Universidade de Santiago de Compostela
Facultade de Medicina « CIMUS

Departamento de Ciencias Morfol6xicas

Interaccion entre el sistema dopaminérgico
nigroestriatal y el sistema renina-angiotensina local:

Implicaciones en la enfermedad de Parkinson.

Tesis Doctoral
Antonio Dominguez Meijide

2015






Interaccion entre el sistema dopaminérgico
nigroestriatal y el sistema renina-angiotensina local:

Implicaciones en la enfermedad de Parkinson.

Tesis doctoral presentada por:

Antonio Dominguez Meijide

Directores:
José Luis Labandeira Garcia

Catedratico de Anatomia Humana

Ana Isabel Rodriguez Pérez

Profesora Contratada Interina

Departamento de Ciencias Morfoldxicas
Facultade de Medicina - CIMUS

Universidade de Santiago de Compostela

Santiago de Compostela, 2015






AGRADECIMIENTOS

Al profesor José Luis Labandeira, por acogerme en su laboratorio y darme la posibilidad de realizar
esta tesis doctoral, ademas de por todo el esfuerzo y trabajo que realiza dia tras dia.

A la profesora M? Josefa Guerra, por su apoyo y toda su ayuda.
A Ana Isabel por su paciencia y ayuda.
A Begofia Villar, Ana Mufioz, Pablo, Jannette y Carmen por toda su ayuda, consejos y confianza.

A Rita, Ana Borrajo, Jose, Iria, Pili, Alicia, Begofia Gonzalez, Juan, Clynton y Martu por todo su
esfuerzo, ayuda y trabajo.

A la profesora Angela Cenci Nilsson y a toda la gente de su laboratorio, especialmente a Zisis.

A Marta Concheiro, German Sierra y Ana de Castro por su ayuda, colaboracion y formacién en todo
lo referente a la cromatografia, la microdiélisis y espectrometria de masas.

A Belén y Pablo por ayudarme en mis inicios y a Michael Sparrenius por sus consejos en el manejo
de animales.

A Luis, Noel, José Luis, José Luis, Adrian, Rubén, Gabriel, Natalia, Fernando, Mauro, Dani,
Chisco, Alfonso, Victor, Pablo, Dabicho, Carlos y Nicolas.

A toda mi familia por su apoyo y paciencia.

A todos aquellos a los que deberia haber incluido aqui y que no hice por despiste, olvido u omision,
por favor perdonadme.






SC

UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

TESIS
DOCTORAL

INTERACCION ENTRE EL
SISTEMA DOPAMINERGICO
NIGROESTRIATAL Y EL SISTEMA
RENINA-ANGIOTENSINA LOCAL:
IMPLICACIONES EN LA
ENFERMEDAD DE PARKINSON.

Antonio Dominguez Meijide

PROGRAMA DE DOUTORADO
EN NEUROCIENCIA

SANTIAGO DE
COMPOSTELA 2015






D. José Luis Labandeira Garcia, Catedratico de Anatomia de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Santiago de Compostela y Dfia. Ana Isabel
Rodriguez Pérez, Profesora Contratada Interina de la misma Universidad,

HACEN CONSTAR QUE:

D. Antonio Dominguez Meijide ha realizado bajo nuestra direccion el trabajo
de su Tesis Doctoral Interaccién entre el sistema dopaminérgico nigroestriatal
y el sistema renina-angiotensina local: Implicaciones en la enfermedad de
Parkinson, y que dicho trabajo retne todas las condiciones necesarias para
ser presentado para su valoracion por la comision correspondiente.

Y para que asi conste y surta los efectos oportunos, lo firmamos en Santiago
de Compostela, a 6 de Julio de 2015.

José Luis Labandeira Garcia Ana Isabel Rodriguez Pérez
Catedratico de Anatomia Humana Profesora Contratada Interina
Dpto. de Ciencias Morfoléxicas Dpto. de Ciencias Morfoloxicas






Interaccion entre el sistema dopaminérgico nigroestriatal y el sistema renina-angiotensina
local: Implicaciones en la enfermedad de Parkinson

Resumo

O sistema renina-anxiotensina (SRA) foi considerado tradicionalmente como un sistema circulante, ainda
que actualmente se sabe que existen SRA locais ou tisulares. A nivel da substancia negra (SN) demostrouse a
existencia dun SRA local que esta implicado no desenvolvemento da enfermidade de Parkinson (EP) e na
alteracion da homeostase do ferro nas neuronas dopaminérxicas. Ademais, demostrouse que o incremento da
actividade do SRA a nivel nigral ten un papel determinante no aumento da vulnerabilidade neuronal
dopaminérxica observandose a este nivel unha interaccién compensatoria entre os receptores de dopamina e
os de anxiotensina II (AII). Na presente tese doutoral estudaronse algtins dos mais importantes factores que
producen un incremento no SRA tales como a deplecion dopaminérxica, a hipoperfusion cerebral crénica e a
deplecion estroxénica. Ademadis estudouse a activacion da via RhoA/ROCK como mecanismo involucrado
na dexeneracion dopaminérxica inducida por unha hiperactivacién do SRA. Os nosos resultados suxiren que
o emprego de inhibidores do SRA poderia constituir unha estratexia neuroprotectora na abordaxe terapéutica
da EP.

Palabras chave:
Sistema renina-anxiotensina, sistema dopaminérxico, enfermidade de Parkinson, dopamina, rho quinasa

Resumen

El sistema renina-angiotensina (SRA) ha sido considerado tradicionalmente como un sistema circulante,
aunque actualmente se sabe que existen SRA locales o tisulares. A nivel de la sustancia negra (SN) se ha
demostrado la existencia de un SRA local que estd implicado en el desarrollo de la enfermedad de Parkinson
(EP) y en la alteracién de la homeostasis del hierro en las neuronas dopaminérgicas. Ademas, se ha
demostrado que el incremento de la actividad del SRA a nivel nigral tiene un papel determinante en el
aumento de la vulnerabilidad neuronal dopaminérgica observandose a este nivel una interaccion
compensatoria entre los receptores de dopamina y los de angiotensina II (AIl). En la presente tesis doctoral
se han estudiado algunos de los mas importantes factores que producen un incremento en el SRA tales como
la deplecién dopaminérgica, la hipoperfusion cerebral crénica y la deplecién estrogénica. Ademas se ha
estudiado la activacion de la via RhoA/ROCK como mecanismo involucrado en la degeneracién
dopaminérgica inducida por una hiperactivacion de SRA. Nuestros resultados sugieren que el empleo de
inhibidores del SRA podria constituir una estrategia neuroprotectora en el abordaje terapéutico de la EP.

Palabras clave:
Sistema renina-angiotensina, sistema dopaminérgico, enfermedad de Parkinson, dopamina, rho quinasa

Summary

The renin-angiotensin system (RAS) was clasically considered as a circulating system, but nowadays it is
know that in addition there are local or tissular RAS. Tt has been demonstrated the existence of a local RAS
in the substantia nigra (SN) which is involved in the development of Parkinson's disease (PD) and in the
alteration of iron homeostasis in dopaminergic neurons. Furthermore, it has been demonstrated that the
increase in the RAS system at a nigral level has a major role in the increase of dopaminergic neuronal
vulnerability, and there is a compensatory interaction between dopamine and angiotensin II (AII) receptors.
In the present thesis important factors that produce an increase in the RAS activity such as dopaminergic
depletion, chronic brain hypoperfusion and estrogen depletion have been studied. Also, the activation of the
RhoA/ROCK pathway as a mechanism involved in RAS hyperactivation-induced dopaminergic cell death
has been studied. Our results suggest that the use of RAS inhibitors may be a neuroprotective strategy as a
therapeutical approach of PD.

Keywords
Renin-angiotensin system, dopaminergic system, Parkinson's disease, dopamine, rho kinase
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INTRODUCCION







Introduccion

1.1-ENFERMEDAD DE PARKINSON

1.1.1-Caracteristicas generales de la enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden neurodegenerativo, descrito por primera vez
por James Parkinson en 1817, en el que se produce una pérdida de neuronas dopaminérgicas en los
ganglios de la base. Esto da lugar fundamentalmente a temblor, bradiquinesia, rigidez e
inestabilidad postural.

Es una enfermedad de etiologia incierta caracterizada por la degeneracién de las neuronas
dopaminérgicas de la substantia nigra o sustancia negra (SN), especialmente por las de la
substantia nigra pars compacta (SNc) y por la presencia de los denominados cuerpos de Lewy.
Estos son agregados proteicos citoplasméticos compuestos principalmente por o-sinucleina
(Spillantini, 1999; Recasens et al., 2014) y que se localizan en el locus coeruleus, el hipotalamo, la
SNc y la corteza cerebral (Gibb y Lees, 1988).

Los sintomas de la enfermedad no se suelen manifestar hasta que se produce una disminucién
de los niveles estriatales de dopamina de un 70-80%, lo que puede ser consecuencia de una pérdida
de, al menos un 50% de las neuronas dopaminérgicas de la SNc. La manifestacion de los sintomas
en estadios tan avanzados de la enfermedad se debe al posible desarrollo de mecanismos
compensatorios por parte de las neuronas dopaminérgicas supervivientes y por parte de las células
postsinapticas del estriado (ST) que pueden mitigar la pérdida progresiva de la inervacion
dopaminérgica (Song y Haber, 2000; Zigmond et al., 1990). Ademas, debido a la afectacion de
otras poblaciones celulares y circuitos nerviosos, se producen otra serie de sintomas, normalmente
no identificados como propios de la EP, tales como trastornos del suefio, depresion, ansiedad,
apatia, anosmia, estrefiimiento, demencia...

Pese a que, en una mayoria de casos, la EP presenta una etiologia desconocida, debida a una
conjuncion de factores tanto ambientales como genéticos, en una décima parte de los casos son
factores genéticos los tinicos implicados. Hasta el momento se han reconocido hasta 13 loci cuyo
producto génico se ha relacionado con la aparicion de la EP. De entre estos se ha destacado la
importancia de los que codifican para los genes de a-sinucleina, parkina, PinK1, DJ-1 y LRRK2

(Thomas y Beal, 2007).
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- Ganglios basales:

Los ganglios basales o ganglios de la base son un conjunto de ntcleos subcorticales que
intervienen en el control del movimiento, debiéndose un importante niimero de patologias motoras a
alteraciones en éstos. Entre ellas destaca la EP. Estos nidcleos estan compuestos por el ST,
compuesto a su vez por el nicleo caudado y el putamen, por el globo péalido (a nivel telencefalico),
por el nicleo subtaldmico (a nivel dienceféalico) y por la sustancia negra y el nicleo pedinculo-
pontino a nivel mesencefalico. Dentro de éstos, es el ST la principal estructura aferente y presenta

dos tipos de neuronas:

-Neuronas de proyeccion. Caracterizadas por tener dendritas ramificadas y espinosas y ser
gabaérgicas. Suponen mas del 90% de las neuronas estriatales (Albin et al., 1989; DeLong, 1990;
Alexander et al., 1986).

-Interneuronas. Caracterizadas por la ausencia o escasez de espinas en sus dendritas.

Asi como en primates el ST se encuentra separado del putamen por las fibras de la capsula
interna, en roedores como la rata y el ratén el ST y el putamen no se encuentran separados, de tal
manera que el ST es atravesado por las fibras de la capsula interna.

El ST envia eferencias a distintos nuicleos. Se consideran dos vias, la via directa y la via
indirecta (Figura 1).

En la via directa, las proyecciones del estriado se dirigen a la SN, en concreto a la pars
reticulata y al globo palido interno (GPi). Las neuronas que emiten estas proyecciones presentan
receptores de dopamina D1.

En la via indirecta, las proyecciones se dirigen al globo palido externo (GPe). Este, a su vez
envia proyecciones al nucleo subtalamico (NST). Las neuronas que emiten estas proyecciones

presentan receptores de dopamina D2.
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Figura 1: Esquema de los circuitos de los ganglios basales. CM: Nucleo centromediano. Gpi: Globo palido interno.
Gpe: Globo pélido externo. NPP: Nticleo pedtinculo pontino. NST: Nticleo subtalamico. SNc: Sustancia negra de pares
compactos. SNr: Sustancia negra pars reticulata.. VA: Nicleo ventral anterior. VL: Nucleo ventral lateral. Adaptado
de Smith et al., 2012.

Las vias directa e indirecta presentan efectos opuestos y la actividad de los ganglios de la base
es controlada por su balance. Por lo tanto, desequilibrios en la actividad de estas vias da lugar a
trastornos hipercinéticos o hipocinéticos. Asi, la pérdida de dopamina que se produce en la EP causa
una desinhibicién de las neuronas que contienen GABA y encefalina en el origen de la via indirecta
produciéndose como consecuencia una hiperactividad del globo palido, seguido de una

desinhibicion del NST (Obeso et al., 2000). Esto se muestra en la figura 2.
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Figura 2: Esquema de los circuitos de los ganglios basales en la EP. CM: Nucleo centromediano. Gpi: Globo pélido interno.
Gpe: Globo pélido externo. NPP: Nticleo pedinculo pontino. NST: Ntcleo subtalamico. SNc: Sustancia negra pars compacta.
SNr: Sustancia negra pars reticulata.. VA: Ntcleo ventral anterior. VL: Ntcleo ventral lateral. Adaptado de Smith et al., 2012.

- Etiologia de la enfermedad de Parkinson:

La etiologia de la EP es, hoy en dia, ain desconocida, aunque se asocia tanto a factores
genéticos como ambientales. L.a mayor parte de los casos son idiopaticos y de aparicion tardia.
Unicamente un 10% es atribuible a factores genéticos. Se ha demostrado que est4n relacionados con
la expresion de un fenotipo parkinsoniano genes que codifican para la a-sinucleina, la ubiquitina
carboxil-hidroxilasa-1, la ubiquitina E3 ligasa, la DJ-1, la LRRK2, PinK-1 y VPS35 (Quian et al.,
2010; Kumar et al., 2012).

La EP idiopatica puede deberse tanto a la predisposicion genética como a diferentes factores
ambientales. Se considera poco probable que una tinica causa desencadene la enfermedad. Entre los
factores ambientales cabe destacar la exposicion a pesticidas y metales pesados (Quian et al., 2010).

No obstante, a dia de hoy, la etiologia de la EP idiopatica, todavia no ha sido dilucidada. Se ha
demostrado que en la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas estan implicados mecanismos
de disfuncion mitocondrial, estrés oxidativo, inflamacion, alteraciones del sistema ubiquitin-

proteosoma (Labandeira-Garcia et al., 2011), la excitotoxicidad y la carencia de factores

neurotroficos.
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-Estrés oxidativo:

Durante el metabolismo celular normal se producen reacciones redox que generan radicales
libres, entre los que se encuentran algunas especies de oxigeno reactivo (EROs) tales como el ion
superoxido. En condiciones fisiol6gicas normales, la formacion de estos radicales libres se ve
contrarrestada por la presencia de una serie de mecanismos antioxidantes. Sin embargo, en el caso
de la EP este equilibrio se ve alterado y el exceso de radicales libre produce degeneracion y muerte
celular. Asi, se ha demostrado la existencia de peroxidacion lipidica y nitracién proteica, junto con
una clara disminucién de moléculas antioxidantes como el glutation en pacientes con EP. La pérdida
preferencial de neuronas de la SN, en comparacién con otras neuronas catecolaminérgicas, se asocia
también a la presencia de neuromelanina, producto de la autooxidacion de la dopamina. En este
proceso de autooxidacién también se generan EROs. Ademas, la presencia de cantidades elevadas
de hierro en la SN, que contribuye a la producciéon de radicales libres mediante la reaccién de
Fenton, lo que a su vez puede potenciar la degeneracion selectiva de dichas neuronas. En esta
reaccion, el peroxido de hidrégeno generado durante el metabolismo normal se transforma en el
radical hidroxilo altamente reactivo (figura 3), que puede producir dafio celular, peroxidacion
lipidica y eventualmente apoptosis (Perfeito et al., 2013). Se ha sugerido que la proteina DJ-1 puede
actuar como molécula antioxidante ya que ratones que no expresan esta proteina son mas sensibles

al estrés oxidativo (Guzman et al., 2010).

Fe* +HO, —#» Fe”+HO-+OH
Fe*+HO, —» Fe* + HOO- + H'

Figura 3: Reaccion de Fenton.
-Disfunciones mitocondriales:

Se ha demostrado la existencia de disfunciones mitocondriales en la EP y se ha comprobado
que varios genes relacionados con dicha enfermedad regulan la funcién mitocondrial (Navarro y
Boveris, 2009). La cadena respiratoria mitocondrial es la principal fuente de EROs de la célula,

siendo los complejos I y III fuente de superéxidos. La inhibicién del complejo I incrementa la
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cantidad de superéxido producido y el estrés oxidativo causado por este incremento, combinado con
la disminucion del ATP, podria ser una de las causas de los efectos téxicos de la rotenona, modelo
experimental de la EP, tanto in vivo como in vitro (Li et al., 2003; Sherer et al., 2003). El
mecanismo de accion del MPTP, otro modelo experimental empleado en el estudio de la EP, se basa
en la inhibicion del complejo I de la cadena mitocondrial (Schapira et al., 1989). Ademas, modelos
de lineas celulares de hibridos citoplasmaticos con deficiencias en el complejo I también
manifiestan un mayor estrés oxidativo en comparaciéon con controles (Esteves et al., 2009). Es
importante considerar que algunas de las EROs producidas en la mitocondria presentan dificultades
para atravesar la membrana interna de la mitocondria, lo que produce un efecto nocivo sobre
numerosas moléculas como proteinas encargadas del metabolismo energético y sobre lipidos de
membrana que sufren peroxidacién. Como consecuencia del dafio en los lipidos se produce a su
vez la liberacion del citocromo C a través de la membrana, que inicia la via mitocondrial de la
apoptosis. Se ha visto que la pérdida de la funcién del gen PINK1 provoca dafios en las
mitocondrias (comprobadas mediante el empleo de animales knock out) y que mutaciones en dicho

gen provocan una forma recesiva de la EP (Gu et al., 2010; Xie et al., 2010; Keane et al., 2011).

-Excitotoxicidad:

La excitotoxicidad es un proceso patologico en el que una excesiva produccion de
neurotransmisores produce una estimulacion excesiva de los correspondientes receptores
neuronales, lo que finalmente puede desembocar en muerte neuronal. En el caso de la EP se cree
que se produce un incremento del glutamato. Las neuronas de la SNc contienen un gran nimero de
receptores glutamatérgicos y reciben proyecciones glutamatérgicas de la corteza y del NST
(Gardoni y Bellone, 2015). La estimulacion glutamatérgica del proceso excitotoxico produce la
despolarizacién de la membrana, que provoca un incremento de la concentracion intracelular de
calcio y una alteracion del metabolismo energético de la célula, lo que, a su vez, incrementa el
estrés oxidativo y activa la apoptosis (Ambrosi et al., 2014; Mattson, 2007). Ademas de activar la
apoptosis, la excitotoxicidad puede dar lugar a necrosis. En estos casos se ha visto que se produce
una estimulacion muy intensa del receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA), receptor que se une al
glutamato cuya activacion provoca la apertura de un canal iénico no selectivo, mientras que en el
caso de la apoptosis se puede producir una estimulacion moderada o crénica del receptor de NMDA

(Blandini, 2010).
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-Inflamacion;

La inflamacion es un proceso fisiologico de respuesta frente a un estimulo dafiino. Es un
proceso multifuncional destinado a proporcionar mecanismos de defensa frente a diferentes tipos de
agresiones y que pretende eliminar agentes nocivos e inhibir sus efectos perjudiciales. En el
cerebro, son las células de la microglia las responsables de la respuesta inflamatoria. Estas células
experimentan como respuesta ante cualquier agente nocivo del sistema nervioso una serie de
cambios morfoldgicos y funcionales, junto con la secrecion de citoquinas proinflamatorias y la
activacion de la sintasa de oxido nitrico, la NADPH oxidasa y la ciclooxigenasa, que provocan
dafios en otras células y, cuando la reaccién microglial es exagerada, la progresién de la enfermedad
neurodegenerativa de un modo autoamplificado (Liu, 2006; Liu et al.,, 2003). La glia que ha
experimentado esta serie de cambios se conoce como glia activada. Diversos estudios han revelado
la presencia de microglia activada en varias regiones del cerebro de pacientes en estadios tempranos
de la EP (Ouchi et al., 2005; Gerhard et al., 2006). También se ha visto un incremento en la
activacion microglial en analisis post-mortem de pacientes (Ghosh et al., 2007) y se ha demostrado
que estos incrementos en la activacion microglial van acompafados de un incremento en la

expresion de citoquinas proinflamatorias.

-Carencia de factores neurotréficos:

Las neuronas y los astrocitos pueden sintetizar moléculas neurotroficas como el factor
neurotrofico ciliar (CNTF del inglés ciliary neutrophic factor) o el factor neurotréfico derivado de
lineas celulares gliales (GDNEF, del inglés Glial cell-derived neurotrophic factor). Estas moléculas
son proteinas sefializadoras involucradas en la regulacién génica del desarrollo, mantenimiento y
supervivencia neuronal a través de receptores especificos cuya expresion se incrementa en procesos
neurodegenerativos. Asi, una reduccion en el incremento de su expresion supondria la alteracion de
un importante mecanismo de defensa lo que podria contribuir a la degeneracion celular (Olanow y
Tatton, 1999). Estudios en el liquido cefalorraquideo y en regiones de la via nigroestriatal de
pacientes con EP muestran que los niveles de algunos factores neurotroficos estan alterados en
comparacion con individuos de la misma edad no afectados (Mogi et al., 1999; Nagatsu et al., 2000;

Nagatsu y Sawada, 2007). Es por ello que se ha propuesto el empleo de factores neurotroficos
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ex0genos como agentes neuroprotectores para ralentizar la progresion de la enfermedad (Sullivan y

Toulouse, 2011; Diogenes y Outeiro, 2010).

-Alteraciones del sistema proteolitico:

El incorrecto procesado, un exceso de agregacion y la formacién de depésitos de proteinas son
fenomenos presentes en la EP. La acumulacién de proteinas dafiadas o modificadas debido a un
procesado defectuoso afectan al correcto funcionamiento de las neuronas pudiendo desencadenar su
muerte. Las neuronas presentan una serie de mecanismos para mantener una correcta homeostasis
proteica como son las chaperonas moleculares, el sistema ubiquitin-proteosomal y la cascada
autofagico-lisosomal (Ebrahimi-Fakhari et al., 2012). Las chaperonas son proteinas que participan
en el correcto ensamblaje de otras estructuras macromoleculares. Se cree que intervienen en las
alteraciones del plegado de la a-sinucleina con lo que podrian favorecer la formacién de agregados
como los cuerpos de Lewy (Ebrahimi-Fakhari et al., 2013). El proteosoma es un complejo proteico
con actividad proteasa dirigida a proteinas sefializadas con ubiquitina. La parkina cataliza la
ubiquitinacion de las proteinas dafiadas al unirles la ubiquitina. Mutaciones en los genes que
codifican para estas proteinas se han asociado con la aparicion de EP familiar (Shimura et al.,
2000). La cascada autofagico-lisosomal consiste en una serie de eventos que lleva finalmente a la
degradacion de las organelas o las proteinas intracelulares en lisosomas (Wong y Cuervo, 2010). Se
ha observado una acumulacién de vacuolas autofagicas en la SN de pacientes con EP, Esto podria
ser atribuido a fallos en el sistema ubquitin-proteosomal o a un recambio anémalo de vacuolas
autofagicas. Estudios recientes confirmaron la asociacion de moléculas autofagicas o lisosomas con

la agregacion de la a-sinucleina en la EP (Crews et al., 2010; Dehay et al., 2010; Chu et al., 2009).

-Sintomatologia y neuropatologia de la enfermedad de parkinson:

Los sintomas caracteristicos de la EP se deben a la pérdida de la regulacién motora y son
principalmente temblor, bradicinesia, rigidez articular e inestabilidad postural. En los casos mas
extremos pueden llegar a darse periodos de acinesia en los que los pacientes apenas son capaces de
ejecutar movimiento alguno. Debido a que otras poblaciones neuronales se ven afectadas pueden
presentarse ademas depresion, ansiedad y trastornos del suefio. Los pacientes también pueden

manifestar otros sintomas menos especificos serian la anosmia y el estrefiimiento. Muchos
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pacientes, ademas, presentan también disfunciones cognitivas, apareciendo demencia en los casos
mas severos.

Aunque las formas esporadica y familiar de la EP difieren en varios aspectos clinicos y
patolégicos, ambas presentan anormalidades bioquimicas similares a nivel cerebral. La principal
caracteristica neuropatolégica de la EP es la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SNc. Sin
embargo, la neuropatologia no se restringe exclusivamente a este nucleo, sino que se han observado
cambios degenerativos en otros nucleos ya tengan poblaciones dopaminérgicas o no (Przedborski,
2005).

Ademas de la degeneracion neuronal, hay otro fendmeno histopatologico que es la aparicion de
los cuerpos de Lewy, descritos por primera vez por Lewy en 1912. Estos son agregados proteicos
eosinofilicos intracelulares que se encuentran en las neuronas de la SNc, el locus coeruleus, el
hipotalamo o la corteza cerebral (Jellinger, 1987; Kopin, 1993). Estan compuestos por proteinas
tales como la a-sinucleina, la parkina, la ubiquitina y neurofilamentos (Dickson et al., 2009;
Wolters, 2009). Cabe mencionar que existen casos de individuos, que aun presentando toda la
sintomatologia tipica de la EP, no muestran presencia de cuerpos de Lewy en los examenes post-
mortem. La funcion de los cuerpos de Lewy no esta clara, ya que tanto podrian proteger a la célula
acumulando proteinas potencialmente dafiinas como podrian causar la degeneracién de ésta

(Jellinger, 2009).

11
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1.1.2-Modelos experimentales de la enfermedad de Parkinson

La existencia de modelos experimentales es un requisito sine qua non para la investigacion de
la EP. Idealmente, estos modelos deberian reproducir las caracteristicas de la enfermedad en
humanos para con ello permitir investigar tanto la etiologia de la enfermedad como la eficacia de
nuevas estrategias neuroprotectoras o terapéuticas (von Bohlen und Halbach, 2005; Duty y Jenner,

2011).

- Modelos in vivo:

Los primeros modelos desarrollados empleaban farmacos que producian la deplecién de la
dopamina como la a-metil-p-tirosina (AMPT) o la reserpina, que inhibe el transporte vesicular de
monoaminas. La sobredosis de reserpina produce unos sintomas motores similares a los de la EP
(Heikkila et al., 1989). Este modelo presenta el inconveniente de no ser selectivo, presentando
efectos noradrenérgicos y serotoninérgicos. Tampoco produce neurodegeneracion y los animales
empleados presentan respuesta a la administracion de anfetamina. El AMPT presenta

inconvenientes semejantes.

- 6-Hidroxidopamina (6-OHDA): Es uno de los modelos mas utilizados. La 6-OHDA fue
aislada por primera vez en los afios cincuenta y empleada para lesionar las vias dopaminérgicas
nigroestriatales ya en los afios sesenta (Ungerstedt, 1968). Existen varias especies susceptibles a la
6-OHDA, entre ellas ratones, gatos, perros y monos, pero donde mas se emplea es en ratas. Su
similitud estructural con la dopamina hace que sea captada por el transportador de dopamina de las
neuronas dopaminérgicas. Una vez dentro de la célula, la 6-OHDA se acumula en el citosol, donde
sufre un proceso de autooxidacién que da lugar a la formacion de elevadas cantidades de radicales
libres (Blandini et al., 2008). Ademas, la 6-OHDA tampoco es capaz de atravesar la barrera
hematoencefalica, con lo que se debe inyectar in situ. Se cree también que una activacion
mitocondrial temprana y EROs derivadas de la activacion del complejo NADPH-oxidasa juegan un
papel importante en la neurodegeneracion dopaminérgica inducida por la 6-OHDA (Rodriguez-
Pallares et al., 2007; Soto-Otero et al., 2000).

