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Introdúcelo General

L’estudi de les malalties neurodegeneratives representa un deis principáis objetius
de la farmacología actual degut a l’augment de la seva incidencia en les últimes décades.
El fet que l’evolució d’aquestes malalties es caracteritzi per una pérdua progressiva de la

qualitat de vida del malalt, el que comporta associat un deteriorament de l’entom

familiar, implica que l’estudi de l’etiologia, diagnóstic i noves terápies d’aquest tipus de
malaties neurológiques sigui un objetiu rellevant en la nostra societat.

Una de las prioritats farmacológiques és el diagnóstic preco9 de les malalties

neurodegeneratives per permetre així, el més rápid possible, la instauració del tractament
fins avui únicament paliatiu. Un deis punts importants dones, per arribar a aquest

objectiu, és aprofündir en el coneixement de la fisiopatologia de les malaties

neurodegeneratives estudiant els mecanismes de neuroprotecció.
La disponibilitat de determináis models animáis per malalties humanes facilita

molt la investigació, ja que permet una major accessibilitat ais teixits, una capacitat de
control deis agents extems i la possibilitat de provar noves terápies, que no són possibles

quan Festudi s’efectua en humans. Els models més fidels reflexen la malaltia apareguda

espontániament i permeten obtenir conclusions valides; pero, tot i així és important

comparar rigurosament el model amb els trets característics de la malaltia en humans.
La malaltia de Parkinson i la corea de Huntington s’inclouen entre les malalties

neurodegeneratives. Aquests síndromes són uns trastoms crónics i progressius del
sistema nervios central, caracterizáis per alteracions en el moviment, i són in extremis,

incapacitants.
Els ganglis basals són els nuclis que es troben principalment implicats en

aqüestes malalties neurodegeneratives associades amb activitats motores anormals.

Aquests nuclis es troben interconnectats, el que provoca que una lesió inicial en un nueli
en concret, pugui també ocasionar degeneració neuronal en zones distants a aquest puní

incial de lesió el que provocará una amplificació de la patología. Aquest trastom és

conegut com a degeneració transneuronal.
Una lesió en el sistema nervios va acompanyada d’un seguit de respostes

endógenes defensives i regeneratives, entre aqüestes respostes una de les més importants
és la reacció glial, ja sigui microglial o astroglial. La glia forma part de la població
normal del sistema nervios, i en certes situacions pot patir diferents canvis morfológics,
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Introducció General

neuroquímics i fenotípics. Si aquesta transformació glial té un paper neuroprotector o

neurotóxic continua essent un tema de discussió. S’ha postulat sobre la modificació

d’aquesta gliosis com a estrategia a fi d’establir un ambient favorable per la reparació
neuronal. Així dones, els estudis encarats a aprofimdir en els processos glials ajudará a

desenmascarar alguns punts encara per conéixer de la reactivitat glial que té lloc en els

processos degeneratius del sistema nervio central.
A més d’aquesta reacció glial també s’han observat canvis en els nivells de

factors trófics, dins aquests trobem les neurotrofmes. En els últims anys s’han realitzat
molts estudis tan in vivo com in vitro on han mostrat un efecte promotor de la

supervivéncia i neuroprotector de les neurotrofmes sobre les poblacions neuronals deis

ganglis basals. Per aixó s’ha proposat a les neurotrofmes com a possibles candidates a

agents terapéutics en les malalties. Alguns autors han postulat que l’origen de les
malalties degeneratives ve donat per una alterado en els nivells endógens de factors
trófics. Aixó ha estimulat la recerca sobre el coneixement de la implicado i regulado

d’aquests factors en trastoms neurodegeneratius. Induint la malaltia experimental
podrem aproximar-nos a la degeneració neuronal que té lloc en els ganglis basals i
evaluar els canvis endógens d’aquests factors que tenen lloc, així com el seu efecte

neuroprotector quan s’administren de forma exógena.

l.-ELS GANGLIS BASALS

Els ganglis basals són un conjunt de nuclis subcorticals implicats en una gran

varietat de processos, entre els que s’inclouen funcions motores, associatives, cognitives
i mnemotécnies. Els nuclis deis ganglis basals són: 1) El nueli estriat (el nueli estriat
dorsal format peí nueli caudat i el nueli putamen, i el nueli estriat ventral que inclou el
nueli accumbens), 2) El slobus pallidus. que conté un segment intem i un extern, .3) El
nueli subtalámic i 4) La substancia negra, que es divideix anatómicament en pars

reticulata i pars compacta (Parent i col., 1996, Bolam i col., 2000).
L’entrada més important de informado en els ganglis basals prové de l’escorga

cerebral. El principal punt d’entrada de la informado cortical ais ganglis basals és el
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Introdúcete) General

nueli estriat, tot i que també existeixen projeccions de Pescoria cerebral al nueli
subtalámic. El nueli estriat la processa i la integra amb els altres senyals que arriben
també al nueli estriat des del rafe i el locus coeruleus, des de varis nuclis talámics, i des
de la pars compacta de la substáncia negra. Un cop processada, la informació és
transmesa a les estructures de sortida, el segment intem del globus pallidus i la pars
reticulata de la substáncia negra És a través d’aquestes estructures que la informació
estriatal pot tomar cap a Pescóla cerebral via el talem, tancant així el circuit conegut
com cortico-estriat-tálem-cortical (Parent, 1995, Bolam i col., 2000).

Els ganglis basals són, dones, un conjunt complex de nuclis, altament

interconnectats, que han sigut objecte d’estudi durant moltes décades, principalment

degut a la seva clara implicació en les malalties neurodegeneratives associades amb
activitats motores anormals. Les alteracions en la connectivitat del complex estriatal i
deis seus aferents comporten trastoms de carácter motor com la acinesia o dificultat per
iniciar els moviments, moviments lents o bradicinésia i moviments involuntaris

anormals o discinésia, associades a alteracions del to muscular, hiper o hipotonia. Entre
les malalties neurodegeneratives que afecten ais ganglis basals trobem la malaltia de
Parkinson i la corea de Huntington.

l.l.-EL NUCLI ESTRIAT

El nueli estriat está compost per neurones de projecció i circuits locáis,

intemeurones, pero es diferencia d’altres árees cerebrals en que les neurones de

projecció superen en gran número a les intemeurones (Graveland, 1985).

l.l.l.-Tipus de neurones del nueli estriat

1.1.1.a.-Les neurones de projecció del nueli estriat tenen un eos cel-lular mitjá

(12-20 pm de diámetre) des del que radien 4-5 dendrites primáries que en la regió més

propera al soma són primes i augmenten el seu gruix a mida que incrementa el seu

número d’espines (Wilson i Groves, 1980). Aquests neurones s’han anomenat neurones
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Introdúcelo General

mitjanes espinoses. Els seus axons surten del soma o d’una dendrita próxima al troné i
emet varis col-laterals abans d’allunyar-se del eos cel-lular. La majoria d’aquestes
utilitzen com a neurotransmissor principal 1’ácid y-aminobutíric (GABA) (Ribak, 1979;

Oertel, 1984), pero també coexpressen péptids neuroactius, com la substancia P,

encefalines, dinorfina i neurotensina. Aquests péptids es traben en diferents tipus de
neurones i la seva colocalització amb el GABA té una correlació amb l’órgan diana al

que projecten. Les neurones estriatals que projecten monosinápticament a la part interna
del globus pallidus i a la substáncia negra pars reíiculaía, coneguda com la via directa
conté substáncia P i dinorfina, mentre que les neurones que projecten al segment extern
del globus pallidus i al nucli subtalámic, conegut com la via indirecta, expressen

encefalines (Gerfen, 1992). Comparat amb l’acció inhibitoria molt bé caracteritzada del

GABA, el paper d’aquests péptids neuroactius encara resta per determinar.

l.l.l.b.-Existeixen una gran varietat d’interneurones en el nucli estriat que

comparteixen una característica comuna, l’abséncia o rara presencia d’espines en les

dendrites, contrastant amb les dendrites altament espinoses de les neurones de projecció.

Aquests neurones estriatals es poden agrupar en dues categories: a) les neurones grans

sense espines dendrítiques que utilitzen acetilcolina com a neurotransmissor (Bolam i

col., 1984); i b) les neurones mitjanes sense espines que normalment es divideixen en

dues categories, en fimció del contingut en neurotransmissor. El primer tipus presenta

immunoreactivitat peí GABA i l’enzim ácid glutámic descarboxilasa (GAD), i també
conté parvalbúmina (Cowan i col., 1990; Kawaguchi i col., 1993; Kita i col., 1990). El

segon tipus de neurones conté somatostatina (DiFiglia i Aronin, 1982a; Takagi i col.,

1983) i neuropéptid Y (Smith i Parent, 1986) pero no contenen mRNA per GAD

(Chesselet i Robbins, 1989). Aqüestes neurones també contenen l’enzim nicotinamida
adenina dinucleotid fosfat (NADPH)-diaforasa. Més recentment s’ha descrit un tercer

tipus de neurones mitjanes que conte calretinina (Bennett i Bolam, 1993; Cicchetti i col.,

1998).
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Introducció General

1.1.2.-Estructura del nucli estriat

El coneixement de la diversitat neuroquímica de cada un deis diferents tipus
cel-lulars ha permés trencar amb la idea de que el nucli estriat és un nucli homogeni
sense una estructura en lámines o compartiments, obtinguda mitjangant les técniques de

impregnacions argéntiques.
S’ha demostrat que la citoarquitectura del nucli estriat és heterogénia i que

presenta dues regions ben diferenciades, proposades per Graybiel i Ragsdale al 1978:
a.-Els estriosomes que són defmits per regions riques en receptors p per a opiácis

(Herkenham i Pert, 1981) i pobres en marcatge per l’acetilcolinesterasa (Graybiel i

Ragsdale, 1978); i b.- La matriu que és la regió complementária ais estriosomes, és rica
en marcatge per l’acetilcolinesterasa (Graybiel i Ragsdale, 1978), la calbindina (proteina

queladora de calci) i en libres immunoreactives per la somatostatina (Gerfen, 1985;
Gerfen i col., 1985).

Aquests compartiments han estat ben defmits en la rata i s’ha observat una

organització similar en els primats i en el gat. La distribució immunohistoquímica deis

péptids: encefalines i substancia P (Becksteat i Kersey, 1985; Gerfen, 1984), algunes de
les aferéncies (Malach i Graybiel, 1986) i de les eferéncies (Giménez-Amaya i Graybiel,

1990) del nucli estriat, presenten patrons no sempre coincidents amb els compartiments
defmits com estriosomes o matriu (per revisar el tema: Gerfen, 1992).

1.1.3.-Compartimentació funcional del nucli estriat.

Tot i que els marcadors neuroquímics han servit per definir els compartiments
del nucli estriat, sembla ser que aquesta organització també está relacionada amb
diferents poblacions de neurones mitjanes amb espines que presenten diferents
aferéncies i eferéncies (Gerfen, 1984; 1985; Gerfen i col., 1985).

a.- Eferéncies: En rates, el marcatge retrógrad va mostrá que tant les neurones

deis estriosomes com les de la matriu projecten a la substáncia negra, pero a diferents
zones. Les neurones deis estriosomes contacten amb neurones dopaminérgiques de la

5



Introdúcelo General

pars compacta i de lapars reticulata de la substancia negra mentre que les neurones de
la matriu contacten amb neurones GABAérgiques de la pars reticulata de la substancia

negra (Gerfen 1984; 1985; Gerfen i col., 1985). La immunreactivitat per la calbindina, la

qual marca neurones de projecció de la matriu, va confirma, per la seva distribució

específica en zones no-dopaminérgiques de la pars reticulata de la substancia negra,

l’organització estriosoma-matriu de la projecció estriato-nigral (Gerfen i col., 1985).
b.-Aferéncies: les projeccions que arriben al nueli estriat a partir de neurones

dopaminérgiques de Fárea tegmental ventral, de la substáncia negra i de Fárea
retrorubral están també compartimentades (Gerfen, 1992). Els termináis que arriben a la
matriu provenen de neurones dopaminérgiques situades de manera continua en Fárea

tegmental ventral, de la banda dorsal de la substáncia negra pars compacta i de Fárea
retrorubral. Els termináis dirigits ais estriosomes provenen de neurones dopaminérgiques
de la pars compacta de la substáncia negra i de neurones dopaminérgiques que

s’agrupen en illots, en la pars reticulata de la substáncia negra. Les neurones

dopaminérgiques que projecten a la matriu contenen calbindina mentre que les que ho
fan ais estriosomes, no (Gerfen, 1992). Les connexions cortico-estriatals, també mostren

patrons diferents, la matriu rep aferéncies corticals de l’esco^a parieto-temporo-

occipital associativa, de Fescoba sensorimotora i parts de Fescoria frontal lateral

(Ragsdale i Graybiel, 1981; Ragsdale i Graybiel, 1990) mentre que els estriosomes reben
aferéncies corticals del cortex prefrontal i limbic (Gerfen, 1984).

