado izquierdo y derecho de los grupos. Resultados
expresados como Media +SEM. Grupo C (n=10) en fila A, E (n=10) fila B, HP (n=12) fila C y HP+E (n=12) en la fila D.
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Estadistica: t test pareado; *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001.

4.1.3. Test de natacién forzada (FST)

4.1.3.1. CAmara vertical

Con la camara dispuesta de forma vertical, se observo una disminucién estadisticamente
significativa velocidad promedio de nado en los animales HP en comparacion con los dos
grupos que habian recibido tratamiento con 173-estradiol (E y HP+E) (Figura4.1.3.1.1 A).
En cuanto a la distancia total recorrida (en relacion al eje horizontal del tanque, Figura
4.1.3.1.1 B) los animales hemiparkinsonianos (tanto HP como HP+E) nadaron mas que los
animales C. El grupo E no se presento diferencias en comparacion con los otros grupos.
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Figura 4.1.3.1.1 Evaluacion de parametros de movimiento en € test de natacion forzada. A-Velocidad promedio. B-
Distancia total recorrida. C- Episodios de movimiento. D- Episodios de inmovilidad. Resultados expresados como Media
+SEM. Grupo C (n=9), E (n=8), HP (n=12), HP+E (n=10). Estadistica: Anova de 1 via, Tukey post hoc test; * p<0,05, ** p<0,01.

En la Figura 4.1.3.1.1 C se observa que los animales del grupo HP menos cantidad de
episodios de movimiento en relacion alos demés grupos. Con la cAmara dispuesta en forma
vertical, lo que e software percibe como inmovilidad es un estado de nado constante o
invariable. Esta situacion fue predominante paralos animales del grupo HP (Figura4.1.3.1.1
D, p<0,05).

En laFigura4.1.3.1.2 se muestran trayectorias de nado representativas para cada condicion
experimental .
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Figura 4.1.3.1..1 Trayectoria representativas de la actividad de nado en FST con camara vertical. Seleccion de dos
imagenes (correspondientes a dos animal es diferentes) representativas de cada grupo experimental.

Los grupos C, E y HP+E presentaron patrones aleatorios; mientras que los HP realizaron
menos actividad y de forma concéntrica. Tanto en |os episodios de movilidad como en losde
inmovilidad, el tratamiento con 17p-estradiol ocasiond que los animales HP+E tuviesen
patrones de nado contrariosaHPy similaresaCy E.

Como muestra la Figura 4.1.3.1.3, se analizaron las rotaciones gjecutadas en el tanque.
Similar alo evaluado con € RT, se observé que los animales del grupo HP presentaron un
mayor nimero de rotaciones arededor del tanque (p<0,05). Remarcamos el hecho de que
este pardmetro medido en el FST no fue inducido por ninglin farmaco; aunque igualmente es
evidente que los animal es |l esionados con 6-OHDA manifiestan lateralizacion en lagjecucion
de movimientos y los resultados son estadisticamente significativos en comparacion con los
demés grupos experimental es.
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Figura4.1.3.1.3Evaluacion de las rotaciones totales. A- Rotaciones totales, B- Rotaciones en sentido horario. Resultados
expresados como Media +SEM. Grupo C (n=9), E (n=8), HP (n=12), HP+E (n=10). Estadistica: Anova de 1 via, Tukey post
hoc test; * p<0,05, *** p<0,001.

4.1.3.2. CAmara frontal

Tal como ocurrié en € enfoque con la camara vertical, los animales HP exhibieron una
velocidad promedio significativamente menor que |os demas grupos experimentales (Figura
4.1321A).
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Figura 4.1.3.2.1 Evaluacién de parametros evaluados con camara frontal. A- Velocidad promedio, B-Distancia total
recorrida). Resultados expresados como Media +SEM. Grupo C (n=9), E (n=8), HP (n=12), HP+E (n=10). Estadistica: Anova
de 1 via, Tukey post hoc test; * p<0,05, ** p<0,01.

EnlaFigura4.1.3.2.1 B se puede observar que las distancias (medidas sobre el ge vertical
al tanque) recorridas por los animales HP fueron menores y estadisticamente significativas
en relacion alos grupos E y HP+E (p<0,05 ; p<0,01, respectivamente).

En cuanto al andlisis de las trayectorias, se observaron mayor cantidad de nados profundosy
un nimero considerable de saltos en e tanque para los animales HP. Los deméas grupos
€jecutaron sumergidas alternadas con flotes durante el nado y menor cantidad de buceos.

il 3 P

- » »

E B H? HP+E

Figura 4.1.3.2.2 Trayectoria representativas de la actividad de nado en FST con camara frontal. Seleccion de dos
imagenes (correspondientes a dos animal es diferentes) representativas de cada grupo experimental.

Debido a que latrayectoria de nado en las distintas zonas fue variable segun las condiciones
experimentales de cada grupo, decidimos estudiar en detalle los pardmetros de nimero de
entradas, tiempo, distanciarecorriday velocidad promedio para cada unade las zonas (salto,
flote, sumergida y buceo). Independiente de la condicion experimental, el efecto de la
division en zonas fue estadisticamente significativo (p<0,05).

EnlaTabla4.1.3.2.1 se presentan |os resultados evaluados para €l grupo C. Estos animales
flotaron en la zona central del tanque, con alternados saltos y sumergidas. Asimismo,
gjecutaron poca cantidad de buceos. Distribuyeron su tiempo y las distancias recorridas en
las zonas de salto, flote y sumergida. Graficamente, |os parametros se pueden observar en la
Figura4.1.3.2.3.

C n° entradas Tiempo en la zona Distancia recorrida Velocidad promedio

Salto vs. flote -45,20+10,46 ** ns ns ns
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Salto vs. sumergida -45,67+ 10,46** | -243+ 18,86**** -8,691+1 55%*+* ns
Flote vs. sumergida ns -220,5%13,78 **** -7,52£1,251%+** ns
Flote vs. buceo 45+7,642%** 242,7+13,78 ¥+ ns ns
Sumergida vs. buceo | 45.55+7,642*** ns 8,6+0,8432**** ns

Tabla4.1.3.2.1. Variaciones de los pardmetros en cada zona para el grupo C. Resultados expresados como Media y error
estandar de la diferencia de medias (Mdif £SEdif). Grupo C (n=9). Estadistica: Anova de 2 vias, Tukey post hoc test; **
p<0,01, **** p<0,0001, ns =no significativo.

Similar es lasituacion que se presentd en €l estudio por zonas paralos animales del grupo E
(Tabla4.1.3.2.2). Si bien las zonas en las que més permanecieron fueron las mismas que el
grupo C, estos animales redlizaron mayor nimero de entradas por zona y recorrieron
distancias significativamente mas altas.

E n° entradas Tiempo en la zona | Distancia recorrida Velocidad promedio
Salto vs. flote -59+11,34 ***x ns ns ns
Salto vs. sumergida -59,60+ 11.34** -228+ 21,67**** -10,15+1,053**** ns
Flote vs. sumergida ns -203,1+£20,43 **** | -8,294+1,251**** ns
Flote vs. buceo 58,80+9,667**** ns ns ns
Sumergida vs. buceo | 59,40+£11,34 **** | 227,9+20,43 **** 10,15+1,251**** ns

Tabla4.1.3.2.2. Variaciones de los parametros en cada zona para el grupo E. Resultados expresados como Media y error
estandar de la diferencia de medias (Mdif £SEdif). Grupo C (n=9). Estadistica: Anova de 2 vias, Tukey post hoc test; **
p<0,01, **** p<0,0001, ns =no significativo.

En la Tabla 4.1.3.2.3 muestra la actividad para € grupo HP. Estos, presentaron mayor
cantidad de buceos que los demés grupos. Debido a que gran parte del tiempo los animales
bucearon, lazonade sumergida (contigua abuceo) present6 el nimero més elevado en tiempo
y distancia.

HP n° entradas Tiempo en la zona | Distancia recorrida Velocidad promedio
Salto vs. flote -40,73+8,8 ** ns ns ns
Salto vs. sumergida -37,68+ 8,52** -284,8+ 15,36**** | -12 57+0,94**** ns
Flote vs. sumergida ns -217,7+13,48 **** -11,22+0,87**** ns
Flote vs. buceo 37,72+7,67*** ns ns ns
Sumergida vs. buceo | 34,67+7,32 *** 283+13,19 **** 12.33+0,08**** ns

Tabla 4.1.3.2.3. Variaciones de los pardmetros en cada zona para el grupo HP. Resultados expresados como Media y
error estandar de la diferencia de medias (Mdif +SEdif). Grupo HP (n=12). Estadistica: Anova de 2 vias, Tukey post hoc test;
** p<0,01, ***p<0,001, **** p<0,0001, ns =no significativo.

El andlisis delos nados por zonas paralos animales HP+E se encuentraen laTabla4.1.3.2.4.
Para estos animales, e numero de entradas por zonas no presentd diferencias
estadisticamente significativas. Las distancias recorridas y los tiempos en las zonas de
sumergida fueron los mas atos; en las demas zonas (salto, flote y buceo) estos parametros
alcanzaron valores similares, y no hubo diferencias significativas entre ellos. Donde si se
produjeron diferencias, fue en la velocidad promedio (p<0,05). Este pardmetro acanzo
valores atos en las zonas de salto y flote, y las comparaciones resultan ser estadisticamente
diferentes alos valores de velocidad en sumergiday buceo (p<0,01).

n° entradas Tiempo en la zona | Distancia recorrida | Velocidad promedio

Salto vs. flote ns ns ns 0,84+0,17*
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Salto vs. sumergida ns -261,8+17,20%**** -10,75+1,05 **** ns
Flote vs. sumergida ns -254,3+14,75 **** | -10,32+0,90 **** 0,80+0,18**
Flote vs. buceo ns ns ns 0,77+0,19**
Sumergida vs. buceo ns 260,7+13,19%*** 10,55+ 0,81 **** ns

Tabla 4.1.3.2.4. variaciones de los parametros en cada zona para el grupo HP+E. Resultados expresados como Media y
error estandar de la diferencia de medias (Mdif +SEdif). Grupo C (n=9). Estadistica: Anova de 2 vias, Tukey post hoc test; **
p<0,01, **** p<0,0001, ns =no significativo.

En la Figura 4.1.3.2.3 se observan las graficas de este estudio de dos factores (zonas y
tratamientos). Por motivos de simplezano se han indicado las diferencias significativas, para
ello consultar las Tablas 4.1.3.2.1-4.
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Figura 4.1.3.2.3 Evaluacion de los parametros por zona. A- Entradas por zona, B- Distancia total recorrida, C-Velocidad
promedio, D- Tiempo en la zona. Comparacion entre zonas para los distintos grupos experimentales. Estadistica para las
comparaciones en A: Anova de 2 vias, Tukey post hoc test. Las diferencias significativas se presentan en las tablas
correspondientes de cada grupo.

4.1.3.2.1. Desarrollo del software para la evaluacién del
FST

4.1.3.2.1.1. Interfaz grafica- entrada

Lainterfaz gréficade usuario (GUI) se define como el programa principal que se encargade
gjecutar e resto de los bloques de procesamiento y de transmitir la informacion entre ellos.
Para su desarrollo se utilizé lalibreria TKinter. EI método deinicio delaclase Interfaz es €l
encargado configurar los resultados que se desean obtener y las condiciones de video.

Unavez finalizado este proceso, se sigue a unaventana paraingresar la cantidad de animales
por cada grupo y afadirle una etiqueta con la condicion experimental (Figura4.1.3.2.1.1.1).
Luego, se gecuta un nuevo método que consiste en crear una plataforma en la que se carga
y reproduce €l video. Para la carga se puede copiar la direccion del video o bien utilizar €
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explorador de archivos (Figura4.1.3.2.1.1.1 apartado de la derecha).
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Figura 4.1.3.2.1.1.1 Interfaz grafica de la configuracion del experimento. A la izquierda, arriba se muestra la
configuracién delosresultadosy del video. A laizquierda, abajo se muestra la determinacion de los grupos experimentales
(etiqueta) y cantidad de animales por grupo. A la derecha la carga del video y configuraciones adicionales o preferencias.

A continuacion, sobre laimagen pausada del video, se procede areadlizar una selecciéon dela
region de interés (ROI) para eliminar e fondo indeseado (background). Dicha seleccion se
realiza generando un rectangulo sobre todo e tanque con € puntero del mouse (Figura
4.1.3.2.1.1.2 izquierda).

Figura 4.1.3.2.1.1.2 Zonas de interés. A la izquierda, la eliminacién del background, a la derecha la determinacion del
nombre, porcentaje [%] del tanque que ocupa y coordenadas x-y que forman la zona.

Definida esta region se procede a seleccionar, como se muestra en la Figura 4.1.3.2.1.1.2
derecha, los sectores correspondientes a las zonas donde se evaluaran los distintos
comportamientos. A medida que se carga cada sector, van apareciendo sus coordenadas en
lapantallade laderecha([Xx1, y1] vértice superior izquierdo, [ X2, y2] vérticeinferior derecho);
opcionalmente se puede rotular lazona. También se debe agregar el porcentaje que ocupa el
animal en cada zona. Segun laimagen, si €l 3% del area del animal (0 mas) se encuentraen
las coordenadas (“salto”) es cuando se considera que el animal esta en ese espacio.
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Unavez finalizadas las configuraciones, se produce €l analisis automatizado del video.
Cuando se hacumplido el tiempo del ensayo, el programaregresaalaventanade sel eccionar
fondo (video nuevo) mientras que se inicia € bloque de calculo de parametros que se
imprimen por pantallajunto con latrayectoria recorrida.