Debido a que su accion es sobre neuronas catecolaminérgicas en general, se suele emplear junto

con un inhibidor de la recaptacion de noradrenalina, la desipramina, para proteger a las neuronas
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noradrenérgicas (Perese et al., 1989).
Es un modelo imperfecto ya que no manifiesta todos los sintomas, pero sin embargo resulta

muy util para testar terapias sintomaticas, estrategias neuroprotectoras y transplantes celulares.

-1-Metil-4-Fenil-1,2,3,6-Tetrahidropiridina (MPTP): El MPTP fue sintetizado por primera vez
en 1982 y actualmente es uno de los modelos mas utilizados. Su capacidad para inducir sindrome
parkinsoniano fue descubierta a principios de los ochenta, en un grupo de heroinémanos que se
inyectaron esta sustancia de forma accidental, y terminaron mostrando sintomas idénticos a los que
presenta la EP. (Burns et al., 1985; Langston, 1985). Posteriormente, y en base a las observaciones
de las intoxicaciones descritas, se desarroll6 el modelo animal. Se ha demostrado que induce
sindrome parkinsoniano en primates (Jenner, 2003), perros, gatos y en determinadas cepas murinas
(Hamre et al., 1999), siendo las ratas y algunas cepas de ratones resistentes a sus efectos.
Estructuralmente es muy semejante a otros agentes utilizados para conseguir modelos
experimentales de la EP, como el paraquat y la rotenona.

El MPTP es altamente lipofilico, por lo que atraviesa con facilidad la barrera hematoencefalica
y, por ello, puede administrarse por via sistémica. Una vez en el cerebro, el MPTP entra en los
astrocitos y es metabolizado a 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP"), su metabolito activo, por accion de
la enzima monoamino oxidasa B (MAO-B). El MPP" puede entrar en las neuronas mediante el
trasportador de dopamina (DAT, del inglés dopamine active transporter) y puede almacenarse en
vesiculas al ser captado por el transportador de monoaminas vesicular (VMAT2, del inglés
vesicular monoamine transporter 2 ) (Javitch et al., 1985). Una vez dentro de las neuronas, su
toxicidad puede deberse a tres causas.

Puede entrar en el interior de la mitocondria donde interfiere con el complejo I de la cadena
transportadora de electrones (Ramsay y Singer, 1986). EIl MPP" entra en la mitocondria por difusién
a través de la membrana interna mitocondrial, gracias a un gradiente de membrana. Una vez dentro
de la mitocondria, inhibe la respiracion celular al bloquear al complejo I mitocondrial (Nicklas et
al.,, 1985; Suzuki et al.,, 1990), lo que lleva a una disminucion del ATP. Otros estudios han
demostrado que el MPP" también puede actuar inhibiendo los complejo III y IV de la cadena
transportadora de electrones (Mizuno et al., 1988). La pérdida de energia a través de cada una de
estas vias tiene varias consecuencias, entre las que se incluyen la formacion de radicales hidroxilo y
de radicales libres. Ademas, el 6xido nitrico producido y liberado por las células gliales puede

penetrar en las neuronas por difusion simple a través de la membrana. Llegados a este punto, los
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radicales libres y el 6xido nitrico pueden reaccionar entre si para dar lugar a peroxinitrito, molécula
oxidante muy reactiva (Ischiropoulos y al-Mehdi, 1995; Przedborski et al., 2000; Przedborski y
Vila, 2003).

Puede interaccionar con enzimas citosélicos, sobre todo si presentan carga negativa (Klaidman
et al., 1993).

Puede acumularse en vesiculas, expulsando a la dopamina al espacio intercelular, donde ésta
puede metabolizarse generando diferentes compuestos incluyendo metabolitos téxicos, como el 3,4-
dihidroxifenilacetaldehido (DOPAL), ademas de poder ser atacada por radicales superoxido e
hidroxilo (Burke et al., 2008; Panneton et al., 2010).

Su administracién sistémica en primates da lugar a manifestaciones analogas a las de pacientes
con un parkinsonismo bilateral (Langston et al., 1984), mientras que los ratones manifiestan

alteraciones diferentes.

-Paraquat: El paraquat es un herbicida ampliamente utilizado en agricultura semejante
estructuralmente al MPP*. Se cree que sus efectos se deben a la capacidad que posee de generar

estrés oxidativo y a la inhibicion del complejo I mitocondrial (Allain et al., 2008).

-Rotenona: La rotenona, a diferencia del paraquat tiene actividad insecticida. Es el miembro
mas potente de la familia de neurotoxinas de los rotenoides que se encuentran en plantas tropicales.
La rotenona es altamente lipofilica y cruza la barrera hematoencefalica con facilidad. La exposicién
crénica a dosis bajas de rotenona produce una inhibicion de la cadena de transporte electrénico. Se
ha visto que su administracién por via oral presenta baja toxicidad, por lo que se suele administrar
por via parenteral (Inden et al., 2007; Inden et al., 2011). Presenta el inconveniente de no ser

selectiva de neuronas dopaminérgicas, afectando a otras poblaciones neuronales.

Tanto la rotenona como el paraquat presentan la ventaja de replicar caracteristicas de la EP
como la agregacion de a-sinucleina y la formacién de estructuras similares a los cuerpos de Lewy

(Hoglinger et al., 2003).

- Modelos genéticos: Los primeros modelos genéticos empleados el estudio de la EP surgieron
como consecuencia del descubrimiento que relacionaba a la a-sinucleina con la etiologia de la EP.

Eran ratones que contenian mutaciones de esta proteina o que sobreexpresaban la «-sinucleina
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salvaje. En la actualidad, hay tres tipos de modelos genéticos. Uno de ellos consiste en la delecion
de genes importantes para el desarrollo o la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas o su
fenotipo. Otro modelo se basa en la expresion o delecion de genes relacionados con el desarrollo de
la forma familiar de la EP. El dltimo modelo se basa en el empleo de vectores virales para
posibilitar el control de la expresion de genes o mutaciones conocidas relacionadas con la EP
(Meredith et al., 2008).

Los animales experimentales mas empleados son ratones (Mus musculus) y moscas
(Drosophila melanogaster), aunque también se emplean ratas (Rattus norvegicus) y primates. Las
moscas son excelentes modelos genéticos para el estudio de la EP, pero presentan como
inconvenientes el hecho de que su sistema nervioso es mucho mas simple que el humano y un rango
limitado de comportamientos locomotores (Maries et al., 2003). En el caso de los ratones, destacan
los modelos transgénicos de a-sinucleina, LRRK2 y parkina (Blesa et al., 2012). Estos presentan las
mismas mutaciones que dan lugar al desarrollo de la EP familiar. Otros animales empleados
presentan mutaciones asociadas a procesos inflamatorios o a otras alteraciones relacionadas con el
desarrollo de la EP, como es el caso de la cepa murina B6.129P2-Agtr1tm1Unc/J que no expresa el
receptor AT1. El principal inconveniente de los modelos genéticos es el elevado coste econdmico

que suponen.

-Modelos in vitro:

Los modelos in vitro permiten estudiar aspectos especificos del proceso neurodegenerativo y
caracterizar los procesos bioquimicos y moleculares. Diversos modelos celulares permiten
reproducir alteraciones moleculares debidas a mutaciones en proteinas relacionadas con la EP,
mientras que otros modelos reproducen los efectos celulares de toxinas como el MPP+, la rotenona
y la 6-OHDA. Ademas, las lineas celulares son utiles para la realizacion de estudios de screening
preliminares de posibles compuestos terapéuticas y presentan la ventaja, con respecto a los modelos
animales, de tener origen humano. Los modelos celulares deben representar el sistema in vivo
objeto de estudio lo mas exactamente posible (Zeng et al., 2006). Presentan el inconveniente de ser
modelos muy simples que no pueden reproducir la funcionalidad de una red neuronal

dopaminérgica completa (Alberio et al., 2012).
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1.1.3-Tratamiento de la enfermedad de Parkinson

En un principio, la EP se trata de manera farmacoldgica, pero, a medida que la enfermedad
progresa el tratamiento farmacoldgico es incapaz de revertir los sintomas, por lo que es necesario
realizar intervenciones quirtrgicas, entre las que cabe destacar la estimulacion profunda y los

implantes de células dopaminérgicas.

- Tratamiento farmacologico:

El tratamiento farmacolégico de la EP alivia los sintomas motores debidos a un déficit de
dopamina en el ST de los individuos afectados. Se basa en la restitucién de los niveles de dopamina
o en el empleo de agonistas.

El tratamiento de rutina desde finales de los afios sesenta ha sido la L-Dihidroxiortofenilalanina
(L-DOPA) (Cotzias et al., 1967). La L-DOPA es el precursor inmediato de la dopamina que, a
diferencia de esta ultima es capaz de atravesar la barrera hematoencefdlica. La L-DOPA se
transforma en dopamina por mediacion de la enzima aminoacido aromatico decarboxilasa (AADC).
Debido a que la AADC se encuentra en numerosos tejidos periféricos, la L-DOPA se combina con
inhibidores de la descarboxilacion como la carbidopa y la beserazida que inhiben a la AADC
periférica pero no atraviesan la barrera hematoencefdlica. De esta forma se incrementa la
biodisponibilidad de la L-DOPA en el sistema nervioso central (SNC) a la vez que se reduce su
metabolismo periférico (Papavasilou et al., 1972; Rao et al., 2006).

La terapia con L-DOPA es efectiva durante los primeros afios de tratamiento, pero al cabo de 4-
6 afos presenta fluctuaciones en su actividad (fendmenos on-off), en donde se alternan etapas en las
que la L-DOPA actia produciendo discinesias (movimientos involuntarios anormales) con otras en
donde la L-DOPA no es efectiva (Obeso et al., 1989).

Una forma de evitar estos problemas es el empleo de agonistas dopaminérgicos como el
ropinirol, el pramipexol o la cabergolina (Rascol et al., 2000; Rinne et al., 1998; Shoulson, 2002),
inhibidores de la monoamino oxidasa B (MAO-B) como la seleginila (conocida por su nombre
comercial deprenyl), inhibidores de la catecol-O-metiltransferasa (COMT) como la tolcapona y
entacapona y antagonistas de NMDA y del glutamato (Hauser y Zesiewicz, 2007: Singh et al.,
2007).

16



Introduccion

- Tratamiento quirdrgico:

En las etapas tardias de la enfermedad, cuando las complicaciones derivadas del uso de la L-
DOPA son inhabilitantes se emplean técnicas quirtirgicas en el abordaje de la EP.

La primera estrategia neuroquirdirgica que se realiz6 fue la talamotomia, con la que se
conseguia reducir el temblor contralateral (Singh et al., 2007). Este tratamiento fue sustituido por la
palidotomia, con la que se obtenia una mejora del temblor contralateral y sobre todo, de las
discinesias.

En la actualidad, el principal tratamiento quirtirgico frente a la EP es la estimulacion cerebral
profunda (DBS, del inglés deep brain stimulation) en la que se implanta estereotdxicamente un
electrodo en el nucleo elegido para su estimulacion eléctrica (Benabid, 2003). La estimulaciéon a
alta frecuencia del NST y del GPi, que se encuentran hiperactivos en la enfermedad de Parkinson,
produce su inhibicion y como consecuencia un claro beneficio motor (Vitek, 2008). Solo del 5 al
10% de los pacientes con EP son candidatos a la DBS, entre otras cosas, debido a las posibles
complicaciones inherentes a la técnica y a la diferente respuesta de los pacientes atribuida a
variaciones interindividuales y del grado de afectaciéon. Debido a esto se esta trabajando en el

desarrollo de sistemas basados en implantes de nanotubos de carbono o nanochips (Andrews, 2010).

- Terapia celular:

La terapia celular tipica o sustitutiva se basa en el empleo de células para volver a establecer la
funcién perdida por los circuitos neuronales dafiados, mediante la sustitucion de las neuronas
productoras de dopamina que han degenerado durante la patogénesis de la enfermedad por otras
nuevas. Esto es de especial relevancia en la EP, en la cual los sintomas se manifiestan cuando ya ha
habido una alta degeneracion neuronal. Asi, la terapia celular se presenta como una estrategia
prometedora ya que potencialmente se podria conseguir una importante restauracion de la capacidad
funcional (Hedlund y Perlmann, 2009).

En la mayor parte de los estudios, las células provienen de tejido mesencefalico ventral de fetos
(Subramanian, 2001; Levy et al., 2004), pero esto presenta una serie de inconvenientes, ademas del
dilema ético que plantea su uso. Asi, por ejemplo, es necesario emplear una gran cantidad de fetos
procedentes de abortos para obtener una cantidad de tejido suficiente como para lograr una mejora

significativa de los sintomas. Es por ello que en los ultimos afios se han buscado fuentes
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alternativas al uso de tejido fetal, como por ejemplo el empleo de xenotransplantes (Fink et al.,
2000), el uso de células madre o el empleo de células pluripotenciales inducidas (IPSC, del inglés

induced pluripotential stem cells) (Arenas, 2010; Kim, 2011; Meyer et al., 2010).

-Terapia génica:

Los avances en medicina molecular han permitido el empleo de nuevas estrategias en el
tratamiento de la EP. Una de las principales ventajas de esta técnica es que otorga un mayor control
biofarmacéutico ya que permite la manipulacion de la liberacion del producto génico en
localizaciones concretas, en las cantidades necesarias y de forma regulada mediante el uso de
vectores viricos (adenovirus o lentivirus) o no viricos (lisosomas)(Singh et al., 2007).

En la actualidad hay varios enfoques diferentes al tratamiento de la EP mediante el uso de
terapia génica (Hodaie et al., 2007). Uno de ellos busca proveer al ST de los enzimas necesarios
para la sintesis de dopamina, como la tirosina hidroxilasa (TH) o la AADC, con lo que se
incrementarian los niveles de dopamina. Un segundo enfoque busca la neuroproteccion mediante la
expresion del factor neurotr6fico GDNF en la SN y en el ST (Bjorklund y Kordower, 2010; Feng y
Maguire-Zeiss, 2010). Finalmente, un dltimo enfoque seria la manipulaciéon de la funcion del
circuito de los ganglios basales, silenciando la hiperactivacion del NST, con lo que se busca

convertir las neuronas excitatorias a un fenotipo inhibitorio.

-Terapia neuroprotectora:

Con el fin de retrasar, ralentizar o incluso detener la aparicion y la progresién de la EP se
estudian diferentes estrategias neuroprotectoras que tienen como diana los mecanismos patogénicos
descritos anteriormente.

Una estrategia neuroprotectora se basa en la disminucion del estrés oxidativo generado en las
neuronas dopaminérgicas (Singh et al.,2007). Para ello se emplean diferentes sustancias
antioxidantes como, por ejemplo, las vitaminas A, C y E. El selenio, por su relacién con el
metabolismo del glutatién también presenta actividad neuroprotectora. Otras sustancias capaces de
reducir el estrés oxidativo son los inhibidores de la MAO-B como la rasagilina y la selegilina,
ademas incrementan los niveles de dopamina. También se ha visto que sustancias como la N-

acetilcisteina, los inhibidores de la enzima conversora de angiotensina (ECA) como el captopril,
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quelantes del hierro, melatonina, cafeina o estrégenos presentan actividad neuroprotectora debido a
su capacidad de reducir el estrés oxidativo (Lopez-Real et al., 2005; Mufoz et al., 2004; Rodriguez-
Perez et al., 2010; Soto-Otero et al., 2002).

Otra estrategia neuroprotectora se basa en la modulacion de la funciéon mitocondrial con
compuestos como la creatina, molécula que permite la formacion de ATP en la célula y que es capaz
de almacenar energia quimica (Bonuccelli y Del Dotto, 2006) y la ubiquinona, componente de la
cadena respiratoria mitocondrial, también implicada en la generacion de ATP y que presenta
propiedades antioxidantes.

También se han probado inhibidores de la liberacion del glutamato como el riluzol,
antagonistas de receptores NMDA y bloqueantes de los canales del calcio como tratamiento para
reducir la excitotoxicidad presente en pacientes de EP (Pivovarova y Andrews, 2010; Bonuccelli y
Del Dotto, 2006; Rodriguez et al., 1998).

Una cuarta estrategia consistiria en compensar la carencia de factores neurotréficos mediante el
uso de neuropéptidos como el GDNF (Di6genes y Outeiro, 2010; Evans y Barker, 2008; Yasuhara et
al., 2007). Otros farmacos ejercen su capacidad neuroprotectora favoreciendo la expresién de
factores neurotréficos por parte de células presentes en el propio sistema nervioso (Sanchez et al.,
2002). El ejercicio fisico también favorece la supervivencia al inducir la expresion y aumentar la
disponibilidad de diversos factores neurotréficos dentro y fuera del SN (Villar-Cheda et al., 2009).

Debido al papel que la inflamacién tiene en la patogénesis de la EP, el uso de agentes que
reduzcan la reaccion microglial o moléculas antiinflamatorias como antiinflamatorios no
esteroidicos (ibuprofeno, naproxeno) ha mostrado tener efectos beneficiosos (Gao et al., 2011;
Bonucelli y Del Dotto, 2006; Wilms et al., 2007; Richardson y Hossain, 2013).

Para evitar dafios por el incorrecto procesado de las proteinas se ha propuesto el uso de
inhibidores de la funcién del proteosoma (Yamamoto et al., 2007). Por otro lado se sabe que el
hierro, ademas de su papel en la generacién de EROs, acelera la agregacién de la a-sinucleina de
modo que agentes quelantes de este metal disminuirian la formacién de agregados proteicos (Singh
et al., 2007).

Finalmente, otra estrategia neuroprotectora es el bloqueo del sistema renina angiotensina local
cerebral. En el cerebro, la interaccion de la angiotensina II (AIl) con sus receptores tipo 1 (AT1)
activa el complejo NADPH-oxidasa, que es la principal fuente intracelular de EROs tras la
mitocondria. Se sabe que las oxidasas NADPH-dependientes median aspectos clave relacionados

con procesos inflamatorios y estrés involucrados en trastornos asociados al envejecimiento, tales
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como la hipertension, la diabetes y la aterosclerosis. De hecho, el empleo de antagonistas del
receptor AT1 de AIl (ARA) y de inhibidores de la enzima conversora de angiotensina (iECAs)
inhiben la respuesta inflamatoria en el SNC (Benicky et al., 2009; Joglar et al., 2009; Mufoz et al.,

2006).
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1.2-SISTEMA DOPAMINERGICO
1.2.1-Dopamina y metabolitos

La dopamina es un neurotransmisor del grupo de las catecolaminas implicado en procesos
cognitivos y emotivos y, sobre todo en el control de los movimientos. Su déficit es la principal
caracteristica bioquimica de la EP. Estructuralmente, las catecolaminas se caracterizan por presentar
un grupo catecol, es decir un anillo fenélico con dos grupos hidroxilo en orto uno respecto al otro,
ademas de una cadena lateral derivada de la etilamina situada en meta y para respecto de cada uno
de los hidroxilos.

La dopamina es metabolizada principalmente por la enzima MAO-B, que puede encontrarse
tanto intra como extracelularmente. La MAO-B cataliza la transformacion del grupo amino de la
dopamina en un aldehido dando lugar a la molécula del DOPAL. El DOPAL, altamente téxico, es
metabolizado por la aldehido deshidrogenasa, dando lugar al &cido 3,4-dihidroxifenilacético
(DOPAC) (Li et al., 2001).

Otra enzima que esta presente en la degradacion de la dopamina es la catecol-O-metil-
transferasa (COMT). Esta cataliza la reaccién de formacién de acido homovanilico (HVA) a partir
del DOPAC. Esta ruta metabédlica de la dopamina aparece reflejada en la figura 4.

El DOPAC también puede oxidarse por accion del peréxido de hidrégeno dando lugar a
sustancias que pueden destruir a las vesiculas de almacenaje de dopamina en la SN. También se ha
visto que el DOPAC podria ejercer un efecto pernicioso al ejercer como modulador de la toxicidad

debida al 6xido nitrico (Nunes et al., 2008).

H
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Figura 4: Metabolismo de la dopamina.
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Por mediacion de la dopamina-f3-hidroxilasa, la dopamina también puede dar lugar a
noradrenalina, otro neurotransmisor del grupo de las catecolaminas en aquellas células donde este

enzima esté presente.

21



Introduccion

La dopamina ejerce su funcién en los circuitos neuronales mediante la modulacién de la
neurotransmision mediada tanto por el glutamato como por el acido y-aminobutirico (GABA). Una
vez liberada de las terminales presinapticas, activa una serie de receptores pertenecientes al grupo

de los receptores acoplados a proteinas G.
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1.2.2-Clasificacion de los receptores de dopamina

La dopamina liberada acttia sobre una serie de receptores pertenecientes al grupo de receptores
acoplados a proteinas G. Estos receptores generalmente se clasifican en dos grupos. El primero de
estos grupos es el que contiene a los denominados receptores tipo D1, que abarca, a su vez, a los
receptores D1 y D5, mientras que el segundo grupo es el de los receptores tipo D2, que contiene a
los receptores D2, D3 y D4. Esta clasificaciéon se basa en una serie de observaciones realizadas
durante los afios 70 (Goldberg et al., 1978) en las que se comprob6 que la dopamina puede modular
la funcién de la adenilil ciclasa. Asi, los receptores pertenecientes al grupo D1 se encuentran
acoplados a la adenilil ciclasa mientras que los pertenecientes al grupo D2 no estan acoplados a esta
enzima (Kebabian y Calne, 1979). La existencia de los diferentes subgrupos se demostrd
posteriormente mediante técnicas de clonaje genético (Sokoloff et al., 1990; Sugamori et al., 1994;
Sunahara et al., 1991; Tiberi et al., 1991). También posteriormente, se comprob6 que existian dos
isoformas de receptores D2, denominadas D2L (long) y D2S (short), en funcién de si presentaban o
no, una secuencia de 29 aminoacidos en el tercer loop intracelular. Ademas, los diferentes
receptores de cada uno de los grupos presentan un alto nivel de homologia en sus dominios
transmembrana, por ejemplo, entre los D1 y D5 llega a un 80% (Cadet et al., 2010) y entre los D3y
D2 es de un 75% siendo capaces, ademas, de formar heterodimeros entre si y con los D1 (Fiorentini
et al., 2010; Maggio y Millan, 2010; Maggio et al., 2009).

Aunque los perfiles farmacologicos de los grupos de receptores tipo D1 y tipo D2 son
sustancialmente diferentes, dentro de cada uno de estos grupos, los diferentes receptores presentan
afinidades de unién a ligandos semejantes, siendo diferencias a destacar, una mayor afinidad por la
dopamina de los receptores D5 en comparacién con los D1 (Missale et al., 1998; Tiberi et al., 1991;
Sunahara et al., 1991) y una mayor diferencia en el perfil de union a ligandos de D4 frente a D2 y/o

D3 que entre D2 y D3 (Rondou et al., 2010).

A nivel genético, la principal diferencia entre los grupos de receptores tipo D1 y tipo D2 es la
existencia o ausencia de intrones en sus regiones codificantes. Asi los receptores tipo D1 carecen
de ellos, caracteristica compartida con la mayoria de receptores acoplados a proteinas G, mientras
que si hay una presencia de intrones en los genes que codifican para los receptores tipo D2

(Gingrich y Caron, 1993).
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Funcionalmente, hay varias evidencias que indican que la actividad motora esta controlada
fundamentalmente por los receptores D1, D2 y D3 (Missale et al., 1998; Sibley, 1999). Estos
receptores también estan involucrados en procesos de recompensa y refuerzo. Debido a ello el
estudio de los receptores de dopamina es un campo de especial interés en la investigacion de las
drogas de abuso. También se ha visto que los receptores D2, sobre todo en su isoforma D2S
regulan la liberacion de dopamina, mediante un proceso de retroalimentacion negativa (Usiello et
al., 2000; De Mei et al., 2009). Por otra parte, las funciones de los receptores D5 y D4 estan menos
estudiadas, aunque se cree que podrian estar involucrados en algunos aspectos especificos de los

procesos cognitivos (Medin et al., 2013).
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1.2.3-Distribucién de los receptores de dopamina en el cerebro

A nivel general, los receptores de dopamina se expresan, ademas de en el SNC, en los vasos
sanguineos, las glandulas adrenales, la médula adrenal, los rifiones, los ganglios simpaticos y en el
corazon, donde realizan diferentes funciones relacionadas con el control de la tensién vascular,
liberacion de aldosterona, renina y prolactina y el control de funciones renales y gastrointestinales
(Aperia, 2000; Carlsson, 2001; Witkovsky, 2004; Li et al., 2006; Iversen e Iversen, 2007; Villar et
al., 2009). En el cerebro, la distribucion de los receptores difiere dependiendo del tipo de receptor
del que se trate. En lineas generales los receptores tipo D1 se encuentran en mayores proporciones
que los tipo D2 excepto en los ganglios basales, donde se expresan cantidades similares de cada uno

de ellos (Hall et al., 1994).

-Receptores tipo D1:

Los receptores D1 son los receptores de dopamina que presentan una mayor distribucion,
encontrandose en mayores densidades en el caudoputamen, el nucleus accumbens, la SNr y el bulbo
olfatorio. Tal y como se menciona en el apartado 1.1.1 las interneuronas de la via directa expresan
este tipo de receptores. Densidades menores se encuentran en el acueducto, el tercer y el cuarto
ventriculo, en nicleo entopeduncular y el nucleo intersticial de la estria terminal. En el ST, los
receptores D1 colocalizan con DARPP-32 en las neuronas espinosas (Langley et al., 1997). En el
ntcleo entopeduncular y en la SNr se localizan preferentemente en neuronas GABAérgicas (Gerfen
et al., 1990; Le Moine et al., 1991). Hay una gran densidad de este tipo de receptores en las espinas
dendriticas (Hersch et al., 1995). Suelen encontrarse postsinapticamente en las neuronas espinosas
medianas (MSN, del inglés medium spiny neurons). También se encuentran en las capas granular
interna y plexiforme del bulbo olfatorio y en los nticleos intercalado y basolateral de la amigdala

(Levey et al., 1993).

En lo que se refiere a los D5, estos se expresan en baja intensidad en muiltiples regiones
cerebrales, incluyendo las neuronas piramidales del cértex prefrontal, el cértex premotor, el cortex
cingulado, el cortex entorrinal, la SN, el hipotalamo, el hipocampo, el giro dentado y el tubérculo

olfatorio (Missale et al., 1998; Khan et al., 2000; Muly et al., 2010).
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A nivel celular, estos receptores tienen una distribucion fundamentalmente postsinaptica
aunque tienen cierta expresion a nivel presinaptico. En las neuronas piramidales, los receptores D1
tienen una mayor expresion en las espinas dendriticas y los D5 en los tallos dendriticos (Bergson et

al., 1995).

-Receptores tipo D2:

A diferencia de los anteriores, los receptores tipo D2 se expresan tanto a nivel postsinaptico
como presinaptico, actuando estos ultimos como autorreceptores y regulando la liberacion de
dopamina de sus terminales.