Aquests dos compartiments estriatals están funcionalment connectats mitjangant
intemeurones que contenen somatostatina o neuropéptid Y (Chesselet i Graybiel, 1986;

Gerfen, 1992).
Estudis realitzats en rates lesionades amb 6-hidroxidopamina, substáncia que

destrueix les neurones dopaminérgiques, van suggerir que les aferéncies estriatals podien
estar relacionades amb diferents poblacions de receptors de dopamina (Herrera-
Marschidtz i Ungerstedt, 1984). Posteriorment, estudis de hibridació in situ han permés
concloure que les neurones estriatals que projecten al globus pallidus intem i a la pars
reticulada de la substáncia negra expressen principalment receptors DI, mentre que les
neurones que projecten al globus pallidus extern expressen principalment receptors D2

(Gerfen, 1992; Reiner i Anderson, 1990)
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1.2.-LA SUBSTANCIA NEGRA

1.2.1.-Divisió anatómica i característiques fenotípiques de les poblacions de la
substancia negra.

La substáncia negra es pot dividir anatómicament en dues parts, la pars

compacta i la pars reticulata. La pars compacta és més rica en cél-lules que la pars

reticulata, mentre que l’última, com el seu nom indica, és més rica en arboritzacions

dendrítiques.
Les neurones residents en la substáncia negra contenen diferents poblacions

fenotípiques. Les neurones de la substáncia negra pars compacta són principalment

dopaminérgiques i s’utilitza com a marcador la tirosina hidroxilasa (TH), enzim de la
síntesi de la dopamina (Dahlstrom i Fuxe, 1964). Una gran subpoblació d’aquestes
neurones nigrals dopaminérgiques també contenen el neuropéptid colecistocinina (CCK)

(Fallón i col., 1983; Fallón i Seroogy, 1985; Seroogy i col., 1989). Entre un 50 i un 75%
de les neurones TH positives de la substáncia negra pars compacta contenen la proteina

queladora del calci, calretinina, i un ten; d’aquestes també contenen calbindina (Gerfen i

col., 1985; Resibois i Rogers, 1992; Rogers, 1992; Isaacs i Jacobowitz, 1994; Liang i

col., 1996; McRitchie i col., 1998). La CCK col-localitza amb la subpoblació calbindina
de les neurones dopaminérgiques de la substáncia negra pars compacta (Germán i

Liang, 1993), i sembla ser que es distribueix en les calretinines restants també, ja que la
CCK es presenta en una població més gran que les calbindines. Les neurones de la
substáncia negra pars reticulata són principalment GABAérgiques (Oertel i col., 1982),

algunes també contenen parvalbúmina (Gerfen i col., 1985; Celio, 1990; Hontanilla i

col., 1997; McRitchie i col., 1998). A la part ventral de la substáncia negra pars

reticulata s’hi localitzen algunes neurones dopaminérgiques (Faull i Mehler, 1978;

Becksteat i col., 1979; Deutch i col., 1986).
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1.2.2.- Les connexions de la substancia negra.

Les connexions aferents de la substancia negra surten de diferents grups

cel-lulars, pero quantitativament l’entrada més important prové del nucli estriat. Tot i

que la majoria de les fibres estriatonigrals acaben en lapars reticulata, les cél-lules de la

pars compacta també poden estar influenciades per aquesta via perqué les seves llargues
dendrites es poden extendre a la pars reticulata (flg. 1). Les fibres estriatonigrals tenen

com a neurotransmissor principal el GABA, que exerceix una acció inhibitoria sobre les
céMules de la substancia negra (fig.3). Altres aferents de la substancia negra provenen

del globus pallidus (GABA), del nucli subtalámic (glutamat), del locus coeruleus

(noradrenalina), i deis nuclis del rafe (serotonina).

Les connexions eferents de la substancia negra passen principalment peí nucli
estriat i peí nucli talámic, i amb menys densitat ais grups cel-lulars de la formació
reticular del colícul superior. Les neurones dopaminérgiques nigroestriatals es localitzen
en la pars compacta de la substáncia negra, mentre les neurones nigrotalámiques

GABAérgiques están localitzades en primer lloc en la pars reticulata de la substáncia

negra. Les neurones nigrals que envien axons al nucli colícul també es troben en parts

separades de la substáncia negra. A més, els aferents que provenen de diferents parts del
nucli estriat (com els nuclis caudat o putamen) acaben en punts diferents. La substáncia

negra sembla ser que consisteix en váries parts que difereixen en funcionalitat, i que es

diferencien entre elles amb els aferents i els grups cel-lulars on exerceixen la seva acció.

Des del
nudi estriat

Des del

globus palid
Al nudi talamic i
**al cdicul superior

Al nudi estriat

x
\ Substancia negra

pars compacta
■ Substancia negra
pars reticulata

v

Fiq.1. La substáncia negra.
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1.3.-L’ESCORCA cerebral

1.3.1.-Citoarquitectura del neocortex

Totes les parts del neocortex comparteixen una estructura básica única, amb les
neurones organitzades en sis capes orientades paraHelament a la superficie de Tescoba

(fig.2). Una altra característica general és Torganització de les neurones en columnes
orientades perpendicularment a la superficie cortical. Els dos tipus d’organització están

en relació amb Tespecialització de la seva fundó. En la figura 2 es pot observar les

característiques de les capes, aquest patró laminar ve donat per la localització de les
neurones de similar forma i mida. En les diferents capes es traben diferents densitats
deis cossos cel-lulars.

Uns dos tercos de les neurones corticals són les céMules piramidals, que com el
seu nom indica els seus cossos tenen forma cónica. Aqüestes céMules tenen un axó llarg

que surt de la base de la pirámide i una dendrita apical que s’exté per la superficie

cortical, per capes més superficials que la capa on es localitza el pericarion i les
dendrites basals. Una característica primordial d’aquests céMules és que la seva

superficie conté un gran nombre d’espines dendrítiques que augmenten

considerablement la seva superficie. La resta de neurones corticals constitueixen un grup

heterogeni el qual les seves neurones tenen en comú que el seu pericarion no té forma

piramidal, i són conegudes com neurones no piramidals. La seva forma i mida varia

pero sembla ser que la majoria són intemeurones. L’exemple més representatiu
d’interneurona és la cél-lula granular estrellada de petit tamany i amb un axó curt que es

ramifica profusament. Altres intemeurones són les neurones horitzontals de Cajal, i les
céMules deMartinotti, que tenen un axó ascendent.

L’estructura en capes está formada per la capa I o capa molecular, que és la

capa més superficial, molt rica en fibres, amb céMules horitzontals de Cajal-Retzius
durarit el desenvolupament i poques intemeurones més. A part d’axons, conté les
dendrites apicals de les neurones piramidals de les capes més profundes. La capa II o la

capa granular externa, conté céMules granulars estrellades. La capa IH o capa
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piramidal externa es pot reconéixer peí seu contingut en cél-lules piramidals de tamany

petit i mitjá; la capa IV, la capa granular interna, té una construcció similar a la capa

II. La capa V, la capa piramidal interna, conté cél-lules piramidals mitjanes i grans. La

capa VI, la capa multiforme, conté cél-lules de diversa morfología, tais com les
cél-lules fusiformes i les neurones Martinotti.

Es pot dir que la capa II i la IV són principalment receptores, mentre que les

capes III i V són principalment eferents, i envíen els seus axons fora de la zona de

Pescóla on están localitzades. Les cél-lules piramidals de la capa V envíen els seus

axons principalment a nuclis subcorticales. Les cél-lules piramidals de la capa III envíen
els seus axons principalment a altres árees de Pescóla. La capa VI també presenta molts
eferéncies i envía moltes connexions al nucli talámic.

Les capes corticals també es diferencien respecte amb l’origen de les seves

aferéncies extrínsiques. Existeix un cert grau d’especialització entre les capes en quan al

tipus de informado que processen. En les zones motores tindria un predomini la capa V
mentre que en les zones sensitives predominaría la capa IV.

Com ja s’ha comentat, Pescor?a cerebral s’organitza en columnes cilíndriques,
semblants a petits barrils, els diámetres deis quals es corresponen amb les ramificacions
de les fibres aferents especifiques. D’aquesta forma i en un espai petit de no més de 500

pm de diámetre, les aferéncies especifiques fmalitzen sobre les intemeurones corticals,
els axons de les quals solen convergir sobre les cél-lules de projecció de l’interior de la
columna.

Tot i que totes les parts del neocortex tenen sis capes, el gruix i Pestructura de
váries capes pot canviar d’una área a l’altra. Aqüestes diferéncies citoarquitectóniques
difereixen unes de les altres formant una subdivisió de tota Pescóla en árees

citoarquitectóniques, com van realitzar en Brodmann i altres (Brodmann, 1909). Tot i

que al principi les diferents árees sois es van definir en base a la seva mida, forma i

organització deis seus cossos cel-lulars, s’ha provat la importáncia d’aquesta divisió

degut a que poden diferir també en fiinció. Alguns punts d’unió entre les diferents árees

citoarquitectóniques es poden diferenciar clarament mentre que altres són realment

imperceptibles.
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Fiq.2. Organització cel-lular en capes del neocortex

1.4.-CIRCUIT RECURRENT SUBSTANCIA NEGRA-NUCLI ESTRIAT-

ESCORIA CEREBRAL.

El coneixement de Forganització anatómica, neuroquímica i fisiológica així com
dades post-mortem, van permetre formular un model unificador de Forganització
funcional deis ganglis basals (Albin i col., 1989). Aquest model, que ha sigut extés i
el-laborat per varis grups, es basa en una via directa i una via indirecta del flux de

11



Introducció General

informació de Pescóla cerebral cap ais ganglis basals (fíg.3).

◄ESCORIA CEREBRAL

T
NUCLI ESTRIAT

6ABA

y<
NUCLI
TALÁMIC

Viai \ Via
GABA DA

Indirecta
directa AsGPe

GPi/ ..GABA GABA
SNr

Fiq.3.-. Circuits deis ganglis basals, les projeccions inhibitóries es

mostren com les fletxes buides, les projeccions excitadores es mostren
com fletxes plenes. DA, dopamina; enk, encefalinas; Gpi Globus pallidus

interno, GPe Globus pallidus extern Subst P substáncia P, SNc
Substancia negra pars compacta, SNr substáncia negra pars reticulata.

D’acord amb aquest model, la informació cortical que arriba al nucli estriat és

processada i transmesa a les estructures de sortida deis ganglis basals, el globus pallidus
intern i la substáncia negra pars reticulata via dues rutes, amb una projecció inhibitoria
directa des del nucli estriat al globus pallidus intem/substáncia negra pars reticulata o

amb una ruta indirecta que involucra una projecció inhibitoria des del nucli estriat al

globus pallidus extern, una projecció inhibitoria des del globus pallidus extern al nucli
subtalámic i una projecció excitadora des del nucli subtalámic al globus pallidus
intern/substáncia negra pars reticulata. La informació és transmesa altre cop cap a

Pescóla cerebral via el nucli talámic. La ruta directa i la ruta indirecta sorgeixen de

diferents poblacions de neurones espinoses estriatals que contenen diferents péptids i

preferentment expressen diferents subclasses de receptors dopaminérgics. Les neurones
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dopaminérgiques de la substancia negra pars compacta exerceixen un efecte net

excitador en les neurones espinoses originant la ruta directa per l’activació deis receptors

Di, mentre elles exerceixen un efecte inhibidor net en les neurones espinoses donant

origen a la ruta indirecta per l’activació deis receptors D2.