4.1.3.2.2. Procesamiento de imagenes

Para este proceso hace uso |os siguientes datos:
e Direccion del video aanalizar
¢ Imagen de fondo de referencia (background)
e ROI
e Equivalenciade pixeles a centimetros
e Limites de cadazona
e Porcentgie del animal en cada zona
e Duracion del experimento
e Informacion que se desea presentar por pantalla.

El blogue de procesamiento esta compuesto por una serie de funciones que realizan distintas
tareas en forma secuencia dentro de un bucle o loop, € esquema se presenta en la Figura
4.1.3.2.2.1. Se utilizd este formato paratrabajar individualmente en el procesamiento de cada
imagen o frame del video.

Figura 4.1.3.2.2.1. Zonas de interés. A la derecha la eliminacion del background, a la derecha la determinacion del
nombre, porcentaje [%] del tanque que ocupa y coordenadas x-y que forman la zona.
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La sustraccion del fondo del animal en movimiento en e tanque comienza cuando se carga
el videoy e background. LaROI permite que serecortelaimagen deinterésy, de estaforma
se eliminen seccionesindeseadas parael andlisis. Posteriormente se conviertelaimagen color
(RGB) aunaen escalade grises. Las operaciones se realizan unasolavez parael background
(fuera del loop) y unavez para cada frame del nuevo video (dentro del loop).
Finalmente se obtiene unaimagen en escala de grises donde |os pixeles toman algiin color en
la escala de grises dependiendo de su variacion entre € framey el background, a saber:

e Si los pixeles permanecen invariables, se anulan quedando de color negro

e Sivarian levemente se mantienen en colores de grises intermedios

e Sivarian ampliamente toman valores cercanos al blanco

El resultado es unaimagen que muestra en color blanco el animal en movimiento.
Es necesario redlizar € filtrado de la imagen debido a que la misma contiene ruido
proveniente en su mayoria de movimientos del agua, inherentes a nado del animal y de
cambios en laluminosidad de laimagen. Las operaciones que se ef ecttian en cada frame son:
e Aplicar filtro Gaussiano para suavizar el ruido de alta frecuencia
e Umbralizar la imagen (255= blanco; O=negro). El umbral se defini6 con un
histograma resultante de la superposicion de cada frame. Se fij6 el nivel de gris en
180.
e Aplicar operaciones morfologicas: dilatacion para el relleno de huecos y erosion para
eliminar ruido y refinar el contorno.
e Aplicar un filtro que detecta los contornos blancos y calcula el area que encierran.
Los que son menores que el umbral son eliminados.
e Calcular el centroide del contorno deseado y el area que encierra. Las coordenadas
del centroide son almacenadas en un vector que determina la trayectoria descripta por
el animal.

Una vez detectado el animal y su area total (A¢), se procede a determinar en qué zona se
encuentra. Para ello lo primero que se hace es segmentar la imagen segun las zonas
previamente definidas. Esto, resulta en cuatro imagenes distintas, donde cada una representa
aunade las zonas de interés: salto, flote, sumergida o buceo (; =S, F, SU o B).

L uego se detectan los contornos de cadaimagen 'y se calculasu area (A;). Parael cadlculo del
arearelativa porcentua (Ar,) de cada zona se empleala siguiente férmula:

A.
A..=—100
- A

f

Posteriormente, €l programa € ecuta comparaciones entre A,y el areadel umbral (Aw). Si €
valor de Ar; > Ay; Se considera que el animal se encuentraen lazona Z.

Si Az < Ay, Seevallalacondicidn en lazonasiguiente y se sigue hasta que se determine la
condicion y seindique en qué zona se encuentra el animal.

Unade las opciones desarrolladas en la configuracion es que €l usuario puede elegir si agrega
marcadores en laimagen (Figura4.1.3.2.2.2). Estos se aplican sobre una copia de los frames
originales del video. Estas funciones se programaron usando los datos de las coordenadas
del contorno detectado y del centroide, asi como de la zona donde se encuentrael animal. El
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resultado es un frame dibujado que se superpone con original, utilizando un determinado
indice de transparencia (sel eccionado en la configuracién del video).

Figura4.1.3.2.2.3.2.2..2. Deteccion automatizada dela zonay del animal. Deizquierda aderecha: frameoriginal; original
y marcadores super puestos con el indice de transparencia seteado por defecto; original y marcadores superpuestos con €l
indice de transparencia en 0,5.

4.1.3.2.3. Ca

culo de parametros

El software emplealos resultados del blogue de procesamiento de imagenes: trayectoria[X,y]
del animal, tiempo en cada frame, zonas en las que entr6 el animal y tiempo que permanecio
en cadazona. Con €llos, calculalos parametros distanciatotal recorrida, cantidad de entradas
en cada zona, tiempo de permanencia en cada zona, cantidad de episodios y tiempo de
movilidad e inmovilidad.

El proceso de la determinacién de la cantidad y tiempo de permanencia en cada zona se
diagramaenlaFigura4.1.3.2.3.1. Mediante una serie de decisiones en cadaframe va creando
los vectores que servirdn de base para el caculo de los pardmetros.
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Figura 4.1.3.2.3.1. Proceso para la determinacion de la cantidad de tiempo y entradas en cada zona. Diagrama de
decisiones que se toman durante el transcurso del test para la determinacién de los parametros de nado.

EnlaFigura4.1.3.2.3.2 se muestra el diagrama que se desarroll6 para calcular en base ala
longitud de latrayectoria original, los parametros distancia total y velocidad promedio.
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Figura 4.1.3.2.3.1. Proceso para la determinacion de parametros de interés. Diagrama de decisiones efectuado sobre la
trayectoria del animal para la determinacion de distancia recorrida y velocidad de nado.

En cada iteracion se calculala distancia (Di) y la velocidad (Vi); donde en cada instante de
muestreo i= 1,2,3,..., M-1. Finalmente, luego de la Ultima iteracién, se calculala distancia
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total Dty lavelocidad promedio VP.

4.1.3.2.4. Trayectorias

Una de las opciones que presenta e software desarrollado es su capacidad de mostrar por
pantalla la trayectoria de cada uno de los videos analizados. En la Figura 4.1.3.2.4.1 se
presenta una grafica representativa obtenida para cada uno de |os grupos experimental es.

E B HP HP+E

Figura 4.1.3.2.4.1 Trayectoria de la actividad de nado en FST con camara lateral. Resultados obtenidos con software
propio representativos para cada grupo experimental.

4.1.3.3. Validacion

Como se menciond en la seccién de Materiales y métodos, la validacion se realizo paralas
zonas donde los animales de todos los grupos experimentales presentaban como minimo 5
entradas. Las zonas seleccionadas fueron flote y sumergida, mientras que buceo y salto
guedaron excluidas de este analisis por no cumplir € minimo valor de nimero de entradas.
L os resultados numéricos parala zona de flote se presentan en la Tabla4.1.3.3.1. En esta, se
puede observar una muy fuerte correlacion para todos los grupos experimental es tanto en €l
nimero de entradas como en e tiempo en que permanecieron en la zona.

Grupo Coeficiente de Correlacion p-valor
C- Tiempo 0,97 0,004

C- N° entradas 0,99 3,97 004
E- Tiempo 0,96 0,009

E- N° entradas 0,99 0,001
HP- Tiempo 0,98 0,001
HP- N° entradas 0,99 1,64 005
HP+E — Tiempo 0,98 0,003
HP+E — N° entradas 0,99 4,89 004

Tabla 4.1.3.3.1. Correlacién de las variables tiempo y n° de entradas en la zona de flote con Anymaze y nuestro
software. Grupo C (n=5), E (n=5), HP (n=5), HP+E (n=5). Estadistica: Correlacion de Pearson; *** p<0,001.
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EnlaFigura4.1.3.3.1 se presentan los resultados gréficos de las correlaciones lineales entre
el software propio y € comercia para cada grupo experimental en relacion a nimero de
entradasy a tiempo en la zona de flote.
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Figura 4.1.3.3.1. Correlacion de valores de entradas (izquierda) y tiempos (derecha) para cada uno de los grupos
experimentales en la zona de flote. El eje de las abscisas no presenta numeracion porque corresponde a distintos animales
en el grupo experimental correspondiente.

L os resultados numéricos para la zona de sumergida se presentan en laTabla 4.1.3.3.2. Las
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correlaciones entre los dos métodos para € andlisis de FST fueron elevadas para el niUmero
deentradasy el tiempo en que permanecieron en lazona. El tiempo en lazona sumergidadel
grupo C tuvo una correlacion perfecta.

Grupo Coeficiente de Correlacion p-valor
C- Tiempo 1 8,29 e006
C- N° entradas 0,98 0,001

E- Tiempo 0,99 4,65 e004
E- N° entradas 0,98 0,001
HP- Tiempo 0,93 0,019
HP- N° entradas 0,99 4,16 004
HP+E — Tiempo 0,99 9,81 %
HP+E — N° entradas 0,99 0,001

Tabla 4.1.3.3.2 Correlacién de las variables tiempo y n° de entradas en la zona de sumergida con Anymaze y nuestro
software. Grupo C (n=5), E (n=5), HP (n=5), HP+E (n=5). Estadistica: Correlacion de Pearson; *** p<0,001.

En laFigura4.1.3.3.2 se presentan los resultados graficos de |as correlaciones lineales para
cada grupo experimental en relacion al nimero de entradas y a tiempo en la zona de
sumergida
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Figura 4.1.3.3.2 Correlacion de valores de entradas (izquierda) y tiempos (derecha) para cada uno de los grupos
experimentales en la zona de sumergida. El eje de las abscisas no presenta numeracion porque corresponde a distintos
animales en el grupo experimental correspondiente.

Los resultados obtenidos proporcionan datos que se procesan facilmente, con resultados
fiablesy validados con un software comercial. El hardware es econdmico ya que consiste en
el tanque, una cdmara y un ordenador; y en términos de procesamiento, los calculos estén
listos en menos de 5 minutos. Ademas, la subjetividad se elimina porque la trayectoria, los
pardmetros se obtienen autométicamente y € uso de una interfaz grafica (GUI) agiliza €
andlisis de videos sucesivos.
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4.1.4. Test de acinesia del miembro anterior (ST)

4.1.4.1. Sin induccion farmacoldgica

La evaluacion del tiempo de stepping para el miembro anterior derecho a la derecha (D-D)
(Figura 4.1.4.1.1), mostré la disminucion estadisticamente significativa en €
comportamiento del grupo HP en comparacién con e grupo control y el lesionado tratado
(HP+E).
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Figura 4.1.4.1.1 Evaluacion del tiempo de gecucién de pasos del miembro anterior derecho a la derecha. Resultados
expresados como Media = SEM. Grupo C (n=9), E (n=12), HP (n=12), HP+E (n=12). Estadistica: Anova de 1 via, Tukey
post hoc test; * p<0,05, ***p<0,001.

Con &l miembro contrario y en sentido opuesto (I-1), la respuesta comportamental del grupo
HP aumento significativamente el tiempo de stepping en relacion con los otros grupos E y
HP+E (Figura4.1.4.1.2).
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Figura 4.1.4.1.2 Evaluacion del tiempo de gecucion de pasos del miembro anterior izquierdo a la izquierda. Resultados
expresados como Media = SEM. Grupo C (n=9), E (n=12), HP (n=12), HP+E (n=12). Estadistica: Anova de 1 via, Tukey
post hoc test; **p<0,01, ***p<0,001.

Sin induccién farmacol 6gica los animales HP fueron |os que g ecutaron pasos de mayor
longitud con e miembro superior izquierdo (I-1) (Figura4.1.4.1.3).
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Figura 4.1.4.1.3. Evaluacion del tiempo de gjecucion de pasos del miembro anterior izquierdo a la izquierda. Resultados
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expresados como Media = SEM. Grupo C (n=9), E (n=12), HP (n=12), HP+E (n=12). Estadistica: Anova de 1 via, Tukey
post hoc test; **p<0,01, ***p<0,001.

Paralos demés parametros evaluados no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos.

4.1.4.2. Con induccién farmacoldgica: apomorfina

Luego delaadministracion de Apo, e tiempo deinicio del movimiento del miembro anterior
derecho aument6 considerablemente en direccion haciala derecha (Figura4.1.4.2.1 A) y se
incremento significativamente hacialaizquierdaen losanimalesHP (Figura4.1.4.2.1 B). En
ambas comparaciones no hubo diferencias estadisticamente significativas para el tiempo de
inicio en ninguno de |os otros grupos experimental es.
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Figura 4.1.4.2.1. Evaluacion del tiempo de inicio del miembro anterior. A- Derecho a la derecha, B- derecho a la

izquierda. Resultados expresados como Media + SEM. Grupo C (n=9), E (n=12), HP (n=12), HP+E (n=12). Estadistica
para las comparaciones entre SIF y APO. Anova de 2 vias, Tukey post hoc test; *** p<0,001.

Estas comparaciones evidenciaron e deterioro motor del lado lesionado y la disminucién en
la respuesta compensatoria para |os animal es que no recibieron tratamiento.

Los resultados del tiempo de stepping (Figura 4.1.4.2.2), exponen como la apomorfina
aumento larespuesta ala disfuncién motora (D-D) parad grupo HP. Asimismo, Apo activo
mecanismos compensatorios del lado no lesionado con mayor fuerza para los animales que
recibieron tratamiento con 17p-estradiol (Figura4.1.4.2.3).
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Figura 4.1.4.2.2. Evaluacién del tiempo de gecucion de pasos del miembro anterior derecho a la derecha. Resultados
expresados como Media + SEM. Grupo C (n=9), E (n=12), HP (n=12), HP+E (n=12). Estadistica para las comparaciones
entre SF y APO. Anova de 2 vias, Tukey post hoc test; * p<0,05.
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Figura 4.1.4.2.3. Evaluacién del tiempo de gjecucion de pasos del miembro anterior izquierdo a la izquierda. Resultados
expresados como Media + SEM. Grupo C (n=9), E (n=12), HP (n=12), HP+E (n=12). Estadistica para |as comparaciones
entre SF y APO. Anova de 2 vias, Tukey post hoc test; * p<0,05.