Los receptores D2 son los receptores mas habituales dentro de los receptores tipo D2. Se
encuentran, sobre todo, a nivel del tubérculo olfatorio, en el niicleo accumbens y en el ST.
También se expresan en la SN, el area tegmental ventral, el hipotdlamo, el hipocampo, las areas
corticales y la amigdala (Beaulieu et al., 2011; Missale et al., 1998; Seeman et al., 2006; Seeman,
2006; Khan et al., 1998). Estos receptores se expresan en las MSN que proyectan al GPe, en las
neuronas de la via indirecta. Hay un grupo de MSN que expresan tanto receptores D1 como D2, su
porcentaje se estima entre un 5-15% en el ST dorsal (Beaulieu et al., 2011; Valjent et al., 2009). A
nivel celular, los receptores D2 se encuentran, en el caso de las MSN estriatales, en mayores
cantidades en las espinas y cabezas dendriticas que en los somas. En la SNc se encuentran

alrededor del nucleo y en dendritas.

Los receptores D3 presentan un patrén de distribucién mas limitado que los D2. Los niveles
mas altos de expresion de estos receptores se dan en las dreas limbicas, como el tubérculo olfatorio,
la corteza del nicleo accumbens y las islas de Calleja (Sokoloff et al., 1992; Beaulieu et al., 2011;
Missale et al., 1998). También se encuentra, aunque en concentraciones menores en el ST, la SNc,
el area tegmental ventral, el hipocampo, el area septal y en varias zonas de la corteza. En el ST, se
encuentran en el putamen ventral, el caudado ventral y el GP, encontrandose solo receptores D2 en
las zonas dorsales (Seeman et al., 2006). A nivel celular, los receptores D3 se expresan tanto como
autorreceptores como receptores postsinapticos (Nakajima et al., 2013; Diaz et al., 2000). Se puede
encontrar en los arboles dendriticos de las células de Purkinje (Diaz et al., 2000; Diaz et al., 1995).
Se ha visto que estos receptores suelen hallarse, ademas de en las dendritas, en la zona perinuclear y

en axones cortos, encontrandose en mucha menor medida en los axones de las neuronas de
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proyeccién (Diaz et al., 1995).

Los receptores D4 son los que presentan una menor distribucion de entre todos los receptores
de dopamina. Se ha visto que se expresan en el cortex frontal, la amigdala, el hipocampo, el
hipotadlamo, el GP, la SNr y en el tdlamo (Beaulieu et al., 2011; Missale et al., 1998; Rondou et al.,
2010). En el cortex y en el hipocampo se encuentran tanto en células piramidales como no
piramidales (Defagot et al., 1997). A nivel celular, los receptores D4, a diferencia de los otros
receptores tipo D2 presentan una distribucion fundamentalmente postsinaptica en las espinas y los
conos dendriticos. Se cree que estos receptores podrian proyectar de vuelta a la SN, puediendo

ejercer cierto control en la transmision dopaminérgica (Rondou et al., 2010).
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1.3-SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

El sistema renina angiotensina (SRA) es un sistema hormonal, que a rasgos generales regula la
presion sanguinea y la homeostasis del sodio y del agua en el organismo. Es uno de los sistemas
hormonales mas antiguos filogenéticamente y fue descrito por primera vez por Tigerstedt y
Bergman en 1898. Esta formado por una familia de péptidos bioactivos con distintas actividades
biolégicas, entre los cuales destaca la AIL. Esta es generada por la accién secuencial de dos enzimas
(la renina y la ECA) sobre la glicoproteina precursora. Esta glicoproteina precursora es el
angiotensindgeno. La hidrolisis del angiotensindgeno por la renina en el N-terminal da lugar a un
decapéptido inactivo biolégicamente que es la angiotensina I (AI). La Al sufre una nueva hidrolisis
por parte de la ECA, esta vez en el extremo C-terminal, dando como resultado un octapéptido que
es la (AIl). Sobre la AlI actian diversas angiotensinasas que la escinden en fragmentos que pueden,
0 no, tener actividad biolégica. Ejemplos de estos fragmentos serian la angiotensina 1-7, la

angiotensina III (2-8) y la angiotensina IV (3-8) (Figura 5).

En la actualidad se sabe que ademas del SRA sistémico o clasico existen SRA locales en
diferentes tejidos entre los que se incluyen el corazon, el rifion, el pancreas, el aparato reproductor,
el sistema linfatico, el tejido adiposo y el cerebro (Benigni et al., 2010). Estos sistemas pueden
operar de manera independiente, como es el caso de las glandulas adrenales y el cerebro, o
interaccionando con el SRA general o periférico, como es el caso de corazén y rifidn.
Recientemente, se ha visto que en el interior de algunas células se encuentran todos los
componentes del SRA, con lo que se sospecha de la existencia de un SRA intracelular o intracrino
(Kumar et al., 2007; Kumar et al., 2012; Re y Cook, 2006). La actividad de la AII esta mediada por
dos tipos de receptores celulares, los receptores de AII tipo 1 (AT1), los cuales, en roedores
presentan las isoformas AT1a y AT1b (Premer et al., 2013), y por los receptores tipo 2 (AT2) (Jones
et al., 2008; Unger et al., 1996).
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1.3.1-Sistemas renina-angiotensina locales

Como se ha mencionado anteriormente, se sabe que hay diferentes SRA locales que actian en
diversos tejidos. En cada uno de los tejidos en los que se encuentran, los SRA locales ejercen
diferentes funciones y pueden operar de manera independiente. El estudio de estos SRA locales ha
puesto de manifiesto la existencia de efectos de la AIl completamente diferentes a los del sistema

clasico.

-Rinoén:

En el rifién, la AIl se forma a partir del angiotensinégeno circulante y de la Al, asi como
también a partir de angiotensinogeno sintetizado en las células tubulares proximales (Bader, 2010;
Darby et al., 1995; Ingelfinger et al., 1990). Ademas, el rifién es el érgano donde se producen las
mayores cantidades de renina, que es la enzima limitante en la cascada del SRA (Bader y Ganten,
2000). Esta es secretada principalmente por las células yuxtaglomerulares al intersticio renal y a la
circulacion sistémica. Funcionalmente, la activacion por parte de la AIl de los receptores AT1
locales provoca una serie de efectos que llevan a un incremento de la presién sanguinea (Bader,
2010; Navar et al., 2000; Wolf et al., 2003). En general, los efectos de la estimulacion de los

receptores AT2 son los opuestos a los mediados por los receptores AT1 (Siragy, 2010).

Se ha comprobado que hay una serie de interacciones entre el SRA y el sistema dopaminérgico
a nivel renal independientes de las interacciones que se puedan producir en otros tejidos (Carey
2001). Asi, la All regula la metabolizacion renal de la dopamina mientras que la activacion de los
receptores D1 provoca cambios en la expresion de los receptores AT2 en diferentes partes del rifion,
regulando la reabsorcion de sodio (Choi et al., 2009; Padia et al., 2012). También se ha visto que la
activacion de los receptores D4 disminuye la expresion de receptores AT1 en las células tubulares
proximales y que los receptores D3 interactian con los AT2 en la regulacion de la diuresis y la

natriuresis (Chen et al., 2015; Yang et al., 2015).

- Pared vascular:

Se ha detectado la presencia de ARN mensajero de angiotensindégeno en la pared vascular,
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junto con la produccién de AIl. La renina, por otra parte, es la circulante (Miiller et al., 1995;
Bader, 2010). Ademas, se ha comprobado que en las células endoteliales, la ECA genera All que
interacciona con los receptores AT1 para inducir la contraccion del tejido muscular liso. Dichos
receptores se encuentran en las células musculares lisas. Los receptores AT2 se encuentran en las

células endoteliales.

Funcionalmente, la activaciéon de los AT1 en la pared vascular produce vasoconstriccion.
Ademas, se incrementa la produccion de EROs en el musculo liso vascular. El efecto de la
activaciéon de los AT2 es exactamente el opuesto (Bader, 2010; Danyel et al., 2013; De Mello y
Frohlich, 2014).

- Corazon:

En el corazon, la All puede ser generada, ademas de por la ECA, por quimasas derivadas de
mastocitos. La renina es captada del plasma y retenida en el tejido, pero también puede ser
producida por los mastocitos. La ECA se produce en los fibroblastos cardiacos y en las células
endoteliales coronarias (Katwa et al.,, 1995). Los receptores AT1 se expresan en miocitos,
fibroblastos y en las terminales nerviosas simpaticas (Bader, 2010). Se ha comprobado en tejido de
rata que los receptores AT2 se localizan en los vasos coronales y en el miocardio (Wang et al.,
1998). A nivel funcional, la estimulacion de los receptores AT1 provocaria hipertrofia cardiaca y
fibrosis, mientras que la estimulacién de los receptores AT2 tendria efectos opuestos (Bader, 2010).
Las interacciones que se producen entre el sistema dopaminérgico y el SRA en el corazén suelen
relacionarse con la regulacion de la presion sanguinea mediante la alteracion del ritmo cardiaco, en
donde los receptores del tipo D1 tienen efectos hipotensores (Perez-Olea, 1981; Asghar et al.,

2011).

A nivel general, se puede decir que los efectos de los receptores AT2 son los opuestos de los
efectos de los AT1, siendo estos ultimos los que presentan, tanto a nivel general, como en cada uno
de los tejidos mencionados, los efectos tradicionalmente asociados con la estimulacion del SRA.
También se puede decir que las interacciones entre los sistemas dopaminérgico y SRA renales y

cardiacos se relacionan con la regulacion de la presion sanguinea y de la diuresis.
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1.3.2-Angiotensinégeno y angiotensina

-Angiotensina II:

Como ya se ha mencionado, la All es un octapéptido producido por la acciéon de la ECA sobre
la Al, que pierde sus dos residuos C-terminales. A nivel sistémico, la Al es producida a su vez a
partir del angiotensindgeno circulante. A nivel sistémico la AIl manifiesta su funcién clasica de
regulacion de la presion sanguinea (von Bohlen y Halbach, 2006). En lo referente a los sistemas
locales, la AII ejerce diferentes funciones en ellos, entre las que se incluyen efectos proliferativos,
proinflamatorios y profibrébricos. Ademas de estos efectos, y de aquellos mencionados en el
apartado 1.3.1, la AII puede activar vias de sefializacion intracelulares que desembocan en dafio
tisular. Nuestro grupo, y otros, en los ultimos afios ha demostrado como la AIl es uno de los
principales inductores de inflamacion y estrés oxidativo en el cerebro, demostrando que la AIl
mediante los receptores AT1 activa al complejo NADPH microglial y exacerba la respuesta
inflamatoria glial (Joglar et al., 2009; Rey et al., 2007; Rodriguez-Pallares et al., 2008) relacionando
de esta manera el SRA cerebral con diferentes procesos neurodegenerativos (Ruster y Wolf, 2006;

Mertens, 2010; Labandeira-Garcia et al., 2011).

-Angiotensinogeno:

El angiotensindgeno es una glicoproteina que, a través de sucesivos cortes por diferentes rutas
da lugar a diferentes péptidos pequefios, siendo el mas importante de ellos la AIl. El gen del
angiotensinogeno esta muy conservado en los vertebrados (Takei et al., 2004). En humanos es gen
presenta una copia Unica, que se encuentra a 20 Mb del final del brazo largo del cromosoma 1
(1g42.2). Esuna secuencia de mas de 10000 pares de bases, que contiene 5 exones y 4 intrones. La
proteina madura sintetizada presenta 452 aminoacidos, siendo los 10 primeros aminoacidos de la
proteina los que conforman el péptido Al. El angiotensindgeno, debido a que puede sufrir
glicosilacion variable, presenta cierta heterogenicidad. Asi, en humanos presenta cuatro posibles
sitios donde sufrir la glicosilacion: la Asn14, la Asn137, la Asn 271 y la Asn295 (Wu et al., 2011;
Gimenez-Roqueplo et al., 1998). La formacién de un puente disulfuro entre la Cys18 y la Cys138
en el angiotensinégeno humano provoca un plegamiento que permite el acceso de la renina al sitio

de corte. También se ha visto que la reaccién angiotensindgeno-renina es muy especifica. El
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residuo de angiotensindgeno resultado del corte por la renina puede poseer propiedades bioldgicas

(Wu et al., 2011; Célérier et al., 2002).

- Angiotensinas III, IV y (1-7):

Tradicionalmente, se creia que la Unica angiotensina con actividad bioldgica era la All.
Actualmente, se sabe que otras angiotensinas, que surgen a partir de la eliminacion de residuos
aminoacidicos de la AIl, presentan actividad biologica. Estas angiotensinas son la Alll, la AIV y la

A(1-7).

La AIII es un heptapéptido producido por la eliminacion del residuo N-terminal de Asp de la
AlI debido a la accién de la aspartil aminopeptidasa A y la glutamil aminopeptidasa A (Reaux et al.,
2001). Se cree que la AIII ejerce efectos similares a los de la All, al actuar sobre los mismos

receptores (Yugandhar y Clark, 2013).

La AIV es un hexapéptido producido por la eliminacion del residuo N-terminal de Arg de la
AIII. Presenta una escasa union a los receptores AT1 y AT2, uniéndose preferentemente al receptor

AT4 (Vanderheyden, 2009; Wright et al., 1995).

La A(1-7) es un heptapéptido producido a través de una ruta enzimatica diferente a la que da
lugar a AIlL, AIIl y AIV. Este péptido se forma, bien por accion de un homologo de la ECA
denominado ECA2 sobre la AIl, bien por la pérdida de los dos residuos C-terminal de la
angiotensina (1-9). La angiotensina (1-9) es producto de la accion de la ECA2 sobre la Al (Santos
et al., 1988; Donoghue et al., 2000; Tipnis et al., 2000; Ocaranza et al., 2006). Se cree que, por
unién a su receptor, denominado Mas, puede dar lugar a efectos opuestos a los producidos por la
union de la AIl a los receptores AT1. Por ello, se cree que la A(1-7) actia como un posible
mecanismo de contrarregulacién de los efectos perniciosos de la AII (Santos et al., 2013; Ferreira y

Santos, 2005).
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1.3.3-Distribucién de los receptores de angiotensina en el cerebro

La distribucién de los receptores de angiotensina en el cerebro es diferente para cada uno de los
tipos de receptores si bien los AT1 son mas frecuentes y se expresan en todos los 6rganos diana de

la angiotensina. En el caso de roedores el receptor que tiene una mayor expresion es el AT1a.

-AT1:

El receptor AT1 se expresa en areas del cerebro involucradas en la presion sanguinea y en la
homeostasis de fluidos, como los nicleos paraventriculares y supradpticos, el rgano subfornical, el
area postrema y los plexos coroideos (Bunnemann et al., 1992; Allen et al., 2000; Johren et al.,
1995; Lenkei et al., 1997). Su mayor concentracion se da en las zonas circunventriculares, donde la
barrera hematoenceféalica es menor debido a la presencia de capilares fenestrados. Otras areas
donde se encuentran los receptores AT1 son el cortex piriforme y entorrinal,, el hipocampo, la
amigdala, el caudoputamen, el area medial septal, el tdlamo anterior, el hipotdlamo, el mesencéfalo,
icluyendo la SN, y la oliva (von Bohlen und Halbach y Albrecht, 2006; Garrido-Gil et al., 2013). A
nivel celular se localizan tanto presinapticamente como postsinapticamente. La activacion de los
receptores presinapticos facilita la liberacion de transmisores (Dupont y Brouwers, 2010; Tagawa y

Dampney, 1999).

-AT2:

La distribucion de los receptores AT2 en el SNC presenta variaciones de una especie a otra
(Aldred et al., 1993; MacGregor et al., 1995; Lenkei et al., 1996). En ratas se expresa
predominantemente en ciertas partes del sistema limbico, en los nicleos talamicos, en el NST, en el
complejo olivar inferior, el nicleo motor hipogloso y en numerosos nticleos del tronco cerebral y
del cerebelo (Lenkei et al., 1997). En el cerebro humano, la mayor concentraciéon de receptores AT2
se encuentra en la capa molecular del cerebelo, aunque también se expresan en grandes cantidades
en el mesencéfalo, sobre todo en la SNc y, en menor medida, en el area tegmental ventral (Allen et
al., 1999; MacGregor et al., 1995; Garrido-Gil et al., 2013). Se cree que a nivel celular se pueda
expresar tanto en los terminales nerviosos eferentes del nicleo rojo que van al complejo olivar

como en los terminales aferentes de otras regiones (Premer et al., 2013).

34



Introduccion

1.3.4-Modulacién farmacolégica del sistema renina-angiotensina

Los dos tipos principales de farmacos que tienen como diana terapéutica al SRA son los iECAs
y los antagonistas del receptor AT1 (ARAs). En los ultimos afios, han aparecido otro tipo de
farmacos que actian sobre el SRA como son los inhibidores de renina, prorrenina y de la
aminopeptidasa A (Friedrich y Schmieder, 2013; Ichihara et al., 2010; Guang et al., 2012; Marc y
Llorens-Cortes, 2011) y también se ha propuesto el receptor AT4 como posible diana terapéutica
para el tratamiento de desordenes cognitivos, tales como la enfermedad de Alzheimer (Hallberg,
2009; O'Caoimh et al., 2014). En general, a nivel sistémico todos estos farmacos estan siendo
estudiados o, en el caso de los iECAs y los ARAs son empleados como antihipertensivos y se
propuesto su empleo en el tratamiento de insuficiencia cardiaca y de fallo renal (Robles et al., 2014;
Viazzi et al., 2013; Mentz et al., 2013).

En lineas generales, la inhibicion del SRA cerebral produce un efecto de bajada de la presion
sanguinea, regula la liberacién de arginina-vasopresina y otras hormonas pituitarias, regula la sed, la
natriuresis y el control cardiovascular (Unger et al., 1988; Saavedra, 1992; Fitzsimons, 1998).
Ademas, debido a que existe una mayor actividad del SRA en la SN de animales con alta
vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas a la degeneracion, la inhibicién del SRA a nivel
cerebral podria emplearse como una estrategia neuroprotectora en grupos poblacionales que
presenten altas probabilidades de desarrollo de la EP o como coadjuvante en los tratamientos de la
EP para disminuir la progresion de ésta (Labandeira-Garcia et al., 2012; Labandeira-Garcia et al.,

2013).

- Inhibidores de la ECA:

Los efectos de los iECAs se deben al bloqueo de la conversion de la Al en All, con la
consecuente disminucion de la activacion de los receptores AT1 y AT2. Al disminuir la activacion
de los receptores AT1, se consigue una bajada de la presiéon sanguinea (Li et al., 2014).

Un efecto secundario de estos farmacos es que bloquean la degradacion enzimatica de la
bradiquinina. Se cree que este bloqueo puede tener efectos positivos, aunque también se asocia con
el efecto indeseado mas comun derivado de su empleo, que es el desarrollo de tos irritativa (Joseph
y Kaplan, 2005; Semple, 1995). Otro efecto indeseado es que disminuyen la activaciéon de los

receptores AT2 y los efectos positivos que de ella se derivan. También se ha sugerido que la ECA
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puede hidrolizar otros péptidos como la encefalina, la sustancia P, la dinorfina y la neurotensina
(Skidgel et al., 1984; Skidgel et al., 1987).

Se ha comprobado que, a nivel cerebral, el bloqueo de la ECA del SRA local mediante el
empleo del captopril disminuye la degeneracion dopaminérgica y el estrés oxidativo en modelos
murinos de parkinsonismo (Mufioz et al., 2006; Sonsalla et al., 2013), lo que también los hace

candidatos para su posible empleo como neuroprotectores en la EP.

- Inhibidores de los receptores de AT1:

Los ARAs ejercen sus efectos por un bloqueo de los receptores AT1, conduciendo finalmente a
una bajada de la presién sanguinea (Robles et al., 2014; Catanzaro y Frishman; 2010). Debido a
que no bloquean los receptores AT2, estos farmacos evitan uno de los inconvenientes asociados con
los iECAs. Ademas no alteran los niveles de bradiquinina, con los que no producen tos irritativa.

A nivel del SRA cerebral, se ha comprobado que el bloqueo de los receptores AT1 con ARAs
produce efectos beneficiosos en una serie de procesos cerebrales en los que el estrés oxidativo y la
neuroinflamacion son determinantes en el inicio y la progresion de la enfermedad, tales como la
enfermedad de Alzheimer (Mogi y Horiuchi, 2009; Hajjar y Rogers, 2013), isquemia y lesion
traumatica cerebral (Lou et al., 2004; Villapol et al., 2012), esclerosis multiple (Platten et al., 2009;
Stegbauer et al., 2009) y EP, donde se ha visto, ademdas que el empleo de ARAs tiene un efecto
neuroprotector en ratas cuya vulnerabilidad dopaminérgica se encuentra incrementada (Labandeira-
Garcia et al., 2012; Rodriguez-Pallares et al., 2008; Rodriguez-Perez et al., 2012; Rodriguez-Perez
et al., 2013; Villar-Cheda et al., 2012). Hay datos que indican que los ARAs ejercen efectos a nivel
cerebral al administrarse de manera sistémica (Gohlke et al., 2002; Gohlke et al., 2001; Nishimura
et al.,, 2000; Song et al., 1999; Polidori et al., 1996) lo que indica que poseen capacidad para
atravesar la barrera hematoencefalica, siendo ademas las dosis a las que se manifiesta el efecto
central menores que aquellas a las que se manifiestan los efectos hipotensores a nivel sistémico

(Gohlke et al., 2002; Hamai et al., 2006).

- Inhibidores de renina:

Actualmente, el tnico farmaco de este grupo comercializado es el aliskiren. Este inhibe el

primer paso en la cascada del SRA, la conversion del angiotensinégeno a Al, con la consecuente
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reduccién en los niveles de los demas péptidos del sistema. El aliskiren se emplea en el tratamiento
de la hipertension y se ha visto que presenta pocos efectos adversos (Staesen et al., 2006; Ferro et
al., 2006). Sin embargo, presenta el inconveniente de incrementar las concentraciones plasmaticas
de renina en mayor proporcion de lo que lo hacen otros farmacos moduladores del SRA, lo que

puede dar lugar a efectos rebote mas intensos (Aulakh et al., 2007; Sealey y Laragh, 2007).

Ademas de los grupos de farmacos indicados, que son los mas empleados en la modulacion del
SRA, existen otras posibilidades, como serian el empleo de agonistas de AT2, el empleo de
antagonistas del receptor Mas de la A1-7 y el empleo de agonistas de AT4 (Steckelings et al., 2011;
Santos et al., 2005; Hallberg, 2009).

Como se ha mencionado, la modulacién del SRA disminuye los efectos perniciosos asociados
con la neuroinflamacién y el estrés oxidativo, pudiendo emplearse como estrategia neuroprotectora
en enfermedades neurodegenerativas como la EP. Debido a que en esta enfermedad se ven
afectadas las neuronas dopaminérgicas, se vuelve importante comprobar los efectos que pueda tener
la modulacion del SRA local del cerebro sobre el sistema dopaminérgico nigroestriatal y también

los efectos que la modulacion del sistema dopaminérgico pueda ejercer sobre el SRA en el cerebro.
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1.4-RHO QUINASA

1.4.1-RhoA y ROCK

La proteina Rho pertenece a la familia de las GTPasas pequefias, que también incluye a las Rac
y la Cdc42. Participan en la regulacion de la dinamica del citoesqueleto de actina, mediante la
modulacién de sus moléculas efectoras, como por ejemplo la Rho quinasa (ROCK). Ademaés de la
modulacion del citoesqueleto, se cree que regulan funciones como la transcripcion génica y el
metabolismo lipidico. Estan activas cuando se encuentran asociadas al guanosin trifosfato (GTP) e
inactivas cuando se asocian con el guanosin difosfato (GDP). Cuando estan activas se unen a sus
efectores que a su vez regulan un gran nimero de funciones biolégicas (Schofield y Bernard, 2013).
Son controladas por distintas clases de proteinas reguladoras (Boguski y McCormick, 1993) y su
activaciéon esta, en lineas generales mediada por la accién de factores intercambiadores de
nucleétidos de guanina (GEF). Estos factores catalizan el intercambio de GDP a GTP, lo que
provoca un cambio conformacional en la GTPasa, activandola y permitiendo el acoplamiento a sus
efectores. El paso al estado inactivo ligado a GDP desde el estado activo ligado a GTP es llevado a
cabo por las proteinas activadoras de las GTPasas (GAP) (Nakamura, 2013). RhoA, un miembro de
esta familia, inicia una serie de procesos mediados por ROCK (Katoh et al., 1998; Zhang et al.,
2005). ROCK es una serina/treoninquinasa con una masa molecular de 160 kDa (Clerk y Sugden,
2000), de la cual se han descrito dos isoformas diferentes: ROCK I (o ROCKp) y ROCK II (o
ROCKa) (Nakagawa et al., 1996). De ellas, ROCK II se expresa preferentemente en el cerebro,
mientras que ROCK I lo hace en tejidos como corazén, pulmén y muisculo esquelético (Mueller et
al., 2005). Tanto ROCK I como ROCK II presentan al menos veinte sustratos diferentes a los que
pueden fosforilar en sus residuos de serina o treonina. La mayoria de estos sustratos son proteinas
celulares asociadas con la regulacion del citoesqueleto de actina (Amano et al.,, 2010). ROCK
también actia como reguladora de los eventos morfolégicos que ocurren durante la fase de
ejecucion de la apoptosis, incluyendo la contractilidad celular, la formacién de invaginaciones en la
membrana y la fragmentacion de las células apoptoticas (Amin et al., 2013; Shi y Wei, 2007), y
diferentes sustratos de ROCK se encuentran involucrados en la regulacion de la supervivencia y la
muerte celular, entre los cuales se incluyen la PTEN, el Akt, el Bcl-2 y el GSK-3p. La actividad
ROCK se regula mediante el plegamiento del dominio C-terminal de la proteina sobre su dominio

quinasa formando un bucle autoinhibitorio que mantiene a ROCK en su estado inactivo. El paso a
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un estado activo se produce al tener lugar la unién de la RhoA activada al dominio de unién a Rho

de ROCK (Mueller et al., 2005; Schofield y Bernard, 2013) tal y como se muestra en la figura 6.

eor<( ) RhoA
ESt"mUIOKX INACTIVA

ROCK Regi’é_n ROCK
INACTIVASHALNCE el 677 ACTIVA
Region de RhOA
union de ACT'VA
RhoA
LIMK = Otros sustratos
Proteinas diana}
MLC SER_——— Akt
+ + +
Colapso del _ Apoptosis
cono de Interacciones
crecimiento Actina-
Miosina
Contraccion
celular

Figura 6. Esquema de los efectos mediados por la ruta ROCK/RhoA. La RhoA activada se une a la region de
unién de Rho de la ROCK en respuesta a diferentes estimulos, llevando a la activaciéon de la ROCK. La ROCK
activada actda en diferentes proteinas diana de manera directa o indirecta, como la kinasa LIM(en la imagen
LIMK), la cadena ligera de la miosina (en la imagen MLC), la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina, la
proteina mediadora de la respuesta de colapsina 2, la fosfatasa y tensin homdloga y Akt, y lleva a la reparacién
del citoesqueleto de actina y a la regulacion de eventos apoptdticos. Adaptado de Labandeira-Garcia et al.,
2014.
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1.4.2- Rho quinasa en la enfermedad de Parkinson

La via RhoA/ROCK participa en procesos fisiol6gicos que modulan la proliferacién, migracion
y supervivencia celular. Se ha observado una activacién anormal de esta via en diversos trastornos
del sistema nervioso central. Se ha comprobado que lesiones cerebrales y medulares activan ROCK,
que se ha revelado como uno de los principales mediadores de la respuesta neuroinflamatoria
(Mueller et al, 2005; Sheikh et al, 2009). Sin embargo, todavia no ha sido estudiado si esta via esta
implicada en la respuesta inflamatoria observada en los modelos animales de parkinsonismo y
también en la EP.