2.-MALALTIES QUE AFECTAN ALS GANGLIS BASALS

2.1.-LA MALALTIA DE PARKINSON

La malaltia de Parkinson és una malaltia discapacitant, els pacients que pateixen

aquesta patologia desenvolupen uns símptomes molt característics com la rigidesa

muscular, el tremolor estátic i un enlentiment del moviment (bradicinésia). A més pot

presentar-se una falta d’expressió facial, una postura flexionada, una pérdua en l’agilitat
deis dits, pell grassa i dificultat en la deglució.

Aquesta malaltia apareix a qualsevol part del món, en tots el grups étnics, i es

presenta en ambdós sexes de forma similar, amb una discreta predomináncia en els
homes. La prevaléncia augmenta exponencialment entre els 65 i els 90 anys (Morens i

col., 1996). Hi ha una propensió universal per el desenvolupament de la malatia, pero els
factors locáis de l’entom, poden jugar un paper en la seva presentació. Existeixen varis

agents tóxics, capados de provocar la malaltia de Parkinson simptomática, com els

neuroléptics, els antagonistes del calci, o ri-metil-4~fenil-l,2,3,6-tetrahidropiridina

(MPTP), substancia que a més de provocar simptomes parkinsonians, indueix mort

cel-lular selectivament en la substáncia negra . S’ha associat l’entom rural amb un elevat
risc de patir la malatia, degut a l’exposició a pesticides o herbicides (Semchuck i col.,

1998). Un factor associat consistentment amb un risc reduít de patir la malatia de
Parkinson és l’hábit tabáquic (Tzourio i col., 1997). Existeix una evidencia creixent que
els factors genétics, juguen un paper important en la malatia. Alguns estudis

epidemiológics, han trobat que apart de l’edat, la historia familiar de la malaltia de
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Parkinson és un predictor de risc de patir la malatia, tot i així el paper en aquests casos

d’una exposició ambiental, ha de ser tingut en consideració.

Recentment, s’han indentificat dues mutacions diferents, en el gen de la a-

sinucleina, localitzat en el cromosoma 4q. Una mutació es va trobar en una extensa

familia italiana i en tres gregues, i l’altra, en una familia d’orígen germánic. Aquesta

protema, de fundó desconeguda, s’expressa principalment en els termináis presináptics
del cervell. Més recentment, s’han descrit mutacions en el bra? llarg del cromosoma 6

(Polymeropoulos i col, 1997; i Bandman i col., 1998). El producte proteic, denominat

parkin, és homóleg a la ubiquitina, familia de protei'nes implicades en la patogénesi de
diverses malalties neurodegeneratives (Kitada i col., 1998). La majoria de pacients no

tenen una clara historia familiar de malaltia autosómica dominant, probablement perqué
els gens causants tenen una penetráncia baixa, o perqué la causa de la malatia és
multifactorial (una combinació de la predisposició genética i l’exposició ambiental).

La principal causa d’aquesta malaltia és la progressiva pérdua de neurones

dopaminérgiques en la pars compacta de la substáncia negra, acompanyada per

l’aparició de inclusions intracitoplasmátiques conegudes com els cossos de Lewy.
En la malaltia de Parkinson, degut a una lesió destructiva de la substáncia negra,

no es forma dopamina, el que produeix un déficit d’aquesta en la substáncia negra i en el
nueli estriat (per degeneració de les fibres nigroestriades). La manca de dopamina a

nivell del nueli estriat anubla l’acció inhibidora d’aquest neurotransmissor, el que dona

origen a l’augment del to muscular i ais trastoms del moviment observáis en el

parkinsonisme.
Pero a més, l’acetilcolina també té un paper en la fisiología i fisiopatologia del

nueli estriat, ja que aquest neurotransmissor posseeix accions estimulants sobre el nueli

putamen i el nueli caudat, podent-se’l considerar com un antagonista de la dopamina; és

possible que el déficit de dopamina en el parkinsonisme porti a un predomini de l’acció
de les fibres colinérgiques i a l’estimulació conseqüent del nueli estriat. Així, es pot

considerar al parkinsonisme com originat per un desequilibri entre els sistemes

dopaminérgic i colinérgic a nivell deis ganglis basals, produit per una deficiéncia

primária de dopamina.
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En els anys 60 es va iniciá un tractament substitutiu per aquesta malaltia amb la

L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-Dopa), el precursor de la dopamina. En molts pacients la

L-Dopa pal-lia un gran nombre de símptomes, especialment la tremolor i la rigidesa.
Desafortunadament, el tractament crónic amb L-Dopa comporta la desaparició deis
efectes pal-liatius produint unes fluctuacions diáries conegudes com efecte de “on-off”.
A més, després d’un tractament crónic amb L-Dopa es poden desenvolupar unes

discinésies que poden arribar a ser molt severes i causar discapacitat. Al final, la

neurodegeneració progressa i la L-Dopa perd la seva efectivitat.

2.1.1.-ModeIs experimentáis en l’estudi de la malaltia de Parkinson

La destrucció unilateral de neurones nigrals en rosegadors i primats resulta en un

desequilibri estriatal de la dopamina presináptica i en una supersensibilitat del receptor

per la dopamina post-sináptica en el cantó denervat.

2.1.1.a.-Mecánic:

Un model tradicional és Taxotomia mecánica deis aferents nigrals utilizant un
bisturí especial. La transecció de la via nigroestriada resulta en una degeneració

retrógrada deis cossos cel-lulars dopaminérgics del mesencéfal. (Knusel i col., 1992;
Beck i col., 1995; Alexi i Hefti, 1996; Tseng i col., 1997; Hagg, 1998)

El grau de lesió depén de la proximitat del tall ais cossos cel-lulars de la
substáncia negra i Textensió amb qué es talla la via nigroestriada La transecció

nigroestriada provoca un dany mecánic a les neurones, una pérdua de transport

intracel-lular a través deis axons i un estrés oxidatiu (Leah i col., 1993; Venero i col.;

1997; per revistó Koliatsos i Price, 1996). Aquest tipus d’axotomia sembla ser que causa

una mort de les célTules nigrals principalment de naturalesa necrótica (Venero i

col.,1997)
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2.1.1.b.-Neuroauímics

2.1.1.b.l.-6-hidroxi-dopamina:

Generalment aquesta neurotoxina és administrada unilateralment a la via

nigroestriada, al nucli estriat, o a vegades directament a la substáncia negra resultant en
la seva captació selectiva per les neurones dopaminérgiques (i altres

catecolaminérgiques próximes) on produeix un estrés oxidatiu i finalment una

degeneració cel-lular (Cohén i Heikkila, 1974). Normalment s’administren també
inhibidors de la captació de noradrenalina a fí de prevenir la lesió del locus coeruleus.
L’extensió de la degeneració de les cél-lules nigrals indulda per la 6-hidroxidopamina és

dosi-depenent i es pot aconseguir una completa desaparició de l’activitat tirosina
hidroxilasa (Sauer i Oertel, 1994).

Aquesta lesió produeix un comportament rotacional tipie que es pot quantificar i
correlacionar amb la fimeió nigroestriatal (Ungerstedt, 1971a, 1971b). Per aquest estudi
rotacional s’utilizen comunment dos farmacs: l’amfetamina i rapomorfma.
L’amfetamina actúa en l’alliberació presináptica de dopamina i indueix rotacions

ipsilaterals en animáis lesionáis unilateralment perqué s’allibera més dopamina en

l’hemisferi intacte que en el lesionat, resultant en una sobreactivació del no lesionat

produint que l’animal mogui més el cantó no lesionat i provocant que Tanimal camini en
cercles cap al cantó lesionat. L’apomorfma és un agonista del receptor dopaminérgic a

nivell postsináptic que indueix rotacions contralaterals a la lesió ja que ara, el cantó
lesionat está sobreactivat respecte l’intacte, degut a que la lesió indueix una

supersensibilitat deis receptors dopaminérgics.

2.1.1.b.2.- MPTP:

Al 1983 Langston va descriure a tres joves drogoaddictes que, aparentment,

patien la malaltia de Parkinson. Va verificar que el derivat piridínic MPTP, trobat en
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l'heroína utilitzada pels drogoaddictes era la responsable del rápid desenvolupament
d’una síndrome clínicament indistingible de la malaltia de Parkinson avan?ada (Davis i

col., 1997). Va relacioná els seus descobriments amb un cas similar exposat

anteriorment on s’observá, post mortem, una destrucció de la pars compacta de la
substáncia negra del jove afectat. Estudis en animáis, mostraren que les lesions del

cervell, els canvis bioquímics i les anormalitats motores produides per l’MPTP eren molt
similars a les trobades en la malaltia de Parkinson espontánia (Bums i col., 1983).

Després de Tadministració de l’MPTP en primats, aquesta droga desapareix de tots
els teixits excepte de l’ull (Langston i col., 1984a) i produeix metabólits básics, ácids o

neutres, no detectables en extractes orgánics o en teixits biológics. Durant una hora es

poden detectar quantitats elevades del ió l-metil-4-fenilpiridini o MPP+, altament
soluble en aigua, en teixits periférics i en el sistema nervios central (Langston i col.,

1984a; Markey i col., 1984). Tot i que la conversió de piridines parcialment reduides a

compostos piridini s’ha proposat com un nou sistema de distribució cap al cervell,

aquesta oxidació de quatre electrons no és una via metabólica comunment descrita en el
sistema nervios central. En contrast amb la rápida desaparició de l’MPTP, l’MPP+ és
extremadament persistent en el sistema nervios central de primats, amb una vida mitja
de 48-100 h (Markey i col., 1984; Irwin i col., 1985). De fet, estudis en primats han
mostrat que les concentracions de l’MPP+ comencen a disminuir entre les 24 i 72 h

després de l’administració, en la major part del cervell i en la resta del eos, pero en la
substáncia negra s’incrementen i es mantenen durant uns dies (Irwin i col., 1985).

La biotransformació de l’MPTP a MPP+ es produeix per un procés d’oxidació en

dos passos, amb la formació del ió l-metil-4-fenil-2,3-dihidropiridini o MPDP+ com

intermedi (Chiba i col., 1985) (fig.4). Aquesta reacció está mediada per la monoamino
oxidasa B (MAO B) (Chiba i col., 1984a) que en la substáncia negrapars compacta está
localitzada específicament en l’astroglia.
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Fiq.4. Generado enzimática de rintermediari MPDP+, i la subseqüent
formado espontánia de l’MPP+.

Després de la seva formado, l’MPP+ penetra en les neurones dopaminérgiques a

través del sistema de captado de dopamina (Javitch i col., 1985). En preparacions de

sinaptosomes del nucli estriat, l’MPP+ és captat amb la mateixa afinitat que la dopamina.

Aquesta captació és reversible i competitiva amb la dopamina (Chiba i col., 1984b) i la
seva inhibido pels diferents bloquejadors té el mateix ordre de poténcies per ambdues

substáncies, dopamina i MPP+, el que suggereix un lloc comú de transport (Javitch i col.,

1985).
Per tant, l’MPP+ s’acumula activament en les neurones dopaminérgiques a través

del sistema de captació de dopamina d’alta afinitat i produeix la seva acció neurotóxica

mitjan9ant la inhibició de la respirado mitocondrial a nivell del complex I de la
fosforilació oxidativa (Ramsay i col., 1991), i la subseqüent disminució d’ATP.

Amb l’MPTP es produeix una resposta astroglial derivada de l’alliberació de
factors danyins des de les termináis dopaminérgiques lesionades per l’MPP+, les quals

poden activar directament ais astrócits residents (fig.5).
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Fiq.5. Model esquemátic de la inducció de gliosis reactiva per l’MPTP.