Ladisfuncion motoradel grupo HP en lalongitud de pasos con el miembro anterior derecho
hacia el lado contralateral (D-1), generé que aumentara significativamente la rigidez en su
movimiento. Esta situacion se corrigio con € tratamiento de 17p-estradiol (Figura4.1.4.2.4).
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Figura 4.1.4.21. Evaluacién del tiempo de glecucién de pasos del miembro anterior derecho a la izquierda. Resultados
expresados como Media + SEM. Grupo C (n=9), E (n=12), HP (n=12), HP+E (n=12). Estadistica para |as comparaciones
entre SF y APO. Anova de 2 vias, Tukey post hoc test; ** p<0,01.

4.1.4.3. Desarrollo del software para la evaluacion del ST

4.1.4.3.1. Implementacion

Como se menciond anteriormente, los datos fueron obtenidos por medio de Kinovea. Una
de las salidas de este software esla que se presentaen laFigura4.1.4.3.1.1.

Ademas de |la salida de video con la trayectoria marcada, €l otro formato de salida de los
datos que Kinovea genera es una hoja de datos para cada animal. Este archivo Excel es
gue seimportaal software como dato de entrada a algoritmo desarrollado paralaevaluacién
del ST.
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Figura 4.1.4.3.1.1. Capturas de pantalla de un animal realizando €l ST. Rastreo de trayectorias en €l sentido de la
secuencia de testeo usando Kinovea.

Para comenzar la interfaz gréafica de usuario (GUI), €l programa necesita la ubicacién de la
carpeta donde se guardan los datos rastreados de |os animales. Una vez indicado este dato, €l
programa solicita a usuario que especifique el niUmero y la cantidad de animales dentro de
cada grupo (Figura4.1.4.3.1.2). Simplemente, con estos pardmetros este bloque comienza a
funcionar.
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Figura4.1.4.3.1.2. Configuracion de los grupos experimentales. Determinacion de la cantidad de animales por grupo y
nombre o etiqueta de la condicién experimental. A- Exploracion de carpetas e indicacion del nimero de grupos
experimental es. B- Busqueda de |a carpeta en los archivosdel ordenador. C- Etiqueta de cada grupo y cantidad de animales
por grupo.

El codigo inicialos caculos de los parametros de modo que primero analiza cada animal y
luego los promedios grupales. Posteriormente, inicia el blogue de andlisis estadistico donde
automati camente se analiza la naturaleza de la distribucién y se toman decisiones para €l
tratamiento de los valores numéricos.

El blogue comienza a probar si la distribucién es normal, dependiendo del resultado, aplica
pruebas para medias y varianzas aritméticas iguales o para medianas (aternativa no
paramétrica). El diagrama de decisiones se presenta en la Figura 4.1.4.3.1.3. Toda la
estadistica funciona a un nivel de significancia de p<0,05. Para cada valor de p hay una
correccion de Sidak disponible que controla exactamente la tasa de error familiar (FWER).
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Figura 4.1.4.3.1.3. Configuracion de los grupos experimentales. Determinacion de la cantidad de animales por grupo y
nombre o etiqueta de la condicion experimental. A- Exploracion de carpetas e indicacion del nimero de grupos
experimentales. B- Busqueda de la carpeta en losarchivos del ordenador. C- Etiqueta de cada grupo y cantidad de animales
por grupo.

Se disefid e sistema para que la salida de los datos fuese en forma de gréficos de barras,
matrices de datos sin procesar y/o hojas de Excel. Como se muestraen laFigura4.1.4.3.1.4,
el usuario puede seleccionar seguin su preferencia estas opciones.
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Figura 4.1.4.3.1.4. Salida de la interfaz gréafica. Arriba se ven las dos opciones que €l software presenta. A- Formatos de
salida. B- La salida si se selecciona el boton de “Cdlculos estadisticos”.
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Lafigura4.1.4.3.1.5 muestrala pantallagque presentael detalle delos parametros estadisticos
evaluados, ademas se muestra una salida grafica que se genera en €l caso de que entre los
grupos experimentales existan comparaciones multiples. Como se puede observar, a la
gréficade barras la acomparia el detalle de cada una de | as comparaciones entre gruposy sus
valores estadisticos.
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Figura 4.1.4.3.1.5. Salida de la interfaz gréfica. A- Formatos de gréfico de barras, B- Detalle de ANOVA, C- Detalle de
correccion de Sdak.

4.1.4.3.2. Validacion

Debido aque el parametro de pasos de gjuste es € Unico que se puede correl acionar entrelos
resultados manuales y automatizados, fue que se selecciond pararealizar las validaciones del
software. Las correlaciones se realizaron paralas evauaciones SIF, y con Apo.

En lasiguiente tabla, se presentala correlacion entre los val ores automatizados y manual es.
Como se puede observar |os datos fueron similares para ambas observaciones (p<0,01).

Grupo | Coeficiente de Correlacion | p-valor Nivel de significancia
C 0,987 0,013 *
E 0,979 0,008 **
HP 0,998 0,002 *k
HP+E 0,992 0,008 **

Tabla 4.1.4.3.2.1 Correlacion entre el conteo manual y el automatizado del niumero de pasos en ST (SIF). Grupo C
(n=4), E (n=4), HP (n=4), HP+E (n=4). Estadistica: Correlacion de Pearson; ** p<0,01.
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EnlaFigura4.1.4.3.2.1 se presenta este resultado gréficamente. Cabe destacar quelos puntos
correlacionados son el promedio de |as observaciones en cada etapa de |a secuencia de testeo
y no observaciones unicas.
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Figura 4.1.4.3.2.1 Correlacion entre el conteo manual y € automatizado del nimero de pasos en ST (SIF). Grupo C
(n=4), E (n=4), HP (n=4), HP+E (n=4). Estadistica: Correlacién de Pearson.

La evaluacion se repitié para € examen de ST con Apo. Debido a que es un agonista
postsindptico no selectivo del receptor de DA que mejoraladiferenciade los pasos de gjuste
entre ambos grupos; €l proposito de realizar la correlacién nuevamente fue paravisuaizar el
desequilibrio evaluado en el primer dia de unaformaintensificada. Como se presentaen la
Tabla 4.1.4.3.2.2, las mediciones manuaes y automatizadas bajo esta situacion mejorada
también se correlacionaron fuertemente y de forma significativa (p<0,05).

Grupo Coeficiente de Correlacion | p-valor Nivel de significancia
C 0,990 0,010 *x
E 0,984 0,016 *x
HP 0,982 0,018 **
HP+E 0,998 0,002 *x

Tabla 4.1.4.3.2.2 Correlacion entre el conteo manual y el automatizado del nimero de pasos en ST (Apo). Grupo C
(n=4), E (n=4), HP (n=4), HP+E (n=4). Estadistica: Correlaciéon de Pearson; ** p<0,01.

Con &l mismo criterio que en lafigura anterior, se pudo observar unarelacion lineal fuertey
positiva entre ambos célculos (Figura4.1.4.3.2.2).
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Figura 4.1.4.3.2.2. Correlacion entre el conteo manual y € automatizado del nimero de pasos en ST (Apo). Grupo C
(n=4), E (n=4), HP (n=4), HP+E (n=4). Estadistica: Correlacion de Pearson.

4.2. Inmunohistoquimica
4.2.1. Tirosina Hidroxilasa
4.2.1.1. Sustancia Nigra

4.2.1.1.1. Adquisicion de imagenes

Después de lainmunotincion o marcaje de neuronas TH+, |as muestras se examinaron en un
microscopio Optico y las secciones se clasificaron seguin la ubicacion dentro de la SN, seguin
planos comparables con las planos 73-79 del atlas de cerebro de rata adulta (Paxinos &
Watson, 2005).

L as microfotografias generadas por computadora de |os diferentes planos se obtuvieron con
una camara digital (DN100) conectada al microscopio con un objetivo 4X. Las imégenes se
ensamblaron en figuras (1178 x 1000 px) para un andlisis adicional utilizando un software
de desarrollo propio.

Enlasfiguras4.2.1.1.1.1 y 4.2.1.1.1.2 se presentan losplanos 73y 79 del atlas y muestran
imagenes representativas de las tinciones en cada uno de los grupos.
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Figura4.2.1.1.1.1. Representacion esquematica de un corte coronal de cerebro donde se muestra el &rea que contienela
SN donde se realizaron los estudios inmunohistoquimicos de TH. Microfotografias de plano 73, objetivo 4x, escala
400um. Modificado de Paxinos G. and Watson C. (Paxinos & Watson, 2005).

En laFigura4.2.1.1.1.2, se evidencia mas notoriamente €l deterioro de la SN. Es posible
observar como disminuyé laintensidad de latincion en laparterostral dela SN parael grupo
HP. Contrariamente, en HP+E persiste tanto la forma origina de la estructura como su
coloracién. Las tinciones obtenidas para HP+E se asemejaron alas de los grupos C y E.
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Figura4.2.1.1.1.2. Representacion esgquematica de un corte coronal de cerebro donde se muestra el area que contienela
SN donde se realizaron los estudios inmunohistoquimicos de TH. Microfotografias de plano 79, objetivo 4x, escala
400um. Modificado de Paxinos G. and Watson C. (Paxinos & Watson, 2005)
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4.2.1.1.2. Parametros de interés

En los planos seleccionados, se contaron las neuronas TH+ marcadas de color negro azulado
en e hemisferio izquierdo. En €l apartado A se muestra que los valores medios de cantidad
de TH+ fueron menores para e grupo HP en comparacion con los demés grupos
experimentales(p<0,0001). En B se muestran |os resultados de calcular € nimero total de
neuronas TH+ (TNN) (considerando ambos hemisferios). Los valores surgen de restar el n°
de neuronas TH+ en el hemisferio derecho con los del hemisferio izquierdo.
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Figura 4.2.1.1.2.1 Conteo de neuronas, reactivasa TH. A- N° TH+ en el hemisferio izquierdo, B- N° Total de neuronas
TH+= Hemisferio derecho- hemisferio izquierdo. Resultados expresados como Media + SEM.
Grupo C (n=15), E (n=15), HP (n=18), HP+E (n=18). Estadistica: Anova de 1 via, Tukey post hoc test; **** p<0,0001.

La evauacion del TNN en cada corte de la SN, arroj6 un valor menor para HP en
comparacion con los demés grupos experimentarles y nuevamente diferencias
estadisticamente significativas paralas comparaciones entre |os grupos (p<0,0001).

4.2.1.1.3. Desarrollo del software para la evaluacion de
neuronas TH+

Las imagenes obtenidas del microscopio son la entrada de un algoritmo desarrollado en
Netbeans (v.8.2) para correr en el software FIJI con lafinalidad de contar neuronas reactivas
aTH (TH+) (Meijering, 2012).

El flujo de trabajo de procesamiento de imagenes diagramado en la Figura 4.2.1.1.3.1,
consiste en (i) seleccionar y pre procesar laimagen; (ii) segmentar estructuras de interésy
(i) etiquetar y contar estas segmentaciones. Brevemente, parainiciar el software, sele pide
al usuario gue seleccione un archivo .tif, permitiéndole explorar los archivos del equipo para
buscar una imagen en particular. Después de esta seleccion (llamada imagen original) el
algoritmo comienza afuncionar.

Los métodos de pre procesamiento se aplican para crear una nueva imagen. Esta serie de
pasos consiste en convertir e tipo de imagen a8 bitsy medir el areatotal.

Después, se aplica un filtro para mejorar € contraste local (CLAHE) (Zuiderveld). En la
siguiente etapa, se utiliza un detector de bordes Sobel (Sobel & Freeman, 1990) pararesaltar
los cambios bruscos de intensidad en la imagen activa creando una imagen de bordes; y
finalmente se usa una méascara binaria para convertir laimagen en binaria (imagen binaria).

Las imagenes originales y binarias se suman, se les filtra e ruido y luego se binarizan para
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aplicar un “opening” que genera una imagen denominada abierta. Esta ultima imagen se
combina con un operador légico (y) con laimagen de bordes y, finamente, se le hace otro
“opening” para obtener una nueva version de la imagen original. La imagen resultante es la
entrada para el siguiente blogue en la secuencia.

Para medir el area correspondiente a latincion, la imagen primero se umbralizay luego se
enmascara automati camente.

El nimero de recuentos de neuronas TH+ se obtiene utilizando una funcion disefiada para
encontrar lamaxima. Esta funcién opera de modo que determina los méximos locales en la
imagen y crea una imagen binaria) del mismo tamafio que la original con las secciones
maximas marcadas; 0 una particula segmentada por cada maxima encontrada, marcada con
puntos.

La nuevaimagen se dilata dos veces para hacer que las marcas sean detectablesy serediza
un andlisis de particul as para obtener e nimero de conteos.

La salida de este algoritmo es un administrador de region de interés (ROI) que muestra las
particul as etiquetadas y laimagen final que contiene los val ores numéricos de las cuentas en
laimagen original.

Por ultimo, aparece un mensgje en la pantalla para que € usuario sepa que e andlisis ha
finalizado. Las imagenes generadas durante €l curso del algoritmo, asi como las hojas de
Excel que contienen los pardmetros, se guardan en e mismo archivo donde reside laimagen
original.