Ademas, la inhibicion de ROCK promueve el desarrollo de las neuritas y tiene funciones
estabilizadoras de los axones. La inhibicion de los receptores AT1 como la estimulacion de los
receptores AT2, también promueven el desarrollo y la regeneracion axonal (Gallo y Letourneau,
2004; Laflamme et al., 1996; Lucius et al., 1998; Meffert et al, 1996; Reinecke et al., 2003), ademas
de la diferenciacién neuronal (Rodriguez-Pallares et al., 2004). Por tanto, es posible la existencia de
un mecanismo de interaccion entre el SRA y la via RhoA/ROCK en la promocién del desarrollo
axonal. Por otro lado, se ha descrito que el fosfolipido lisofosfatidilcolina puede inducir, a través de
la activacion de ROCK, una respuesta proinflamatoria en la que participan la activacién microglial
y la astrocitaria (Sheikh et al., 2009), lo cual podria contribuir a procesos neuroinflamatorios y
neurodegenerativos que tienen lugar en la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas como la
EP.

Se ha sugerido que ROCK participa en la inflamacion ateroesclerdtida y en las lesiones
coronarias inducidas por AIl (Hiroki et al, 2004; Tida et al., 2008). Sin embargo, no se sabe si la
activacién de la via Rho-ROCK desempefia un papel importante en los efectos de degeneracién

dopaminérgica potenciados por la All.
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1.4.3- ROCK y estrogenos

Los estrogenos presentan un efecto neuroprotector en la EP. De hecho, estudios
epidemiol6gicos han demostrado que la incidencia y la prevalencia de la EP es mayor en hombres
que en mujeres premenopausicas de edad similar. E]l mecanismo por el cual los estrogenos protegen
a las neuronas dopaminérgicas no esta del todo claro. Se cree que puede haber una modulacién de la
respuesta neuroinflamatoria glial por parte de los estrogenos (Morale et al., 2006; Suzuki et al.,
2007; Tripanichkul et al., 2006; Vegeto et al., 2008), aunque también se cree que los estrogenos
pueden tener efectos antiapoptéticos y tréficos directos (Brendel et al., 2013; Campos et al., 2012;
Das et al., 2011; Lopez-Martin et al., 1999). Se ha comprobado que el SRA media los efectos
beneficiosos de los estrogenos en diversos tejidos (Nickenig et al., 1998; Dean et al., 2004; Chen et
al., 2008). En nuestro grupo, hemos comprobado como el tratamiento con estrégenos en ratas
sometidas a menopausia quirurgicas produce una disminucién de la actividad del SRA y del
complejo NADPH oxidasa en la SN, observando, también que los estrogenos inhiben la respuesta
neuroinflamatoria y la muerte celular en animales tratados con neurotoxinas como la 6-OHDA

(Rodriguez-Perez et al., 2012).
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1.5-HIERRO Y ENFERMEDAD DE PARKINSON

El hierro es fundamental en el cerebro en procesos como la transmision y la mielinizacién y es
de especial relevancia su funciéon como cofactor para la enzima tirosina hidroxilasa (TH). Se ha
comprobado que en cierto nimero de desérdenes neurodegenerativos, entre los que se encuentra la
EP, se producen alteraciones en los niveles de hierro en el cerebro (Sian-Hiilsmann et al., 2011). Es
por esto que el mantenimiento de la homeostasis de este metal tiene una especial relevancia a nivel
del SNC.

En condiciones fisiolégicas normales, existen a nivel celular, un conjunto de proteinas que se
encargan de la captacion, almacenamiento y liberacion del hierro, regulando, por lo tanto su
homeostasis. Las proteinas implicadas en estos procesos difieren en los distintos tipos celulares.
Asi, en neuronas, el hierro es captado por un complejo de transferrina (Tf) y su receptor (TfR).
Mientras que en las células gliales, el hierro es captado por sistemas de unién no-transferrinicos,
como la recaptacion de ferritina con hierro (Leitner y Connor,2012; Torodich et al., 2009). El TfR
se une a la Tf que porta Fe®, este complejo de Tf es internalizado y llevado al compartimento
endosomal donde el Fe** se reduce a Fe**. El Fe*" es transportado desde la membrana endosomal al
citosol por el transportador 1 de metales divalentes (DMT1). Posteriormente, el Fe** es liberado
desde el citosol al espacio extraneuronal por ferroportina 1 (Fp1).

Cuando se encuentra libre en la célula, el hierro es téxico (Sian-Hiilsmann et al., 2011). Asi,
una recaptacion elevada de hierro, una disminucion de su exportacion y alteraciones en su
almacenaje por la ferritina o por otras proteinas a las que se pueda unir pueden dar lugar a
concentraciones elevadas de Fe®" libre. El Fe®* libre puede interaccionar con el perdxido de
hidr6geno (reaccion de Fenton) originando la formaciéon de EROs y de especies reactivas de
nitrogeno, y por tanto generando estrés oxidativo a nivel intracelular.

Asi, la disfuncién de la homeostasis del hierro participa en la EP y en otras enfermedades
neurodegenerativas y es posible que los efectos perniciosos asociados a la AIl en el cerebro, de

alguna manera actien en la homeostasis del hierro.
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Justificacién y objetivos

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de la presente tesis doctoral es abordar el estudio de la relacion existente
entre el sistema renina angiotensina cerebral y el sistema dopamanérgico nigroestriatal, para
conseguir con ello un conocimiento mas profundo de la funcion de estos sistemas y de los

mecanismos implicados en la degeneracion dopaminérgica potenciada por All.

OBJETIVOS 1Y2

Numerosos estudios muestran como el sistema dopaminérgico se ve alterado durante el
envejecimiento normal (Collier et al., 2007; Cruz-Muros et al., 2009; Darbin, 2012). También se ha
demostrado la existencia de interacciones a nivel periférico entre el sistema dopaminérgico y el
SRA (Chugh et al., 2012; Chugh et al., 2013; Zhang et al., 2012). Nuestro grupo demostré que la
sobreactivacion del SRA en el sistema nigro-estriatal de ratas macho envejecidas se asociaba a
niveles elevados de neuroinflamacion, marcadores de estrés oxidativo y una mayor vulnerabilidad
dopaminérgica a las neurotoxinas. Estos efectos se inhibian con el tratamiento con el antagonista de
los receptores de AT1, candesartan (Villar-Cheda et al., 2012).

Sin embargo, se desconoce si la desregulacion de la funciéon dopaminérgica, debida a la edad, es
responsable de esa sobreactivacién del SRA. Es por ello que los primeros objetivos de esta tesis,

OBJETIVOS 1Y 2 son los siguientes:

1. Investigar los efectos que los cambios asociados al envejecimiento en el sistema
dopaminérgico tienen sobre los SRA nigral y estriatal.
2. Investigar los efectos que tiene sobre el SRA nigroestriatal la manipulaciéon de los

receptores dopaminérgicos.

OBJETIVOS 3Y 4

Si existen mecanismos de contrarregulacion entre el SRA y el sistema dopaminérgico es posible
que el bloqueo de los receptores AT1, buscando neuroproteccién dopaminérgica, pudiese afectar a
la funcién dopaminérgica. Es por ello que nos planteamos como OBJETIVOS 3 Y 4 de la presente

tesis los siguientes:

3. Investigar si la inhibicion de los receptores AT1 como estrategia neuroprotectora podria

producir una disminucion contrarregulatoria en los niveles de dopamina estriatal,
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potenciando el parkinsonismo.
4. Investigar si la inhibiciéon de AT1 puede afectar a los niveles de dopamina derivada de la

descarboxilacion de la L-Dopa en pacientes de EP sometidos a este tratamiento.

OBJETIVOS5Y6

Numerosos estudios han demostrado que los cambios en el SRA tisular estan implicados en
procesos degenerativos asociados a la edad (Basso et al., 2005; Benigni et al., 2009; Benigni et al.,
2012). Nuestro grupo ha demostrado que la All, a través de receptores AT1, exacerba la muerte
dopaminérgica (Joglar et al., 2009; Rodriguez Pallares et al., 2008). Ademas, también hemos
demostrado que el envejecimiento disminuye la microvascularizacion nigral (Villar-Cheda et al.,
2009) e incrementa la actividad del SRA de la SN (Rodriguez-Pérez et al., 2012; Villar-Cheda et al.,
2009). Sin embargo, la posible contribucion de la sobreactivacion del SRA, que se podria producir
en el caso de hipoperfusion cerebral cronica, a la degeneracion neuronal dopaminérgica se
desconoce a dia de hoy. Por ello nos planteamos como OBJETIVOS 5 Y 6 de la presente tesis los

siguientes:

5. Estudiar los efectos a largo plazo de la hipoperfusion cerebral crénica en la funcion
dopaminérgica y la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas.

6. Estudiar los efectos a largo plazo de la hipoperfusion cerebral crénica sobre el SRA
nigroestriatal e investigar si el bloqueo de los receptores AT1 puede inhibir la degeneracién

dopaminérgica derivada de la hipoperfusion.

OBJETIVO 7

Como ya se ha mencionado previamente, la AIl incrementa la respuesta glial inflamatoria y el
estrés oxidativo. Varios autores han demostrado que la via RhoA/ROCK esta implicada en la
regulacion al alza de varias moléculas que aceleran la inflamacion y el estrés oxidativo (Hiroki et
al., 2004; Schmandke et al., 2007). De hecho, se ha sugerido que la ruta RhoA/ROCK podria esta
implicada en las lesiones coronarias y arteriosclerdticas inflamatorias inducidas por la All. Sin
embargo, se desconoce el papel de la activacion de la ruta RhoA/ROCK en la degeneracién
neuronal dopaminérgica mediada por AIl. Por ello nos planteamos como OBJETIVO 7 el

siguiente:
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7. Investigar si la activacion de la ROCK esta involucrada en el incremento de la muerte

neuronal dopaminérgica inducida por la activacion de los receptores AT1 por All.

OBJETIVOS8Y9

Estudios recientes sugieren que los estrogenos ejercen un efecto neuroprotector frente a la EP.
Sin embargo, el mecanismo por el cual tiene lugar este efecto neuroprotector todavia no ha sido
dilucidado. También se desconoce si los cambios en la actividad RhoA/ROCK afectan a la mayor
vulnerabilidad que presentan las neuronas dopaminérgicas tras la deplecién estrogénica y si el SRA

esta implicado en estos efectos. Por este motivo, nos planteamos como OBJETIVOS 8 Y 9:

8. Determinar si el incremento de la actividad del SRA inducido por la deplecién estrogénica
conduce a un incremento en la actividad de la via RhoA/ROCK.
9. Determinar si cambios en la actividad de la via RhoA/ROCK alteran la vulnerabilidad que

presentan las neuronas dopaminérgicas tras la deplecion estrogénica.

OBJETIVOS 10Y 11

Se ha demostrado que las disfunciones en la homeostasis del hierro estan implicadas en el
envejecimiento, en la EP y en otros trastornos neurodegenerativos. Se cree que ello es debido a que
incrementos del hierro labil elevan las EROs y el estrés oxidativo (Snyder y Connor, 2009; Weinreb
et al.,, 2013). Recientemente, se ha comprobado que la administracion de All en ratas provoca la
acumulacion de hierro y la induccion de ferritina en 6rganos periféricos como el rifién, el corazén y
el higado (Ishizaka et al., 2002; Ishizaka et al., 2005; Saito et al., 2005). Sin embargo, no se sabe si
la AIl afecta a la homeostasis del hierro en el sistema dopaminérgico. Es por ello que nos

planteamos como OBJETIVOS 10Y 11:

10. Investigar si la AIl afecta a la homeostasis del hierro en neuronas dopaminérgicas y en
células microgliales, en modelos in vivo e in vitro.
11. Estudiar si una posible desregulacion en la homeostasis del hierro inducida por AIl

contribuiria a la degeneracion dopaminérgica.
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Materiales y métodos

Los materiales y métodos empleados en cada uno de los experimentos realizados, asi como el
disefio experimental de los mismos, se detallan en cada uno de los articulos que componen la

presente tesis doctoral. No obstante, a continuacion, se realiza un resumen de los mismos.

3.1-LESION Y TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES

Todos los experimentos realizados se llevaron a cabo de acuerdo con el Real Decreto 53/2013, de 1
de febrero, por el que se establecen las normas bdsicas aplicables para la proteccion de los
animales utilizados en experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia,
transposicion de la Directiva europea 2010/63/EU y fueron aprobados por el correspondiente comité

ético de la Universidad de Santiago de Compostela.

3.1.1-Lesion con 6-hidroxidopamina

Las lesiones unilaterales del sistema dopaminérgico en ratas Sprague-Dawley, procedentes del
animalario central de la Universidad de Santiago de Compostela, se realizaron mediante la
inyeccion de 12 pg de 6-hidroxidopamina (6-OHDA;Sigma; preparada en 4 pl de salino estéril con
un 0,2% de acido ascorbico) en el fasciculo prosencefalico medial derecho. Treinta minutos antes
del comienzo de la cirugia, las ratas fueron tratadas con desipramina (Sigma; 25 mg/kg i.p.) para
evitar la recaptacion de la 6-OHDA por las terminales noradrenérgicas. Para la cirugia, los animales
anestesiados con ketamina y medetomidina (0,5 y 75 mg/kg respectivamente) se colocaron en un
sistema de estereotaxia (Stoelting), con la cabeza inmdvil y centrada y la barra dental situada en
-3,3 mm. La inyeccion se realizd en las siguientes coordenadas estereotaxicas, de acuerdo con el
atlas de Paxinos y Watson de 1986: 3,7 mm posterior respecto al bregma; -1,6 mm lateral respecto
al bregma y -8,8 mm ventral respecto al craneo. La solucion de 6-OHDA se inyectd con una
microjeringuilla Hamilton de 5 pl acoplada a un inyector automatico (Stoelting) a una velocidad de
1 pl/min y, para evitar un posible reflujo, la aguja se mantuvo dos minutos adicionales después de la
inyeccion antes de ser retirada lentamente. Tras retirar la aguja, se procedio al cierre de la piel con
grapas. Finalmente, y para favorecer la recuperacion de los animales, éstos se dispusieron bajo una
fuente de calor. El grado de lesion se comprob6 con un test de comportamiento rotacional, y sé6lo se

emplearon en los subsiguientes estudios aquellos animales con denervacion total o casi total.
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3.1.2-Lesion con MPTP

Las lesiones bilaterales del sistema dopaminérgico se realizaron en ratones hembra o macho
C57BL6J (Charles-River) y transgénicos B6.129P2-Agtr1tm1Unc/J (Jackson) mediante la inyeccion
intraperitoneal de 30 mg/kg/dia de MPTP (Sigma; base libre preparada en una dilucién de 30 mg/ml
en suero salino). Para favorecer su recuperacion, durante las horas que siguieron a cada inyeccién
los animales se mantuvieron a una temperatura ambiente de 37°C y su dieta fue complementada con
leche condensada. En los casos en los que se administré el inhibidor de rho-quinasa, Y-27632
(Sigma; 5 mg/kg preparado en salino), esta administracion tuvo lugar media hora antes de cada

administraciéon de MPTP.

3.1.3-Cirugia de Hipoperfusiéon Cerebral crénica

La cirugia de hipoperfusion cerebral cronica se llevé a cabo en ratas macho Sprague-Dawley
mediante la ligadura de las arterias carétidas comunes con el fin de disminuir el aporte sanguineo al
cerebro. En animales ya anestesiados con ketamina y medetomidina (0,5 y 75 mg/kg
respectivamente) se realizé una cirugia en la que, inicialmente, se expusieron las dos arterias
carotidas comunes mediante una incisién en la linea media del cuello. Las arterias se aislaron
cuidadosamente de la vaina carotidea poniendo especial cuidado en no dafar al nervio vago. Una
vez aislada cada arteria fue ligada de forma permanente con seda de sutura de 5/0. Posteriormente,
se cerro la incisién mediante sutura. Durante todo el procedimiento quirtrgico, se monitorizo la
temperatura rectal de los animales y fue mantenida a 37%0.5 °C mediante una manta térmica. Es
necesario tener un cuidado extremo en el procedimiento quirirgico para minimizar la mortalidad.
El porcentaje de mortalidad fue de en torno a un 15-20%. Tras la cirugia, y para facilitar su
recuperacion, se dejo reposar a los animales bajo una fuente de calor y, ademas, se les inyectd suero

glucosalino para su rehidratacion.

3.1.4-Ovariectomia

Hembras de ratén de la cepa C57BL6J y transgénicos AT1" se ovariectomizaron mediante la
realizacién de una incisién dorsal, limpieza cuidadosa del tejido conectivo y posteriores cortes de la

capa muscular, uno en el costado izquierdo y otro en el derecho, a través de las cuales se alcanzaron
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los ovarios. A continuacion éstos se separaron con una ligadura junto con unos 0.5 cm del cuerno
uterino correspondiente y se extrajeron de la cavidad peritoneal. Finalmente se cerrd la incision. Los
animales se mantuvieron bajo el calor de una ldmpara de infrarrojos y estrictamente monitorizados a
fin de facilitar su recuperacién. Después de la operacion, el pienso empleado como alimento para
los animales fue sustituido por pienso sin estr6genos 2014S Teklad Rodent Maintenance Diet

(Harlan).

3.1.5-Inhibicion del SRA

La inhibicién del SRA en modelos experimentales animales se llevd a cabo mediante el empleo
del antagonista del receptor AT1, candesartan, que fue administrado, bien por via oral (Atacand ®,
AstraZeneca) o bien mediante inyeccién intraperitoneal (Sigma). El candesartan oral fue
administrado a las ratas disuelto en el agua de bebida o suspendido en manteca de cacahuete en el
pienso, dependiendo del experimento. En ratones, la administracion se realizd suspendiendo el
candesartan en manteca de cacahuete en el pienso. Para conseguir la disolucion del candesartan y
posibilitar su administracion intraperitoneal, el farmaco se disolvié en agua usando como agente

codisolvente carbonato sélido y posteriormente, tras la disolucion, el pH se ajust6 a 8 con HCI.

3.1.6-Tratamiento con L-Dopa

Los animales fueron tratados con L-Dopa (Sigma; preparada en salino) intraperitonealmente.
Se administraron dosis de 6 mg/kg/dia y de 18/mg/kg/dia concomitantemente con 10 mg/kg de
benserazida (Sigma). En los casos en los que ademas se administr6 Deprenyl (Sigma; preparado en

salino), éste se inyecté media hora antes de cada administracion de L-Dopa a una dosis de 1 mg/kg.

3.1.7-Tratamiento con 17-B-estradiol

Para el tratamiento con 17-f-estradiol se prepararon una serie de implantes de con tubos
Silastic® (Didmetro interno=1,47 mm x Didmetro externo= 1,95 mm). Se cortaron fragmentos de 5
mm de longitud que se sellaron en uno de sus extremos con silicona y se dejaron secar durante 30
minutos. A continuacion los implantes se llenaron con una mezcla 1:1 de 17-f-estradiol y colesterol

(Sigma) y el extremo abierto se sell6 entonces con silicona (Febo et al., 2005). Se esterilizaron en

53



Materiales y métodos

etanol 70%, se secaron y se mantuvieron en salino estéril durante, al menos, 12 horas con el fin de
evitar el pico inicial de cesién de estradiol y que la liberacion se encuentre en el estado estacionario
en el momento de su implantacion. Este procedimiento de administracion estrogénica permite
obtener niveles plasmaticos de 17-3-estradiol (E2) similares a los observados en proestro en ratones
hembra normales (87 + 9 pg/ml; Flugger et al., 2000) y también se ha comprobado que los valores

de estradiol alcanzados en plasma se mantienen estables durante mas de 30 dias (Febo et al., 2005).
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3.2-TESTS DE COMPORTAMIENTO DE LOS ANIMALES

3.2.1-Comportamiento rotacional

La rotacion se evalud en un rotometro (Rota-count 8, Columbus Instruments). La asimetria en
la rotacion se evalud restando, en cada animal, el nimero total de rotaciones contralaterales a la
lesion (levogiras) del numero total de rotaciones ipsilaterales a la lesion (dextrégiras). Las ratas se
colocaron en el rotdmetro 15 minutos antes de empezar el experimento a fin de aclimatarlas. Para la
evaluacion de las lesiones de 6-OHDA, a las cuatro semanas post-lesion los animales se trataron
por via subcutanea (en el cuello) con 0,05 mg/kg de apomorfina (Sigma) disuelta en una disolucién
al 0,02% de ascorbato salino. Se seleccionaron para estudios subsiguientes unicamente aquellas
ratas que superaron el umbral de las 200 rotaciones contralaterales netas a la lesion en una hora, es
decir, aquellas que obtuvieron un resultado inferior a -200 en una hora, lo que supone una pérdida
de al menos un 90% de las neuronas dopaminérgicas.

Las ratas seleccionadas se trataron con L-DOPA al menos una semana tras la inyeccién de
apomorfina. El comportamiento rotacional debido al tratamiento con L-DOPA se evalu6é una
semana después del inicio del tratamiento con L-DOPA o vehiculo (dos semanas después del inicio

del tratamiento con candesartan o su vehiculo).

3.2.2-Test del cilindro

El uso espontaneo de las extremidades delanteras en las ratas se evalu6 mediante el conocido
como test del cilindro (Schallert et al., 1997). Las ratas se colocaron en un cilindro de vidrio de 20
cm de didmetro y fueron grabadas en video mientras exploraban el entorno. Para facilitar la
observacion se colocaron espejos detras del cilindro. Durante el test se contaron el nimero de
toques que cada animal realizaba en la pared del cilindro con cada pata delantera. En ratas con
inervacioén unilateral, la asimetria se expresa como el porcentaje del nimero total de toques con la
pata izquierda respecto al total de toques con ambas patas delanteras (20 toques). Un animal no
lesionado alcanzaria un valor cercano al 50%, mientras que uno lesionado reduciria este % debido
a que la lesién disminuye el uso de la extremidad afectada, en este caso hasta valores por debajo de

un 20% del total.
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3.2.3-Test del Rotarod

El test del rotarod se realizé en una unidad rotarod de 4 carriles automatizada, conectada a un
ordenador personal de control del sistema y que posibilita el tratamiento de datos (CR-1 Rotamex
System, Columbus Instruments) siguiendo los protocolos establecidos previamente en nuestro
laboratorio (Rozas y Labandeira-Garcia, 1997; Rozas et al., 1997). La unidad esta formada por un
cilindro rotatorio de 7,3 cm de didmetro dividido en diferentes compartimentos o carriles para cada
rata. El sistema puede preprogramarse (permite ajustar la velocidad y sus variaciones) y registra la
caida del animal, momento en el que se para el cronometraje registrandose el tiempo que el animal
permanecido en la parte superior del cilindro. Los animales se entrenaron durante dos dias
consecutivos, a 5 revoluciones por min (rpm) y durante 10 minutos antes de empezar el
experimento. Para el test, las ratas se colocaron en la parte superior del cilindro y se testaron a
diferentes velocidades de rotacién (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 y 45 rpm). Finalmente, se determin6
el tiempo que cada animal permaneci6 en el cilindro a cada una de las diferentes velocidades. En
todos los casos, los tests se realizaron durante tres dias consecutivos y se determinaron los valores
medios para cada animal a cada velocidad de rotacion. Los valores de ORP (del inglés: overall
rotarod performance) se calcularon a partir del area bajo la curva de la representacion tiempo sobre

el cilindro versus velocidad de rotacién (Rozas et al., 1997; Rozas et al., 1998).
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3.3-OBTENCION Y TRATAMIENTO DE LOS DISTINTOS TIPOS CELULARES

3.3.1-Cultivos primarios mesencefalicos

Las células mesencefalicas fueron obtenidas de tejido mesencefalico ventral a partir de
embriones de rata Sprague-Dawley de 14 dias de gestacion. Los embriones se extrajeron de la
madre, profundamente anestesiada, por cesarea. Para la preparaciéon de la suspension celular se
procedi6 a la diseccion de la porcion mesencefalica ventral del cerebro, que fue inmediatamente
incubada durante 20 minutos a 37°C en 0,05% de ADNasa (Sigma) disuelta en medio esencial
minimo de Dulbecco (DMEM, Invitrogen) con 0,1% de tripsina (Sigma). Seguidamente, se hicieron
varios lavados y se disocio el tejido mecanicamente. La suspension celular resultante fue
centrifugada a 50 g durante 5 minutos, tras lo cual se extrajo el sobrenadante cuidadosamente y el
pellet se resuspendi6 en el volumen final requerido. A continuacion se procedio a la estimacion del
numero de células viables usando una tincion de naranja de acridina (Sigma) y bromuro de etidio
(Sigma). Por ultimo, las células fueron sembradas en placas de 35 mm previamente tratadas con
poli-L-lisina (100 pg/ml; Sigma) y laminina (4pg/ml; Sigma) a una densidad de 10x10° células/ml
de medio de cultivo, mezcla 1:1 de DMEM y medio F12 de Ham (Invitrogen), suplementado con un
10% de suero fetal bovino. Las células se mantuvieron en un incubador humidificado con 5% de
diéxido de carbono (CO,) y a 37°C. Dos dias después, el medio fue reemplazado por medio fresco,
al cual se le afiadi6 un 1% de una mezcla de penicilina/estreptomicina (Sigma). Los cultivos se
mantuvieron desde entonces en un incubador humidificado con 5% de (CO,) y a 37°C, cambiando
el medio cada dos dias, durante otros cuatro dias, momento en el cual las placas fueron sometidas a

los diferentes tratamientos.
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3.3.2-Linea dopaminérgica MES23.5

La linea dopaminérgica MES23.5 fue donada por el Dr. Wei-dong Le del Baylor College of
Medicine en Texas. Las células se cultivaron en frascos de 75 mm® de superficie en medio
DMEM/F12 suplementado con el medio de crecimiento Sato, un 2% de suero fetal bovino, y un 1%
de penicilina/estreptomicina en un incubador humidificado con 5% de CO, y a 37°C. Para la
realizacion de los experimentos, las células MES23.5 se pasaron a placas de 35 mm, a cubreobjetos
de vidrio o a placas de 96 pocillos previamente recubiertas de poli-L-ornitina (Sigma; 10 mg/ml) a
una densidad de 0,5 x 10° células/cm® Se estimuld la diferenciacion de las células mediante el
empleo de dibutiril-cAMP (Sigma, 1mM) al medio de crecimiento y se dejaron crecer hasta valores

superiores al 80% de confluencia antes de empezar el tratamiento.