A diferencia deis primáis, s’ha provat que la rata és refractaria ais efectes de
l’MPTP. Alguns investigadors han trobat que no hi ha efectes sobre el contingut de

dopamina en el teixit estriat després de l’administració sistémica (Chiueh i col., 1984) i

intranigral (Bradbury i col., 1986; Chiueh i col., 1984) de l’MPTP. En canvi, altres han
descrit una disminució de la dopamina en el nucli estriat després de repetides injeccions
subcutánies (Jarvis i col., 1985), d’una infusió continua superior a les 24 h (Steranka i

col., 1983), i després de la injecció en la substáncia negra de dosis molt altes d’MPTP.
S’han estudiat els efectes de l’MPP+ en la rata. Degut a que aquest compost no

travessa la barrera hematoencefálica, ha de ser administrat directament en el sistema
nervios central. Quan s’injecta TMPP+ en el nucli estriat, en el feix del prosencéfal mitjá

(Heikkila i col., 1985a) en la substáncia negra (Bradbury i col., 1986) de rates, es

produeix una marcada disminució del contingut de dopamina en l’estriat. Injeccions
bilaterals d’MPP+ produeixen també una síndrome funcional que consisteix en acinesia i

rigidesa, per la qual cosa aquest metabólit de l’MPTP és una valiosa neurotoxina

experimental (Bradbury i col., 1986).
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2.2.-LA MALALTIA DE HUNTINGTON

La malaltia de Huntington és un desordre autosómic caracteritzat per una

disfimeió motora progressiva i alteracions cognitives (Harper, 1992; Folstein, 1998). Els
trastoms motors són la principal característica de la malaltia i ha portat a utilitzar el
terme de Corea de Huntington (corea, del grec dansa). Aquests trastoms inclouen tant les
funcions motores voluntáries com les involuntáries. Els moviments involuntaris són de

tipus coreiformes, moviments rápids i incontrolats de les carnes i deis múseuls distáis, i
moviments involuntaris deis múseuls proximals al tronc. La coordinació deis moviments
voluntaris es toma progressivament més difícil i finalment arriba a ser impossible. Els

símptomes cognitius inclouen canvis en la personalitat, depressió i deméncia. El patró de

progressió de la simptomatologia pot variar molt entre pacients. Aquesta malaltia té una

aparició en la fase adulta, a una edat mitja de 40 anys i té una duració mitjana d’uns 16

anys. A més existeix una forma juvenil que normalment té uns símptomes més severs i
una esperanza de vida més curta.

La corea de Huntington es caracteritza per una atrofia del nueli caudat i del nueli

putamen deguda a la degeneració de les neurones estriatals (Martin i Gusella, 1986).
Análisis post-mortem han demostrat que existeix una gran pérdua de les neurones

mitjanes espinoses de projecció GABAérgiques estriatals, mentre que les intemeurones

colinérgiques (Augood i col., 1996) i NADPHd són relativament resistents a la

degeneració (Dawbarn i col., 1985). Les primeres cél-lules que degeneren són les
neurones de projecció GABAérgiques que contenen encefalines i que innerven el globus

pallidus extern (Reiner i col., 1998). Mentre aquests cél-lules es van perdent

progressivament les neurones de projecció GABAérgiques que contenen substancia P i

projecten al globus pallidus intem i a la substáncia negra pars reticulata comencen a

degenerar. En els últims estadis les neurones GABAérgiques que projecten a la
substáncia negrapars compacta es perden.

La malaltia de Huntington está causada per un increment de repeticions d’un
trinucleótid inestable en un gen de fiinció desconeguda, tot i que recentment s’ha descrit
un paper en el tráfic intracel-lular. Aquest gen va ser localitzat en el cromosoma 4 al
1993 (Gusella, 1993). El gen huntingtin també conegut com IT15 (interesting transcript

15) va ser identificat al 1993. En persones que no tenen la malaltia el gen conté entre 9 i
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34 repeticions CAG en la regió afectada en pacients amb la malaltia, mentre que la

presencia de 37 o més repeticions CAG dona lloc a la malaltia de Huntington (Ashizawa
i col., 1994; Gusella, 1993). De totes formes, algunes persones amb 37-39 repeticions

poden o no estar afectats. Existeix una correlació inversa entre el número de repeticions
CAG i l’edat d’aparició de la malaltia (Trottier, 1994; Brandt i col., 1996). Quan més alt
el número de repeticions més aviat apareixen els símptomes. S’han descrit altres factors

que podrien influenciar en l’edat d’origen de la malaltia.
El gen amb l’expansió del trinucleótid CAG codifica per una regió poliglutamina

en la protéma producte, la huntingtina. L’ARNm del huntingtin deis al-lels normáis

expandits es troben ámpliament distribuits pels teixits humans i s’expressa en neurones i

glia de váries regions del cervell amb nivells normáis d’expressió en el nucli estriat de

pacients presimptomátics i en les neurones estriatals supervivents de cervells post-

mortem de pacients amb la malaltia (Li i col., 1993; Strong i col., 1993; Landwehrmeyer
i col; 1995; Schmitt i col; 1995; Stine i col., 1995). Aquesta amplia distribució també
s’ha trobat en la protéina huntingtina, tan normal com expandida (Gutekunst i col., 1995;
Trottier i col., 1995; Wood i col., 1996). El cervell té els nivells eleváis d’expressió, ja

siguí de l’ARN transcrit com de la protéina comparat amb els teixits no neuronals

(Schmitt i col., 1995; Sharp i col., 1995; Wood i col, 1996).
La majoria de neurones de projecció estriatals són positives per la hungtintina

mentre que molt poques intemeurones semblen expresar-la, ja siguí en rata o en humans

(Ferrante i col., 1997; Kosinski, 1997). Aquest patró d’expressió és similar al pairó

neuropatológic observat en la malaltia, on les neurones de projecció degeneren mentre

les intemeurones están relativament preservades.
No existeix un tractament efectiu per aquesta malaltia, normalment els pacients

reben farmacs simptomátics per les corees o la rigidesa i ffeqüentment, també, per la

depressió.
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2.2.1.-Models animáis per la malaltia de Huntington

2.2. l.a.-Excitotoxicitat

L’expressió excitotoxicitat es crea al 1969 per descriure l’efecte neurotóxic deis
aminoácids excitadors que destruíen les neurones en el punt on eren injectats (Olney,

1969). L’excitotoxicitat pot jugar un paper principal molt important en la patogénesi de
la malaltia de Huntington. S’han identificat diferents classes del receptor del glutamat i
es divideixen en receptors ionotrópics i receptors metabotrópics lligats a proteina G. Els

receptors ionotrópics es classifiquen en dues subclasses (Hollmann i Heinemann, 1994;
Watkins i Evans, 1981):1.-N-metil-D-aspartat (NMDA): com agonistes selectius es coneixen l’NMDA i
l’ácid quinolínic entre d’altres.2.-No NMDA: aquest a la vegada es divideix en dos subtipus:

2.a.-Alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionat (AMPA): amb

agonistes selectius l’AMPA i l’ácid kaínic.
2.b.-El receptor de l’ácid kaínic: amb agonista l’ácid kaínic.

(Doble, 1995; Lipton, 1994).

Quan s’activen els receptors NMDA es tomen permeables al Ca2+ i al Na2+. Es
pensa que els receptors metabotrópics incrementen l’entrada de Ca2+ mediada peí

receptor NMDA mitjansant l’activació d’una protema quinasa C Hígada a una

fosfolipasa (Schoepp i Sacaan, 1994). Les primeres observacions que varen vincular
1’excitotoxicitat a la patogénesi d’aquesta malaltia van aparéixer al 1976, quan s’observá

que la injecció intraestriatal d’ácid kaínic, agonista del receptor kainat, podía produir
lesions similars a les observades en la malaltia (Coyle i Schwarcz, 1976; McGeer i

McGeer, 1978).
En el punt de injecció les neurones están depleccionades mentre que les fibres

aferents, els components no neuronals i les intemeurones estriatals grans no es traben
afectades. Aixó va suggerir el possible paper del glutamat en la patogénesi de la malaltia
de Huntington. La injecció intraestriatal de l’ácid quinolínic, agonista del receptor

NMDA, produeix una lesió similar a la neuropatologia de Huntington, afectant
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selectivament a les neurones estriatals de projecció (Beal i col., 1986; 1989; Huang i

col., 1995). A diferencia de l’ácid kaínic, l’ácid quinolínic és un metabólit endogen del
cervell. La lesió que produeix l’ácid quinolínic no afecta a la intemeurones estriatals que

contenen la somatostatina, el neuropéptid Y (Beal i col., 1989) i laNADPHd (Koh i col.,

1986). La possibilitat de que els receptors AMPA o kainat tinguin un paper en la
malaltia de Huntington és menor degut a que les lesions experimentáis amb l’ácid kaínic
i LAMPA afecten a tots els tipus ceHulars incloent les neurones somatostatina/

neuropéptid Y/ NADPHd del nucli estriat (Beal i col., 1986; 1989). Després de la

injecció en el nucli estriat de rata, el compartiment estriosomal no es veu afectat mentre

que les neurones de la matriu moren. A més, es produeix una degeneració primaria de
les neurones mitjanes espinoses eferents que projecten des del nucli estriat al globus

pallidus i a la substáncia negra (Beal i col., 1989). Aquests resultáis junt amb
l’observació de que els receptors NMDA están depleccionats en el nucli estriat huma de
la malaltia de Huntington (Young i col., 1988), suggereix que l’excitotoxicitat mediada

pels receptors NMDA té un paper en la fisiopatologia de la malaltia de Huntington i que
les lesions experimentáis amb l’ácid quinolínic en animáis serveix com a model per

aquesta malaltia.

2.2.1.b.-Disfunció mitocondrial

Tóxics mitocondrials també condueixen a un patró d’atrófia similar a l’observat
en el Huntington (Per revistó veure: Alexi i col., 1998a ; Sanberg i col., 1999). L’ácid 3-

nitropropiónic (3-NP) i el malonat (MA) són toxines mitocondrials que interfereixen en

la síntesi d’ATP inhibint la succinat deshidrogenasa que és activa en el cicle de l’ácid

tricarboxílic, en el complex II de la cadena de transport d’electrons. La lesió amb 3-NP

(o MA) proporciona un model animal per la malaltia de Huntington que reprodueix els

aspectes de la malaltia en humans, en termes de patologia i simptomatologia (per a

revisió veure: Borlongan i col., 1997). L’administració sistémica del 3-NP mostra una

pérdua de neurones de projecció GABAérgica amb una preservació relativa de les
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neurones NADPHd acompanyada per una astrogliosis (Beal i col., 1993a; Brouillet i

col., 1995; Nishino i col., 1996; Guyot i col., 1997).

2.2.1.c.-Models de ratolins transgénics de Huntington

Més recentment s’han establert uns ratolins transgénics que contenen una

expansió de la regió amb repeticions CAG (Mangiarini i col., 1996; Davies i col., 1997;
Martindale i col., 1998). Ratolins que normalment no tenen variacions en el número de

repeticions CAG en el gen huntingtin, reben una porció de gen expandit de huntingtin
huma. En ratolins mutants amb més de 100 repeticions, el gen i la proteína s’expressen
amb patrons normáis (Mangiarini i col., 1996; Davies i col., 1997). A les 9-11 setmanes

d’edat aquests ratolins mostren moviments coreics, tremolor, estereotípies involuntáries i
convulsions induides per estímuls. Els ratolins es moren a les 10-13 setmanes d’edat. Tot
i que els cervells són més petits que de normal, no s’evidencia una pérdua neuronal del
nueli estriat ni d’altres regions. També s’han realitzat estudis en ratolins transgénics

injectats amb l’ácid kaínic per estudiar el paper de Texcitotoxicitat en la malaltia de

Huntington (Morton i col., 2000).