=
Emg 1 Salaccisn da fillro |—-|I mumul .
[—— .- fom] <[]

{Fnrn s |cLame |  —f mnara. Oniginal |—sf Miscara | -[mw_j

1 --+|mtunt-:lmn|

| Detaceion da borsses |—=| contrane | -
|H-Hi:;'l|'—"1lﬂrmm| E.

-@ t!.mnml
I';:“n“u‘::'l_ o] Miscara | 'I""""""“I
o |Encomrar manms |— [Daaear 2
---|MIHHHM]—'IW
E’“ﬂ «{ Regicn da interes | =] Engquetao |
L =

Figura 4.2.1.1.3.1 Diagrama de bloques desarrollado para el conteo automatizado de neuronasreactivasa TH en la SN.
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En la siguiente se presentan las imégenes secuenciales resultantes de la aplicacion del
algoritmo.

Figura 4.2.1.1.3.2. Diagrama de bloques desarrollado para el conteo automatizado de neuronasreactivasa TH en la SN.

4.2.1.1.3.1. Validacion

L os recuentos de neuronas obtenidos con €l software automético se correlacionaron con las
estimaciones manuales realizadas por tres observadores independientes que trabajan con
neuronas TH+ en diferentes areas del cerebro. El etiquetado manua también se hizo
utilizando FIJI. Brevemente, para esto |0s usuarios tuvieron que convertir las imagenes a 8
bit y con la herramienta de seleccién de mdltiples puntos, marcaron neuronas TH+ y las
agregaron a administrador de ROI.

Todas las figuras de los planos 73, 75 y 79 tanto del hemisferio izquierdo como derecho
fueron y utilizadas para la validacién del software. El nimero total de neuronas TH+ en €
lado lesionado y no lesionado se compard entrelos recuentos de observadoresy los resultados
automaticos. Los resultados para ambos grupos experimentales se analizaron mediante €l
coeficiente de correl acién de Pearson; p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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El andlisis comparativo de |os recuentos manuales y automaticos presentd un alto
coeficiente de correlacion entre las observaciones.
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Figura 4.2.1.1.3.1.1 Resultados de la correlacién entre € conteo manual y automatizado del nimero total de neuronas.
Grupo C (n=30), E (n=30), HP (n=36), HP+E (n=36). Estadistica: Correlacion de Pearson.

En la siguiente encuentran los Coeficientes de Correlacion de Pearson que muestran una
relacion entre las estimaciones manuales y automatizadas fuerte y positiva.

Grupo Coeficiente de Correlacion p-valor

(o 0,954 3,803 e16
E 0,960 4,596 e’
HP 0,994 9,511 e
HP+E 0,960 1,682 e22

Tabla4.2.1.1.3.1.1 Correlacion entre el conteo manual y el automatizado del nimero total de neuronas reactivas a TH
en SN. Grupo C (n=30), E (n=30), HP (n=36), HP+E (n=36). Estadistica: Correlacion de Pearson; * p<0,05.

Los coeficientes de correlacion fueron desde e 0,954 (grupo C) a 0,994 (grupo HP).
Consideramos que |os valores resultaron mayores para €l grupo HP porque las imégenes de
estos animales presentaron menor nimero de neuronas TH+; entonces ambos métodos
pudieron determinarlas con mas precision.

Ademas de eliminar las subjetividades, € desarrollo automatizado también favorecio e
ahorro de tiempo. Si calculamos e tiempo empleado en |os recuentos manuales frente alos
automati cos, podemos detectar una diferencia de dos ordenes de magnitud superior para el
procesamiento manual.
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4.2.1.1.3.2. Grado de lesidon

Para calcular este pardmetro se utilizaron los valores medios de TH+ en ambos hemisferios.
Lasiguiente tabla muestralos valores que resultan si se toman los promedios para TH+ en el
grupo C como el estandar de comparacién (100%) y se realizan las comparaciones de los
demés grupos en base al mismo parametro.

Grupo TH+izq TH+ der TH+ total %

C 365 419,3 54,3 100

E 441,9 486,2 44,3 18,41
HP 143,4 207,6 64,2 -18,23***
HP+E 414.,8 458,4 43,6 19,7

Tabla 4.2.1.1.3.2.1 Estimaciones del grado de lesion [%] sobre el nUmero de neuronas- TH+. Resultados expresados
como Medias del TH+. Para cada hemisferio, C (n=15), E (n=15), HP (n=18), HP+E (n=18); para el total, C (n=30), E (n=30),
HP (n=36), HP+E (n=36). Estadistica: Anova de 1 via, Dunnett post hoc test (resultados en relacién al grupo C); *** p<0,001.

El signo negativo que se antepone a valor de HP indica que lasituacion se exacerbo paralas
neuronas lesionadas con 6-OHDA. Podemos ver que hubo una mejora en la cantidad de
neuronas TH+ para |los grupos que recibieron tratamiento con 17B-estradiol. O sea que, en
relacion a grupo C, los grupos E y HP+E aumnentaron arededor del 20% €l nimero de
neruonas TH+ en ambos hemisferios, [levandolo avalores cercanos a C. Contrariamente, en
el grupo HP aument6 el grado de lalesién en un 18,23%.

4.2.1.1.3.3. Variables estereolégicas

Los resultados del calculo de los parametros estereol 6gicos se muestran en la siguiente Tabla

C E HP HP+E
Coeficiente de error (CE) 0,21 0,46 0,37 0,33
Coeficiente de varianza (CV) 0,05 0,12 0,08 0,08
Variabilidad biologica [1-(CE?/CV?)] 0,93 0,92 0,94 0,94

Tabla 4.2.1.1.3.3.1 Estimaciones de variables estereoldgicas en relacién al nimero total de neuronas TH+.
Grupo C (n=30), E (n=30), HP (n=36), HP+E (n=36). Valores truncados al segundo decimal.

Un estimador sobre la calidad de las mediciones cuantitativas obtenidas de nuestro método
automatizado, es e coeficiente de error (CE). Los resultados demostraron que nuestro
esguema de muestreo fue apropiado y que el uso de las neuronas totales TH+ fue adecuado
paracalcular parametros estereol 6gicos. En particular, € coeficiente devariacion (CV) indica
el grado de variabilidad en relacion con la media de la poblacion. Para los grupos
examinados, hubo unavariacion del 5-12%.

Finalmente, también se calcul6 la porcion de la varianza total atribuible a la variabilidad
biol6gica a través de muestras. Los datos confirmaron que la mayoria de la varianza (93-
94%) del total de neuronas TH+ en los grupos se debi6 ala variabilidad biologicaintrinseca
delos animalesy no avariaciones de los métodos implementados.
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4.2.1.1.3.4. Relacion entre area ocupada y total de
neuronas en cada imagen

Con los conteos autométicos del total de neuronas TH+ en cadafigura, secalculd laregresion
lineal para el &rea [mm?]. Como muestra la Figura 4.2.1.1.3.4.1, |as relaciones resultaron
lineales y positivas con una bondad de agjuste (r?) superior al 95%.
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Figura 4.2.1.1.3.4.1 Relacion entre el nimero de neuronas totales y € éarea ocupada [mm? para cada grupo
experimental. Grupo C (n=30), E (n=30), HP (n=36), HP+E (n=36). Imagen 1778x1000 px; 1px =0,23cm.
Estadistica: Regresiones lineales.

Estos resultados demostraron que, aunque habia algunas ambigiiedades (dado r?, se pueden
desestimar), los resultados fueron consistentesy fiablesy gue la sobreestimacion de cuentas
o los errores faltantes afectaron a todos los grupos de manera lineal. También se pudo ver
gue (més ala de las limitaciones del modelo y los limites inferiores y superiores de cada
estimacion lineal) e nimero de TH+ que se obtuvo fue un buen predictor parala proporcién
del area marcada en laimagen.

4.2.1.2. Cuerpo Estriado

4.2.1.2.1. Adquisicién de imagenes

De la misma manera que se gjecutd paralas muestras de SN, se realizaron |0s pasos paralas
determinaciones en CPu. Luego de obtener la totalidad de los cortes paratodo el CPu en su
extension, se seleccionaron |os planos de las figuras que se muestran a continuacion.
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Figura4.2.1.2.1.1. Representacion esgquematica de un corte coronal de cerebro donde se muestra el &rea que contiene al
CPu donde se realizaron los estudios inmunohistoquimicos de TH. Plano 21, modificado de Paxinos G. and Watson C.

(Paxinos & Watson, 2005).

En la Figura 4.2.1.2.1.2 se muestran las imégenes representativas de cada grupo para los
planos 21, 25, 31y 36 (deizquierdaaderecha). Aunque no se pudo cuantificar este resultado,
en la imagen evidenci6 la neurodegeneracion que e grupo HP experimentd. La coloracion
en en |los planos mas cercanos alalesion en los animales HP se tornd muy escasa, casi nula.
Observamos cémo el 17B-estradiol protegié a las neuronas en su extension sobre la via
dopaminérgica nigroestriada en e CPu, denotado porque las tinciones incrementaron la

intensidad y distribucion en € tejido.

|mm

bd @ ) ) )y eV

Figura4.2.1.2.1.1. Representacion esgquemdtica de un corte coronal de cerebro donde se muestra el area que contiene la
CPu donde serealizaron los estudiosinmunohistoquimicosde TH. Deizquierda a derecha, las microfotografias de planos
21, 25, 31y 36; objetivo 4x, escala 1000um. Modificado de Paxinos G. and Watson C. (Paxinos & Watson, 2005).
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4.2.2. Proteina Acida Fibrilar de la Glia
4.2.2.1. Sustancia Nigra

4.2.2.1.1. Adquisicion de imagenes

Después de lainmunotincion o marcaje de |l as astrocitos GFAP+, las muestras se examinaron
en un microscopio Optico y las secciones se clasificaron segn la ubicacion dentro de la SN,
segun planos comparables con los planos 73-79 del atlas de cerebro de rata adulta (Paxinos
& Watson, 2005).

L as microfotografias generadas por computadora de |os diferentes planos se obtuvieron con
una camara digital (DN100) conectada al microscopio con un objetivo 10X y 4X. Las
imagenes se ensamblaron en figuras (1178 x 1000 px) para andlisis posteriores.
EnlasFigura4.2.2.1.1.1.1 se presenta un plano del atlas de donde se obtuvieron lasimégenes
representativas de las tinciones GFAP+ en cada uno de |os grupos experimental es.
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Figura 4.2.2.1.1.1.1 Representacion esgquematica de un corte coronal de cerebro donde se muestra el area que contiene
al SN donde serealizaron los estudios inmunohistoquimicos de GFAP. Plano 77, modificado de Paxinos G. and Watson
C. (Paxinos & Watson, 2005).

Figura 4.2.2.1.1.1.1. Tinciones con GFAP en la SN para todos los grupos experimentales. Seleccion de imagenes
representativas de cada grupo experimental. Microfotografias de plano 77, objetivo 4x, escala 200um.

La cantidad de astrocitos en la SN aumenté en mayor proporcién para los animales

hemiparkinsonianos. Hubo una disminucién en la marcacion para los que recibieron
tratamiento con 17B-estradiol. Las células GFAP+ se posicionaron en el borde la estructura
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Esta situacion fue comun para todos los grupos. Igualmente, los animales HP presentaron
mas ramificaciones que en comparacion con |os demas grupos.
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Figura 4.2.2.1.1.1.2. Tinciones con GFAP en la SN para todos los grupos experimentales. Arriba figura plano 73,
modificado de Paxinos G. and Watson C. (Paxinos & Watson, 2005) y abajo se presentan microfotografias del lado
izquierdo para cada grupo experimental. Planos 73 (arriba) y 80 (abajo), objetivo 10x, escala 500 um.

42.2.1.1.1. Parametros de interés

Como muestraen laFigura4.2.2.1.1.1.1 A, en los dos grupos de animales | esionados con 6-
OHDA, HP y HP+E, aumentdé la cantidad de astrocitos a niveles estadisticamente
significativos en relacion con los grupos C y E (p<0,0001); siendo este parametro alin de
mayor magnitud paralos animales que no recibieron tratamiento con 17p3-estradiol.

En los bloques B y C se puede ver que, si bien los valores totales en ambos hemisferios de
los grupos lesionados con 6-OHDA tuvieron una reactividad astrocitaria estadisticamente
mayor gue los grupos que fueron lesionados con vehiculo, €l tratamiento con 17p-estradiol
disminuyd significativamente € ratio. En relacion a ratio de astrocitos GFAP+ enlaSN, los
animales HP evidenciaron los valores méas elevados, estadisticamente significativos en
relacién alos gruposCy E.

-102 -



@ 1 =] —
[ E—— [ ]

£ l"'ffff_: 1oty | s : ‘
w4 . =
= gm 10
-— -
sww g -
bw' ey su-w"
T W R I .
€044 v
C H HP HP+E
Ol R
e
E oo .
2 - o
i ol
|
| oy o y. T
C £ HP HP+E

Figura4.2.2.1.1.1.1 Conteo de astrocitos, reactivosa GFAP en SN. A- N° GFAP+ en e hemisferio izquierdo, B- N° Total
de astrocitos GFAP+= Hemisferio derecho+ hemisferio izquierdo. C-Ratio GFAP+= Hemisferio izquierdo-hemisferio
derecho. Resultados expresados como Media + SEM. Para A- Grupo C (n=30), E (n=30), HP (n=36), HP+E (n=36); para
By C: Grupo C (n=15), E (n=15), HP (n=18), HP+E (n=18). Estadistica: Anova de 1 via, Tukey post hoc test; * p<0,05,
** p<0,01, **** p<0,0001.