3.3.3-Linea microglial N9

La linea microglial murina N9 fue donada por la Dr. Paola Ricciardi-Castagnoli de la Singapore
Immunology Network. Las células fueron cultivadas en medio Roswell Park Memorial Institute
(RPMI 1640; Invitrogen), suplementado con un 5% de FBS, 2 mM de L-Glutamina (Sigma) y un
1% de penicilina/estreptomicina, y se mantuvieron en un incubador humidificado con 5% de CO, y
a 37°C. Las células N9 se pasaron entonces a placas de 12 pocillos en una cantidad de 0,5 x 10°
células/pocillo para western blot y a placas de 96 pocillos en una cantidad de 1,25 x 10°

células/pocillo para el andlisis de extincién de la sefial de PG-SK.
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3.4-DETERMINACION DE NIVELES DE ARN mensajero, PROTEINAS,
NEUROTRANSMISORES Y METABOLITOS

3.4.1-Microdialisis

Para la implantacion de las sondas de microdialisis en el estriado del lado ipsilateral a la lesion,
los animales fueron anestesiados y colocados en un aparato de estereotaxia, con la barra dental a
-3,3. Las coordenadas empleadas, de acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson de 1986, fueron: 0,6
mm anterior al bregma, -3,5 mm lateral y -6,0 mm ventral respecto al craneo. Las canulas guia se
fijaron con dos tornillos de acero inoxidable y con cemento dental (TriplexCold, Ivoclar Vivadent).
Tras la cirugia, las ratas se mantuvieron separadas hasta la microdialisis. El dia del experimento, a
cada animal se le colocdé una sonda concéntrica de microdialisis (CMA 12 elite 4 mm, CMA,
Suecia) para inmediatamente colocarlo en el sistema de microdialisis. Las sondas se perfundieron
con solucién de Ringer, de composicién:140 mM de NaCl, 3,0 mM de KCl, 1,2 mM de CaCl, y 1,0
mM de MgCl,, a un flujo constante de 1 pl/min. Las muestras se recogieron cada 20 minutos (20 pl)
y se inyectaron en un HPLC (del inglés High Performance Liquid Chromatography; Shimadzu LC
prominence) para la determinacién de dopamina y sus metabolitos. Antes de colocar a los animales
se dejo pasar liquido por el sistema de microdidlisis a fin de purgarlo de burbujas. Las muestras se
tomaron durante las cuatro horas posteriores a la inyeccion de L-DOPA, tomandose, ademas, tres

muestras antes de la inyeccion de L-DOPA que se emplearon para determinar los niveles basales.
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3.4.2-HPLC

3.4.2.1-Separacion de dopamina y metabolitos

Para la determinacion de dopamina, serotonina (5-HT) y sus metabolitos, el tejido estriatal se
disecciono6 y se guardo a -80°C. El tejido estriatal se homogenizé en una solucion al 6% de acido
perclérico en la fase movil empleada para el andlisis, la cual se detalla a continuacion, y se
centrifug6 a 14000 g por 20 minutos a 4°C. Las fracciones de sobrenadante se decantaron, filtraron
a través de un filtro de 0,22 pm y se inyectaron en el equipo de HPL.C (Shimadzu LC prominente).

En el caso de la microdidlisis, se inyecté el perfusado directamente. La dopamina y sus
metabolitos DOPAC y HVA, asi como la serotonina y su metabolito, el acido 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) se separaron en una columna analitica de fase reversa (Walters Symmetry 300 C18). La
fase movil (70 mM KH,PO,, 1mM éacido octanosulfénico y 1 mM EDTA en 10% metanol a pH 4)
se bombe6 a una velocidad de 1 ml/min. La deteccion se llevd a cabo con un detector
electroquimico coulombimétrico (ESA Coulochem III). Los electrodos se configuraron a +50 mV y

+350 mV y la celda de guarda a -100 mV.

3.4.2.2-Separacion de angiotensinas

Para la separacion de angiotensinas el tejido estriatal se diseccion6 y se guardo6 a -80°C. A
continuacion, se homogeniz6 en una mezcla 1:3 v/v de HCI 0,18 M y etanol. El homogenado se
centrifug6 a 15000 g durante 15 minutos a 4°C. Se recogieron los sobrenadantes, que fueron
inmediatamente filtrados a través de una columna de extraccién en fase sélida Sep Pak (Waters)
previamente acondicionada con 1 ml de metanol y 1 ml de agua desionizada. A continuacion, las
columnas se lavaron con 1 ml de metanol al 5% en agua desionizada y las angiotensinas se eluyeron
con 1 ml de metanol puro. Los eluyentes, que contenian las diferentes angiotensinas, fueron
recogidos y secados en un concentrador a vacio (Savant ISS110). Las muestras, ya secas, se
resuspendieron en 60 pl de una solucion de acetonitrilo al 17% en 4 mM de tampon formiato de
trietilamonio (TEAF) y 30 mM de acido foérmico y se inyectaron en el sistema de HPLC. La
separacion de los péptidos se llev6 a cabo en una columna de fase reversa (Waters Symmetry 300
C18) empleando un gradiente de acetonitrilo a 35°C a un flujo de 1,0 ml/min. Para la elaboracién

del gradiente se emplearon dos soluciones acidas. La solucion A presentaba una concentracion 30
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mM de 4acido formico en 4 mM de TEAF, mientras que la solucién B consistia en un 90% de
acetonitrilo en 4 mM de TEAF con 30 mM de acido férmico. Se empleo un gradiente lineal que
pasaba de un 11% a un 50% de B en 20 minutos. El eluido se monitorizé mediante deteccion UV-
Vis (Shimadzu SPD-20 AV) a una longitud de onda de 220 nm. Las fracciones de AIl, AIIl, AIV y
angiotensina V (AV) se recogieron mediante un colector de fraccion (Shimadzu FRC-10A) y se
secaron en un concentrador a vacio. La correcta separacion de las diferentes angiotensinas se
confirmo6 mediante espectrometria de masas/masas (Quatro Micro TM API ESCI). Finalmente, los
niveles de AIl se determinaron por enzimoinmunoensayo (SPIbio), de acuerdo con las

especificaciones del fabricante.

3.4.2.3-Determinacion de niveles de 17-B-estradiol

Para la determinacion de los niveles de 17-3-estradiol (Fernandez et al., 1993; Piwowarska et
al., 2010), se procedi6 a la extraccién de sangre a los animales. Esta fue tratada con una disolucién
10 M de NaOH (0,5 ml por ml de sangre) y mezclada por agitacién durante 5 minutos. A
continuacion, la mezcla se sometié a extraccion con 5 ml de dietil éter mediante mezclado por
inversion durante 10 minutos y posterior centrifugacion a 700 g durante 5 minutos. La fase organica
se llevé a un tubo de vidrio. El proceso se repiti6 con otros 5 ml de dietil éter. La fase organica
obtenida se sometié a secado mediante burbujeo de N, a 37°C. El residuo seco obtenido tras el
secado se redisolvié en 60 pl de la fase mévil empleada en la separacién (indicada a continuacién) y
se inyect6 en el sistema de HPLC. El 17-[B-estradiol se separ6 mediante la utilizacién de una
columna analitica de fase reversa (Waters Symmetry 300 C18). La fase movil empleada estaba
compuesta por 100 mM de KH,PO,, un 19% de metanol y un 28,5% de acetonitrilo; y se bombe6 a
un flujo de 0,5 ml/min. La deteccién se llevé a cabo mediante deteccion UV-Vis (Shimadzu SPD

20-AV) a una longitud de onda de 260 nm.

3.4.2.4-Purificacién y cuantificacion de angiotensinégeno

Para la purificacion y cuantificacién de angiotensinogeno en cultivos celulares se recogié 1 ml
del medio de cultivo, de los diferentes tipos de cultivos celulares estudiados. L.os medios de cultivo
se calentaron a 37°C y se inyectaron en el sistema de HPLC (20 pl). La separacion de las proteinas

se llevo a cabo en una columna de fase reversa (Perkin Elmer Aquapore ODS 300) empleando un
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gradiente de acetonitrilo a 37°C y a un flujo de 1,5 ml/min. Para la elaboracion del gradiente se
emplearon dos diluciones acidas. La solucién A consistia en una dilucion al 0,1% de acido fosforico
en agua, mientras que la solucion B consistia en un 90% de acetonitrilo en agua con un 0,1% de
acido fosfoérico. La separacién se llevo a cabo empleando un gradiente lineal que pasaba de un 6% a
un 74% de B durante un periodo de 40 minutos, que seguia a un periodo inicial de 5 minutos de
elucion isocratica a un 6% de B (modificado de Andrade et al., 2002). El eluido se monitorizd
mediante deteccion UV-Vis (Shimadzu SPD 20-AV) a una longitud de onda de 240 nm. La fraccién
correspondiente al angiotensindgeno se recogié mediante un colector de fraccién (Shimadzu FRC-
10A) y se seco en un concentrador a vacio. La presencia de angiotensindgeno en la fraccion se

confirmo posteriormente mediante Western-Blot.

3.4.3-Estimacion de niveles de MPP’® e identificacion de angiotensina II por

espectrometria de masas

3.4.3.1-Estimacion de niveles de MPP*

Los estriados diseccionados se congelaron en hielo seco y fueron conservados a -80°C hasta el
momento de realizacién del analisis. El dia del ensayo (Hows et al., 2004), se pesaron las muestras
estriatales y se sonicaron en una solucién al 0,4 M de acido perclérico que contenia un 0,1% de
metabisulfito de sodio, un 0,01% de EDTA y 0,1% de L-Cisteina. Las muestras se centrifugaron a
13000 rpm y los sobrenadantes se emplearon para determinar los niveles de MPP". La separacién
por HPLC se llevo a cabo en un sistema Waters Alliance 2795 (Waters) empleando una columna
Atlantis dC18. La fase movil consisti6 en dos soluciones diferentes, A (con un 0,1% de acido
férmico) y B (acetonitrilo). El perfil de elucién se obtuvo con un 95% de A por 1 minuto, seguido
de un gradiente lineal que iba de un 95% de A a un 100% de B entre los minutos 1y 1,5, seguido de
un 100% de B hasta el minuto 5. Se empleé un tiempo de re-equilibracién de 5 minutos entre
inyecciones y se emple6 un flujo de 0,2 ml/min. Los eluidos se detectaron con un espectrometro de
masas de triple cuadrupolo acoplado a un Z-spray (Quattro MicroTM API ESCI). La ionizacién por
electrospray se configur6 en modo de polarizacion de iones positivo (ESI+) para la adquisicion de
los datos, empleando los siguientes fragmentos (m/z): 170,2>128,0; 170,2>154,4 y 170,2>115,1. El
voltaje del capilar se fijé a 3 kV, la temperatura de desolvatacion a 450°C, el voltaje del cono a 45V,

y el flujo de gas de desolvatacién se estableci6 en 550 I/h. Todos los pardmetros se ajustaron para
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obtener condiciones de operacion Optimas para la maxima intensidad de los fragmentos

seleccionados. Se prepararon patrones para el calibrado de MPP" en la soluciéon de homogenizacion.

3.4.3.2-Determinacion de AII

La identificaciéon de la AII por espectrometria de masas se llevd a cabo para comprobar la
correcta separacion de esta angiotensina en el fraccionamiento por HPLC. Las fracciones ya
desecadas se resuspendieron en 100 ml de metanol y se analizaron en un espectrometro de masas de
triple cuadrupolo acoplado a un Z-spray (Quattro MicroTM API ESCI). La ionizacién por
electrospray se configuré en modo de polarizaciéon de iones positivo (ESI+) para la adquisicion de
los datos. El voltaje del capilar se fijé a 3,5 kV, la temperatura de desolvatacion a 300°C, el voltaje
del cono a 15-18 V y el flujo de gas de desolvatacion se establecié en 1000 1/h. El andlisis se llevo a
cabo en el modo de deteccion de i6n sencillo (SIR) donde se usaron las m/z 300,6; 311,8; 349,6 y

388,8 para la A(1-7), AIIl, Al y AIV, respectivamente (Cui et al., 2007).

3.4.4-Western blot

Las muestras se homogenizaron en tampén RIPA con inhibidores de proteasas (P8340, Sigma)
y PMSF (P7626, Sigma). Los homogenados se centrifugaron y la concentracién de proteinas se
determiné por el método de Bradford. Se separaron cantidades idénticas de proteina en un gel al 5-
10% de Bis-Tris poliacrilamida y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se
incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes contra los receptores D2 (Santa Cruz), D1
(Frontier), 5SHT1B (Santa Cruz), Angiotensindgeno (Santa Cruz) y contra la enzima TH (Sigma).
Los secundarios empleados fueron proteina A (GE Healthcare), proteina G (Sigma), chicken Anti-
Mouse (Santa Cruz) y donkey Anti-Rabbit (Santa Cruz). La inmunorreactividad se revel6 con el kit
de quimioluminiscencia Lumminata Crescendo HRP (Millipore) y se detect6 en un sistema de
deteccion por quimioluminiscencia (Molecular Imagen ChemiDoc XRS system, BioRad). Las
membranas fueron reincubadas con anticuerpos anti-GAPDH como controles de carga. Para cada
animal, la expresién de proteina se midi6 por densitometria de la banda correspondiente y se

expres6 como valor relativo respecto de la intensidad de las bandas de GAPDH.
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3.4.5-PCR cuantitativa

El ARN total de la region de la SN se extrajo con Trizol (Invitrogen), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La concentracion de ARN se determiné empleando una placa de
Nanoquant y un lector de placas multipocillo Infinite M200. E1 ARN total se retrotranscribié a
ADNCc con dNTP(Invitrogen), cebadores aleatorios (Invitrogen), y MMLV (Invitrogen). Los niveles
relativos de los mensajeros correspondientes se determinaron mediante PCR cuantitativa. Los
experimentos se realizaron en un termociclador iCycler PCR Platform (Bio-RAD). Se emplearon
como housekeeping los genes de la GAPDH y de la -actina que se amplificaron en paralelo a los
genes de interés. La expresién de cada gen se obtuvo como una medida relativa respecto del
transcrito del housekeeping. Para determinar la expresion relativa del ARNm, se utilizo el método
comparativo 2**“", donde Ct es el limite de ciclo y los resultados fueron expresados como la media
+ SEM. Los diferentes cebadores F y R para cada uno de los experimentos se disefiaron mediante el

empleo del software Beacon Designer (Biorad).

3.4.6-Estimacion de la actividad ROCK

La actividad de la ROCK en tejido se midi6 con el kit ROCK Activity Assay (Cell biolabs), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Previamente, el tejido se homogeniz6 en un tampén de
lisis (50 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 1 mM 2-glicerofosfato, 1% Triton X-100, 1mM
EDTA; 1 mM EGTA; 1 mM NasVo,) que contiene un cocktail inhibidor de proteasas (Sigma). La
concentracion de proteinas de los extractos se midi6 con el kit Pierce BCA Protein Assay Kit
(Thermo Scientific) y se emplearon cantidades de 5 pg de proteina en el kit. La actividad de la
fosforilacién se determiné mediante la medicion de la absorbancia a 450 nm en un lector

multiplacas Infinite M200 (TECAN).

3.4.7-Determinacion del hierro labil en cultivos mediante la extincion de la sefial de Phen

Green-SK

El hierro 1abil se midi6 mediante la extincion de la sefial de fluorescencia del Phen Green-SK
(PG-SK). Para llevarla a cabo, las células correspondientes se sembraron en placas de 96 pocillos.

Tras el tratamiento, las células se lavaron dos veces en DPBS pretratado con Chelex-100 (Bio-Rad)
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y se incubaron con diacetato de PG-SK (Molecular probes; 20 pM) en DPBS durante 20 minutos a
37°C. El exceso de PG-SK se lavo dos veces con DPBS, y la intensidad de la fluorescencia se
midi6 empleando un fluorémetro de microplacas. La longitud de onda de excitacién fue de 490 nm
y la de emisién de 520 nm. Como control positivo se empleé una disoluciéon de sulfato ferroso

(1mM) en una disolucion de acido ascorbico de pH 6.
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3.5-INMUNOHISTOQUIMICA Y TINCION

3.5.1-Inmunochistoquimica simple

Los animales se sacrificaron por sobredosis con ketamina/xilazina y se sometieron a perfusion,
inicialmente con salino al 0,9% a 37°C y a continuacion, con paraformaldehido al 4% en un tampon
fosfato 0,1 M, a pH 7,4, frio. Seguidamente, se extrajeron los cerebros, se lavaron y se
crioprotegieron. Posteriormente, se cortaron en un microtomo en secciones de 30 pm de grosor. Las
secciones del ST y del mesencéfalo se procesaron para inmunohistoquimica de TH de la manera que
se detalla a continuacion. Las secciones se incubaron durante una hora en una soluciéon de suero al
10% con un 0,25% de Triton X-100 y un 1% de seroalbumina bovina en salino tamponado con un
20 mM de fosfato potasico a 4°C y posteriormente se incubaron durante toda la noche a 4°C con un
anticuerpo anti-TH (Sigma). A continuacion, las secciones se incubaron, inicialmente con el
anticuerpo secundario correspondiente y después con el complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC,
Vector; 1:100). Finalmente, el marcaje se revel6 por tratamiento con un 0,04% de peréxido de
hidrégeno, seguido de un tratamiento con un 0,05% de 3-3’ diaminobenzidina (DAB, Sigma).
Ademas, series alternas de secciones se tifieron con violeta de cresilo. El niimero de células

reactivas en tejido se estimé mediante el sistema Olympus CAST-grid.

3.5.2-Inmunohistoquimica doble

Los cultivos que se emplearon para inmunofluorescencia doble crecieron en cubreobjetos y se
fijaron con un 4% de paraformaldehido en tampén salino fosfato de Dulbecco (DPBS) o tampon tris
salino (TBS) para D1 y D2 a pH 7,4 durante 20 minutos. Los cultivos se procesaron para doble
fluorescencia para D2 (1:200), D1 (1:400), TfR (1:200), DMT-1 (1:1000), ferritina (1:500) o Fp1
(1:1000); empleando TH (1:1000), GFAP (1:500), NeuN (1:500), CnPasa (1:100), y OX-42 (1:50)
como marcadores celulares para células dopaminérgicas, astrocitos y microglia, respectivamente.
Los cultivos se incubaron durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios
correspondientes, diluidos en TBS con un 2,5% de suero normal de burro. A continuacion y tras los
lavados correspondientes, se incubaron durante 45 minutos con los anticuerpos secundarios
adecuados, Alexa Fluor 568 (1:200) y Alexa Fluor 488 (1:200). Finalmente, se volvieron a lavar en

TBS y se montaron con Immumount. La colocalizacién de los marcadores se confirmé por
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microscopia laser confocal (TCS-SP2; Leica) y se us6 un método de escaneado secuencial para
evitar cualquier solapamiento.

En el caso de tejidos, éstos se procesaron para inmunofluorescencia frente a la ROCK II
(1:500) y al CD45 (1:500), TH (1:250) o GFAP (1:250). Las secciones se incubaron inicialmente
con el anticuerpo anti-ROCK durante toda la noche a 4°C; y tras lavar con KPBS, las secciones se
incubaron con un anticuerpo cabra anti-ratén conjugado con cianina 3.18 (Cy3; Chemicon; 1:500).
Para el segundo marcaje, las secciones se incubaron durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo
correspondiente. Tras lavar las secciones, éstas se incubaron durante 60 minutos con el anticuerpo

secundario correspondiente.

3.5.3-Histoquimica de lectina

La tincion histoquimica de las células microgliales activadas de tejido de raton se realizé con
isolectina de Griffonia simplicifolia (GSI-B4; Sigma 20 pg/ml). Las secciones se preincubaron en
PBS con un 0,1 mM de CaCl2, MgCl2, MnCl2 y un 0,3% de Triton X-100 durante 20 minutos. Las
secciones se lavaron con PBS y se incubaron durante 90 minutos con el complejo de avidina-
biotina-peroxidasa. El marcaje se visualizo con un 0,04% de perdxido de hidrogeno y un 0,05% de
DAB con un 0,1% de sulfato de niquel para intensificar el marcaje. Los controles negativos se

incubaron en una mezcla carente de GSI-B4.

3.5.4-Tincion de Perls

Se montaron secciones de mesencéfalo ventral en portaobjetos recubiertos de polilisina. Se
dejaron secar y se rehidrataron a través de una serie de alcoholes de diferente grado, hasta llegar a
agua Milli-Q. Las secciones se sumergieron durante 30 minutos en una solucion que contenia una
parte de una mezcla de 2% HCI en agua Milli-Q con un 1% de Triton X-100 y una parte de una
mezcla de un 1% de ferrocianuro en agua Milli-Q con un 0,2% de Triton X-100. A continuacion, se
realizaron 3 lavados con agua Milli-Q. La actividad de la peroxidasa endogena se inhibi6 al incubar
las secciones en un 3% de perdxido de hidrégeno por 20 minutos, antes de la tincion con DAB. Las
secciones que no se incubaron en las soluciones de HCI y ferrocianuro de potasio se usaron como
controles negativos. Todas las incubaciones y lavados se realizaron en recipientes de polipropileno

limpios. El numero de células positivas para hierro en la SN de cada animal se determinaron como
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células/mm® mediante el sistema Olympus CAST-Grid.
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3.6-MATERIALES Y REACTIVOS QUIMICOS EMPLEADOS (tabla 1)

Reactivo Caracteristicas Referencia |Casa comercial

(-)-Quinpirole Hidrocloruro SC-253339 |Santa Cruz

(+)-SKF-38393 Hidrocloruro D047 Sigma

1-Metil-4-Fenil-1,2,3,6- Hidrocloruro MO0896 Sigma

Tetrahidropiridina (MPTP)

3-Hidroxitiramina (Dopamina) Hidrocloruro M8502 Sigma

5-Hidroxitriptamina Hidrocloruro H-9523 Sigma

6-Hidroxidopamina Hidrocloruro M4381 Sigma

Acetonitrilo Chromasolv 34851 Sigma Aldrich

Acido 3,4-Dihidroxifenilacético 96% 37860 Fluka

Acido 5-Hidroxi-3-Indolacético (5-|Para HPLC 55360 Fluka

HIAA)

Acido Etilen Glicol-bis(2- E3889 Sigma

Aminoetileten-N,N,N,N)-

Tetraacético (EGTA)

Acido Etilenodiamino Tetraacético|Disodio sal hidrato |ED2SS Sigma Aldrich

(EDTA)

Acido Férmico 50% 09676 Fluka

Acido Homovanillico H1252 Sigma

Acido L(+)-Ascérbico Pro Analisis 127 Merck

Acido Octanosulfénico Sal Sodica 08380 Sigma Aldrich

Acido Ortofosférico 50% 79607 Fluka

Alexa Fluor 488 Donkey Anti Goat A11055 Life Technologies

Alexa Fluor 488 Donkey Anti Mouse A21202 Life Technologies

Alexa Fluor 568 Donkey Anti Rabbit A10042 Life Technologies

Angiotensina 1-7 Hidrato de sal de|A9202 Sigma Aldrich
acetato

Angiotensina I/II (3-8) (Angiotensina 4018068 Cymit

IV)

Angiotensina I/II (4-8) (Angiotensina 4030362 Cymit

V)

Angiotensina II Humana A9525 Sigma
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Reactivo Caracteristicas Referencia |Casa comercial
Angiotensina III 4007359 Cymit
Angiotensindgeno Humano A2562 Sigma
Anti-5HT1B rabbit SC-1460-R  |Santa Cruz
Anti-Angiotensin goat SC-7419 Santa Cruz
Anti-AT1 (C-18) rabbit SC-31181 Santa Cruz
Anti-AT2 (H-143) goat SC-9040 Santa Cruz
Anti-CD45 rat MCA1388 ABD
Anti-CnPasa mouse C5922 Sigma
Anti-D1 guinea pig D1R-GP- Frontier institute
Af500
Anti-D2DR (H-50) rabbit SC-9113 Santa Cruz
Anti-DMT-1 mouse NRAMP21-S | Alpha Diagnostic
Anti-ferritina rabbit F5012 Sigma
Anti-Fp1 rabbit MTP11-S Alpha Diagnostic
Anti-GAPDH rabbit G9545 Sigma
Anti-GFAP mouse MAB360 Chemicon
Anti-NeuN mouse MAB377 Chemicon
Anti-OX-42 (CD11b) mouse MCA275R |Serotec
Anti-ROCK 1I goat SC-1851 Santa Cruz
Anti-TfR mouse 13-6800 Invitrogen
Anti-TH mouse T2928 Sigma
Atipamezol (Antisedan®) Pfizer
Avidin/Biotin Complex Kit PK-6900 Vector
(Vectastain® ABC)
B-Estradiol 98% E2758 Sigma
B-Estradiol 3-Benzoato E8515 Sigma
Benserazida Hidrocloruro B7283 Sigma
Bromuro de etidio 10 mg/ml en agua E8751 Sigma
Candesartan Cilexetil (Atacand®) Astra Zeneca
Chelex-100 142-2825 Bio Rad
Chicken anti-mouse IGG-HRP SC-2954 Santa Cruz
Cloruro calcico Dihidrato C-3881 Sigma
Cloruro magnésico Hexahidrato 5833 Merck
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Reactivo Caracteristicas Referencia |Casa comercial
Cloruro de manganeso Tetrahidrato M8054 Sigma
Colesterol 95% STBB5512 | Sigma
Cryocool heat transfer fluid Thermo

Cy3 Goat anti-mouse AP128C Chemicon
dATP 55082 Invitrogen
dCTP 55083 Invitrogen
Desipramina Hidrocloruro D3900 Sigma

dGTP 55084 Invitrogen
Diaminobencidina

DMEM 1X 21969-035  |Gibco
DMEM/F12 (1:1) 1X 11330-032 Gibco
Donkey anti-goat IGG-HRP SC-2020 Santa Cruz
dTTP 55085 Invitrogen
F12 (HAM) 1X 21765-023 | Gibco

Goat anti-rabbit IGG-HRP SC-2004 Santa Cruz
GSI-B4 L2895 Sigma
Immumount 99-904-02 Thermo

IQ Sybr® green Supermix 170-8882 Bio Rad
Ketamina (Imalgene®) Merial
L-3,4-Dihidroxifenilalanina metil | Hidrocloruro D1507 Sigma

éster (Levodopa)

Medetomidina (Domtor®) Pfizer
Medetomidina (Medetor®) Virbal
Metanol Gradiente 65548 Sigma Aldrich
MMLV 28025-013 Invitrogen
MPP* Yoduro D048 Sigma Aldrich
Naranja de acridina Cloruro de Cinc A6014 Sigma
Noradrenalina 273728 Braun
Ortovanadato Sodico S6508 Sigma

Phen Green™ SK Diacetato P-14313 Life Technologies
Progesterona 99% P8783 Sigma
Proteina A HRP NA9120V GE Healthcare
R(-)-Deprenyl Hidrocloruro MO003 Sigma
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Materiales y métodos

Reactivo Caracteristicas Referencia |Casa comercial
R(+)-SCH-23390 Hidrocloruro D054 Sigma

Random primers 48190-011 Invitrogen
RNAase Away MBF

RNAase Out 1000000840 |Invitrogen
ROCK activity assay kit STA-416 Cell Biolabs
Ropinirole Hidrocloruro SC-205843A |Santa Cruz
RPMI-1640 R0883 Sigma
S-(-)-Eticlopride Hidrocloruro E101 Sigma

Sulfato Ferroso F8048 Sigma Aldrich
Sulfato de Niquel Amonio hexahidrato |A1827 Sigma Aldrich
Tampoén Formiato Trietilamonio 17901 Fluka

Teklad Rodent Maintenance Diet 2014S Harlan

Triplex cold® Ivoclar Vivadent
Triton X-100 T8787 Sigma

Tubo Sylastic® Dow Corning
Y-27632 Y503 Sigma
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Resultados

4.1-EFECTO DE LA MODULACION DEL SISTEMA DOPAMINERGICO SOBRE EL
SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

Villar-Cheda B, Dominguez-Meijide A, Valenzuela R, Granado N, Moratalla R, Labandeira-Garcia

JL (2014) Aging related dysregulation of dopamine and angiotensin receptor interaction. Neurobiol

Aging, 35(7):1726-1738.

No se sabe si la disminucion en la funciéon dopaminérgica asociada al envejecimiento conduce
a una mayor vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas incrementando con ello, el riesgo de
padecer la EP. Si se ha demostrado que SRA, través de los receptores AT1, desempefia un papel
importante en la respuesta inflamatoria, el estrés oxidativo neuronal, y en el incremento de
vulnerabilidad dopaminérgica. En este trabajo se estudié si la disminucién en la funcion
dopaminérgica asociada al envejecimiento produce una sobreactivacion del SRA.