3.-REACCIÓ GLIAL

Les úniques funcions del sistema nervios central s’han atribuit a les propietats de
les seves cél-lules excitables, les neurones. Existeix, pero, una altra classe de cél-lules en

el sistema nervios, que es coneix com glia o neuroglia. Clássicament, les cél-lules glials
han sigut considerades com cél-lules no excitables. La glia del sistema nervios central
está formada principalment per astrócits, oligodendrócits, i microglia, mentre que en el
sistema nervios periféric está format per les cél-lules de Schwann i les cél-lules satél-lit

ganglionars. Actualment está ben establert que les cél-lules glials representen unes

companyes de les neurones a llarg de la seva vida. Per exemple, durant la neurogénesis i
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el desenvolupament, les cél-lules glials aporten recolzament per la migració de les
neurones i deis cons de creixement, un procés mediat per la síntesi i la secreció d’una

gran varietat de factors de creixement i components de la matriu extracel-lular. En

l’adult, les cél-lules glials mantenen l’homeostasis neuronal, la plasticitat sináptica i la

reparació.
No totes les cél-lules glials responen de la mateixa forma o al mateix temps

després de que hagi tingut lloc una lesió neuronal. El cas més notable és el deis

oligodendrócits, formadors de mielina, els quals per un cantó no mostren canvis reactius

després de la lesió del sistema nervios central i a més se semblen molt a les neurones

podent-se observar la seva susceptibilitat després d’un dany sostingut (Ludwin, 1997).
Aixó implica que els astrócits i la microglia són les dues poblacions principáis de
cél-lules glials reactives.

3.1.-ASTRÓCITS

Els astrócits són cél-lules estrellades amb múltiples processos fins, alguns deis

quals están associats a les parets capil-lars (Peters i col., 1991). Aqüestes cél-lules glials

ocupen un gran volum en el sistema nervios central. Dades estructuráis i funcionáis

suggereixen que, degut a les seves característiques citológiques, els astrócits juguen un

paper central en la distribució de substractes energétics de la circulado a les neurones

(Golgi, 1886; Tscopoulos, 1996). El seu paper és efectuar diverses funcions, entre les

quals s’inclouen el suport cel-lular durant el desenvolupament del sistema nervios

central, l’homeostasi de ions, la recaptació d’alguns neurotransmissors, la recaptació de

CO2, així com la contribució al sistema immunitari del cervell i la neuromodulació

(Parpura i col., 2000; Anderson i col., 2000). També preserven la integritat del teixit

després d’una agressió.
Peí bon funcionament de la transmissió sináptica, és imprescindible dur a terme

un control de l’entom de les neurones. Alguns astrócits es disposen al voltant de l’espai

sináptic i recapten l’excés de glutamat després de la comunicació sináptica. Els astrócits

capten el glutamat mitjan^ant un sistema intercambiador depenent de Na+ i K+ (per
revisió: Anderson i Swanson, 2000). El glutamat entra en l’astrócit acompanyat de Na+ i

25



Introducció General

surt un K+. En el funcionament normal del sistema, els astrócits regularien la
concentració de K+ extracel-lular que es produeix durant la neurotransmissió, expulsant-
lo cap a l’endoteli vascular, quan es produeix un desequilibri del sistema i la
concentració de K+ extracel-lular és molt elevada, la captació de glutamat pot deixar de

funcionar, acumulant-se glutamat, que en excés causará excitotoxicitat, tant en neurones
com en astrócits, ja que aquests també presenten receptors peí glutamat.

En cultius cel-lulars s’ha descrit la importáncia deis astrócits en el metabolisme
del glutatió, si aquest mecanisme no funciona es produeix una disminució de l'efecte de
defensa deis astrócits per les neurones ffont els RLO (radicáis lliures d’oxigen). De fet
recentment s’ha descrit una possible relació del sistema de glutatió en desordres

neurológics (per revisió: Dringen, 2000)

L'astrogliosis representa una resposta universal a tots els tipus de lesió del
sistema nervios central, tot i que les característiques associades a aquesta reacció
cel-lular varia d’un o altre tipus de lesió (Norton i col., 1992). En la primera resposta, la
fundó deis astrócits estaría encaminada a mantenir els diferents equilibris alterats.

Posteriorment, els astrócits es tomen reactius, s’hipertrófien i poden proliferar.
Existeixen diferents marcadors que ens indiquen si existeix una reacció astrogial.

Els més coneguts són: la protelna glial fibrilar acida (GFAP), la Vimentina i l’S-100b.

Aqüestes tres protei'nes s'utilitzen per identificar astrócits, tant en cervell intacte com en

lesions del sistema nervios central (Eng i col., 1995; Boyes i col., 1986). La GFAP és un
filament intermedi que s’expressa constitutivament en astrócits associat a fibres de la
substáncia blanca. La reactivitat astroglial implica canvis en la citoarquitectura deis

astrócits; es produeix una hiperplásia cel-lular, i els filaments intermedis veuen

incrementada la seva expressió. Després d’una lesió en el cervell la quantitat de GFAP,
així com el número de cél-lules GFAP positives incrementa (Jabs i col., 1999). Lesions
realitzades amb l’MPTP en ratolins van trabar un increment rápid de la GFAP, sense

trencament de la barrera hematoencefalica (O’Callaghan i col., 1990). D’aquesta forma,

aquest increment de la GFAP és un deis indicadores més sensible per a la lesió del
cervell.

Una altra característica que es pot observar després d’una lesió en el cervell, seria
la disposició deis astrócits en forma de cicatriu al voltant de la lesió. El paper d’aquesta
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barrera no es coneix, s’ha suggerit la possibilitat de que fos un intent del sistema nervios
central de restaurar l’homeostasis alllant la regió danyada (Fith i Silver, 1997), tot i que
també s’ha intentat explicar la falta de regeneració del sistema nervios central per la
formació d’aquesta cicatriu glial i la seva associació amb la matriu extracel-lular, que
estañen interferint en la reparado neuronal o en la regeneració axonal (Steeves i

Tetzlaff, 1998). Existeixen molts treballs encaminats a l’estudi de l’etiologia de

l’astrogliosis i els mecanismes mitjan?ant els quals es podría reduir la barrera glial (per
revistó: McGraw i col., 2001).

Els astrócits, de la mateixa manera que les neurones, expressen protéines de
Festrés de la familia HSP (Heat Shock protein). La HSP27 s’expressa majoritáriament
en astrócits, tot i que també es pot trobar en algunes poblacions neuronals, básicament
motoneurones (Plumier i col., 1997a; b). La HSP27 podría associar-se a Lactina deis

astrócits, preservant d’aquesta forma el citoesquelet. S’ha descrit una inducció d’aquesta

protéma a nivell deis astrócits després de lesions indui'des per una isquemia (Kato i col.,

1994) o l’ácid kaínic (Plumier i col., 1996).

3.2.-LA MIGROGLIA

La cél-lula microglial, descrita originalment per Del Rio-Hortega (1932), forma

parí: del sistema fagocític mononuclear i reconeguda com a macrófags residents en el
cervell (Perry i Gordon, 1989). Es creu que la microglia deriva de les cél-lules

precursores de la medul-la ósea (Ling iWong, 1993; Perry i Gordon, 1991).
La morfología de les cél-lules de la microglia varia en fixnció del seu estat

funcional (Streit i col, 1988). En el desenvolupament postnatal la microglia adquireix
una forma ameboide. Són cél-lules amb gran capacitat de moviment i proliferació.

Progressivament es produeix una maduració i la microglia ameboide és substituida per la

microglia ramificada (Imamoto i Leblond 1978). Aquesta microglia ramificada es troba
tan en la substáncia gris com en la substáncia blanca del cervell de rata adulta.
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3.2.1.-Interacció microglial-neuronal en la lesió

La microglia en repós es transforma rápidament en un estat activat en resposta a

un ampli ventall d’estímuls. L’activació microglial té lloc via un patró estereotípic de
molts passos que compren una seqüéncia comuna de resposta cel-lular (fig.6). Primer
pas: les cél-lules microglials proliferen i migren al punt de lesió, on pateixen canvis

morfológics, immunofenotípics i funcionáis, sense arribar a teñir característiques

fagocítiques (Streit i col., 1989b; Gehrmann i col., 1995; Gehrmann y Kreutzberg,

1995). Les alteracions immunfenotípiques inclouen un increment de diversos receptors

de membrana i citoquines, que pot ajudar a descriure 1’estat actiu de la microglia. Entre

aquests canvis s'inclouen l’increment de l’expressió del receptor del complex de tipus 3

(CR3) i la inducció de l’antígen del complex major d’histocompatibilitat de classe I

(MHCI). Els canvis funcionáis de microglia activada inclouen l’alliberació d’una gran

varietat de substancies mediadores que inclouen proteases citotóxiques, RLO,
intermediaris nitrogenats i excitotoxines (Colton i Gilbert, 1987; Banati i col., 1993a;
Gehrmann i col., 1995). Segon pas: la seva transformado en macrófags fagocítics del

cervell, procés que té lloc si existeix una degeneració neuronal extensa (Streit i

Kreutzberg, 1988). Tercer pas: Procés d’eliminació encara desconegut, presumptament
a través de un mecanisme programat (i.e. apoptosis) (Gerhmann i col., 1995, Gehrmann i

Banati, 1995). Aquesta hiposensibilitat de la resposta immune, que segueix a la lesió, a

través de l’eliminació de les cél-lules glials és un mecanisme de control molt important a
fi de limitar la imflamació local i prevenir l’extensió del dany al teixit sa.

Existeixen diferents marcadors per identificar els diferents estats de la microglia.

Mitjan?ant Tanticos OX-42 es pot marcar el receptor del complement de tipus 3 (CR3),

que s’expressa en la microglia en estat de repós, i que, com ja s’ha mencionat
incrementa la seva expressió en la microglia activa i en la fagocítica. Per diferenciar la

microglia reactiva i la fagocítica ffont la microglia ramificada en repós s’utilitza l’OX-6,
marcador del complex major d’histocompatibilitat de classe I (MHC I) (Kiefer i

Kreutzberg, 1991).
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Fig.6.-Plasticitat funcional de la microglia.

Molts treballs han estudiat el reclutament rápid de les cél-lules microglials al punt
de lesió ja sigui excitotóxica (McGeer i col., 1993; Akiyama i col., 1994), isquémica

(Lees, 1993; Kato i col., 1994) o traumática (Dusart i Schwab, 1994) i s’han identificat
varíes senyals candidates a participar en l’activació microglial. Les citocines com la

interleucina-ip, l’interferó-y i el factor tumoral necrótic (TNF), sembla ser que són
factors importants, degut a que afecten a la proliferació i a canvis

immunfenotípics/funcionals en cultius de cél-lules microglials (Suzumura i col., 1990;

Loughlin i col., 1992; Gehrmann i col., 1995)
Generalment s’ha pensat que la microglia del voltant de la lesió está involucrada

en eliminar els residus de les neurones que degeneren (Rozemuler i col., 1989, Moller i

col., 1996), pero la seva exacta contribució encara no és ben coneguda. Per un costat

s’ha hipotetitzat que la microglia incrementa la lesió neuronal, mitjan9ant la síntesi i
secreció de diferents agents que potencien una sobreactivitat sináptica, i incrementa la
lesió primária (McGeer i col., 1988; Itagaki i col., 1989; Giulien i col., 1995). Per altra
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banda, existeix la possibilitat de que l’activació microglial sigui un mecanisme

neuroprotector, amb el fi de limitar la neurodegeneració i millorar la recuperació

sináptica després de la lesió (Batchelor i col., 1999). A més, la microglia pot protegir els
sistemes neuronals alliberant factors neuroprotectors com el factor básic de creixement
fibroblástic (bFGF) i el factor de creixement nervios (NGF) (Araujo i Cotman, 1992). A

part del seu paper en la modificació del dany neuronal, la microglia activa pot contribuir
a recuperar i reconstruir la sinapsis (Lazarov-Spiegler i col., 1996; Moller i col., 1996;

Prewitycol., 1997).

3.2.3.-Receptor Benzodiacepínic Periféric.