4.2.2.1.2. Cuerpo Estriado

4.2.2.1.2.1. Adquisicion de imagenes

LaFigura4.2.2.1.2.1.1 muestra el &rea en una figura representativa del atlas de la que se
sacaron muestras. Abgjo, en las microfotografias, claramente aumento lainmunoreactividad
astrocitaria en CPu en la condicion de EP con y sin tratamiento.
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Figura 4.2.2.1.2.1.1 Representacion esgquematica de un corte coronal de cerebro donde se muestra el area que contiene
la CPu donde serealizaron los estudios inmunohistoquimicos de GFAP. Arriba, plano 25 modificado de Paxinos G. and
Watson C. (Paxinos & Watson, 2005). Abajo, microfotografias de los planos 25 (superior) y 36 (inferior), objetivo 4x,
escala 2000um.

En los planos del atlas cercanos a sitio de lesién, los grupos HP y HP+E presentaron
reactividad por la inyeccion (cicatriz glia). En los animales del grupo HP se observo un
marcado desorden en el mismo sitio con un aumento en la cantidad de marcacién GFAP+
(Figura 4.2.2.1.2.1.2.2).
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Figura 4.2.2.1.2.1.2Representacion esquematica de un corte coronal de cerebro donde se muestra el area que contiene
la CPu donde serealizaron los estudiosinmunohistoquimicos de GFAP. Alaizquierda, plano 33, modificado de Paxinos
G. and Watson C. (Paxinos & Watson, 2005). A la derecha, microfotografias del plano 33, objetivo 10x, escala 500um.
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4.2.2.1.2.2. Pardmetros de interés

Ambos grupos HP presentaron mayores cantidades de astrocitos reactivos a GFAP en
comparacion con losdeméas grupos (Cy E) (Figura4.2.2.1.2.2.1 A).
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Figura4.2.2.1.2.2.1. Conteo de astrocitos, reactivasa GFAP en CPu. A- N° GFAP+ en el hemisferio izquierdo, B- N° Total
de astrocitos GFAP+= Hemisferio derecho+ hemisferio izquierdo. C-Ratio GFAP+= Hemisferio izquierdo-hemisferio
derecho. Resultados expresados como Media + SEM. Para A- Grupo C (n=30), E (n=30), HP (n=36), HP+E (n=36); para
By C: Grupo C (n=15), E (n=15), HP (n=18), HP+E (n=18). Estadistica: Anova de 1 via, Tukey post hoc test; * p<0,05,
** p<0,01, **** p<0,0001.

Los valores totales en ambos hemisferios de los grupos lesionados con 6-OHDA se

encontraron aumentados y € tratamiento con 17p-estradiol disminuy6 €l ratio de reactividad
astrocitaria (Figura4.2.2.1.2.2.1By C).

4.2.3. Relacion TH-GFAP

En la Figura 4.2.3.1 se observa la relacion entre neuronas TH+ y astrocitos GFAP+ que
caracteriz6 a cada uno de los grupos en la SN. Matematicamente la relacién que mejor
describialas distribuciones de los datos fue la sigmoidal .
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Figura 4.2.3.1 Relacion entre las cdlulas reactivasa TH y a GFAP para cada uno de los grupos experimentales. Grupo
C (n=30), E (n=30), HP (n=36), HP+E (n=36). Estadistica: Regresién no lineal- sigmoidal®.

La relacion numérica generd altos valores de coeficientes de determinacion para todos los
grupos (Tabla4.2.3.1)

Grupo Coeficiente de Suma absolutade | Sx.y
Determinacion cuadrados

C 0,9688 24819 39,39

E 0,9471 49740 55,76

HP 0,9797 531404 143

HP+E 0,9812 244649 97

Tabla 4.2.3.1 Parametros que definen larelacién no lineal entre las dos variables (n® TH y n® GFAP) para cada grupo
experimental en la SN.

Este resultado permiti6 que, con los valores obtenidos, se pudiese trabajar sobre un modelo
predictivo no lineal- sigmoidal para la relacién entre neuronas reactivas a TH+ y astrocitos
reactivos a GFAP+ parala SN de los distintos grupos de estudio.

4.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficacia

4.3.1.
DOPAC

Determinacion de la concentraciéon de Dopaminay

4.3.1.1. Sustancia Nigra

Las comparaciones de dopamina, su metabolito y € ratio DOPAC/DA no presentaron
diferencias significativas para la evaluacion de los valores agrupados en las estructuras
derecha, izquierdani en ambas juntas.

4 Estos valores solo pudieron analizarse en la SN yaque en el CPu no fue posible contabilizar
losvaloresde TH+.
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Se redlizd la comparacion de parametros por medio de la correlacion entre izquierda y
derecha como se muestra en la Tabla 4.3.1.1.1. El grupo HP+E tuvo ata correlacion de la
liberacion de dopamina entre los hemisferios. La relacion de liberacion de dopamina y
DOPAC fue muy fuerte y estadisticamente significativa para el grupo HP+E.

En & caso de HP ambas liberaciones exhibieron una muy débil correlacion entre los
hemisferios. Para los grupos C y E se vio que los valores de liberacion de dopamina no
alcanzaban a ser fuertes, pero tuvieron unatendencia a al canzar magnitudes semejantes. Los
grupos C y E en relacion a DOPAC, mostraron una correlacion fuerte y estadisticamente
significativa.

Los resultados de la relacion DOPAC/DA indicaron que en los animales a los que se les
administro el neurotdxico presentaron un desequilibrio en larelacion inter hemisférica. Para
los animales del grupo HP+E esta disparidad fue menor que paraHP, evidenciando un efecto
de correccion por el tratamiento con 173-estradiol.

C E HP HP+E
DA [pg/mg tejido] 0,306 0,459 0,167 0,846
DOPAC [pg/mg tejido] 0,822** 0,909* 0,214 0,739*
DOPAC/DA 0,203 0,369 -0,511 -0,218

Tabla4.3.1.1.1 Correlacién delasconcentracionesde DA, DOPAC y DOPAC/DA entreel hemisferioizquierdoy derecho
del SNpc de cada uno de los grupos de estudio. Resultados expresados como Media + SEM. Grupo C (n=6), E (n=6), HP
(n=6), HP+E (n=6). Estadistica: Correlacion de Pearson; *p<0,05, **p<0,01.

En la Figura 4.3.1.1.1 se muestran los resultados de la correlacion entre los hemisferios
derecho (D) e izquierdo (I) para los valores de DOPAC/DA de todos los grupos
experimentales.
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Figura 4.3.1.1.1 Resultados de la correlacién de las concentraciones de DOPAC/DA entre el hemisferio derecho (D) e
izquierdo (1) de la SNpc de cada uno de los grupos de estudio. Grupo C (n=6), E (n=6), HP (n=6), HP+E (n=6).
Estadistica: Correlacion de Pearson; *p<0,05, **p<0,01. El eje de las abscisas no presenta numeracion porque
corresponde a distintos animales en el grupo experimental correspondiente.
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Como se observa en la Figura4.3.1.1.2, la dinamica de funcionalidad dopaminérgica en los
animales HP presentd una notoria diferencia entre los hemisferios derecho (D) e izquierdo
(.

El tratamiento con 17B-estradiol tendié a normalizar esta diferencia, corrigiendo este
desbalance e indicando el efecto neuroprotector.
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Figura 4.3.1.1.2. Resultados de la correlacion de las concentraciones de DA, DOPAC entre el hemisferio derecho (D, en
azul) eizquierdo (I, en rojo) dela SNpc del grupo HP (n=6) y HP+E (n=6). Estadistica: Correlacién de Pearson; *p<0,05,
**p<0,01. El eje de las abscisas no presenta numeracién porque corresponde a distintos animales en el grupo experimental
correspondiente.

4.3.1.2. Cuerpo estriado

En las estructuras del CPu se estudio la funcionalidad dopaminérgica a través de los
indicadores de liberacién de DOPAC, dopaminay €l ratio entre ambos.

Se evalud la correlacion entre los valores dopamina, DOPAC y del ratio DOPAC/DA entre
los hemisferios para cada grupo experimental. Los resultados se presentan en la siguiente
tabla.

C E HP HP+E
DA [pg/mg tejido] 0,537+ 0,652 0,248 0,712%+*
DOPAC [pg/mg tejido] 0,883* 0,641 0,170 0,642**
DOPAC/DA 0,51* 0,63 0,61 0,88*****

Tabla4.3.1.2.1 Correlacion delasconcentracionesde DA, DOPAC y DOPAC/DA entre el hemisferio izquierdo y derecho
del CPu de cada uno de los grupos de estudio. Resultados expresados como Media + SEM. Grupo C (n=16), E (n=9), HP
(n=12), HP+E (n=15). Estadistica: Correlacion de Pearson; **p<0,01, ****p<0,0001, *****p<0,00001.

Como se muestra en la Figura 4.3.1.2.1, e aumento de los valores DOPAC/DA en los
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animales HP mostr6 una caida de lafuncionalidad del sistema dopaminérgico.

La comparacion de dopamina, su metabolito y €l ratio DOPAC/DA no present6 diferencias
significativas para la evauacion de los datos agrupados en € hemisferio derecho.
Evidentemente, €l desarreglo principal ocurrié en e hemisferio izquierdo, donde se produjo
lalesidn y liberacion del neurotéxico.
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Figura 4.3.1.2.1 Evaluacion de las concentraciones por HPLC en el CPu de todos los animales de estudio. A- Dopamina
(DA), B- DOPAC y C- Relacion DOPAC/DA. Resultados expresados como Media £ SEM. Grupo C (n=16), E (n=9), HP
(n=12), HP+E (n=15). Estadistica: Anova de 1 via, Tukey post hoc test; ****p<0,0001.

La figura muestra que los animaes del grupo HP tenian la reactividad metabdlica
dopaminérgica disminuida en ambos hemisferios. A su vez, el tratamiento con 17p3-estradiol
generd, en los animales HP+E, que la concentracion de DA alcanzara val ores semejantes en
los hemisferios, normalizando lafuncionalidad dopaminérgica.

Mientras que los valores de correlacion del grupo C, E y HP+E fueron fuertes, los del grupo
HP fueron muy bajos. Este hecho demostro que el desordeny ladisparidad delos metabolitos
en los hemisferios se corrigid con € tratamiento. Graficamente se presentan estas
correlaciones para DOPAC/DA enlaFigura4.3.1.2.2.
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Figura 4.3.1.2.2 Evaluacién de las concentraciones por HPLC en el CPu de todos los animales de estudio. Relacion
DOPACI/DA. El hemisferio derecho seindica como en azul como (D) y €l izquierdo en rojo como (). Resultados expresados
como Media + SEM. Grupo C (n=16), E (n=9), HP (n=12), HP+E (n=15). Estadistica: Anova de 1 via, Tukey post hoc test;
****n<0,0001. El eje de las abscisas no presenta numeracion porque corresponde a distintos animales en el grupo
experimental correspondiente.

4.4, Cultivos primarios de células gliales

4.4.1. Astrocitos

En laFigura4.5.1.1 se muestran los resultados efecto del tratamiento con 17p-estradiol (e)
sobre la expresiéon de los receptores de dopamina D1, D2 en cultivos primarios de células
gliales de ratas neonatales machos (m) y hembras (h).

Los valores del grupo macho control (mc) resultaron ser estadisticamente mayores que para
el resto de los grupos experimentales. El grupo me e tratamiento disminuyé la expresion de
los receptores a valores similares a los de las hembras. En cambio, no se observo ningdn
efecto significativo del 17p-estradiol en hembras.
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Figura 4.4.1.1 Resultados de la expresion de receptores de dopamina en cultivo primario de astrocitos. A- Receptor D1y
B- receptor D>. Resultados expresados como Media +SEM. Grupo me (n=5), me (n=>5), hc (n=5), he (n=5). Estadistica:
Anova de 1 via, Tukey post hoc test; * p<0,05; **p<0,01.

Laevaluacion del transportador de dopamina (DAT) en cultivo primario de astrocitos de rata
no arroj6 ningun resultado. Las lecturas de la amplificacion tanto como las de la curva de
melting resultaron inconclusas para este primer.

4.4.2. Microglia

En este apartado se muestran los resultados de la accion del 17p-estradiol sobre la expresion
de marcadores indicativos de inflamacion en cultivo primario de microglia de ratas
neonatales machos (m) y hembras (h). La Figura 4.5.2.1 exhibe la expresion de los
marcadores de inflamacion.

-111-



NEET
p

-

& P& ¢ @

[m]
o]

MER1 ARMm %R3

» 88 8 %8 3

v 8 8§ 88
i

¢ & ¢ ¢ PE A

Figura 4.4.2.1 Resultados de la expresion de receptores pro inflamatorios en cultivo primario de microglia. A- CD36, B-
MSR1, C- Scrabl. Resultados expresados como Media +SEM. Grupo me (n=5), me (n=5), hc (n=5), he (n=5). Estadistica:
Anova de 1 via, Tukey post hoc test; * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

Para los marcadores estudiados, 10s resultados arrojaron diferencias significativas entre los
sexos en relacion al tratamiento.

Las células de la microglia de los animales macho control expresaron en mayor medida los
marcadores pro inflamatorios, pero no asi los cultivos de machos que recibieron el
tratamiento. Este grupo (me) obtuvo valores similares alos de las hembras dados por € efecto
del tratamiento con 17B-estradiol. En cambio, no se observé efecto del estradiol en los
cultivos de hembras.