Los resultados muestran una interaccion contraregulatoria entre los receptores de dopamina y
los de AIIl. En ratones jovenes adultos deficientes en receptores D1 y D2 y en ratas jévenes que
muestran deplecion de dopamina observamos una sobreexpresion de los receptores AT1 en el ST y
en la SN, junto a una sobreexpresion compensatoria de receptores AT2 y una regulacion a la baja
de angiotensindgeno. En ratas envejecidas, observamos una regulacién a la baja de dopamina y sus
receptores junto con una sobreexpresion de los receptores AT1, sin presencia de los cambios
compensatorios observados en los animales jovenes. La terapia con L-DOPA inhibi6 la
hiperactivacién del SRA en ratas jovenes que sufrian depleciéon de dopamina, pero fue ineficaz en
ratas de edad avanzada. Los resultados sugieren que la dopamina, ademas de su rol como
neurotransmisor esencial, puede desempefiar un papel importante en la modulaciéon de estrés
oxidativo y la inflamacion en la SN y en el ST a través del SRA, cuya actividad se encuentra

incrementada en animales envejecidos.

75


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0197458014000189
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0197458014000189
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0197458014000189




Resultados

4.2- EFECTO DE LA MODULACION DEL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA SOBRE
EL SISTEMA DOPAMINERGICO

4.2.1-Efectos de la inhibicion del sistema renina-angiotensina sobre el sistema

dopaminérgico.

Dominguez-Meijide A, Villar-Cheda B, Garrido-Gil P, Sierra-Paredes G, Guerra MJ, Labandeira-

Garcia JL. (2014) Effect of chronic treatment with angiotensin type 1 receptor antagonists on

striatal dopamine levels in normal rats and in a rat model of Parkinson's disease treated with L-

Dopa. Neuropharmacology, 76(Pt A):156-168.

Se han observado efectos beneficiosos del bloqueo del receptor AT1 en procesos cerebrales
mediados por el estrés oxidativo y la neuroinflamacion, entre los que se incluye la EP. Sin embargo,
recientemente se han demostrado importantes interacciones contrarregulatorias entre los sistemas
dopaminérgico y el SRA en varios tejidos periféricos, y es posible que una disminucién en los
niveles de dopamina debido a la inhibicién de los receptores AT1, como una posible estrategia
neuroprotectora, pudiese inducir una disminucion contrarregulatoria en los niveles de dopamina en
el ST, aumentando el parkinsonismo. Ademas, también es de particular interés conocer si la
inhibicion de AT1 puede afectar a los niveles de dopamina proveniente de la descarboxilacién de L-
DOPA en pacientes con EP tratados con este farmaco, lo que podria agravar los sintomas de la
enfermedad. En el presente estudio investigamos ambas cuestiones empleando ratas con una
inervacion normal y ratas sujetas a denervacion dopaminérgica (modelo experimental por 6-OHDA
de la EP) y tratadas con L-DOPA.

Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento con el inhibidor de los receptores AT1,
candesartan, no afecta de manera significativa a los niveles de dopamina, serotonina o sus
metabolitos y tampoco afecta al comportamiento motor, evaluado mediante el test del rotarod. Se
demuestra ademas como la administracion cronica de candesartan a ratas normales produce un
incremento en la expresion de los receptores de dopamina D1 y una disminucion en la expresion de
los receptores de dopamina D2. En ratas lesionadas con 6-OHDA, modelo experimental de la
enfermedad de Parkinson, tratadas con L-DOPA, no se observaron diferencias en los niveles de
dopamina y serotonina estriatal entre las ratas tratadas con candesartan y las no tratadas, lo que

sugiere que el tratamiento créonico con candesartdn no afecta significativamente el proceso de
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Resultados

descarboxilacion L-DOPA ni a la liberacion de dopamina en pacientes de EP. El candesartan no
indujo, a nivel estriatal, ninguna diferencia en los niveles de expresién de los receptores de
dopamina D1 y D2, ni en los niveles de expresion receptor de serotonina 5-HT1B en ratas
lesionadas con 6-OHDA y tratadas con L-DOPA. Los resultados sugieren que el tratamiento
crénico con antagonistas de AT1, como una estrategia neuroprotectora, no afecta significativamente

ni a la liberacion de dopamina estriatal ni al comportamiento motor.
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4.2.2- Efectos de la activacion del sistema renina-angiotensina, inducida por la

hipoperfusion cerebral cronica, sobre el sistema dopaminérgico.

Rodriguez-Perez Al, Dominguez-Meijide A, Lanciego JL, Guerra MJ, Labandeira-Garcia JL

(2012) Dopaminergic degeneration is enhanced by chronic brain hypoperfusion and inhibited by

angiotensin receptor blockage. Age, 35:1675-1690.

El SRA puede tener un papel fundamental como nexo entre la enfermedad vascular y la
degeneracion dopaminérgica, al ser ya conocido que el SRA local de la pared arterial se relaciona
con la patofisiologia de la enfermedad vascular y que los receptores AT1 son inductores de
inflamacion y de estrés oxidativo. En el presente estudio, se utiliz6 un modelo de quirtirgico de
hipoperfusion cerebral cronica (CHP; Farkas et al., 2007) para estudiar los efectos a largo plazo de
la hipoperfusion en la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas y los posibles efectos
sinérgicos entre la hipoperfusion y factores que son perjudiciales para las neuronas dopaminérgicas
(bajas dosis de la neurotoxina 6-OHDA). Especialmente, se estudi6 la participacion del SRA nigral
en esta degeneracion dopaminérgica inducida por hipoperfusién. Para ello también investigamos si
el bloqueo de los receptores AT1 puede inhibir la degeneracion dopaminérgica inducida por la
hipoperfusion.

Los niveles de expresion de los receptores AT2 se redujeron y los de los receptores de AT1,
interleuquina-1 3 y la actividad del complejo NADPH oxidasa, se incrementaron en la SN de ratas
sometidas a hipoperfusion. Estos incrementos fueron reducidos con el tratamiento con candesartan.
El incremento en la actividad del SRA cerebral inducido por hipoperfusion cerebral crénica indujo
una pérdida significativa de neuronas dopaminérgicas estriatales, de las terminales estriatales y una
reduccion en los niveles de dopamina a nivel del ST. Esta reduccién disminuye en parte al bloquear
los receptores AT1 con candesartan.

Ademas, la administracion intraestriatal de 6-OHDA en ratas sometidas a la hipoperfusion cronica,
indujo una mayor pérdida de neuronas dopaminérgicas que en las ratas control. La pérdida de
neuronas dopaminérgicas se redujo significativamente cuando los animales fueron tratados con el
antagonista del receptor AT1, candesartan.Los resultados sugieren que el tratamiento precoz de la
enfermedad vascular debe ser considerado en pacientes parkinsonianos de edad avanzada y en
aquellos que presentan factores de riesgo cerebrovasculares. Los resultados también sugieren que

la inhibicién del SRA cerebral puede ser ttil como estrategia neuroprotectora.
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4.2.3- Efectos de la activacion del sistema renina-angiotensina microglial, via AT1/ROCK,

en la degeneracion dopaminérgica

4.2.3.1- Efectos de la activacion del sistema renina-angiotensina microglial, via
AT1/ROCK, en la degeneracion dopaminérgica. Papel de la angiotensina en la activacion de la

ruta RhoA/ROCK

Villar-Cheda B, Dominguez-Meijide A, Joglar B, Rodriguez-Perez Al, Guerra MJ, Labandeira-
Garcia JI. (2012) Involvement of microglial RhoA/Rho-Kinase pathway activation in _the _

dopaminergic neuron death. Role of angiotensin via angiotensin type 1 receptors. Neurobiol Dis,

47(2):268-279.

Se ha demostrado recientemente que la pérdida de células dopaminérgicas inducida por
neurotoxinas se ve incrementada por la All, a través de los receptores AT1. Sin embargo, los
mecanismos involucrados en la degeneracion dopaminérgica y en los efectos inflamatorios
cerebrales de la AlIl todavia no han sido dilucidados. La ruta RhoA/ROCK puede tener un papel
critico en los efectos inflamatorios y oxidativos de la AIl. En la SN de ratones, la administracion de
la neurotoxina dopaminérgica MPTP produjo un incremento en la expresion de los niveles de ARN
mensajero de RhoA y ROCK y en la actividad ROCK, que se vio inhibido en animales con
delecion del receptor AT1 (knock out para AT1a tratados con MPTP). Tanto la administracion del
inhibidor de la ROCK, Y27632, como la eliminacion de los receptores de AT1 provocaron una
disminucion significativa en la activacion microglial y en la muerte neuronal dopaminérgica
inducida por MPTP. En cultivos primarios mesencefalicos tratados con MPP", el incremento en la
pérdida neuronal dopaminérgica inducido por la administracién de AII también se vio inhibido tras
el tratamiento con Y27632. Ademas, se observo una intensa expresion de ROCK II en células
microgliales de la SN de ratones tratados con MPTP y se confirmé el papel fundamental de la
ROCK microglial comparando cultivos primarios mesencefalicos sin y con microglia. Nuestros
resultados indican que la activacion de la ruta RhoA/ROCK participa en la degeneracion
dopaminérgica inducida por MPTP mediante el incremento de la respuesta microglial, via AII/AT1.
Todos estos datos sugieren que tanto los inhibidores de ROCK como los antagonistas del receptor

AT1 pueden suponer nuevas estrategias neuroprotectoras frente a la progresion de la EP.
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4.2.3.2- Efectos de la activacion del sistema renina-angiotensina microglial via

AT1/ROCK, en la degeneracion dopaminérgica. Interacciones con los estrégenos.

Rodriguez-Perez Al, Dominguez-Meijide A, Lanciego JL, Guerra MJ, Labandeira-Garcia JL
(2013) Inhibition of Rho kinase mediates the neuroprotective effects of estrogen in the MPTP model

of Parkinson's disease. Neurobiol Dis, 58:209-219.

El mecanismo mediante el cual la terapia estrogénica protege a las neuronas dopaminérgicas
todavia no ha sido dilucidado. No se sabe si cambios en la actividad de la via RhoA/ROCK podrian
estar involucrados en la mayor vulnerabilidad que presentan las neuronas dopaminérgicas tras la
deplecion estrogénica. En este estudio mostramos como la pérdida de neuronas dopaminérgicas
inducida por MPTP se ve incrementada en ausencia de estrogenos y es inhibida tras el tratamiento
con estrogenos, la administracion del inhibidor de ROCK, Y27632 y en la delecién del receptor de
All, AT1a (usando ratones hembra knock out para AT1a). En ratones hembra ovariectomizados, el
tratamiento con MPTP produce un incremento marcado en la actividad ROCK, y en las expresiones
de proteina y de ARN mensajero de RhoA y ROCK, incrementos que resultan significativamente
mayores que en ratones ovariectomizados tratados con MPTP y reemplazo de estrogenos o delecion
de los receptores de AT1. Nuestros resultados también muestran como la eliminacion de estrégenos
produce un incremento en la actividad ROCK, a través de un incremento en la via mediada por los
receptores de AT1. Esta activacion de ROCK, a su vez, incrementa la expresion de receptores de
AT1 sugiriendo un ciclo vicioso en el cual la via ROCK y la via AII/AT1 se activan mutuamente y
promueven el proceso degenerativo. Los resultados de este trabajo sugieren, por tanto, que los
antagonistas de AT1 y los inhibidores de ROCK pueden suponer una nueva y prometedora
estrategia neuroprotectora, que permitiria evitar los riesgos de la terapia de reemplazo estrogénico y

ser particularmente util en mujeres menopausicas.
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4.2.4- Efectos de la activacion del sistema renina-angiotensina sobre la homeostasis del

hierro en la sustancia negra.

Garrido-Gil P, Rodriguez-Pallares J, Dominguez-Meijide A, Guerra MJ, Labandeira-Garcia JL

(2013) Brain angiotensin requlates iron homeostasis in dopaminergic neurons and microqglial cells.

Exp Neurol, 250:384-396.

Las disfunciones en la homeostasis del hierro estan involucradas en el envejecimiento, en la EP
y en otras enfermedades neurodegenerativas. Estudios previos han demostrado que niveles elevados
de hierro 1abil dan lugar a un incremento en las EROs y, por tanto, estrés oxidativo. Como ya ha
sido mencionado, la All, a través de los receptores AT1, también exacerba el estrés oxidativo, la
respuesta inflamatoria microglial y la progresion de la degeneracién dopaminérgica. Sin embargo,
no se sabe si la All afecta a la homeostasis del hierro. En el presente estudio demostramos como, la
administracion de AIl a cultivos mesencefalicos primarios, a la linea celular dopaminérgica
MES23.5 y a ratas adultas jévenes, incrementd significativamente los niveles de receptores de
transferrina, transportador 1 de metales divalentes y ferroportina, lo que sugiere un incremento en la
recaptacion y en la liberacion de hierro. Sin embargo, en cultivos primarios (neurona-glia) y en
ratas jovenes, la AIl no indujo cambios significativos en los niveles de ferritina (proteina que actta
como almacén de hierro) o de hierro labil, los cuales si se incrementaron en neuronas en ausencia de
glia (en cultivos enriquecidos en neuronas, en la linea celular dopaminérgica MES23.5). En ratas
envejecidas, que muestran una hiperactivacion del SRA, la ferritina y los depdsitos de hierro en
células microgliales se incrementaron. Finalmente, también demostramos como los cambios
inducidos por la All se inhiben tras el empleo de antagonistas de los receptores AT1, inhibidores de
la NADPH oxidasa, antioxidantes e inhibidores de NF-kB. Los resultados muestran, por tanto, que
la AIl, a través de los receptores AT1, modula la homeostasis del hierro en las neuronas
dopaminérgicas y en las células microgliales, y que las células gliales juegan un papel determinante

en la regulacién eficiente de la homeostasis del hierro en las neuronas dopaminérgicas.
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Discusién

5.1-EFECTO DE LA MODULACION DEL SISTEMA DOPAMINERGICO SOBRE EL
SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran, por primera vez, la existencia de
mecanismos compensatorios entre los receptores de dopamina y de angiotensina en el sistema
nervioso central. Tanto los animales knock out para los receptores D1 como para los receptores D2
muestran una sobreexpresion de receptores AT1. La All local, a través de los receptores AT1
contribuye al dafio por estrés oxidativo al ser uno de los activadores principales del complejo
NADPH oxidasa en diferentes tipos de células y tejidos (Garrido y Griendling, 2009). El complejo
NADPH oxidasa es la fuente intracelular mas importante de EROs tras las mitocondrias (Babior,
2004). Ademas, las EROs generadas por el complejo NADPH oxidasa promueven la produccién de
mas EROs a nivel mitocondrial y a partir de otras fuentes intracelulares, lo que puede dar lugar a un
circulo vicioso que amplifica y mantiene las EROs contribuyendo asi a la muerte celular.

Se ha visto que la regulacién al alza de oxidasas dependientes de NADPH esta involucrada en
la mayoria de las enfermedades relacionadas con el envejecimiento tales como hipertension,
diabetes, aterosclerosis y en la EP (Griendling et al., 2000; Rodriguez-Pallares et al., 2007; Wu et
al., 2003). También se ha visto que el SRA, via receptores AT1 y activacion del complejo NADPH
oxidasa, tiene un papel clave en el inicio y la perpetuacién de la inflamacién. En tejidos periféricos
tales como la pared vascular, el incremento en la actividad del SRA da lugar a estrés oxidativo,
produccion de quimioquinas, citoquinas y moléculas de adhesion, las cuales contribuyen a la
migracion de células inflamatorias al tejido lesionado (Ruiz-Ortega et al., 2001; Suzuki et al.,
2003). Ademas, la All, a través de los receptores AT1 actia sobre las células inflamatorias para
inducir respuestas inflamatorias y para la liberacion de altos niveles de EROs por activacién del
complejo NADPH-oxidasa en estas células. En trabajos anteriores de nuestro laboratorio, hemos
comprobado que en el sistema nigroestriatal, la All, a través de los receptores AT1, incrementa la
activacién de las células microgliales y el estrés oxidativo en las neuronas (Joglar et al., 2009;
Rodriguez-Pallares et al., 2008). Los mecanismos involucrados en los efectos neuroprotectores y/o
compensatorios mediados por los receptores AT2 no han sido dilucidados hasta el momento. Puede
ser que los efectos compensatorios y neuroprotectores no se deban en exclusiva a la inhibicion de
AT1 y/o de la actividad NADPH oxidasa. Se han sugerido otros mecanismos tales como la
inhibicién de las MAK (del inglés mitogen activated kinase) quinasas y la activacion de los

receptores de bradiquinina (Padia y Carey, 2013). En cualquier caso, los resultados obtenidos, junto
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con otros de estudios previos de nuestro grupo (Rodriguez-Perez et al., 2012; Villar-Cheda et al.,
2012) indican que un incremento en el ratio AT1/AT2 lleva a un incremento en los estados
prooxidativo y proinflamatorio, asi como también a un aumento en la vulnerabilidad
dopaminérgica. La expresion de receptores AT2 es mayor en ratones deficientes en receptores D2,
lo que sugiere un efecto compensatorio para contrarrestar la sobreexpresion de receptores AT1. Los
ratones deficientes en receptores D1 sobreexpresan los receptores AT1 sin cambios significativos en
la expresion de receptores AT2. Sin embargo, los niveles de angiotensinogeno y de actividad ECA
si son regulados a la baja, lo que sugiere la existencia de un mecanismo compensatorio alternativo
en estos animales.

El mecanismo responsable de las diferentes respuestas compensatorias que contrarrestan la
sobreexpresion de los receptores AT1 en ratones deficientes en receptores D1 y D2 todavia no ha
sido clarificado. En ratones que sobreexpresan receptores D2, la expresion de receptores AT1 y AT?2
se ve regulada a la baja con un incremento compensatorio en los niveles de angiotensinégeno y de
actividad ECA, lo que concuerda con resultados obtenidos en ratones knock out.

Las ratas jovenes normales lesionadas con 6-OHDA mostraron una mayor expresion de los
receptores AT1 y AT?2 sin mostrar una disminucion significativa de los niveles de angiotensinégeno
ni actividad ECA (con la excepciéon de la ECA en la SN). Esto es consistente con la pérdida
simultanea de activacion de los receptores D1 y D2.

En general, estos resultados muestran que los receptores de dopamina y AIl se contrarregulan
en el sistema nigroestriatal y que, la dopamina, ademas de su funcion esencial como
neurotransmisor puede tener un papel importante en la modulacién de la respuesta inflamatoria
microglial y en el estrés oxidativo neuronal mediante el SRA cerebral. Hay estudios que han
demostrado que la dopamina también puede inhibir la neuroinflamacion a través de la estimulacion
de los receptores D2 de los astrocitos mediante mecanismos dependientes de la aB-cristalina (Shao
et al., 2013). En este estudio, sugerimos que la activacién de los receptores de dopamina modula la
neuroinflamaciéon mediante la interaccion con el SRA y que esta interaccion se ve alterada en
animales envejecidos, lo que lleva a un estado prooxidativo y proinflamatorio. Se ha demostrado
recientemente la existencia de interacciones importantes entre los receptores de dopamina y de All
en tejidos periféricos, especialmente en relacion a la excrecién de sodio renal y en la funcién
cardiovascular (Gildea 2009; Khan et al., 2008; Zeng et al., 2006). También se ha demostrado que
los agonistas de receptores D1 y D2 disminuyen la expresion de receptores AT1 (Hussain et al.,

1998; Zeng et al., 2003) y que los receptores D1 median en la inhibicién de la actividad del
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complejo NADPH oxidasa (Li et al., 2009; Yang et al., 2006). Se ha sugerido que, en el rifion, los
receptores AT1 y D1 o D2 se contrarregulan mutuamente mediante la formacion de heterodimeros
(Khan et al, 2008; Zeng et al., 2006). Actualmente, se acepta que las interacciones
contrarregulatorias anormales tienen un papel determinante en los cambios degenerativos que se
producen a nivel renal, en la hipertension y en el envejecimiento (Chugh et al., 2013; Yang et al.,
2012). En los ganglios basales de roedores y de primates, las neuronas dopaminérgicas, los
astrocitos y la microglia tienen receptores de dopamina y también receptores AT1, AT2 y complejo
NADPH oxidasa (Farber et al., 2005; Garrido-Gil et al., 2013; Joglar et al., 2009; Rodriguez-
Pallares, 2008).

Una disminucién en la funciéon dopaminérgica, como la que se produce durante el
envejecimiento puede llevar a una regulacion al alza de la funciéon SRA local tanto a nivel de las
neuronas dopaminérgicas como en las células gliales. Esta sobreactivacion del SRA puede
exacerbar la respuesta inflamatoria microglial y el estrés oxidativo e incrementar la vulnerabilidad
de las células dopaminérgicas a las neurotoxinas o a otros factores patogénicos. Estudios previos de
nuestro grupo confirman que las ratas envejecidas muestran una mayor actividad del SRA, un
incremento de los marcadores de inflamacion y estrés oxidativo en el sistema nigroestriatal y una
mayor vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas a la neurotoxina 6-OHDA (Villar-Cheda et
al., 2012). Nuestros estudios muestran que la hiperactividad del SRA desempefia un papel
fundamental porque los marcadores de estrés oxidativo, neuroinflamacion y wvulnerabilidad
dopaminérgica disminuyen significativamente tras el tratamiento de las ratas envejecidas con el
antagonista de AT1 candesartan (Villar-Cheda et al., 2012). Estos resultados estan en consonancia
con resultados previos de nuestro laboratorio en los que se demuestra que el efecto neurotéxico
producido al aplicar dosis bajas de neurotoxinas dopaminérgicas se ve incrementado por All e
inhibido por el tratamiento con inhibidores de la ECA (Lopez-Real et al., 2005; Mufioz et al., 2006)
o antagonistas de AT1 (Joglar et al., 2009; Rey et al., 2007; Rodriguez-Pallares et al., 2008), lo cual
lleva a un descenso significativo en la pérdida de neuronas dopaminérgicas, en los niveles de
peroxidacion lipidica y oxidacion proteica a nivel de la SN, y a una reduccion en la activacion
microglial.

En el presente estudio, el marcado descenso en la expresion de receptores D1 y D2 y la
disminucion significativa en la expresion de TH y los niveles de dopamina estriatales en ratas
envejecidas en relacion con ratas jovenes concuerdan con resultados anteriores obtenidos tanto en

en roedores como en humanos (Colebrooke et al., 2006; Suzuki et al., 2001; Wang et al., 1998;
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Yurek et al., 1998). Tal y como se ha observado, las ratas envejecidas presentan un marcado
incremento de los receptores AT1, lo que puede ser causa del estado prooxidativo y proinflamatorio
y de la elevada vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas que se han observado en estudios
anteriores (Villar-Cheda et al., 2012). Al contrario de lo que ocurre en ratones y ratas jovenes, esta
situacion no se ve contrarrestada por un incremento en los receptores AT2 o por un descenso en los
niveles de angiotensindgeno. Ademas, la expresion de receptores AT2 es menor que en ratas jovenes
normales. Para confirmar la falta de regulacién compensatoria en ratas envejecidas, se trataron
grupos de ratas jovenes y envejecidas con 6-OHDA. Se observo que en ratas jovenes, la deplecion
de dopamina provocaba un incremento significativo en la expresioén de receptores AT1 y AT2, lo
que no llevaba a cambios significativos en el ratio AT1/AT2. En ratas envejecidas, en las cuales los
niveles de expresion de los receptores AT2 ya son bajos, la deplecion dopaminérgica producia un
incremento adicional en la expresion de receptores AT1 pero no en la de AT2, con lo que el ratio
AT1/AT?2 se veia incrementado. Tampoco se produjo una disminuciéon compensatoria en los niveles
de angiotensindgeno ni en la actividad ECA en estos animales. La ausencia de un incremento
contrarregulatorio de AT2 en ratas envejecidas puede contribuir a un incremento de los estados
prooxidativo y proinflamatorio y a un incremento en la vulnerabilidad dopaminérgica. La
disminucion de la capacidad de las ratas envejecidas para desarrollar mecanismos compensatorios
ha sido observada en estudios anteriores. Se sabe que, en animales jovenes, una falta de activacién
de los receptores de dopamina promueve la sobreexpresion compensatoria de receptores D2 y que el
turnover de dopamina se incrementa en lesiones dopaminérgicas parciales (Fornaretto et al., 1993;
Todd et al., 1996). Las ratas envejecidas muestran niveles menores de dopamina, de expresion de
receptores de dopamina y ausencia de cambios en el turnover de dopamina. Ademas, recientemente
hemos demostrado que el reemplazo estrogénico normaliza la expresion de receptores AT2 en ratas
jovenes sometidas a menopausia quirtrgica, resultados que la terapia estrogénica no consigue en
ratas menopausicas naturales (Rodriguez-Perez et al., 2012).

Las ratas envejecidas mostraron disminuciones en la actividad dopaminérgica e incrementos en
la actividad SRA (incremento en el ratio AT1/AT2). Sin embargo, es interesante destacar que el
tratamiento con 6-OHDA en estos animales produce un incremento en la actividad SRA (mayor
expresion del receptor AT1 e incremento en el ratio AT1/AT2) mucho mayor que el producido en
animales jovenes pese a que estos Ultimos presentan mayores niveles fisiolégicos de dopamina.
Creemos que, ademas de la disminucion en la actividad dopaminérgica existen factores adicionales

que acentuan el incremento de la actividad SRA en ratas envejecidas. Estos factores adicionales
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relacionados con la edad, no se contrarregulan tras la deplecion dopaminérgica con 6-OHDA, lo que
lleva a un mayor incremento en la expresién de AT1 en comparacion con ratas jévenes. Ademas, en
el presente trabajo, se investigo el efecto del tratamiento con L-DOPA en el ratio AT1/AT2 en ratas
jovenes y envejecidas. En animales jovenes se observo, tras el tratamiento con L-DOPA una
disminucion en la expresion de receptores AT1 y AT2. Sin embargo, no se observaron cambios
significativos en ratas envejecidas tratadas con L-DOPA. Esto es de esperar, pues se sabe que la
respuesta al tratamiento con L-DOPA de los parkinsonismos asociados a la edad es pobre o
inexistente (Darbin, 2012; Hurley et al., 2011). Los niveles disminuidos de receptores de dopamina,
la menor actividad de la L-DOPA descarboxilasa y otros cambios relacionados con el
envejecimiento pueden llevar a un incremento muy pobre en la actividad dopaminérgica, lo que
probablemente sea insuficiente para disminuir la actividad del SRA y particularmente para
contrarrestar a los factores que pueden incrementar dicha actividad del SRA en ratas envejecidas.
Los resultados obtenidos muestran que, adicionalmente a su funcion principal como un
neurotransmisor, la dopamina tiene un papel importante en la modulacién del SRA cerebral a nivel
de SN y ST. Este SRA tisular tiene un papel determinante en la respuesta inflamatoria microglial, el
estrés oxidativo neuronal y por tanto, en el incremento de la vulnerabilidad dopaminérgica. La
regulacion a la baja de los receptores de dopamina y de la funcion dopaminérgica que se produce
con el envejecimiento puede llevar a la regulacién al alza de vias prooxidativa y proinflamatoria a
través de la ruta AII/AT1. Los resultados también muestran que las ratas envejecidas no son capaces
de incrementar la expresion de los receptores AT2 en respuesta a la deplecion de la dopamina y a
una regulacion a la baja de los receptores de dopamina, lo cual incrementa los efectos deletéreos
mediados por el aumento en la expresion de los receptores AT1 asociado al envejecimiento. La
sobreactivacion del SRA no es inhibida de manera significativa por el tratamiento con L-DOPA en
ratas envejecidas. Previamente nuestro grupo ha demostrado que el incremento en
neuroinflamacion, indicadores del estrés oxidativo y vulnerabilidad dopaminérgica relacionado con
la sobreactivacién de los receptores AT1 se inhibe en ratas envejecidas cuando éstas son tratadas
con antagonistas de los receptores AT1, farmacos que actualmente son empleados en la practica

clinica para el tratamiento de problemas vasculares.
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5.2-EFECTO DE LA MODULACION DEL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA SOBRE
EL SISTEMA DOPAMINERGICO

5.2.1-Efectos de la inhibicion del sistema renina-angiotensina sobre el sistema

dopaminérgico

Los resultados obtenidos en ratas con inervacion dopaminérgica normal indican que el
tratamiento crénico con candesartan no afecta de manera significativa a los niveles estriatales de
dopamina ni de sus metabolitos y no altera de manera significativa el comportamiento motor.
Tampoco se observan cambios significativos en los niveles estriatales de serotonina tras el
tratamiento cronico de ratas con candesartan.