Les cél-lules glials es caracteritzen per expressar, a nivell de la membrana
mitocondrial, el receptor benzodiacepínic periféric (PBR) que s’ha proposat com un

marcador del dany neuronal (Benavides i col., 1987; Guilarte i col., 1995). Increments
en la seva densitat s’han apreciat utilitzant técniques de binding i autoradiográfiques a

nivell de les zones lesionades després de diferents insults tais com l’isquémia global

(Stephenson i col., 1995) o l’ácid domoic (Kulmann i Guitarte, 1997). Donada la

important proliferació astroglial, així com l’activació microglial associada ais processos
de dany neuronal i degeneració és lógic pensar que els increments en els PBRs poden ser

atribulóles a la gliosis i per aixó que pugui constituir un bon indicador del dany
neuronal. Estudis autoradiográfics realitzats per Stephenson i col., (1995) van permetre

determinar que el PBR colocalitzaba amb la microglia reactiva després d’un episodi

isquémic, mentre que els astrócits, situats en la zona que envolta la lesió, no presentaven

marcatge. Amb tot aixó podem concloure que el PBR constitueix un marcador del dany
neuronal i que la seva quantificació, mitjan?ant lligams específics, pot considerar-se un

métode per valorar els processos danyins del sistema nervios central.
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4.-ELS FACTORS TRÓFICS

4.1.-INTRODUCCIÓ

Els factors trófics són protei'nes endógenes solubles que regulen la supervivéncia,
el creixement, la plasticitat o la síntesi de protei'nes per funcions diferenciades de les
neurones. D’aquesta definició s’exclouen molécules lligades a la membrana que afecten
a l’adhesió i supervivéncia neuronal així com molécules no proteiques com hormones
esteroi'dees i gangliósids (Hefti i col., 1993).

Els factors neurotrófics promouen la supervivéncia neuronal durant el

desenvolupament. S’ha proposat que els axons competeixen per quantitats limitants de
factors neurotrófics produits pels teixits diana (Grimes i col., 1996; Yuen i col., 1996).
Les neurones que no aconsegueixen obtenir una quantitat suficient de factor neurotrófic
necessari moren mitjangant un procés anomenat mort cel-lular programada (Thoenen i

col., 1987; Connor i Dragunow, 1998). Es creu que aquest procés regula el número de
neurones i les connexions durant el desenvolupament del sistema nervios central. A més,
en l’adult, els factors neurotrófics són necessaris per mantenir les funcions i els

fenotípics neuronals específics (Blesch i col., 1998). A més, també representen un medi

potencial per modificar la disfimció neuronal, activació astrocítica i reaccions
inflamatóries en condicions patológiques. Un gran número de dades suggereixen que

alguns factors neurotrófics, sota certes condicions, també modulen la plasticitat neuronal

que sorgeix durant l’edat i sota condicions traumátiques degeneratives (Blesch i col.,

1998).
Resultáis recents suggereixen que les alteracions deis nivells neurotrófics poden

estar implicades en la fisiopatologia de les malalties neurodegeneratives, com són les
malalties de Parkinson i Alzheimer (Connor i Dragunow, 1998).
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4.2.-MECANISME D’ACCIÓ DELS FACTORS TRÓFICS

El control de la supervivéncia i del creixement neuronal necessita la síntesi i
l’alliberació deis factors trófics, així com la distribució de receptors específics per

aquests factors. El mecanisme fisiológic d’alliberació per aqüestes protei'nes amb

propietats neurotrófiques, encara no ha sigut establert. Sembla possible que algunes

d’aquests protei'nes sois s'alliberen després de produir-se una lesió. Una cop alliberades,
és necessari que els factors s’uneixin a receptors específics que es localitzen en les
neurones que responen per produir els seus efectes. Aquests receptors són diferents

depenent del factor trófíc de qué es tracti.
Una cop lligat al receptor, el factor trófíc juntament amb el receptor serien

internalizáis i transportáis fms al eos neuronal on exercirien la seva funció, transport

retrógrad. A part del seu efecte sobre el eos neuronal s’ha descrit un efecte local de les
neurotrofmes a nivell deis espais pre- i postsináptics, en fenómens de plasticitat sináptica

(Beminger i Poo, 1996). El fet de que algunes poblacions neuronals expressin tan la
neurotrofma com el seu receptor d’alta afmitat, ha dut a suggerir un possible efecte
autocrí de les neurotrofmes en aqüestes poblacions. A més, cél-lules veines, ja siguin

glials o neuronals, poden ser capaces d’aportar suport trófíc mitjangant un mecanisme

conegut com efecte paracrí. Finalment s’ha demostrat que paral-lelament al seu efecte

retrógrad les neurotrofmes poden transportar-se anterógradament en la neurona

productora cap al seu axó. En aquest model la neurona capa? de respondre a les
neurotrofmes seria innervada per la neurona productora que secretaria la neurotrofma en

les seves terminacions sináptiques, i serien les regions postsináptiques les que captarien,
via el seu receptor, les neurotrofmes.
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retrógradautocrí

Fiq.7.-Mecanisme d’acció deis factors trófics

4.3.- LES NEUROTROFINES I ELS SEUS RECEPTORS.

4.3.1.-Les neurotrofines

La familia de les neurotrofines está formada peí factor de creixement nervios

(NGF) (Levi-Montalcini i Hamburger, 1953), el factor nervios derivat del cervell

(BDNF) (Barde i col., 1982), la neurotrofma-3 (NT-3) (Maisonpierre i col., 1990), la
neurotrofma-4/5 (NT-4/5) (Ip i col., 1992), la neurotrofina-6 (NT-6) (Gotz i col., 1994) i
la neurotrofina-7 (NT-7) (Lai i col., 1998; Nilsson i col., 1998). Encara no es coneix
molí bé el paper de l’NT-6 i de l’NT-7.

L’NGF va ser el primer factor neurotrófic identificat (Levi-Montalcini i

Hamburger, 1953). Ha sigut reconegut com el prototip de substáncies que promouen el
manteniment i la supervivencia mitjangant mecanismes de transport retrógrad (Hendry i

col., 1974). L’NGF va ser parcialment purificat a partir de la glándula submaxilar del
ratolí másele (Cohén, 1960; Levi-Montalcini, 1987a, b).

El BDNF fou el segon membre de la familia de l’NGF ai'llat (Bade i Edgar,

1982). Presenta un 50% d’homologia en les seves seqüéncies amb l’NGF (Maisonpierre
i col., 1990). El BDNF actúa sobre poblacions neuronals que no responen a l’NGF

(Barde i Edgar, 1982). L’homologia estructural entre el BDNF i l’NGF suggerí

l’existéncia d’altres molécules relacionades. Amb estudis de PCR (reacció en cadena de
la polimerasa) i altres técniques sofisticades de clonatge, es van identificar altres
molécules relacionades amb l’NGF. L’NT-3 fou la següent (Enfors i col., 1990, Hohn i
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col., 1990; Maisonpierre i col., 1990a), conté 199 aminoácids i presenta un 57%
d’aminoácids idéntics amb l’NGF i un 58% amb el BDNF. Tot i que presenta aquesta

homología d’estructures, la seva activitat biológica és diferent i les seves característiques

espai-temporals també .

4.3.2.-Els receptors per a les neurotrofines.

Les accions biológiques de les neurotrofmes són mediades per dues classes de

receptors (Per revistó veure: Barbacid, 1994a, 1994b; Chao, 1994; Dechant i col., 1994;

Bothwell, 1995). Totes les neurotro fines s’uneixen amb similar afinitat (Kd~10"9M) a

una proteína, coneguda com el receptor de les neurotrofmes p75 (p75NTR). A més, les
neurotrofmes s’uneixen amb diferent selectivitat a tres receptors tirosina quinasa
altament relacionáis, coneguts com els receptors d’alta afinitat (Kd«10'uM) de les

neurotrofmes, el trk A, el trk B i el trk C. L’NGF s’uneix específicament al trk A, el
BDNF i l’NT-4/5 poden activar el trk B (Klein i col., 1992; Klein i col., 1994), mentre

que l’NT-3 preferentment activa el trk C (Lambelle i col., 1991), pero també té
l’habilitat d’activar el trk A i el trk B (Huang, 1999).

N G F
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Fiq.8.- Els receptors de les neurotrofines, els receptors Trk
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4.3.2.a.-El receptor p75

El receptor p75 és una glicoproteina transmembrana i és un membre de la

superfamília TNFR/fas/CD40 coneguts com a dominis de mort (Baker i Reddy, 1998).
Conté una porció extraed-lular amb quatre grups ríes en cisterna involucrada en la unió
amb el lligant, una regió transmembrana, i una seqüéncia citoplasmática curta sense

activitat catalítica (Chao i col., 1994; Bothwell, 1995; Ibañez, 1998).
Els mecanismes de transducció que medien els efectes biológics del p75NTR en

neurones encara no són ben coneguts. Per un cantó, pot modular les respostes cel-lulars
de les neurotrofines interaccionant amb el receptor d’alta afinitat. La modulació de la
interacció del receptor trk amb les neurotrofines ha siguí considerada com el principal
mecanisme d’acció del p75NTR des del descobriment deis receptors trk (Barbacid, 1994a,

1994b; Chao i col., 1994; Bothwell, 1995). També s’ha descrit la seva participació en el

transport axonal retrógrad de les neurotrofines des de les regions diana (von Bartheld i
col., 1996). En canvi, es va demostrar clarament que el p75NTR podía induir respostes
cel-lulars en abséncia deis receptors trk, quan era activat per l’NGF (Cárter i Lewin,

1997; Frade i Barde, 1999). En alguna situado pot induir la mort cel-lular notable.

4.3.2.b.-El receptor Trk

La caracterització de un oncogén ai'llat d’un carcinoma de colon (Martin-Zanca i

col., 1986) va dur a la identificado del proto-oncogén corresponent, que codifica per una

glicoproteina de membrana de 140 kDa amb un domini citoplasmátic proteina-tirosina

quinasa (Martin-Zanca i col., 1989).

Degut a la seva estructura, l’oncogen es va designar trk, que consistía en dues

seqüéncies fusionades que codificaven per una isoforma de tropomiosina i un receptor

tirosina quinasa. Es va establir que la proteina per la que codificaba era el receptor d’alta
afinitat que mediava les principáis accions de l’NGF, el trkA (Kaplan i col., 1991).
Posteriorment s’han identificat altres gens molt relacionáis i que s’expressen
abundanment en el cervell, són el trkB (Klein i col., 1989) i el trkC (Lamballe i col.,
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1991) que codifiquen per les proteines que uneixen al BDNF, l’NT-4/5 i l’NT-3 (Klein i

col., 1991, Lamballe i col., 1991, Squinto i col., 1991)
Análisis moleculars i bioquímics han revelat la preséncia de diferents variants

deis receptors trk. D’aquests, els més predominants semblen ser les formes truncades del
trkB i del trkC, que s'expressen en concentracions considerables en el cervell adult

(Barbacid, 1995; Middlemas i col., 1991; Tsoulfas i col., 1993). El receptor trk de
cadena complerta té una estructura complexa que inclou una regió transmembrana, una

porció extracel-lular compromesa amb la unió amb la neurotrofina i una porció
intracel-lular amb activitat tirosina quinasa. La regió extracel-lular inclou un domini ric
en leucina flanquejat per dos grups de cisteínes, seguits de dos dominis tipus

immunoglobulines (Schneider i Schwieger, 1991), una de les quals és essencial per la
unió de la neurotrofina (Urfer i col., 1995; Haniu i col., 1997; Ultsch i col., 1999).

La unió neurotrofina-receptor porta 1’activado del receptor trk de cadena

complerta mitjan?ant un procés de dos passos, que consisteix en la inducció del lligam
de la dimerització del receptor i la autofosforilació deis residus de tirosina de la regió
intracel-lular (Schlessinger i Ullrich, 1992). El receptor actiu está preparat per

interaccionar i fosforilar váries dianes intraceHulars (Segal i Greenberg, 1996). Els

receptors truncáis són idéntics al receptor funcional en el seu domini extracel-lular i
transmembrana pero no presenten la seqüéncia de la tirosina quinasa citoplasmática.