En lafigura 4.5.2.2 se muestra la expresion de los marcadores antiinflamatorios para cada
grupo experimental .
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Figura 4.5.2.2 Resultados de la expresién de receptores anti inflamatorios en cultivo primario de microglia. A-TREM2,
B- Mannose receptor, C-P2RY6. Resultados expresados como Media +SEM. Grupo mec (n=5), me (n=5), hc (n=5), he
(n=5). Estadistica: Anova de 1 via, Tukey post hoc test para Mannose Receptor y TREM2, Kruskal Wallis con Dunn post
hoc test para P2RY6; * p<0,05; **P<0,01.

Dado que los marcadores sel eccionados estén rel aci onados con mecanismos microgliales que
regulan la fagocitosis, en base alos resultados se observo que las células de la microglia de
los animales macho control expresaron en menor medida los marcadores antiinflamatorios.
Esta situacion es opuesta a los resultados obtenidos en el apartado anterior. El tratamiento
con 17B-estradiol en machos (me) aumento los valores a niveles similares a los de las
hembras, que en este estudio fueron estadisticamente superiores alaexpresion de marcadores
en mc. Nuevamente, e tratamiento no tuvo efecto en las hembras.
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5. DISCUSION

En este trabajo de tesis doctoral hemos utilizado un modelo animal de hemiparkinsonismo
en ratas macho, generado por la administracion intraestriatal del neurotéxico 6-OHDA, y
posteriormente un tratamiento con 17p-estradiol parainvestigar sus efectos neuroprotectores
en lafuncionalidad de la via dopaminérgica nigroestriatal.

En 1968 se establecié que la inyeccién de 6-OHDA en la via nigrostriatal de las ratas
generaba la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas en e SNpc, acompafiada de una
marcada lateralidad postural y una conducta rotatoria asimétrica hacia € lado de la lesion
(Ungerstedt, 1968). Desde entonces, esta neurotoxina hasido el modelo de EP més utilizado
en roedores, en gran parte gracias a su sencilla automatizacion y reproducibilidad, como
también a que puede modularse por la variacion en la dosis inyectada (Lindgren y cols.,
2012).

Ladosis del neurotdxico administrado en CPu, permite evaluar la enfermedad en diferentes
etapas segun la degeneracion de la via nigroestriatal y la disminucion de niveles de DA. Es
sabido que cuando se pierde aproximadamente €l 50% de las neuronas dopaminérgicas dela
SNy & agotamiento de DA estriatal ha disminuido en un 80% ladisfuncion motoracomienza
ahacerse evidente (Kirik y cols., 1998; Deumensy cols., 2002; Lindgreny cols., 2012). Dado
gue uno de nuestros objetivos fue el estudio del comportamiento motor y locomotor en los
animales, se selecciond una dosis de 2 pg/ul de 6-OHDA, la cua nos permitié estudiar €
comienzo de los sintomas de la EP y las respuestas comportamentales compensatorias a la
lesion luego de laadministracion del tratamiento de 17p-estradiol (E>= 0,1ug/kg/dia, durante
diez dias).

Se ha demostrado que €l estrégeno puede afectar la presentacion clinica de las mujeres con
EP. Por lo general, laliteraturamas antigua de este campo sefiadlaal estrégeno como un agente
anti dopaminérgico o de limitada eficacia en e tratamiento de disquinesias (Koller y cols,,
1982; Quinn & Marsden, 1986). Sin embargo, existen informes mas recientes que sefialan
gue €l estrégeno mejora los sintomas motores de la EP incluso después de solo 8 semanas
detratamiento. En general, estas investigaciones sugieren que las mujeres (especialmente las
jovenes en edad fértil) tienen un nimero inicial méas alto de neuronas dopaminérgicas (Tsang
y cols., 2000). Esto resultarelevante parala EP, yaque en laque la pérdida de neuronas|leva
gradualmente a sintomas clinicos solo después de una pérdida del 80% de neuronas DA. S
las mujeres tienen una mayor reserva de neuronas dopaminérgicas, esto puede explicar por
gué desarrollan sintomas clinicos més tarde que los hombres (Smith & Dahodwala, 2014).
Otros estudios, sugieren que las diferencias sexuales regulan genes implicados en la
homeostasis celular y la funcion mitocondrial, aumentandolos en los hombres en
comparacion con las mujeres, y que estas diferencias se traducen en una tasa metabodlicamas
alta que acelera e enveglecimiento y la muerte celular en los hombres (Simunovic y cols.,
2010).

Existe una amplia evidencia de que € estrégeno previene la deplecién neuronal
dopaminérgica inducida por neurotoxinas en modelos animales de EP, y que explican su
efecto neuroprotector (Shulman & Bhat, 2003; Smith & Dahodwala, 2014). Los efectos
neuroprotectores se han mostrado més consistentemente para e 17p-estradiol. Este
estereoisomero tiene mayor afinidad por € receptor de estrégeno, o que sugiere que los
efectos neuroprotectores son mediados por este mecanismo (Kuiper & Gustafsson, 1997).
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En nuestros experimentos, la dosis de 17p-estradiol de 0,1jug/kg/dia administrada durante 10
dias se encuentra dentro de los rangos fisiol 6gicos de un ciclo estral regular compatible con
los niveles ascendentes en € proestro temprano en ratas hembras (Caligaris y cols., 1972;
Schiaffini y cols., 1974). La seleccion de una dosis adecuada es de suma importancia a la
hora de examinar la seguridad y tolerancia de los estrégenos como posibles herramientas
farmacol 6gi cas paramejorar |0s sintomas motores neurodegenerativos (POETRY, 2011). En
cuanto a tiempo de administracion, Smith y colaboradores realizaron un estudio en € que
los animales fueron tratados con compuestos de estrogeno en diferentes momentos,
incluyendo antes, simultdneamente y después del tratamiento con toxinas. Sus resultados
demostraron que el tratamiento debe preceder a la administracion de toxinas para observar
un efecto neuroprotector (Smith & Dahodwala, 2014). Si bien esta investigacion contrasta
con nuestros resultados, coincidimos con ellos en que € tratamiento después del dafio
neurotéxico no puede revertir la lesion, por 1o que su efecto es neuroprotector y no
neuroreparador.

Para confirmar que la administracion de 6-OHDA en cuerpo estriado desencadena los
sintomas motores caracteristicos de la enfermedad, desarrollamos una bateria de test
comportamentales tanto espontdneos como inducidos farmacol6gicamente realizados en
diferentes etapas. Los resultados revelaron gque los signos motores de neurodegeneracion
propios de la EP pueden estar influenciados por la administracion del 17B-estradiol. La
evaluacion del comportamiento es una herramienta poderosa para los modelos animales in
vivo. Por citar algunas ventajas, permite establecer criterios de inclusién/exclusion,
demostrar la eficacia de los tratamientos, identificar influencias sedantes, estimulantes o
tdxicas de diferentes sustancias, entre otras. Sin embargo, |os efectos del experimentador son
responsables de una proporcion significativa en la investigacion del comportamiento. El
operador requiere paciencia, experienciay habilidades de manipulacion y sujecion animal.
Aungue es un desempefio potencialmente estresante para € animal, estandarizar las
condiciones de la prueba en la medida de lo posible en e ambiente, e mango, €
entrenamiento y la prueba en si misma es la manera de adquirir resultados consistentes
(Bonaccorso Marindli y cols., 2017).

El estudio del campo abierto demostré que, con la administracion de los agonistas
dopaminérgicos (Anf y Apo) e incluso sin ninguna induccién farmacolégica existen
diferencias en la respuesta de los roedores de los diferentes grupos a encontrarse con
unasituacion novedosa. Durante tres periodos distintos, se evalué la exploracion,
locomocion de los animalesy la actividad no ambulatoriay se observé que laadministracion
unilateral estriatal de 6-OHDA produce déficits en las actividades motoras observadas y que
los animales lesionados que no recibieron tratamiento con 17p-estradiol (HP) tuvieron
menores episodios y tiempos de desplazamiento que, tras cada evaluacién, se tornan méas
robustos y evidentes. En un modelo de hemiparkinsonismo evaluado anteriormente en
nuestro laboratorio (Casas y cols., 2013) no se encontraron diferencias significativas entre
los grupos de estudio (lesionados con 6-OHDA, controles y lesionados tratados con P4).
Estimamos que la diferencia principal con estos resultados radica en € programa utilizado
para medir e comportamiento, debido a que ellos trabajaron con Etholog (Ottoni, 2000),
donde los pardmetros medidos fueron limitados (en cantidad y precision) en comparacion
con nuestraformade evaluar.

Los resultados obtenidos con OFT fueron coincidentes a los que observamos en
comportamiento rotacional con RT. Es sabido que, en e comportamiento rotacional, la
magnitud de larotacién es proporciona aladegeneracion del sistema dopaminérgico, por lo
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gue es utilizado como un indicador del grado de lesion. La literatura es contradictoria en
cuanto a la cantidad de vueltas que se corresponden con déficits dopaminérgicos estriatales
superiores. Algunos autores indican que un nimero mayor o igual a 200 vueltas por hora, en
roedores, se corresponde con una deplecion mayor del 90% de la DA estriatal (Hudson y
cols., 1993; Barnéoud y cols., 1995); mientras que otros autores evidencian una pérdida
cercana al 80% dada por una cantidad de 100 vueltas por hora aproximadamente (Da Cunha
y cols., 2008; Casasy cols., 2013). DaCunhay cols. observaron quelos animales con pérdida
de DA parcia en e cerebro medio giraban en direccién ipsilateral alesién y aguellos que
perdieron cas todas las neuronas dopaminérgicas del cerebro medio presentaron
comportamiento de giro contralateral. Al igual que en nuestros resultados, tanto con Anf
como con Apo, es posible ver que los animales manifiestan una marcada lateralidad en las
vueltas y que esta magnitud es diferencia para HP en comparacién con los demés grupos de
estudio. El grado delesidon y e grupo experimental de los animales influye sobre la cantidad
de vudtas que se redlizan; pero también observamos como estas condiciones afectan a
tiempo de giro en relaciéon ala duracion maximay duracion total de las vueltas. Por lo que
consideramos que, también hay que analizar comparativamente estos pardmetros en relacion
alacantidad de vueltasy a tiempo, para hablar de lateralidad.

Para medir la actividad motora de nado (FST) y la acinesia del miembro anterior (ST)
desarrollamos e implementamos softwares. El uso de automatizaciones elimina variables
subjetivas a la hora de redizar las pruebas y permite adaptarlas a otros estudios
comportamentales (Bonaccorso Marinelli y cols., 2017). Si cambiamos algunos agjustes de
dimensionesy zonas que caracterizan al tanque del FST, podemos convertirlo en un laberinto
diferente donde en cada zona se pueda detectar la actividad, € tiempo de permanenciay la
velocidad. Con este enfoque, podemos extender e uso del programa a otras pruebas
comportamentales que eval Gen aprendizaje, memoriay parametros asociados con signos no
motores. El ST automatizado es una herramienta vélida para implementar en otros modelos
animales que presenten déficits motores tales como temblores, bradicinesia y rigidez
muscular. Los dos softwares estan disefiados para detectar y medir parametros de
comportamiento imposibles de evaluar con € registro manua por observacion directa
(principalmente aquellos relacionados con tiempos) con precision y durante periodos de
tiempo variables. Gracias al aumento en cantidad y calidad de los parametros, se obtuvo una
mejor perspectiva de como funciona el sistema nigroestriatal en condiciones normales,
patol bgicasy del resultado de laaplicacién del tratamiento. Ambos desarroll os se han logrado
mediante el uso de cddigo abierto y estan disponibles gratuitamente para la comunidad
académicay de investigacion.

En e FST, e agoritmo de deteccidén demostré una buena tolerancia para detectar y medir
pardmetros motores de natacion, y se observé que la 6-OHDA indujo marcados déficits en
los patrones de natacion. Hubieron varias diferencias en las entradas a las zonas y en
tiempo que los animales pasaban en ellas en funcion de la condicién experimental (Nieto y
cols.,, 2020). Los animales del grupo C exhibieron un patron de nado delimitado, donde la
mayor parte del tiempo flotaron y se sumergieron. En contraste, los animales HP realizaron
patrones a eatorios, con aumento del buceo y e salto. Estas observaciones sugieren que los
animales HP, ademas de los déficits motores, estan teniendo un comportamiento tipo
depresivo (Porsolt y cols., 1978,1997) similar a que han reportado otros investigadores
(Branchi y cols., 2008; Tadaiesky y cols., 2008), €l cua se ve mejorado con € tratamiento
de 17B-estradiol. Dicha mejoria se hace evidente en la mayoria de los parametros de
movilidad evaluados; 1o cual nos hace considerar efectos del 17p-estradiol como
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antidepresivo. Los esteroides neuroactivos presentan efectos antidepresivos que disminuyen
conductas anheddnicas y que los estrégenos pueden requerir progestagenos y/o androgenos
paraproducir resultados positivos en el estado de &nimo, laansiedad y ladepresion alo largo
de lavida (Frye, 2009; Casas y cols., 2011), nuestros resultados alientan a la realizacién de
estudios futuros tanto en el campo de la depresion y la neuroproteccion también como el uso
del desarrollo informético para la evaluacion de manifestaciones no motoras como estados
depresivos o de ansiedad.