Estudios anteriores realizados en ratas con inervacion normal demuestran que la administracion
aguda de AII directamente en el estriado (mediante sondas de microdialisis) induce un incremento
en los niveles extracelulares de dopamina, que se ve bloqueado tras la administracién de
antagonistas del receptor AT1 (Brown et al., 1996; Mendelsohn et al., 1993). Estos datos sugieren
que la AII facilita la liberacién de dopamina, via receptores AT1, sin embargo, el mecanismo
subyacente todavia no ha sido dilucidado. Por consiguiente, el tratamiento con antagonistas de AT1
podria reducir los niveles estriatales de dopamina. Sin embargo, la administracién aguda de
antagonistas del receptor AT1, por si sola, no altera los niveles estriatales de dopamina (Brown et
al., 1996; Jenkins, 2008) pero si disminuye ligeramente, en torno a un 15%, los niveles de
metabolitos (Jenkins, 2008; Mendelsohn et al., 1993). La administracion crénica de antagonistas de
AT1, o bien no induce ningin cambio, como hemos encontrado en este estudio, o induce un
aumento en los metabolitos de dopamina en ratas normales (Dwoskin et al., 1992; Mendelsohn et
al., 1993). Los diferentes efectos de la administracion cronica de antagonistas de AT1 fueron
atribuidos a mecanismos compensatorios desconocidos (Dwoskin et al., 1992; Mendelsohn et al.,
1993). Nuestros datos demuestran que la administracion aguda de candesartan induce un
incremento de entre un 125 a un 130% en la expresion de los receptores D1 estriatales y una
disminucion de un 15% en la expresion de los receptores D2, mientras que la administracion
cronica de candesartan lleva a un incremento similar en la expresion de los receptores D1 y a una
disminucion de en torno a un 55% en la expresion de los receptores D2. Los cambios observados en
la expresion de los receptores de dopamina pueden llevar a cambios compensatorios en la liberacion

de dopamina estriatal y en el comportamiento motor. Se cree que la liberacion de dopamina por las
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terminales dopaminérgicas esta regulada por los autorreceptores D2 (Cubeddu y Hoffmann, 1982;
De Mei et al., 2009) por lo tanto, la disminucién en la expresion de receptores D2 puede llevar a un
incremento compensatorio en la liberacion de dopamina. Se ha demostrado que los
heterorreceptores postsinapticos D2 juegan un papel importante en el control de los niveles
estriatales de dopamina (Anzalone et al., 2012). Tal y como hemos comprobado, el candesartan no
produce cambios en la expresion de receptores D2 en ratas denervadas, lo que puede sugerir que la
regulacion a la baja de D2 producida por el candesartan puede deberse a los autorreceptores. Sin
embargo, otros factores como la denervacion dopaminérgica y el tratamiento con L-DOPA pueden
contrarrestar los cambios inducidos por el candesartan en la expresion de los D2 postsinapticos.
Diferentes estudios han demostrado que los receptores AT1 y D1 se contrarregulan el uno al otro
directamente en las células tubulares renales (Khan et al.,, 2008; Zeng et al., 2003). Nuestros
resultados demuestran, por primera vez, que esta contrarregulacion AT1/D1 también ocurre a nivel
del estriado. Ademas, se ha observado dimerizacion entre los receptores AT1 y los del tipo D1 (D1,
D3 o D5) a nivel de las células renales (Gildea, 2009; Khan et al., 2008; Zeng et al., 2006), lo que
puede explicar la contrarregulacion de los receptores D1 observada tras una unica inyeccion del
antagonista de AT1 candesartan.

En conjunto, nuestros resultados en ratas con inervacion dopaminérgica normal sugieren que el
tratamiento neuroprotector con antagonistas de AT1 para enfermedades como la enfermedad de
Alzheimer (Kehoe y Wilcock, 2007; Mogi y Horiuchi, 2009), isquemia cerebral (Lou et al., 2004),
lesion traumatica cerebral (Villapol et al.,, 2012) y esclerosis multiple (Platten et al., 2009;
Stegbauer et al., 2009) no deberian afectar de manera significativa a la liberacién de dopamina ni al
comportamiento motor. De hecho, los antagonistas de AT1 han sido empleados como farmacos
antihipertensivos durante la tultima década y no se ha visto que produzcan una induccion
significativa de parkinsonismo. Sin embargo, los mecanismos involucrados en la sintesis y
liberacion de dopamina en estadios avanzados de la EP son diferentes.

En ausencia de terminales dopaminérgicas, las células no dopaminérgicas son responsables de
la descarboxilacion de L-DOPA exogena a dopamina. Nuestro grupo de investigacion y otros han
demostrado que las terminales serotoninérgicas estriatales son una fuente importante de dopamina
(Hefti et al., 1981; Lopez et al., 2001; Lopez-Real et al, 2003), ya que las neuronas
serotoninérgicas son capaces de expresar tanto el transportador de monoaminas vesicular como la
aminoacido aromatico decarboxilasa. La descarboxilacion de la L-DOPA exdgena y la liberacion de

dopamina por las terminales serotoninérgicas lleva a un descenso simultaneo en los niveles
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estriatales de serotonina (Carta et al., 2008a; Navailles et al., 2011). La liberacién de dopamina por
las terminales serotoninérgica es parcialmente responsable de las discinesias inducidas por L-
DOPA, las cuales son inhibidas por el tratamiento con agonistas de los receptores de serotonina 5-
HT1A y 5-HT1B localizados en los cuerpos celulares y en las terminales estriatales de las neuronas
serotoninérgicas (Carta et al., 2008b; Mufioz et al., 2008). En ratas lesionadas con 6-OHDA y
tratadas con L-DOPA, se observa liberacion de dopamina estriatal y una disminucion simultanea en
los niveles estriatales de serotonina. Nuestros resultados no mostraron diferencias en los niveles de
serotonina estriatales ni en los niveles de 5-HT1B entre ratas denervadas tratadas y no tratadas con
candesartan, lo que sugiere que el tratamiento crénico con candesartan no afecta de manera
significativa al proceso de descarboxilacion de la L-DOPA en las terminales serotoninérgicas.
Tampoco hemos observado diferencias significativas en los niveles de dopamina y metabolitos a
nivel estriatal entre ratas tratadas con candesartan y ratas no tratadas. De manera similar, tampoco
se han encontrado diferencias significativas en los niveles extracelulares de dopamina y metabolitos
entre animales denervados tratados con candesartan y animales denervados no tratados con
candesartan. Ademas, los niveles estriatales de dopamina pueden incrementarse en ratas tratadas
con L-DOPA mas candesartan a niveles de ratas normales mediante el tratamiento simultdneo con
deprenyl o mediante el aumento de la dosis de L-DOPA. Tampoco hemos observado diferencias
significativas en el comportamiento motor entre ratas tratadas con L-DOPA mas vehiculo y L-
DOPA mas candesartan. Ambos grupos de animales mostraron un comportamiento rotacional
similar y obtuvieron rendimientos semejantes, igualandose a niveles control. Los animales tratados
con candesartan mostraron un incremento en las rotaciones contralaterales al aumentar la dosis de
L-DOPA de 6 a 18 mg/kg, lo que concuerda con el incremento observado en los niveles estriatales
de dopamina. En ratas lesionadas con 6-OHDA, el comportamiento motor es consecuencia del
efecto sobre D1 y D2 de la dopamina formada a partir de la L-DOPA. En este estudio no
observamos diferencias significativas en la expresién estriatal de D1 y D2 entre ratas tratadas con
L-DOPA mas vehiculo y ratas tratadas con L-DOPA mas candesartan. En ratas denervadas, la
expresion estriatal de los receptores D1 y D2 puede ser el resultado de cambios inducidos por la
denervacion dopaminérgica, el tratamiento con L-DOPA y el candesartan. Diversos estudios previos
han demostrado que la denervacién dopaminergica produce un incremento en la expresiéon de
receptores D2 estriatales y una disminucion en la expresion de receptores D1 estriatales, que son
contrarrestados con la administracién de L-DOPA (Fornaretto et al., 1993; Herrero et al., 1996;

Todd et al., 1996). El candesartan también podria contrarrestar el efecto de la denervacién por 6-
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OHDA y facilitar el comportamiento motor, ya que hemos observado que el tratamiento de las ratas
control con candesartan incrementa la expresion estriatal de receptores D1 y disminuye la expresion
de receptores D2. Anteriormente, nuestro grupo ya habia demostrado estos efectos
contrarregulatorios entre los sistemas dopaminérgico y SRA en el ST (Villar-Cheda et al., 2010): la
denervacion con 6-OHDA produce un incremento significativo en la expresion de receptores AT1,
lo que se normaliza tras el tratamiento con L-DOPA en ratas jovenes. El incremento en la expresion
estriatal de receptores AT1 puede contribuir a la disminucion en la expresion de D1 y al aumento en
la expresion de D2 que se observa tras la denervacion dopaminérgica (Fornaretto et al., 1993; Todd
et al., 1996), ya que es lo contrario a lo que produce el empleo de candesartan. La disminucion en la
expresion de AT1 inducida por el tratamiento con L-DOPA puede contribuir a los efectos
observados en la expresion de los receptores de dopamina (Herrero et al., 1996).

Los resultados del presente estudio sugieren que el tratamiento créonico con antagonistas de AT1
como el candesartan, como tratamiento neuroprotector contra la progresion de la degeneracion
dopaminérgica no afecta significativamente a la liberacion de dopamina derivada de Ia
descarboxilacion de la L-DOPA ni al comportamiento motor. Ademas, un incremento en las dosis
de L-DOPA u otras estrategias, como el tratamiento adicional con deprenyl podrian contrarrestar
cualquier empeoramiento de los sintomas parkinsonianos relacionados con mecanismos
compensatorios inadecuados y seguiria proporcionando neuroproteccion contra la progresiéon de la

muerte de neuronas dopaminérgicas.
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5.2.2-Efectos de la activacion del sistema renina-angiotensina, inducida por la

hipoperfusion cerebral croénica, sobre el sistema dopaminérgico

La hipoperfusion cerebral crénica es responsable directa de la degeneraciéon dopaminérgica,
pudiendo actuar de manera sinérgica con otros factores para incrementar la progresion de la pérdida
neuronal dopaminérgica.

Datos obtenidos de diferentes estudios clinicos sugieren la existencia de interacciones entre la
enfermedad cerebrovascular debida al envejecimiento, la hipoperfusion cerebral y la degeneracion
dopaminérgica. Se han observado signos parkinsonianos y pérdida celular dopaminérgica en
ancianos que no presentan la EP (Buchman et al., 2012). También se ha visto una reduccion de la
funcion dopaminérgica presinaptica en pacientes con parkinsonismo vascular (PV) (Zijlmans et al.,
2007), y como, pacientes de PV tienen una buena respuesta al tratamiento con L-DOPA (Thanvi et
al., 2005; Zijlmans et al., 2004a; Zijlmans et al., 2004b). El1 modelo de hipoperfusion cerebral
crénica empleado muestra que la hipoperfusién crénica induce una pérdida significativa de
neuronas dopaminérgicas y una disminucion significativa en los niveles de dopamina en el ST y en
el numero de terminales dopaminérgicos. Ademas, la pérdida de neuronas dopaminérgicas y el
descenso de los niveles de dopamina se revierte de manera significativa por el tratamiento con
candesartan, el cual se inici6 20 dias tras la oclusién bilateral de las arterias carétidas, excluyendo,
por lo tanto, la posibilidad de que la pérdida de neuronas dopaminérgicas fuera producida en la fase
aguda hipoxico-isquémica y confirmando la pérdida de neuronas dopaminérgicas a largo plazo
durante la fase cronica.

Una segunda cuestion abordada en este estudio es si la hipoperfusion derivada de la
enfermedad vascular y/o del envejecimiento, actuando de manera sinérgica con factores que
inducen la EP, puede incrementar el riesgo de desarrollo de la EP (acelerar la puesta en marcha de
una EP latente) o exacerbar la progresion y la severidad de una EP ya establecida. Habitualmente, se
reconoce que la presencia de lesiones en la materia blanca asociadas con el envejecimiento o la
presencia de un trastorno vascular subclinico puede contribuir a la demencia y a otros sintomas de
la EP como la inestabilidad postural y problemas para caminar, ésto como consecuencia de
mecanismos aditivos o solapantes (Bohnen y Alvin 2011; Rektor et al., 2006; Rektor et al., 2009).
Sin embargo, el presente estudio muestra que la hipoperfusién también puede llevar a un
incremento en la muerte neuronal dopaminérgica al incrementar los efectos deletéreos de otros

factores tales como dosis bajas de 6-OHDA.
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Uno de los factores de riesgo mas importantes para el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas, como la EP, es la edad avanzada, que también incrementa la prevalencia de
enfermedades cerebrovasculares. Un estudio reciente demuestra que la presencia de patologia en la
SN de, al menos, un 40% en ancianos sin EP (Buchman et al., 2012). Lo que esta en consonancia
con resultados obtenidos en nuestro laboratorio que demuestran que el envejecimiento produce una
disminucion en la vascularizacién y en los niveles de factores de crecimiento vasculares
endoteliales en la SN (Villar-Cheda et al., 2009). Los resultados del presente trabajo sugieren que la
enfermedad cerebrovascular, asociada al envejecimiento y la hipoperfusién, contribuye a los
cambios degenerativos en las neuronas dopaminérgicas y a la muerte neuronal consecuente. Las
ratas sometidas a hipoperfusion mostraron una disminucion significativa en los niveles estriatales de
dopamina y DOPAC sin que tuviesen lugar cambios significativos en el turnover de dopamina (ratio
DOPAC/dopamina). Cabe recalcar que se ha demostrado un aumento compensatorio en el turnover
de dopamina en animales jévenes después de lesiones agudas dopaminérgicas y que este esta
completamente ausente en animales envejecidos (Collier et al., 2007). Nuestros resultados sugieren
que la hipoperfusién crénica relacionada con el envejecimiento también podria estar involucrada en
este efecto debido a la ausencia de aumento compensatorio de turnover. También puede ser que
otros mecanismos estén implicados en la pérdida de turnover compensatorio observado tras la
hipoperfusion crénica (Ben et al., 1999; Nandhagopal et al., 2011).

Los eslabones del mecanismo entre la hipoperfusion/enfermedad vascular y la
neurodegeneracion son desconocidos. En el presente estudio, la hipoperfusion crénica dio lugar a la
muerte celular dopaminérgica asi como a una expresion incrementada de IL-1f y de actividad
NADPH oxidasa, los cuales estan involucrados en la progresion de la muerte celular dopaminérgica
en modelos animales de EP y en pacientes de la EP (Koprich et al., 2008; Wu et al., 2003). Las
NADPH oxidasas son una de las fuentes principales de superéxido y se encuentran reguladas al alza
en enfermedades relacionadas con el envejecimiento como la hipertension, la diabetes y la
aterosclerosis (Griendling et al., 2000; Miinzel y Keany, 2001). La muerte neuronal dopaminérgica,
la expresion de IL-1B y la actividad NADPH oxidasa disminuyeron tras el tratamiento con el
antagonista de AT1, candesartan, lo que demuestra que el SRA nigral esta involucrado en este
proceso. En animales sometidos a hipoperfusion cronica, se comprob6 que habia una actividad SRA
incrementada en la SN, un incremento en la expresion de los receptores AT1 y una disminucién en
la expresién de los receptores AT2. Los receptores AT1 y AT?2 tienen efectos opuestos, con lo que

su distribucion especifica determina los efectos inducidos por la AIl (Sohn et al., 2000). La
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activacién de los receptores AT1 regula al alza la actividad de la NAPDH oxidasa, la cual se inhibe
por la activacion de los receptores AT2. Otros componentes del SRA como la A(1-7)(Clark et al.,
2001) o los receptores de prorrenina (Valenzuela et al., 2010) pueden modular también la actividad
del SRA cerebral (Labandeira-Garcia et al., 2011). En el caso de ratas sometidas a hipoperfusion
crénica, cambios que tengan lugar en la actividad del SRA local crean un estado prooxidativo y
proinflamatorio, como sugiere el incremento en la actividad NAPDH y en la expresion de IL-1(3 en
relacion con animales control.

Estudios recientes han demostrado que el SRA local participa en diversas funciones y
desérdenes del cerebro (Labandeira-Garcia et al., 2011; Phillips y de Oliveira 2008; Wright y
Harding, 2011). Hemos demostrado, en diferentes modelos animales de EP, que hay un SRA local
en la SN y que la pérdida celular dopaminérgica esta incrementada por la AIl a través de los
receptores AT1, la activacion del complejo NADPH oxidasa microglial (Joglar et al., 2009; Rey et
al., 2007; Rodriguez-Pallares et al., 2008) y por el estrés oxidativo resultante (Rodriguez-Pallares et
al.,, 2012). También hemos observado un incremento en la actividad del SRA, incluyendo
incrementos en la expresion de los AT1, la actividad NADPH oxidasa, valores de IL-1f y
disminucion de la expresion de los AT2 en la SN de ratas envejecidas junto con una mayor
vulnerabilidad a las neurotoxinas de las neuronas dopaminérgicas, la cual se ve inhibida por el
tratamiento con el antagonista de AT1 candesartan (Rodriguez-Perez et al., 2012; Villar-Cheda et
al., 2012). No esta del todo claro cual es el mecanismo responsable del incremento en la actividad
del SRA en la SN. Sin embargo, resultados de nuestro grupo sugieren que el incremento puede
deberse, al menos en parte, a la hipoperfusién crénica observada en la SN de animales envejecidos

(Villar-Cheda et al., 2012).
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5.2.3-Efectos de la activacion del sistema renina-angiotensina microglial, via AT1/ROCK,

en la degeneracion dopaminérgica

5.2.3.1-Efectos de la activacion del sistema renina-angiotensina microglial, via
AT1/ROCK, en la degeneracion dopaminérgica. Papel de la angiotensina en la activacion de

la ruta RhoA/ROCK

Los resultados de este trabajo demuestran, por primera vez, que la activacién de la via RhoA-
ROCK 1I participa en la degeneracion celular dopaminérgica inducida por MPTP y posiblemente en
la EP y que los inhibidores de ROCK disminuyen la muerte celular inducida por el MPTP. También
se demuestra la existencia de una importante interaccion entre las vias AII/AT1 y RhoA/ROCK II
en la lesién inducida por MPTP ya que se vio que la delecién de los receptores AT1 inhibe los
incrementos en la expresion de RhoA y ROCK II debidos al MPTP, asi como el incremento de la
actividad ROCK derivado del tratamiento con MPTP. El incremento en la actividad ROCK se ve
disminuido por el empleo del antagonista de AT1 candesartan. Mediante el empleo de cultivos
celulares se comprob6 que el efecto de la AIl en la muerte neuronal inducida por el MPP" es
bloqueado por el inhibidor de ROCK, Y-27632 lo que excluye posibles efectos debido a cambios en
la funcion vascular.

Estudios previos de nuestro grupo en modelos animales de EP demuestran que la inhibicién de
la activaciéon microglial juega un papel determinante en la muerte celular dopaminérgica inducida
por neurotoxinas (Joglar et al., 2009; Rodriguez-Pallares et al., 2008; Villar Cheda et al., 2012). Los
presentes resultados estan en consonancia con los obtenidos anteriormente y revelan un papel
importante de la via RhoA/ROCK en este efecto, ya que tanto el tratamiento con el inhibidor de
ROCK 1I, Y-27632, como la deleciéon de AT1, demuestran la neuroprotecciéon en la muerte celular
dopaminérgica inducida por las neurotoxinas MPTP/MPP * y la inhibicién de la respuesta microglial
inducida por MPTP. Ademas, el tratamiento de los cultivos en presencia y ausencia de células
microgliales confirma el papel determinante de la activacion microglial de ROCK en este proceso.

La activacién de la via RhoA/ROCK tiene lugar de manera muy temprana tras la inyeccion de
MPTP. También se ha visto que ROCK media en la reacciéon inmune proinflamatoria y en la
activacion microglial inducida en el cerebro por la lisofosfatidilcolina, las cuales se inhiben al
emplear inhibidores de ROCK (Sheikh et al., 2009) llegandose a confirmar el efecto neuroprotector

de los inhibidores de ROCK en ratones tratados con MPTP (T6nges et al., 2012).
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Se sabe que RhoA/ROCK es un regulador importante del citoesqueleto de actina, lo cual es
especialmente importante para la migracién de las células inflamatorias a las zonas inflamadas
(Greenwood et al., 2003; Honing et al., 2004), incluyendo a la microglia (Yan et al., 2012). Se ha
demostrado que durante la activacion de las células inflamatorias, RhoA/ROCK induce cambios en
el citoesqueleto de actina que dan lugar a retraccién de los procesos celulares, expansién celular y
cambios en la motilidad celular caracteristicos de la activacion de células inflamatorias tales como
la microglia (Bernhart et al., 2010). De acuerdo con lo expuesto, la activacion de la via RhoA/
ROCK se ha demostrado en modelos animales de varias patologias cerebrales que cursan con un
importante componente neuroinflamatorio (Mueller et al., 2005; Toshima et al., 2000). En el
presente estudio, la inhibicién de la via AII/AT1 produjo resultados similares a los observados tras
el tratamiento con inhibidores de ROCK, lo que sugiere que la activacion de ROCK puede jugar un
papel critico en la respuesta inflamatoria inducida por AIL.

Se sabe que la AlI actda, a través de receptores AT1, para inducir respuestas inflamatorias y
liberar altos niveles de EROs (Qin et al., 2004; Touyz et al, 2002), y el presente estudio demuestra
que la activacion via RhoA/ROCK microglial desempefia un papel determinante en este proceso.

Nuestro grupo ha demostrado previamente que en el sistema nigroestriatal de modelos animales
de EP (ratas y ratones lesionados con 6-OHDA y con MPTP, respectivamente), la All, a través de
receptores AT1, induce la activaciéon del complejo NADPH oxidasa, aumenta el estrés oxidativo y la
neuroinflamacion, y conduce a la muerte de la neuronas dopaminérgicas, que a su vez, se acompana
de un aumento en los niveles de los principales indicadores de estrés oxidativo (oxidacion de
proteinas y peroxidacion lipidica). Estos efectos son inhibidos por los antagonistas de AT1 (Rey et
al., 2007) o por farmacos inhibidores del enzima conversor de AIl (iECAs) (Lopez-Real et al,
2005; Muioz et al, 2006). En el presente estudio, empleando ratones knock out para AT1 tratados
con MPTP, hemos confirmado que la estimulacion del receptor AT1 incrementa la muerte de
células dopaminérgicas y que los receptores AT1 median la activaciéon de la via RhoA/ROCK
inducida por MPTP y la activacion microglial.

También se sabe que la All, a través del receptor AT2, ejerce acciones directamente opuestas a
las mediadas por AT1, antagonizando asi muchos de los efectos de la estimulacion de este tltimo
(Chabrashvili et al, 2003; Jones et al., 2008; Sohn et al., 2000). Villar-Cheda et al., (2010)
demuestra en un interesante estudio como los ratones knock out para AT1 presentan una actividad
del complejo NADPH oxidasa y una expresién de receptores AT2 a nivel SN significativamente

menor que sus respectivos animales salvajes. El descenso de la actividad del complejo NADPH
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oxidasa y la subsecuente neuroproteccién posterior, puede ser atribuida a la ausencia de sefial
derivada de la activacién de AII sobre AT1 (que activaria el complejo NADPH oxidasa y la
activacion de los receptores AT2 por All (que inhibirian el complejo NADPH oxidasa en ausencia
del efecto opuesto de los receptores AT1).

De acuerdo con lo expuesto hasta ahora, nuestro grupo también ha observado recientemente
que la expresion de receptores AT1 de la SN se regula a la baja y la de los AT2 al alza cuando a
animales ovariectomizados se les administra una terapia estrogénica de reemplazamiento hormonal
(Rodriguez-Perez et al., 2010) y que los receptores AT1 se encuentran regulados al alza y los AT2 a
la baja en ratas menopausicas (Rodriguez-Perez et al., 2012) en comparaciéon con ratas hembra
jovenes tratadas con estradiol. Se sabe ademas, que tanto la incidencia como la prevalencia de la
EP son mas altas en hombres que en mujeres y en mujeres postmenopausicas mas que en mujeres
premenopausicas de edad similar (Baldereschi et al., 2000; Diamond et al., 1990). Curiosamente,
varios estudios recientes en el musculo liso vascular y en células endoteliales han demostrado que el
estradiol inhibe y los andrégenos potencian la activacién de la via RhoA/ROCK (Hiroki et al.,
2005; Ito et al, 2006; Song et al, 2006). Estos datos previos, junto con los presentados en este
estudio, sugieren que la activacion de la via RhoA/ROCK puede ser un factor importante implicado
en la mayor respuesta neuroinflamatoria y en la mayor susceptibilidad frente a neurotoxinas
dopaminérgicas observados en ratas menopausicas y ratas macho en comparacién con ratas jovenes
ovariectomizadas con tratamiento estrogénico (Rodriguez-Perez et al., 2011; Rodriguez-Perez et al.,
2012) y, posiblemente, en la mayor incidencia de PD observada en los hombres y las mujeres
menopausicas.

En lo referente a los efectos de la AII en neuronas y microglia, se ha demostrado que ésta es
una molécula proinflamatoria y un activador principal del complejo del complejo NAPDH oxidasa
en diferentes tipos celulares. Las EROs derivadas de la activacion de NADPH tienen un papel
crucial en la sefializacion de la AII via receptores AT1, pero también son inductores muy
importantes del estrés oxidativo (Cai et al., 2003; Seshiah et al., 2002; Touyz et al., 2002). Esto ha
sido ampliamente estudiado en las células vasculares ya que la inflamacion cronica de la pared del
vaso es el signo distintivo de la aterosclerosis. La AIl actia en este proceso en, al menos, dos
niveles (Ruiz-Ortega et al., 2001; Suzuki et al., 2003). En primer lugar, la AII acttia sobre las células
residentes (células endoteliales y células de mtusculo liso en la pared vascular; neuronas en el
cerebro), en las que, a través de receptores AT1, estimula la produccion de bajos niveles de EROs

intracelulares por activacion del complejo NADPH-oxidasa. Estas EROs actian como segundos
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mensajeros en varias vias de sefalizacién, incluidas las que participan en la activacion de la
respuesta inflamatoria y la migracion de células inflamatorias al area lesionada. En segundo lugar,
la AII actda sobre células inflamatorias (tales como las células microgliales en el cerebro), en las
que la activacion del complejo NADPH-oxidasa produce EROs con doble funcién: a) altas
concentraciones de EROs se liberan extracelularmente para matar a microorganismos invasores; y
b) los bajos niveles de EROs intracelular actian como un segundo mensajero en varias vias de
seflalizacién implicadas en la respuesta inflamatoria (Babior, 2004; Qin et al, 2004).