Aquests receptors poden unir les neurotrofínes pero no poden activar els mecanismes de

senyals intracel-lulars. S’han buscat fimeions altematives per aquests receptors, moltes
de les quals són les mateixes que es postulen com a funcions del pVS1'™;
a) Presentado del lligam. b) Internalizado, c) Activado de mecanismes intracel-lulars
altematius. d) Modulado de la resposta de les neurotrofínes (segrestant els receptors

amb propietats catalítiques). e) Mediado de les interaccions cél-lula-cél-lula.
L’NGF exerceix el seu efecte sobre poblacions neuronals molt restringides,

coincidint amb la localització deis llocs de unió d’alta afinitat per l’NGF així com amb
la localització de l’ARNm peí trkA. Contráriament al que succeeix amb el trkA, els
transcrits peí trkB i peí trkC es troben distribuíts ámpliament en tot el cervell (Merlio i

col., 1992). Estudis de hibridació in situ mostren que les formes complertes del trkB i
del trkC s’expressen (i molts vegades es co-expressen) en la majoria de les neurones del
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sistema nervios central, pero no en céHules no-neuronals com astrócits, oligodendrócits,
cél-lules ependimáries i cél-lules deis plexes coroidals. Les formes truncades del trkB i
del írkC es troben molí expressades en el sistema nervios central, amb la forma truncada
del trkB localitzada també en cél-lules no-neuronals. El fet de que el trkB i el trkC es

trobin tan expressats en el sistema nervios central, així com l’expressió també molt

ámplia deis seus lligants (Maisonpierre i col., 1990b), suggereix que les funcions del
BDNF i de l’NT-3 en el sistema nervios central són molt més diverses que les funcions
de l’NGF (Lindsay i col., 199). L’expressió també molt elevada de les formes truncades

peí trkB i peí trkC (no trkA) suggereix que han d’existir mecanismes per restringir la
distribució o per modular l’acció del BDNF i de l’NT-3 després de ser alliberades deis
seus llocs de síntesi.

4.3.3.-Accions biológiques de les neurotroflnes en els circuits substáncia negra-nucli

estriat-escor^a cerebral

4.3.3.a.-El BDNF

El BDNF ha sigut el factor més estudiat al llarg d’aquests darrers anys, i ha estat

considerat com un factor molt important en la supervivencia i diferenciació neuronal.
S’han realitzat diferents treballs sobre la seva distribució en el cervell huma, les

modifícacions de la seva expressió i la distribució en desordres neurodegeneratius. Els
estudis més rellevants en humans han estat recollits en la revisió de Murer i els seus

col-laboradors (2001).
Sobre la via nigroestriada s’ha demostrat que el BDNF prevé la mort espontánia

de neurones dopaminérgiques en cultius primáris mesencefálics de rata (Hyman i col.,

1991; Knusel i col., 1991), i que protegeix les neurones TH immunoreactives de la
toxina selectiva MPP+ (Hyman i col., 1991). Aquests resultats van fer créixer l’interés

per el possible us com agent terapéutic per la malaltia de Parkinson del BDNF. Aquests
estudis van estimular la recerca per determinar si l’administració del BDNF podia

protegir les neurones dopaminérgiques de un dany induit per toxines o l’axotomia in
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vivo. Així dones existeixen treballs on descriuen l’efecte neuroprotector del BDNF sobre
el dany produi't per la injecció de la 6-OHDA (Schultz i col., 1995), 1’ MPTP (Hung i

Lee, 1996) o per l’MPP+ (Frim i col., 1994; Galpem i col., 1996).
Cal destacar treballs on es mostra que el BDNF promou la diferenciado

fenotípica i la supervivencia de les neurones estriatals GABAérgiques contra

l’excitotoxicitat in vitro (Mizuno i col., 1994; Ventimiglia i col., 1995) i in vivo

(Martínez-Serrano i Bjórklund, 1996; Pérez-Navarro i col., 1999).
Efectes trófics autocrins i paracrins també s’han descrit en cultius corticals

embrionaris de rata (Gosch i col., 1994), si afegien anticossos contra el BDNF al medi
de cultiu disminuía la supervivéncia de les neurones corticals. A més el BDNF també

regulava el fenotip i la fundó de neurones GABAérgiques en cultius corticals de rata

(Widmer i Hefti, 1994; Pappas i Parnavelas, 1997). A part d’aquests treballs sobre la

supervivéncia del cultiu s’han realitzat estudis per determinar si el BDNF exógen

protegía el cultiu cortical de lesions la majoria de ells mostraren un efecte beneficios del
BDNF (Shimonhama i col., 1993; Chen i Mattson, 1994; Chen i col., 1994; Takei col.,

1999; Tremblay i col., 1999). També l’administració d’aquesta neurotrofina protegeix

aqüestes neurones de la ischemia (per revisió Nikolics, 1999) i de la lesió excitotóxica

(per revisió Lindholm, 1994).

4.3,3.b.- V NT-3

Al contrari del BDNF i l’NGF els nivells de l’ARNm per l’NT-3 en el sistema
nervios central és més alt durant el desenvolupament fetal i disminueix en el cervell
adult. Aquests nivells més elevats en el cervell fetal comparat amb altres neurotrofines

pot indicar que l’NT-3 té un paper més important en la supervivéncia i diferenciació
neuronal durant el desenvolupament (Enfors i col., 1990; Maisonpierre i col., 1990).

La primera demostració que el gen de l’NT-3 codificava per l’activitat
neurotrófica va ser descrit per Maisonpierre i col. (1991). Particularment s’ha observat

que l’NT-3 és essencial per la supevivéncia de les neurones simpátiques i sensorials que

més tard serán dependents de l’NGF o del BDNF (Fariñas i col., 1994).
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Sobre les neurones dopaminergiques del mesencéfal s’ha observat que l’NT-3
incrementa la supervivéncia (Gall i col., 1992), incrementa l’activitat TH i el numero de
neurones GAD positives en cultiu mesencefálics embrionáries de rata (Hyman i col.,

1994).
A més s’ha observat que l’NT-3 incrementa el número de neurones calbindina

positives així com les neurones GABAérgiques en cultius estriatals de rata (Ventimiglia
i col., 1995) i protegeix les neurones estriatals de la hipoglucémia (Nakao i col., 1995).
In vivo s’ha observat que quan s’administren cél-lules que secreten aquesta neurotrofma,

aquesta regula el fenotip de les neurones estriatals de projecció (Perez-Navarro i col.,

1999).
Sobre 1’escoria cerebral l’NT-3 té un efecte dual en les arboritzacions

dendrítiques (McAllister i col., 1997) i afecta també de forma diferent l’arborització
axonal en diferents capes corticals (Castellani i Bolz, 1999).

En el cervell de rata s’ha observat que en alguns paradigmes hi ha un increment
del BDNF i de l’NGF mentre que hi ha un disminució deis nivells de ARNm de l’NT-3
en els mateixos (Lindvall i col., 1994; Rocamora i col., 1993; Takeda i col., 1992). Aixó

implica que l’NT-3 está involucrada en diferents accions biologiques que el BDNF i
l’NGF i queda per saber quin és el seu paper després d’una lesió en el cervell.

4.3.3.C.- L’NT-4/5

L’ARNm de l’NT-4 s’expressa amb uns nivells molt més baixos que les altres
neurotrofmes. Timmusk i col., (1993) van trabar l’expressió de l’ARNm en tots els
teixits i regions del cervell examinat excepte del molí de l’os utilitzant la técnica de la

riboprotecció. Apart deis canvis observats durant el desenvolupament l’expressió

d’aquesta neurotrofma sembla estar menys influenciada per els canvis de l’entom que

afecten l’expressió de les altres neurotrofmes ja que molts estímuls que regulen

l’expressió de les altres neurotrofmes en el cervell no afecten l’NT-4, potser degut ais
seus nivells baixos d’expressió (Ibañez, 1996).

Les accions biologiques de l’NT-4/5 s’han estudiat in vitro utilitzant cultius

primaris de diferents subpoblacions neuronals i també s’han realitzat estudis in vivo on
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s’injecta l’NT-4/5 o s’implanten cél-lules que expressen alts nivells d’aquesta
neurotrofma.

S’ha observat que en cultius de neurones dopaminérgiques incrementa l’activitat
de l’enzim TH i el seu contingut de dopamina (Hyman i col., 1994), a més en promou el
creixement dendrític (DeFazio i col., 2000) i influencia la seva diferenciació

morfológica (Studer i col., 1995). L’NT-4/5 també prevé la mort de les neurones

dopaminérgiques produ'xda per l’MPP+ (Hynes i col., 1994) i l’óxid nítric (Lingor i col.,

2000). Estudis in vivo han mostrat que l’NT-4/5 protegeix les neurones dopaminérgiques
de la substáncia negra després de Taxotomia de la via nigroestriada (Hagg, 1998).

Sobre les neurones estriatals promou la supervivencia i la diferenciació, i

presenta accions trófiques sobre les neurones GABAérgiques de Festriat (Widmer i
Hefti, 1994; Ardelt i col., 1994; Ventimiglia i col., 1995). També incrementa la

supervivéncia de les neurones colinérgiques estriatals (Abiru i col., 1996). La seva

administrado en el cervell incrementa els nivells de l’ARNm de la taquiquinina en les
neurones striatonigrals i reverteix la pérdua de neurones parvalbumina positives deguda
a l’acció de l’ácid quinolínic (Alexi i col., 1997).

Quan s’administra crónicament en cultius corticals incrementa la recaptació de
GABA i les neurones marcades per GABA son més grans (Widmer i Heñi, 1994).
L’NT-4/5 també modula l’expressió de l’NPY en 1’escoria cerebral (Widmer i col.,

1998) en cultius organotípics. I protegeix del dany produít per la deprivació de glucosa
sobre aqüestes neurones (Cheng i col., 1994). S’ha mostrat també que actúa sobre el
creixement dendrític de diferents capes corticals (McAllisteri col., 1997).

4.3.4.-Knockouts per a les neurotrofines i els seus receptors.

L’obtenció d’animals transgénics, ais quals els manca algún gen per a alguna
neurotrofma, han aportat noves dades en quant a la importancia d’aquestes substáncies

per el desenvolupament i supervivéncia d’alguns tipus neuronals. En els animáis que els
manca el gen per BDNF provoca déficits importants en la coordinació. La supervivéncia
de les neurones simpátiques, de les neurones DAérgiques del mesencéfal i de les
motoneurones no es veu afectada, en canvi si que es veu greument afectada la
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supervivéncia de diferents tipus de neurones sensorials. A més, es formen totes les capes

de Pescóla cerebral, tot i que son més primes que en els control. Els sistema nervios
central no presenta canvis estructuráis importants, pero si que s’han observat alguns
canvis en l’expressió del NPY i d’algunes protei'nes que uneixen calci, com la

calbindina, el que suggereix que la fimeió d’aquestes neurones es veu afectada (Jones i

col., 1994; Emfors i col., 1994).
L’abséncia de l’NT-3 provoca greus déficits en neurones sensitives i simpátiques

mentre que el sistema nervios central i també les motoneurones sembla que es

desenvolupen amb normalitat (Fariñas i col., 1994).
En els animáis que els falta el gen per l’NT-4/5 s’han observat també déficits en

algunes poblacions de neurones sensorials mentre que les motoneurones no es veuen

afectades i tampoc s’observa pérdua de neurones dopaminérgiques de la substancia

negra (Liu i col., 1995).
Tots aquests resultats, al igual que els obtinguts en animáis que els manca el gen

per algún deis receptors de les neurotrofines, mostren que existeix una interacció entre

aquests factors a l’hora de regular la supervivéncia i fundó d’algunes poblacions
neuronals. També s’han obtingut alguns animáis deficitáris alhora deis gens per el
BDNF i per l’NT-4/5. Aquests animáis presenten una pérdua més important en algunes

poblacions de neurones sensorials comparat amb els animáis ais quals els manca només
una d’aquestes neurotrofines (Conover i col., 1995; Liu i col., 1995). En els animáis que

els manca el gen el trlcB hi ha una reducció important en el nombre de les motoneurones

(Klein i col., 1993) mentre que en els animáis deficitáris del BDNF i l’NT-4/5 no

s’observen canvis (Conover i col., 1995; Liu i col., 1995). Aquests resultats suggereixen

que alguna altra neurotrofina que actúa sobre el receptor trkB, com per exemple l’NT-3

pot estar implicada en el manteniment d’aquestes neurones.
Com ja s’ha comentat, també s’han desenvolupat animáis transgénics ais que els

manca algún deis gens que codifiquen per aquests receptors i s’ha pogut observar que

aquests receptors són essencials per a la supervivéncia d’algunes neurones que responen

a les neurotrofines a través d’aquests receptors i no per altres, suggerint que moltes de
les neurones es troben regulades per la interacció de váries neurotrofines. En els animáis

que no tenen el receptor trkA s’ha observat una greu afectado de les neurones del
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sistema nervios periféric pero en canvi no s’han observat canvis en el número de
neurones del sistema nervios central que responen a l’NGF com són les neurones

colinérgiques de projecció i les neurones estriatals (Smeyne i col., 1994). La delecció del

gen que codifica peí receptor trkB provoca la mort deis animáis pocs dies després del
seu naixement i presenten un nombre reduüt de neurones motores i sensorials (Klein i

col., 1993). Finalment, els animáis que no tenen el gen peí írkC presenten una resposta

motora anormal. Aquests animáis presenten un déficit neuronal del 20% en el gangli de
l’arrel dorsal i també la pérdua deis aferents la que innerven els feixos musculars (Klein
i col., 1994). Sorprenentment, tot i que els ARNm peí trkB i peí trkC es traben

ámpliament distribui'ts en el sistema nervios central, no s’han observat defectes

importants en els animáis que no tenen el trkB (Klein i col., 1993) o el trkC (Klein i col.,

1994). L’expressió d’aquests dos gens és coincident en algunes regions el que suggereix

que poden estar involucráis en vies fúncionalment redundants.
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Objectius

L’objectiu general d’aquest treball és aprofimdir en l’estudi de la fisiopatologia
de les malalties degeneratives, un deis objectius principáis per a la farmacología actual

degut a l’increment de la seva incidencia en les últimes décades.