El ST, nos permiti6 analizar déficits en las extremidades anteriores delos animales, y realizar
analogias de los resultados con la acinesia de extremidades y problemas de locomocion que
se presentan la EP humana (Olsson y cols., 1995; Winkler cols., 2002). Tal como reporta €l
trabajo de Olsson, lalesion con 6-OHDA indujo déficits marcados y de larga duracion en el
uso del miembro anterior contralateral a lado de lesion (Olsson y cols., 1995), mientras que
los cambios en € lado ipsilateral fueron més sutiles. Los animales del grupo HP mostraron
acinesia, bradicinesia e hipocinesia es decir, ausencia o enlentecimiento y disminucion
progresiva de movimientos (Schallert y cols., 1992) y, bajo la accion de Apo las deficiencias
seincrementaron. Estas evidencias sugieren que las neuronas dopaminérgicas dela SN estan
desreguladas debido a la lesion neurotoxica (Blume y cols., 2009; Bonaccorso Marinelli y
cols., 2018). Sumado a esto, € tratamiento con 17p-estradiol demostro efectos beneficiosos
en la movilidad del miembro anterior, restaurando €l equilibrio, la velocidad y también
disminuyendo la bradicinesia en un estadio avanzado de la enfermedad (Bonaccorso
Maringlli, y cals., 2017). El hecho de que los animales HP+E mantuviesen altas magnitudes
de movimiento (longitud de pasos) y quelos animales HP mostrasen un promedio de potencia
mas bajo o hipolocomocion, también podria ser interpretado como otro mecanismo de
compensaci on.

Basados en el conjunto de estas observaciones, podemos evidenciar € efecto neuroprotector
del 17p-estradiol sobre la progresion de la lesion. La induccion de hemiparkinsonismo por
6-OHDA conforme transcurrieron las semanas, ocasiond un deterioro de la actividad
locomotora y exploratoria (Campos y cols., 2013). Los parametros motores evaluados con
los diversos test, disminuyeron en los animales que recibieron 17f3-estradiol; sugiriendo un
rol neuroprotector del esteroide neuroactivo en este modelo in vivo de la EP.

Gran cantidad de estudios realizan comparaciones entre los resultados de los test
comportamentales y la pérdida de la cantidad de neuronas TH+ o de DA en la via
dopaminérgica nigroestriatal (Przedborski y cols., 1995; Barnéoud y cols., 1995; Henderson
y cols., 2003; Fang y cols., 2006). Por tanto, teniendo en cuenta la informacion disponible
sobre los diferentes efectos neuroprotectores de los neuroesteroides en enfermedades
neurodegenerativas, hemos investigado |os efectos del 17p-estradiol en laEP anivel celular
enrelacion alasintesisy el metabolismo de DA.

Primeramente, nos focalizamos en la sintesis de DA y estudiamos como la expresion de TH
se modificaba en la via dopaminérgica. Para esto, ideamos un desarrollo de software con €
fin de analizar y cuantificar automaticamente la cantidad de neuronas dopaminérgicas TH+
en el SN después de una lesion neurotdxica. También, como en los desarrollos anteriores,
implementamos la cuantificacion de parametros, aumentando la cantidad y calidad de los
resultados obtenidos.

L os parametros primarios comunmente utilizados para este tipo de método de inmunotincion,
describen el dafio neurotdxico mediante |a estimacion del nimero total de neuronas en ambos
hemi sferios de diferentes grupos experimentales (Ohira, 2019; Sogjey cols., 2006). Nosotros
elegimos calcular otros parametros como el areamarcada, el tamarfio delalesion, laregresion
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lineal y los coeficientes de error, de varianza y biolégico para aumentar la informacion,
ampliar € espectro de conocimientos sobre la respuesta de los tejidos y, a mismo tiempo,
mejorar €l desarrollo y funcionamiento de los métodos de muestreo.

Un desafio considerable fue evaluar la proveniencia de variabilidad. Afortunadamente, la
estimacion legitima que la varianza de las muestras fue biolégica. Este parametro debe ser
examinado cuidadosamente y al comienzo de | as evaluaciones, porque si hubieraindicado 1o
contrario, la fuente de la varianza seria e error de muestreo y e método completo deberia
haber sido reformulado desde €l principio.

Coelho y cols. han informado e procesamiento de imagen necesario para analizar 1os datos
todavia depende en gran medida del trabgo manual. Estos autores consideran que la
optimizacion de parametros para las propiedades de una coleccion de imégenes dada es una
carga aceptable parael operador humano, mientras que realizarlo paraimégenesindividua es
no lo es (Coelho y cols., 2009). En | as etapas de pre procesamiento de nuestro algoritmo, los
mismos filtros se aplican indistintamente para cual quier imagen. Estageneralizacion excluye
el juicio humano a las ambigledades que surgen debido a los gjustes subjetivos sobre las
imégenes. Ademas, los resultados se normalizan mediante e célculo de pardmetros
promedio, cubriendo la necesidad de que los cambios afecten a todas las muestras por igual.
Unaventaja de este enfoque es que la sobreestimacion o los errores que faltan afectan atodas
las muestras en € mismo grado.

Como otros métodos automatizados que detectan estructuras (Gundersen & Jensen, 1987;
Narro y cols., 2007; Kaynig y cols., 2010) el menu trabaja lo suficientemente rapido, tiene
robustez, consistencia'y buen desempefio para contar y etiquetar neuronas. Al igual que en
los demés softwares de nuestra autoria (Bonaccorso Marinelli y cols., 2017, 2018; Nieto y
cols., 2020), esta técnica automatizada esta desarrollada con software libre y puede ser
compartida con los usuarios a través de un sistema de actualizacion integrado (Longair y
cols.,, 2012). Aunque la comparacion entre los métodos (vaidacion presentada en los
resultados) es fiable; afuturo se deben hacer comparaciones adicional es para distinguir entre
nuestro desarrollo y otros algoritmos automatizados (Ong y cols., 2017; Ayalay cols., 2019).
Esimportante sefialar que el desarrollo estd adisposicion del pablico y, con modificaciones,
puede aplicarse para ampliar € alcance y la utilidad de otras estrategias de etiquetado. En
futuras adaptaciones del software, se debe prestar especia atencién al hecho de que las
estructuras a menudo sélo son reconocibles por su textura en su contexto local (Coelho y
cols., 2009). Para superar este problema, sera necesario contar con datos a mayor escala para
aplicar este algoritmo. Para generaizarlo, se podran incorporar diferentes patrones de
agrupacion, tamahos y tipos considerando adaptarlo a técnicas como cultivo celular y otros
protocol os de tincion.

Este desarrollo se suma como una herramienta mas para estimar los efectos del 17p3-estradiol
en neuronas TH+ de la SN. Los resultados obtenidos, concuerdan con lo esperable: la
inyeccion de 6-OHDA en € cuerpo estriado izquierdo deteriord las fibras inmunorreactivas
a TH en CPu y esta disminucion se vio acompaiiada por la pérdida de neuronas en la SN
(Deumens y cols., 2002). La topografia de estas microfotografias de los animales
hemi parkinsonianos reprodujo |os patrones de denervacion tipicos de laEP (Winkler y cols.,
2002); y hasta ocurrié que algunos animales, la pérdida en SN fue tal que llegd al punto
donde la marcacion se considerd ausente (Henderson y cols., 2003). Ademas, pudimos
observar como el tratamiento con 17p-estradiol mejoré los indicadores de lesion en relacion
con la sintesis de DA. Estos resultados evidencian que las deficiencias comportamentales
observadas fueron consistentes (Deumens y cols., 2002; Henderson y cols., 2003; Warraich
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y cols., 2009) y sugieren que el 17B-estradiol esta actuando a nivel de las neuronas en
relacion ala sintesis de DA mejorando las anormalidades que se presentan en los animales
lesionados.

Por ello, basados en estos resultados, indagamos en la actividad metabdlica de la via
dopaminérgica nigroestriatal. Laliteraturaindica que en un modelo en el que hay pérdida de
neuronas dopaminérgicas, deberia haber una disminucion en la actividad metabdlica del
cuerpo estriado (Garciay cols., 2012). Y a que no habiamos podido cuantificar |la pérdida de
DA en € cuerpo estriado, empleando la técnica de HPLC, observamos que la inyeccion de
6-OHDA en & CPu izquierdo redujo los niveles del neurotransmisor de dopamina (Dauer &
Przedborski, 2003), corroborando la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la estructura
lesionada. Ademés, pudimos estimar que la liberacion de DA estaba cercana a 80% de
agotamiento para el grupo HP. Cuando los niveles de agotamiento de DA son tan altos, los
mecanismos compensatorios se tornan inadecuados o insuficientes, ocasionando que se
manifiesten las deficiencias motoras (Deumens y cols., 2002) que evidenciamos en los
estudios de comportamiento. Los resultados indican que, en € caso de los animales HP+E,
se activan procesos celulares capaces de balancear ese agotamiento. Los porcentajes de
liberacion fueron revertidos hasta el nivel del grupo C por medio de la administracién con
17B-estradiol; datos que refuerzan ain mas el posible efecto neuroprotector de las hormonas
esteroidales (Dluzen, 2000; Schulman, 2002).

L os mecanismos compensatorios son complejos y no se comprenden completamente, pero
es probabl e que impliquen adaptaci ones dentro de | as cél ulas dopaminérgicas supervivientes,
como e aumento de la sintesis, el metabolismo y la liberacion de DA, para compensar la
pérdida celular; en particular se menciona en laliteratura un aumento de laliberacion en los
terminales neuronales dopaminérgicos, asi como cambios expresion y supersensibilizacion
en los receptores de DA (Gilliesy cols., 2014).

Debido a que no encontramos diferencias significativas en relacion alaliberacion de DA en
la SNpc, estimamos que la mayor actividad metabdlica esta ocurriendo en el CPu. Es sabido
que la degeneracion del 85% de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc es € evento
fisiopatol6gico inicial parala aparicion de las manifestaciones motoras de la EP (Gerlach &
Riederer, 1996). Sin embargo, las neuronas remanentes, compensan la funcién de las
neuronas perdidas. Una vez superado este porcentagje de muerte neuronal, la disponibilidad
de DA estriatal es tan baja que & sistema se torna incompetente de realizar sus funciones
regulatorias. Es a partir de este momento, en € que aparecen mecanismos de plasticidad
cerebral que se activan con la finaidad de mantener la homeostasis del sistema
dopaminérgico nigroestriatal. Entre ellos se encuentran mecanismos en la astroglia
modul ados por 17p-estradiol en respuestaalainjuria(Moraley cols., 2006), ladesregulacion
del sistema glutamatérgico corticoestriatal y del sistema GABAérgico estriatal, un aumento
de la expresion de los receptores estriatales dopaminérgicos (Peinado y cols., 2004). Estas
evidencias, nos llevaron a estudiar € rol del 17p-estradiol en la actividad de células gliales;
particularmente estudiamos la presencia de astrocitos en SN y CPu; asi como laexpresion de
sus receptores dopaminérgicos en cultivo primario.

Los astrocitos desempefian un papel critico y cooperativo en e mantenimiento de la
neurotransmision y la homeostasis del SNC, asi como en e aumento de las respuestas
inmunitarias innatas destinadas a proteger e cerebro contra insultos como la
neurodegeneracion (Klegerisy cols., 2007; Halassa & Haydon, 2010). Estas células han sido
estudiadas extensamente en las neuronas diencefdlicas y limbicas del sistema nerviosoy en
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menor medida en las neuronas de la corteza, CPu y cuerpo calloso (Brocca & Garcia Segura,
2018).

En relacion a tratamiento con 17p-estradiol, los datos disponibles son contradictorios, con
pruebas de efectos protectores y perjudiciales, dependiendo del tipo de lesién, entre otros
factores (Arévalo y cols., 2013). La proteccion, reparacion y e mantenimiento de la
homeostasis estan estrechamente vinculados a la accion de la enzima P450arom y la accion
de esta enzima esta regulada por dopamina y glutamato (Azocoitia y cols., 2010, 2011;
Brocca& Garcia Segura, 2018). En condiciones patol 6gicas, P450arom aumenta su actividad
y expresion génica incrementando los niveles de 17p-estradiol (Brocca & Garcia Segura,
2018). El 17p-estradiol liberado por los astrocitos actda como un factor trofico para las
neuronas dafadas y puede participar en mecanismos restauradores compensatorios del tejido
nervioso lesionado (Garcia Seguray cols., 1999). En particular |os astrocitos son capaces de
sintetizar 17p-estradiol produciendo cambios en la morfologia, nimero, inmunoreactividad
y proliferacion de las células GFAP+ en respuestaalalesion (Moraey cols., 2006).
Nuestros resultados coinciden con los observados por otros grupos de investigacion quienes
describen que, en respuesta a la reactividad, la poblacion de astrocitos, adquiere una
configuracion estrellada y que tiene € citoplasma hipertrofiado presentando una
configuracién llamada end feet porque se ubican en la superficie de los capilares (Garcia
Seguray cols., 1999, Sofroniew, 2015). Ademas, indican que, si bien la mayor cantidad de
células se ubica cercana al sitio delesion, algunas de ellas estén en regiones agjadas y hasta
han migrado al hemisferio contralateral (Garcia Seguray cols., 1999, Zhany cols., 2017). El
andlisis microscépico mostré unalocalizacion de las células GFAP+ cercanas a bordelalas
estructuras y destaca el hecho de que los animales HP presentaron mas ramificaciones y €
mayor tamafio del citoplasma que en comparacion con los demas grupos. Otra observacion
importante fue la evidencia de la cicatriz glial (Sofroniew, 2015) en € tgjido del CPu para
los animales lesionados con 6-OHDA y su mejoria en tamafio para los animales del grupo
HP+E.

Tanto en SN como en CPu, la injuria con 6-OHDA ocasion6 un marcado aumento de la
poblacidn astrocitaria en los animales hemiparkinsonianos y tratamiento con 17f3-estradiol
disminuyo significativamente el ratio. La administracion sistémica de 17p-estradiol alcanza
laBHE y, en las estructuras, aminora el tamafio de lalesion. En consecuencia, disminuye la
neurodegeneracion. Posiblemente este resultado ocurre por la inhibicién de las vias de
sefializacion apoptoticas (Brocca & Garcia Segura, 2018).