El tratamiento con MPP" induce la liberacién mitocondrial de EROs, lo que a su vez induce una
segunda secuencia de EROs derivadas de la NADPH oxidasa, la cual se ve disminuida por el
tratamiento con el antagonista de AT1 candesartan (Zawada et al., 2011). Usando cultivos primarios
de células mesencefélicas, hemos visto que los canales de potasio mitocondriales sensibles al ATP
tienen un papel fundamental en la interaccion entre las EROs derivadas de la NADPH y las
mitocondriales tras el tratamiento con AIl y/o neurotoxinas como el MPP' y la 6-OHDA
(Rodriguez-Pallares et al., 2009, Rodriguez-Pallares et al., 2011).

Como ya se ha mencionado, los receptores de AT1, AT2 y del complejo NADPH oxidasa estan
presentes en las neuronas dopaminérgicas y en microglia, y la inhibicion de los receptores
neuronales AT1 puede reducir las EROs derivadas de la activacién del complejo NADPH oxidasa
neuronal, lo que podria conducir a la inhibicién directa de la muerte de las neuronas
dopaminérgicas, seguido de una posterior reduccion en la activacion microglial. Sin embargo, esta
posibilidad no esta respaldada por nuestros estudios. Utilizando cultivos primarios mesencefalicos
enriquecidos en neuronas hemos observado que s6lo altas dosis de neurotoxinas pueden inducir la
muerte de las neuronas dopaminérgicas en ausencia de células gliales (Joglar et al, 2009; Rodriguez
Pallares et al, 2007; Rodriguez Pallares et al, 2008; Rodriguez-Pallares et al, 2009; Rodriguez
Pallares et al, 2011). Esto ha sido confirmado en un estudio reciente con una linea celular
dopaminérgica (Zawada et al, 2011) en la que sélo se observa una muerte celular significativa tras
el tratamiento con dosis muy altas de MPP* (300 mM). Sin embargo, en el estudio actual y en
estudios anteriores nuestro grupo investigé los efectos de dosis muy bajas (0,25 pM MPP") o
subletales (10 pM 6-OHDA) de neurotoxinas. Los efectos de estas dosis bajas pueden ser mas
similares a los efectos causados por neurotoxinas ambientales o por otros factores nocivos
implicados en la EP. Las dosis bajas o subletales de neurotoxinas no inducen una muerte
significativa en cultivos neuronales puros. Sin embargo, las agresiones subletales pueden inducir

sefiales proinflamatorias que, en presencia de células gliales, desencadenan la activacién microglial
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con el posterior aumento de EROs y citoquinas de origen microglial, que inducen la progresion de
la muerte neuronal (Qin et al., 2004; Biber et al., 2007). Ademas, otros estudios han demostrado que
la activacion microglial y los radicales libres derivados de NADPH microglial juegan un papel
importante en la toxicidad de la MPTP y posiblemente en la EP, y que las neuronas dopaminérgicas
son particularmente vulnerables a las EROs derivadas de la activacion del complejo NADPH
oxidasa microglial (Gao et al, 2003a; Gao et al, 2003 b; Wu et al, 2003). La activacion inducida AII
del complejo NADPH oxidasa microglial y de la via RhoA/ROCK desempefia un papel
determinante en este proceso.

Recientemente se ha demostrado una interrelaccion entre la activacion de la via RhoA/ROCK
y la activacién del complejo NADPH oxidasa (Rodriguez-Perez et al., 2015) lo que ya habia sido
sugerido por otros autores tras la observaciones que demostraban como los inhibidores de la ROCK
suprimian la activacion del complejo NADPH oxidasa inducida por la AIl (Budzyn et al., 2006;
Hiroki et al., 2004). Sin embargo, también existen datos que sugieren que la AIl puede activar a
ROCK independientemente de la NADPH oxidasa en células vasculares musculares lisas (Ohtsu et
al., 2006).

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren, por primera vez, un posible efecto
beneficioso de la inhibicion de ROCK en el tratamiento de la EP. En varios estudios anteriores
hemos demostrado que agentes bloqueantes de los receptores AT1 (Joglar et al, 2009; Rey et al.,
2007; Rodriguez-Pallares et al., 2008) e iECA (Lopez-Real et al., 2005; Mufioz et al., 2006),
ampliamente utilizados en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares y renales, protegen
frente a la degeneracion dopaminérgica inducida por neurotoxinas (Labandeira-Garcia et al., 2011),
y en el presente estudio también hemos observado que la delecién de AT1 también inhibe la

actividad ROCK.
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5.2.3.2- Efectos de la activacion del sistema renina-angiotensina microglial via

AT1/ROCK, en la degeneracion dopaminérgica. Interacciones con los estrogenos

En este estudio, confirmamos las observaciones ya realizadas por nuestro grupo en ratas
lesionadas con 6-OHDA y en ratones tratados con MPTP (Rodriguez-Perez et al., 2010; Rodriguez-
Perez et al., 2012) al mostrar como la ausencia de estrogenos incrementa la mortalidad de las
células dopaminérgicas debida a neurotoxinas, mientras que la administracion de estrégenos la
disminuye. También comprobamos en nuestro grupo como la ausencia de estrogenos incrementa la
actividad del SRA en la regién de la SN de ratas hembra y como el tratamiento con estrégenos
provoca una regulaciéon a la baja de la actividad del SRA, produciendo una disminucion en la
expresion de los receptores AT1 y un incremento en la expresion de receptores AT2 (Rodriguez-
Perez et al., 2010; Rodriguez-Perez et al., 2012). El hecho de que se produzca una disminucion en la
muerte neuronal celular debido a una regulacién a la baja de los receptores AT1 causada por los
estrogenos coincide con resultados anteriores obtenidos por nuestro grupo (Joglar et al., 2009; Rey
et al., 2007; Rodriguez-Pallares et al., 2008) y por otros (Grammatopoulos et al., 2007; Zawada et
al., 2011). Es destacable el hecho de que las ratas ovariectomizadas expresan una cantidad menor
de receptores AT2 que las ratas tratadas con estr6genos (Rodriguez-Perez et al., 2010; Rodriguez-
Perez et al., 2012), circunstancia que puede incrementar la pérdida de neuronas dopaminérgicas, ya
que los receptores AT2 tienen un efecto opuesto al de los receptores AT1 (Chabrashvili et al., 2003;
Jones et al., 2008; Sohn et al., 2000).

En este estudio demostramos que el bloqueo de los receptores AT1 inhibe el incremento en la
muerte neuronal dopaminérgica inducida por la ausencia de estrégenos en el modelo de EP por
MPTP. Los experimentos realizados con ratones knock out para AT1 muestran como este efecto no
esta relacionado con ningtin efecto farmacolégico adicional de los antagonistas de los receptores de
AT1, sino que se deben tinicamente al bloqueo de dichos receptores. Los mecanismos que participan
en la regulacion de los componentes del SRA por los estrogenos no han sido dilucidados. En el
cerebro y en tejidos periféricos, la administracion de estrégenos induce una disminucién en la
expresion de proteina de los receptores AT1, pero no produce cambios significativos en la expresion
del ARN mensajero de AT1. Se ha sugerido que los estr6genos regulan la expresion de AT1 a nivel
postranscripcional a través de proteinas citosolicas que se unen a elementos en cis en la secuencia
lider del ARN mensajero de AT1, interfieren con el escaneo ribosomal e inhiben la eficiencia

traslancional (Krishnamurthi et al., 1999; Wu et al., 2003).
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Los resultados del presente trabajo, muestran que la inhibicion de la RhoA/ROCK esta
relacionada con los efectos neuroprotectores de la administracion de estrégenos. También se
muestra la existencia de una relacién entre la inhibicién de la actividad RhoA/ROCK, los efectos
neuroprotectores del bloqueo de los receptores AT1, ésto se debe a las siguientes razones. Primero,
comprobamos como el empleo del inhibidor de la ROCK, Y-27632, y como la supresion del
receptor de AT1 inhiben el incremento en la muerte neuronal dopaminérgica debido a la ausencia de
estrogenos. Segundo, observamos el hecho de que la ausencia de estrogenos produce un incremento
significativo en la actividad de la ROCK, incremento que se ve bloqueado por el empleo del
antagonista de los receptores AT1 candesartan. A mayores, también comprobamos como el MPTP
incrementa de manera significativa la actividad ROCK en ratones hembra ovariectomizados, hecho
que no se produce en ratones tratados con estrogenos ni en animales knock out para AT1. También
comprobamos que el MPTP produce un incremento en los niveles de expresiéon de ARN mensajero
y de proteina de RhoA y ROCK II en ratones ovariectomizados, siendo el efecto del MPTP menor
en ratones ovariectomizados tratados con estrogenos y en ratones ovariectomizados knock out para
AT1. En conjunto, estos resultados sugieren que la activacién de la ROCK puede tener un papel
fundamental en la vulnerabilidad incrementada de las neuronas dopaminérgicas que se observa tras
la eliminacién de los estrégenos y que este efecto estd mediado por la activacion de la ruta AII/AT1.
Finalmente estudiamos si la hiperactivacion de la ROCK debida a la ausencia de estr6genos
también afecta a la expresién de AT1 en un mecanismo de control anticipativo.

Observamos una expresién muy intensa de ROCK II en las células microgliales en la SN de
ratones macho tratados con MPTP, y confirmamos el papel fundamental de la ROCK microglial al
comparar cultivos mesencefalicos con, y sin microglia. RhoA/ROCK es un regulador importante del
citoesqueleto de actina, lo que es de especial relevancia para la migracién de células inflamatorias,
incluyendo la microglia (Yan et al., 2012), hacia zonas inflamadas (Greenwood et al., 2003; Honing
et al., 2004). Durante la activacion de las células inflamatorias, RhoA/ROCK induce cambios en el
citoesqueleto de actina caracteristicos de la activacién de dichas células (Bernhart et al., 2010). La
activacion de la ROCK ha sido observada en modelos de varios desérdenes del SNC; lesiones
cerebrales y de la médula espinal activan a la ROCK, que se revela como un mediador fundamental
de la respuesta neuroinflamatoria (Mueller et al., 2005; Sheikh et al., 2009).

Se ha confirmado recientemente el efecto neuroprotector de los inhibidores de la ROCK en
ratones tratados con MPTP (Tonges et al., 2012), y se ha sugerido que el efecto neuroprotector de la

inhibiciébn de la ROCK puede estar también relacionado con una mayor supervivencia del

189



Discusiéon

pericarion y con una mayor integridad de los axones en neuronas dopaminérgicas a través de una
sefializacion de Akt incrementada tras la inhibicién de la ROCK (Ténges et al., 2012). Se sabe que
la inhibicion de ROCK fomenta el crecimiento de neuritas (Borisoff et al., 2003; Lehmann et al.,
1999) y que tiene funciones de estabilizacion de los axones (Gallo, 2004). También se sabe que la
inhibicion de los receptores AT1 y la activacion de los receptores AT2 también promueven el
crecimiento axonal (Laflamme et al., 1996; Meffert et al., 1996), la regeneracion axonal (Lucius et
al., 1998; Reinecke et al., 2003) y la diferenciacién neuronal, lo que también observamos en nuestro
grupo que se produce en neuronas dopaminérgicas (Rodriguez-Pallares et al., 2004). También se ha
visto que los estrogenos inducen el crecimiento de los axones en diferentes tipos neuronales, aunque
el mecanismo implicado no ha sido clarificado (Gollapudi y Oblinger, 2001; Mérot et al., 2009). En
el presente estudio demostramos que los estrogenos inducen inhibicién de la ROCK y que los
estrogenos disminuyen la expresion del receptor AT1 e incrementa la expresion del receptor AT2
(Rodriguez-Perez et al., 2010; Rodriguez-Perez et al., 2012); estos son mecanismos posibles
subyacentes al crecimiento axonal inducido por estrogenos.

También se ha observado la existencia de interacciones entre la AIl y la ROCK en células
musculares lisas vasculares, ya que tanto la activacion de AII/AT1 como de ROCK tienen un papel
fundamental en la hipertension y en la arteriosclerosis. Se ha sugerido que la ruta RhoA/ROCK se
encuentra después en la cascada de activacion del SRA en las células musculares lisas vasculares y
que la All, a través del receptor AT1 activa RhoA/ROCK, dando lugar a una remodelacion vascular
y a hipertension (Hiroki et al., 2004; Ohtsu et al., 2006). Esto es consistente con lo observado en el
mesencéfalo ventral en este estudio. Por lo tanto, una disminucion de la expresion del receptor AT1
y de la actividad ROCK inducidas por los estr6genos puede explicar, al menos de manera parcial,
las diferencias asociadas al género y las diferencias entre mujeres pre- y postmenopdusicas en la
susceptibilidad a la EP (Baldereschi et al., 2000; Currie et al., 2004; Mayeux et al., 1995; Ragonese
et al.,, 2006a; Ragonese et al., 2006b; Van den Eeden et al., 2003) y en la enfermedad vascular
(Barton et al., 2007; Dubey et al., 2002; Reckelhoff, 2005).
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5.2.4-Efectos de la activacién del sistema renina-angiotensina sobre la homeostasis del Fe**

en la sustancia negra

Los resultados de este trabajo demuestran que la All, a través de los receptores AT1 modula la
homeostasis del hierro en las neuronas dopaminérgicas y en las células microgliales, y que las
células gliales juegan un papel importante en la regulacion de la homeostasis del hierro en las
neuronas dopaminégicas. En la linea neuronal dopaminérgica MES23.5 y en cultivos primarios de
mesencéfalo ventral enriquecidos en neuronas (carentes de glia), la administraciéon de AII induce un
incremento significativo en los niveles de TfR, DMT1 y Fp1 sugiriendo un incremento, inducido
por la All, en la captacién y transporte del hierro. También se vieron incrementos significativos en
los niveles de hierro 1abil y en los niveles neuronales de ferritina, posiblemente como respuesta
compensatoria al incremento en los niveles de hierro. Hemos demostrado que el incremento, debido
a la AIl, de las proteinas reguladores del hierro es inhibido con el empleo del antagonista de AT1,
ZD7155, y por el inhibidor de la NADPH-oxidasa, apocinina, pero no por el antagonista de AT2,
PD123319. Esto implica que este efecto es mediado por los receptores AT1 y por la activacion de la
NADPH-oxidasa. La administracién del antioxidante N-acetil cisteina, NAC, lleva a efectos
inhibitorios similares, lo que sugiere que la activacion de AT1 incrementa los niveles de superoxido
producidos por la NADPH oxidasa, lo que a su vez incrementa la expresion de TfR, DMT1 y Fp1.
El incremento de las proteinas reguladoras del hierro debido a la AII fue bloqueado por el inhibidor
de NF-kB, ditiocarbamato de pirrolidina (PDTC, del inglés pyrrolidine dithiocarbamate), lo cual
sugiere que la traslocacion nuclear de NF-kB esta involucrada en el proceso. Esto es consistente con
datos previos que muestran que NF-kB es un sefializador intracelular para la All en células renales
y vaculares (Li y Zhuo, 2008; Tham et al., 2002).

En cultivos mesencefalicos primarios la administracién de concentraciones 100 nM de AIl
produce incrementos significativos en los niveles de TfR, DMT1 y Fpl, lo que indica un
incremento en la recaptacion y en el transporte de hierro. Sin embargo, no se han detectado cambios
significativos en los niveles de hierro labil o de ferritina, lo que sugiere un almacenaje de hierro
efectivo. Empleando inmunofluorescencia y microscopia confocal en cultivos primarios,
investigamos la implicacion de las neuronas dopaminérgicas y las células microgliales
separadamente. En neuronas dopaminérgicas, observamos un incremento significativo en los
niveles de TfR, DMT1 y Fpl y no observamos cambio significativo alguno en los niveles de

ferritina. En células microgliales, observamos un incremento ligero, pero significativo, en los
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niveles de ferritina, el cual es dificil de detectar en el cultivo por WB. Nuestros resultados sugieren
que la AII produce un incremento en la captacion y el transporte de hierro. En ausencia de glia, se
produjeron incrementos significativos en los niveles de hierro 14bil y de ferritina neuronal, lo que
sugiere una desregulacion de la homeostasis del hierro. En presencia de glia no se observaron
cambios significativos en los niveles de hierro 1abil o de ferritina en las neuronas dopaminérgicas,
lo que revela el rol de las células gliales en la regulacion de la homeostasis del hierro tras la
administracion de AIl. Ademas, observamos un incremento significativo en los niveles de ferritina
en las células microgliales, lo que sugiere que la microglia juega un papel importante en el
almacenamiento del hierro y en su homeostasis.

La microglia, las neuronas y los oligodendrocitos expresan ferritina, indicando que todos estos
tipos celulares tienen la capacidad de almacenar hierro. Por el contrario, los astrocitos expresan muy
poca ferritina, lo que indica que estas células tienen muy poca capacidad de almacenaje (Mehlhase
et al., 2006; Zecca et al., 2004a,b). Los oligodendrocitos son las células que, predominantemente,
contienen hierro y ferritina en el cerebro normal, lo que es esencial para la mielinizacién normal
(Todorich et al., 2009). Las células microgliales también contienen elevados niveles de ferritina, lo
que juega un papel importante en el almacenaje de hierro y en su homeostasis, y la ferritina liberada
por la microglia es una fuente significativa de hierro para los oligodendrocitos (Zhang et al., 2006).
La microglia no expresa TfR y, supuestamente, obtiene el hierro mediante la captacién de ferritina
por fagocitosis (Leitner y Connor, 2012) o via DMT1 (Urrutia et al., 2013).

En estudios anteriores se ha sugerido que los niveles microgliales de ferritina cambian en
respuesta al estrés oxidativo y a la activacion microglial (Mehlhase et al., 2006). Se ha comprobado
ademas un incremento transitorio en los niveles de ferritina microglial al inicio de la respuesta
inflamatoria o en presencia de un leve estrés oxidativo (Cheepsunthorn et al., 2001; MacKenzie et
al., 2008; Orino et al., 2001). Sin embargo, diferentes estudios han demostrado que la activacién
microglial y el estrés oxidativo persistente promueve la liberacion del hierro por la ferritina
(Yoshida et al., 1995) y la disminucién de los niveles de ferritina microgliales. Esto probablemente
sea debido a la oxidacion de ferritina intracelular y a la degradacién proteosomal consecuente, asi
como a una reduccion en la sintesis de ferritina (Mehlhase et al., 2005; Mehlhase et al., 2006). La
liberacién del hierro por parte de la ferritina en la microglia activada puede incrementar el dafio
oxidativo derivado de la respuesta microglial. Los resultados del analisis histol6gico confirman que
la ferritina se localiza fundamentalmente en la microglia y en los oligodendrocitos y que los niveles

son o bien muy bajos o bien indetectables en neuronas. Nuestros resultados han mostrado que una
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Unica inyeccion de AII incrementa los niveles de ferritina y los depositos de hierro en las células
microgliales de rata y que la AIl también produce un incremento en los niveles de ferritina en las
células microgliales en cultivo. Sin embargo, los niveles de ferritina disminuyen tras una
estimulacion prolongada con AII (administracion crénica de 5 pM de All). Se sabe que la All, a
través de los receptores AT1, activa el complejo NADPH oxidasa en células microgliales, lo que
produce un incremento en los niveles de EROs (Joglar et al., 2009; Rodriguez-Pallares et al., 2008).
La AII también produce un incremento en el almacenaje de hierro por la ferritina. Sin embargo, un
estrés oxidativo inducido por la AIl que se prolongue en el tiempo conduce a una degradacion de la
ferritina y a un incremento en los niveles de hierro labil, lo que puede incrementar el dafio oxidativo
derivado de la respuesta microglial. Esto concuerda con el incremento en la respuesta microglial y
en la degeneracion dopaminérgica debido a la sobreactivacion del SRA observado en estudios
anteriores (Joglar et al., 2009; Rodriguez-Pallares et al., 2008).

Hay cierta controversia sobre la existencia o ausencia de diferencias en los niveles de hierro y
de ferritina en la SN entre enfermos de la EP y sujetos normales (Dusek et al., 2012; Friedman et
al., 2009). Las diferencias en los procedimientos de cuantificacion, en la edad de los sujetos y en el
estadio de la enfermedad pueden explicar los diferentes resultados obtenidos. El envejecimiento y la
EP ejercen diferentes efectos sobre el hierro y la ferritina, asi, el contenido total de hierro y ferritina
puede verse incrementado en la SN debido a factores asociados con el envejecimiento, mientras que
por otra parte el hierro 1abil puede verse incrementado a la vez que la ferritina disminuida en la SN
de pacientes de EP (Friedman et al., 2009). Una sobreactivacion del SRA y el estrés oxidativo
inducen un incremento en el hierro labil microglial y una disminucién en los niveles de ferritina.
Estudios llevados a cabo previamente por nuestro grupo en modelos experimentales de la EP,
MPTP y 6-OHDA, muestran que la respuesta neuroinflamatoria, el estrés oxidativo y la
degeneracion dopaminérgica producidos por la administracion de dosis bajas de neurotoxinas se ven
incrementados por la administracion de All y disminuidos por la administracion de antagonistas de
AT1 (Joglar et al., 2009; Labandeira-Garcia et al., 2013; Rodriguez-Pallares et al., 2008). También
hemos demostrado que ello es debido a un incremento de las EROs inducido por la AIl. La AIl
produce cambios en la homeostasis del hierro, lo que puede desempefiar un papel importante en el
incremento observado de EROs y en los efectos de la sobreactivacion actividad de SRA en la
progresion de la degeneracion dopaminérgica. Un estrés oxidativo moderado y la hiperactividad del
SRA llevan a un incremento en los niveles de ferritina y de hierro almacenado. Sin embargo,

entender los procesos de la homeostasis del hierro en las neuronas dopaminérgicas humanas es
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complicado debido a la presencia en éstas de neuromelanina. La neuromelanina esta involucrada en
la homeostasis del hierro en las neuronas dopaminérgicas humanas pero su rol exacto en el
metabolismo y en el empleo del hierro ain no esta del todo claro (Double y Halliday, 2006; Snyder
y Connor, 2009; Zecca et al., 2001). Hay también cierta controversia respecto a cuanto hierro se
encuentra unido a la neuromelanina (Hirsch et al., 1991; Jellinger et al., 1992).

En general se acepta que las cantidades de hierro y ferritina en la SN se ven incrementadas con
la edad (Dusek et al., 2012). Sin embargo, se desconoce el por qué de este incremento. Se han
postulado diferentes hipétesis tales como una disfuncion de la barrera hematoencefalica o una
disminucion de los compuestos antioxidantes entre otras (Farrall y Wardlaw, 2009; Kaur et al.,
2009). Habitualmente se acepta que la ferritina aumenta en respuesta a la presencia de niveles de
hierro mayores de los habituales (Focht et al., 1997; Zecca et al., 2004). Sin embargo, también se ha
sugerido que el incremento en ferritina microglial se relaciona con un control menos eficiente de la
homeostasis del hierro en la microglia senescente (Lopes et al., 2008). En estudios anteriores en
animales envejecidos, se observo una hiperactividad del SRA en la SN, junto con la presencia de
niveles elevados de marcadores de neuroinflamacién y de activacién de la NADPH, los cuales son
inhibidos por el tratamiento con candesartan (Rodriguez-Perez et al., 2012; Rodriguez-Perez et al.,
2013; Villar-Cheda et al., 2012). Hemos observado que los incrementos en los niveles de depdsitos
de hierro y de ferritina en ratas envejecidas se inhiben por el tratamiento con candesartan, lo que
sugiere que la hiperactividad del SRA juega un papel muy importante en los incrementos de
ferritina y de hierro en la SN. Los estudios histologicos revelan que los incrementos que se
producen con la edad en los depoésitos de hierro y de ferritina se localizan en células gliales,
particularmente en células microgliales. Por el contrario, no se detectaron incrementos en neuronas
dopaminérgicas.

El incremento en la actividad del SRA debido al envejecimiento puede inducir un incremento
en el almacenamiento de hierro microglial y contribuir a una mayor susceptibilidad a la
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas en animales viejos (Collier et al., 2007; Villar-Cheda
et al., 2009; Villar-Cheda et al., 2012). En animales viejos, un incremento adicional en los niveles
de estrés oxidativo puede llevar a la disminucion de los niveles de ferritina y a la liberacion del
hierro 1abil (Mehlhase et al., 2005; Mehlhase et al., 2006; Yoshida et al., 1995), y, por lo tanto, a
mayor disponibilidad de hierro para inducir la formacién de radicales libres y exacerbar la

respuesta microglial y el dafio oxidativo.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que:

1.

Existen mecanismos de contrarregulacion entre los receptores de dopamina y de
angiotensina en el sistema nervioso central. El envejecimiento estd asociado a una
regulacion a la baja de los receptores de dopamina y de la funciéon dopaminérgica a nivel
nigroestriatal, lo que conlleva, a su vez, una regulacién al alza de fendmenos pro-oxidantes
y pro-inflamatorios mediados por la via AII/AT1.

En ratones carentes del receptor D2 se produce un incremento de la expresion de AT1 y
como mecanismo compensatorio la sobreexpresion de AT2. En ratones carentes del receptor
D1, se sobreexpresan los receptores AT1 pero baja la expresion de angiotensinogeno. La
sobreexpresion de receptores D2 en ratones lleva a una regulacion a la baja de la expresién
de los receptores AT1 y AT2 junto con un incremento compensatorio de los niveles de
angiotensindgeno y angiotensina y de la actividad del enzima conversor de angiotensina.

La administracién de candesartdn, aguda o crénica, no induce cambios en los niveles
estriatales de dopamina, ni de sus metabolitos y no altera de manera significativa el
comportamiento motor.

El tratamiento crénico con candesartan, como estrategia neuroprotectora contra la
progresién de la degeneracion dopaminérgica, no afecta a los niveles de dopamina derivada
de la descarboxilacion de la L-DOPA.

La hipoperfusion cerebral cronica produce un incremento en la actividad del sistema renina-
angiotensina en la sustancia negra, en la pérdida de neuronas dopaminérgicas y potencia los
efectos toxicos de la neurotoxina 6-OHDA.

El bloqueo de los receptores AT1, mediante el empleo de candesartan, ejerce un efecto
neuroprotector en condiciones de hipoperfusion cerebral, lo que confirma la implicacion del
SRA en la degeneracién neuronal dopaminérgica.

La activacion de la via RhoA/ROCK microglial esta involucrada en el incremento de la
muerte neuronal dopaminérgica inducida por la activacion de los receptores AT1 por AlI.

El incremento de la actividad del SRA inducida por la deplecion estrogénica conduce a un
incremento en la actividad de la via RhoA/ROCK.

La sobreactivacion de la via RhoA/ROCK contribuye de manera significativa al incremento

de la vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas tras la deplecion estrogénica.

10. La AIL a través de los receptores AT1, modula la homeostasis del hierro en las neuronas
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dopaminérgicas y en las células microgliales. Se confirma, ademas, el papel determinante de
las células gliales en la regulacion de la homeostasis del hierro en las neuronas
dopaminérgicas.

11. El estrés oxidativo inducido por la All y prolongado en el tiempo, como ocurre en animales
envejecidos, conduce a una degradacion de la ferritina y a un incremento en los niveles de
hierro 1abil, lo que puede incrementar el dafio oxidativo derivado de la respuesta microglial

y, a consecuencia de ello, la degeneracion dopaminérgica.
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