Resultados de otros grupos de investigacion indican que respuesta a la lesién, la expresion
de la aromatasa se induce de novo en los astrocitos, permitiendo gque niveles relativamente
altos de estradiol sean sintetizados |localmente y g erzan una variedad de efectos protectores
sobre las neuronas vulnerables (Azcoitiay cols., 2010). Aunque esta respuesta ocurre tanto
en hombres como en mujeres, la evidencia reciente sugiere que ocurre mas rapida y
vigorosamente en lasmujeres (Liuy cols., 2007; Mirzatoni y cols., 2010), sugiriendo ademéas
un mecanismo gue podria explicar e menor tamafio delalesiony larecuperacion mas rgpida
en las mujeres, o que caracteriza a muchos tipos de lesiones cerebrales, incluida la EP.
Pudimos observar que los animales lesionados presentaban conjuntamente una pérdida de
neuronas dopaminérgicas y un aumento de la reactividad astrocitaria en la via nigroestriatal.
Esto nos dio & pie para pensar en vincular ambos datos resultantes de las
inmunohistoquimicas y establecer qué tipo de relacion de dependencia tenian entre ellos.
Indagamos acerca de la relacion entre las células TH+ y GFAP+; conforme a la condicion
experimental de cada grupo de estudio. La funcién sigmoidal resultante es no lineal y se
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caracteriza por presentar valores asintéticos alos gjes cartesianos. Observamos que lamayor
parte de los datos de los grupos experimental es se ubica en los estados transicionales de la
curva, lo cual nos permite tener modelos matematicos para la toma de decisiones en base a
estas dos variables conjuntas; nos hacen pensar que la pérdida de neuronas TH+ no fue total
(por mas grande que fuese el grado de lesidn) y que los valores de GFAP+ no superaron un
maximo (aunque tendieron a la mas alta reactividad, no hubo generacion de nuevos
astrocitos). La evidencia sugiere que las células seguramente responden a fendmenos
plasticos compensatorios que acttan bidireccionalmente por interacciones neurona-glia; y
que el tratamiento con 17p-estradiol estd promoviendo la supervivencia ceular, la
recuperaciony lareparacion (Moraley cols., 2006).

En general, la evidencia disponible apoya la opinion de que los astrocitos son objetivos
importantes paralos estrogenos circulantes, 1o que podria contribuir alas diferencias de sexo
en la EP. Aunque las implicaciones funcionales requieren mayor estudio, 10s datos sugieren
gue en los machos los astrocitos pueden generar una mayor respuesta neuroinflamatoria
potencialmente dafiina, mientras que en las hembras |os astrocitos contribuyen a compensar
y promover lasupervivencia (Gilles, 2014).

Las evidencias actuales proporcionan un apoyo minimo para las diferencias sexuales en la
expresion de los RE en la via dopaminérgica nigroestriatal. Estudios informaron que ERb
estaba ausente la SNpc de machos (Shughrue, 2004), pero débilmente expresado en el SNpc
hembra (Mitray cols., 2003; Merchenthaler y cols., 2004); y que el CPu parecia no expresar
ERDb (Shughrue, 2004). Ademés, no se encontré ERa en las neuronas dopaminérgicas de la
SNpc y su expresion en e CPu es bagja, aunque posiblemente mas ata en hembras que en
machos (Rodriguez-Navarro y cols., 2008). Estos resultados apoyan la informacion de que
los estrogenos pueden actuar indirectamente o através de mecanismos independientes delos
receptores nucleares de estrégenos para influir en las neuronas dopaminérgicas (Gillies y
cols., 2014). En relacion a esto Ultimo, nuestros resultados indican que el 17p-estradiol
modificd la expresion de los receptores dopaminérgicos D1 y D2 de astrocitos en cultivo
primario, por lo que estimamos que su actividad esta siendo independiente de la union a
ligandos (Vrtaénik y cols., 2014). Observamos que el neurotransmisor DA también afectaa
los astrocitos y que latransduccion de sefial es mediada por estos receptores dopaminérgicos
ocurre también en estas células (Miyazaki y cols., 2004). Por |o que podemos indicar, que €
tratamiento (al modular la expresion de los receptores) esta influyendo en la sintesis,
liberacién y metabolismo de la dopamina (Garcia Seguray cols., 2001).

En relacion a los polimorfismos en los genes asociados con el 173-estradiol y laEP, se conoce
gue los perfiles de expresion génica en la via dopaminérgica nigroestriatal son especificos
del sexo y sugieren un sesgo en los hombres que puede subyacer a la predisposicion a
desarrollar EP. Los halazgos preclinicos corroboran los estudios clinicos que sugieren que
las mujeres pueden ser mas capaces de resistir la aparicion y/o progresion de lesiones
neurodegenerativas (Simunovic y cols., 2010).

Ademas, se conoce que la potencial respuesta celular a tratamiento con 17p-estradiol
también puede ser especifica del sexo (Yanguas Caséds y cols., 2017). Lo que, es més, los
astrocitos se diferencian sexuamente en la edad adulta en términos de su complgidad
morfol 6gica, mecanismos de sefializacion celular, plasticidad y capacidad de respuestade las
hormonas, especialmente a estradiol (Kuo y cols., 2010).

Estas evidencias coinciden con nuestros resultados, donde observamos gue la expresion de
D1y D2 fuediferente entre machosy hembras. EI aumento diferencial en laexpresion lo tuvo
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el grupo mc, en tanto en el grupo de los machos que recibieron tratamiento (me), laexpresion
de los receptores fue cercana alos valores de hembras.

El comportamiento de |os animales es otro factor que difiere segun la genética de cada sexo
(Kuo 'y cols., 2010). Sabemos que la modulacion de los receptores D1 y D2 puede dterar la
neurotransmision dopaminérgicaen € estriado, estimulando o inhibiendo la actividad motora
(Da Cunhay cols., 2008); por o cual seriainteresante evaluar la expresion de los receptores
dopaminérgicos en el cultivo de céulas gliales mesencefalicas que han experimentado una
lesion neurotdxica y un tratamiento con 17B-estradiol. Siempre considerando que estas
diferencias de sexo estdn presentes sdlo después de lesiones parciales realizadas con
concentraciones moderadas de 6-OHDA delaviadopaminérgicanigroestriatal y que, cuando
lalesidén aumenta, ya no son evidentes (Gilliesy cols., 2004; Gillies & McArthur, 2010).
Finalmente, también nos resulté6 muy interesante estudiar los efectos del 17f3-estradiol en la
expresion de factores pro y anti inflamatorios en células de lamicroglia.

Los datos sobre las diferencias en la microglia en € cerebro adulto son escasos, pero los
estudios sobre € desarrollo sugieren que pueden ser profundos, con importancia para los
trastornos cerebrales (Lucasy cols., 2006; Y anguas Casasy cols., 2017). Al igua que ocurre
en los astrocitos, los esteroides gonadales son poderosos reguladores del numero y la
actividad de las células de lamicroglia (Arévalo y cals., 2013).

Comunmente, su respuesta se divide en dos fases. En lafaseinicial ocurre laactivacion dela
respuesta inmunitaria innata; es cuando la microglia (y en menor medida, 1os astrocitos)
producen mediadores oxidativosy pro inflamatorios (potencia mente dafiinos). Estasituacion
desencadena lafase posterior, llamada de resolucion de la respuestainmunitaria, que incluye
la produccion de factores antiinflamatorios (protectores), asi como la induccion de la
microglia fagocitica, un fenotipo esencial para € barrido de las células muertas y la
finalizacion de larespuestainflamatoria (Minghetti, 2005; Lucasy cols., 2006; Farinay cols.,
2007). Nuestros resultados nos muestran que las células de la microglia de los animales
macho control (mc) expresaron, en relacion con los demas grupos experimentales, en mayor
medida los marcadores pro inflamatorios y en una cantidad significativamente menor los
antiinflamatorios. Esto, sugiere que la respuesta medidada por la microglia en mc es un
estado cronico mediado por factores proinflamatorios. Se ha reportado que en este periodo
crénico € no resolver larespuesta neuroinflamatoria puede llegar a ser perjudicia y, en caso
deexistir unaenfermedad en curso como la EP, puede exacerbar |os procesos (Rogersy cols.,
2007; McGeer & McGeer, 2008; Barres, 2008). Por otro lado, la administracion del
tratamiento con 17B-estradiol revirtio este resultado, generando en los cultivos (me) niveles
similares que los que expresaron a los de las hembras, permitiendo pasar de unafase inicial
auna posterior con efectos protectores tal como indicalaliteratura.

En los estudios que utilizan model os genéticos animales de la EP, las diferencias de sexo en
la microglia han recibido hasta ahora poca atencion y son temas de controversia. Mientras
gue algunos autores dudan acerca de que la diferenciacion sexua de las células de la
microgliaen laviadopaminérgicanigroestriatal contribuyaalas diferencias de sexo en laEP
(Gilliesy cols., 2014); otros reclaman gue |la respuesta neuroinmune central es sexuamente
dimorfica (Schwarz & Bilbo, 2012; Santos-Galindo y cols., 2011) y que, por lo tanto, las
células gliales deben ser consideradas como factores que contribuyen a las diferencias de
sexo en la EP. Esta Ultima evidencia concuerda con nuestros resultados. Aunque estos temas
son aun objeto de discusion, investigaciones recientes alientan a utilizar la activacién
microglia y la neuroinflamacion como un biomarcador temprano de la enfermedad (Chung
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y cols., 2009; Lundblad y cols., 2012) considerando que € control de la actividad glial es,
por tanto, un objetivo atractivo paralas nuevas estrategias neuroprotectoras.

En conjunto, todas estas aproximaciones nos brindaron una ampliavariedad de resultados|os
cuales nos permitieron clarificar € entendimiento sobre la funcidn neuroprotectora del 17p-

estradiol en las las células neurogliales de la via dopaminérgica nigroestriatal bajo
condiciones fisiopatol 6gicas.
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6. CONCLUSIONES

*Lalesion induce cambios en las respuestas motoras'y locomotoras que pueden ser evaluadas
invivo mediante diferentes evaluaciones comportamentales. El tratamiento con 173-estradiol
es capaz de disminuir los signos neurodegenerativos y de restaurar el movimiento. Los
mecani Smos compensatorios y heuroprotectores se observan a corto y largo plazo.

*Los desarrollos de sistemas informéticos para la automatizacion de las observaciones, la
adquisicion de datos, € calculoy el andlisis de los patrones cinéticos en FST y ST aumentan
el nimero de pardmetros evaluados y posibilitan tener una mejor imagen de como funciona
el sistema nigroestriatal en condiciones normales y patoldgicas. Estos desarrollos permiten
evaluar problemas musculares, rigidez, distonia, corea, temblores, deterioro de la posturay
el equilibrio asociado no solo ala EP, sino otras enfermedades motoras neurodegenerativas.
*El tratamiento conl7f-estradiol mejora €l grado de lesion generado por la 6-OHDA y
protege alas neuronas TH+ de la via dopaminérgica nigroestriatal. La automatizacion de su
evaluacién permite distinguir y contabilizar las células inmunorreactivas TH+ e inferir con
mas datos acerca de la situacion del tejido en particular.

*Tanto la neurotoxina como la lesién mecénica aumentan la reactividad de la astroglia . El
tratamiento con 17B-estradiol disminuye el nimero de astrocitos reactivos en los animales
lesionados. Ademaés, aminorael cambio en laastrogliareactivaen relacion al dafio mecanico,
disminuyendo e tamafio delacicatriz glial y la proliferacién de los astrocitos.

*La relacion entre neuronas (TH+) y astrocitos (GFAP+) para todos los grupos sigue una
distribucion sigmoidal que permite analizar variables como € comportamiento de lalesion,
larespuesta a dafio y la evolucién de cada proceso para cada grupo en particular.

*El tratamiento con 17p-estradiol en los animales lesionados permite activar mecanismos
compensatorios sobre la sintesis y liberacién de DA en SNpc y CPu. Se produce un cambio
en la dinamica de funcionalidad dopaminérgica donde los valores de la actividad metabdlica
tienden a restaurarse a niveles fisiol 6gicos.

*En cultivo de astrocitos de machos, la administracion de 173- estradiol tiende a normalizar
la expresion de los genes D1 y D2 a valores cercanos a los de hembras. Por otra parte, €l
tratamiento generala disminucién de la expresién de factores pro inflamatorios y e aumento
de la expresion de factores antiinflamatorios en microglia de los animales machos, Ilevando
los valores a niveles similares a los de hembras. Estos datos sugieren que 17p-estradiol
participaen laregulacion de activacion de las vias dopaminérgicas através de |os receptores
D1y D2 en cultivos de astrocitos y en la modulacion de factores pro y anti inflamatorios en
cultivos de microglia.

Los datos presentes muestran la potencialidad terapéutica del tratamiento con
17p-estradiol tras la lesion con 6-OHDA; en e que este esteroide neuroactivo podria
desempefiar un papel importante en e restablecimiento de las propiedades fisiol6gicas y
morfologicas de las neuronas dopaminérgicas y células de la glia lesionadas, asi como
mejorar las sinapsis y la liberacién a través de los receptores especificos de DA. Por o
expuesto, se estima que el tratamiento con 17f-estradiol podria ser una terapia beneficiosa
para patol ogias donde se vea afectada |a sintesis, € transportey la liberacion de dopamina
enel S\NC.
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