Mitjan9ant la utilització de models experimentáis d’aquestes patologies s’han

plantejat diferents objectius més concrets:

A.- Induir la malatia de Parkinson experimental a través de la injeció de PMPP+
en la substancia negra de rata.

l.-Estudiar la resposta glial en el nucli estriat després de la degeneració

anterógrada de les neurones dopaminérgiques causada per la injecció de PMPP+ en la
substáncia negra. Implicació en el mecanisme de mort neuronal i de regenerado.

B.- Induir la malaltia de Huntington experimental a través de la injecció
d’aminoácids excitadors en el nucli estriat de rata.

l.-Caracteritzar la resposta endógena trófica a Pexcitotoxicitat, valorant
els canvis en l’expressió del BDNF i l’NT-3 així com la deis seus receptors, TrkB i

TrkC, en 1’escoria cerebral despres de la injecció de diferents agonistes del receptor del

glutamat en el nucli estriat.

2.-Estudiar la regulado endógena deis nivells de BDNF en la substáncia

negra de rata després de la lesió estriatal induida per l’ácid kaínic, així com la possible

implicació d’aquesta neurotrofina en la supervivéncia de les neurones de la substáncia

negra front la lesió excitotóxica en el nucli estriat.
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3.-Estudiar el possible efecte neuroprotector de les neurotrofines BDNF,
NT-3 i NT-4/5, sobre les diferents poblacions neuronals de projecció del nucli estriat, en
el model excitotóxic de l’ácid quinolínic. Es van implantar en l’estriat de rata adulta
linees cel-lulars establertes que secreten alts nivells de BDNF, NT-3 i NT-4/5
recombinant abans de la injecció de l’aminoácid excitador.
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Injection of MPP+ into the substantia nigra causes extensive necrosis and anterograde degeneration
of pars compacta dopaminergic neurons. We studied secondary effects in the ipsilateral striatum by
examining dopaminergic termináis, signs of neuronal damage, and glial reactivity at 1,2,3, and 7 days
after injection of MPP+ into the substantia nigra. Dopaminergic termináis and uptake sites were
evaluated with [3H]GBR-12935 binding and tyrosine hydroxylase immunoreactivity. Glial reaction was
examined with markers of astrocytes and microglia. Stereology was used to evalúate any changes in
neuronal density. Tyrosine hydroxylase immunoreactivity and [*H]GBR-12935 binding markedly de-
creased (74%) from days 2 to 7. Loss of dopaminergic termináis in the ipsilateral striatum was
accompanied by an intense astroglial and, to a lesser extern, microglíal reaction. However, no signs
of cell damage, neuronal loss, or disruption of the blood-brain barrier were found in the striatum.
Resident astroglial and microglíal cells showed a morphological shift and notable changes in protein
expression typical of glial reactivity, yet the presence ofmacrophage-like cellswas not detected. This
study shows that injection of MPP+ in the substantia nigra causes a secondary reaction within the
ipsilateral striatum involving the transformation of quiescent glia to reactive glia. It is suggested that
stimuli derived from damaged dopaminergic termináis within the striatum are able to actívate resident
glia and that this glial transformation may promote repair and regeneraron, e 2000 Acódense Press
Key Words: reactive glia; [3H]PK 11195; binding; immunohistochemistry; rat.

INTRODUCTION mans (Langston et ai., 1983) and when administered
to monkeys and mice it reproduces many of the
biochemical and neuropathological changes in the
nigrostriatal dopaminergic pathway found in hu-
man Parkinson’s disease (Langston & Irwin, 1986;
Kopin & Markey, 1988; Heikkila et al., 1989).
MPTP crosses the blood-brain barrier after systemic

injection. Once in the brain, MPTP is bioactivated by
monoamino oxidase B, which is localized in astro-

cytes, to its active metabolite, l-methyl-4-phenylpyri-
dinium (MPP+) (Chiba etal., 1984; Markey etal., 1984).
Dopaminergic neurons accumulate MPP+, which en-
ters the cells via the dopamine uptake system. MPP+ is
concentrated inside the mitochondria, where it blocks

Parkinson’s disease is a common neurodegenera-
tive disorder characterized mainly by tremor, mus-
cular rigidity, slowness of movement, rigidity, and
postural instability. This syndrome involves pro-
gressive degeneration of substantia nigra pars com-
pacta neurons resulting in destruction of dopami-
nergic nigrostriatal pathways. l-methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP), a remarkably
selective neurotoxin, causes parkinsonism in hu-

1 To whom correspondence and reprint requests should be ad-
dressed. Fax: 34-934 035 982. E-mail: pallas@far.ub.es.
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complex I of the electrón transport chain, which in
tum decreases the production of ATP and increases
the formation of free radicáis such as superoxide (Mi-
zuño et al., 1987). It has been proposed that mitochon-
drial dysfunction, oxidative stress, and energy failure
caused by MPP+ may impair cell function, leading to
cell death (Jakson-Lewis et al., 1995; Tatton & Kish,
1997). MFIP administration or stereotaxic MPP+ in-
jection into the substantia nigra causes necrosis and
decreases striatal dopamine and tyrosine hydroxylase
protein in the nigrostiatal pathway (Sun et al., 1988;
O’Callahan et al., 1990a, b; Neafsey et al., 1995; San-
tiago et al., 1995, 1996).
One of the responses of the CNS to brain damage

is reactive gliosis. MPTP administration in mice
causes large increases in an astrocyte-localized pro-
tein called glial fibrillary acidic protein (GFAP) in
the nigrostriatal pathway associated with loss of
tyrosine hydroxylase (O’Callaghan et al., 1988,
1990a, 1992). Hypertrophy of astrocytes (Lindsay,
1986; Norton et al., 1992) is characterized by length-
ening and thickening of astrocyte processes and is
most often accompanied by proliferation of micro-
glia. Resident microglia show a quiescent, extremely
ramified morphology under physiological condi-
tions in the adult brain. Resting microglial cells
upon pathological stimulation show a dramatic
change in morphology that is associated with acqui-
sition of reactivity, thus functionality (Streit et al.,
1988; Perry and Gordon, 1988). However, the stim-
uli and the process by which resting microglia be-
come reactive remains unclear. Reactive microglia
are involved in numerous neuropathological condi-
tions in man, as they medíate immune responses
(Graeber and Streit, 1990), and become activated
after brain damage (Lehrmann et al., 1997). Further-
more, several studies have shown microglial activa-
tion after loss of nerve cell ends due to neuronal

degenération in a distant brain región (Gehrmann et
al., 1991; Fagan and Gage, 1994), thus suggesting
that degenerating termináis induce microglial
reactivity.
Here we examined whether anterograde degenera-

tion of dopaminergic neurons caused by injection of
MPP+ in the substantia nigra resulted in glial reactiv-
ity in the ipsilateral striatum, and whether the effect
was associated with neuronal loss in this area. Histo-

logical and stereological analyses together with immu-
nohistochemical and pharmacological studies were
carried out in order to detect signs of neuronal loss,
and to find evidence of glial reaction.

MATERIALS AND METHODS

Animáis and Treatments

Male Sprague-Dawley rats, weighing 210-250 g,
were used for all the experiments. Care and use of
these animáis followed the policy on the use of ani-
mals in neuroscience research, published by the Soci-
ety for Neuroscience. The protocols were approved by
a review committee of the University of Barcelona
under the supervisión of the “Generalitat de Cata-
lunya. ” Animáis were anaesthetized with sodium pen-
tobarbital (60 mg/kg, i.p.) and placed in a stereotaxic
instrument (David Kopf, Palo Alto, CA). MPP+ iodide
(RBI Inc., Natick, MA) was dissolved in saline solution
at concentrations of 28,56, and 84 /¿g//¿l (pH 7.4). 1 ¡A
of these Solutions was injected into the left substantia
nigra (coordinates A: —0.28, L: —0.25; DV: —0.8 from
dura; Pellegrino et al., 1967). The right striatum was
used as a control.

Binding studies. Animáis (n = 3-4 per time point)
were killed by decapitation at 2 or 7 days after MPP+
treatment. The brain was immediately removed from
the skull and both striata were quickly excised. Tis-
sues wereweighed and homogenised in 10 volumes of
coid buffer (0.32 M sucrose and 5 mM Tris-HCl, pH
7.4) with a Polytron (Kinematica). For synaptosomal
preparation the homogenate was filtered through a
nylon mesh screen and centrifuged at l,000g for 10
min. The supematantwas centrifuged twice at 35,000g
for 15 min. The final pellet was dissolved in assay
buffer (50 mM Tris-HCl, 120 mM NaCl, pH 7.7) with
a Potter-Elvejheim homogenizer. For crude mitochon-
drial membrane preparations homogenates were cen-
trifuged twice at 15,000gfor 30 min. Finally the pellet
was dissolved in 50 mM Tris-HCl buffer, pH 7.4, with
a Potter-Elvejheim homogeniser. Protein content was
determined (Bradford, 1976) using bovine serum al-
bumin (BSA) as the standard.
Equilibrium binding assays for [3H]GBR-12935 were

performed at room temperature for 45 min. The final
volume in each tube was 1 mi, including 30 fig of
protein/tube, [3H]GBR-12935 (sp act: 40 Ci/mmol,
New England Nuclear) in a concentration range of
0.1-3 nM and BSA (0.01%). Specific binding was de-
fined as the difference between the radioactivities
measured in the absence (total binding) and in the
presence (nonspecific binding) of bupropion (30 /¿M).
Samples were filtered under vacuum over Whatman
GF/B glass fiber filters soaked in 0.5% polyethylene-
imine. Filters were rapidly washed three times in 4 mi
of ice-cold Tris-HCl buffer and placed in vials con-
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taining 10 mi of Biogreen 1 scintillation cocktail
(Scharlau S.A., Spain). Radioactivity wasmeasured by
liquid scintillation spectroscopy in a Beckman LS-1800
(Beckman Instruments Inc. Fullerton, CA) with an
efficiency of 45%. Affinity constant (KD) and maximal
binding site (Bmax) were calculated using RADLIG
4.0 program (Biosoft, Cambridge, UK). The signifi-
canee was calculated using ANOVA and subsequent
Tukey’s test.
Peripheral benzodiazepine binding site density was

measured by equilibrium binding assays at 0-4°C
using [3H]PK11195 (sp act: 85 Ci/mmol, New England
Nuclear). Assays were performed in a final volume of
0.25 mi (pH 7.4) including 125 /i1 of [3H]PK11195 in a
concentration range of 0.5-15 nM and 125 /A ofprotein
preparation (100 ¿tg of protein per assay). Specific
binding was defined as the difference between the
radioactivities measured in the absence (total binding)
and in the presence (non-specific binding) of 10 jjM of
unlabeled Ro 5-4864. After incubation for 120 min
reaction was stopped, the radioactivily was measured
(efficiency. 40%), and calculations were performed as
described for [3H]GBR-12935 experiments.
Immunohistochemlstry. Animáis were anaesthetised

with ether and perfused through the heart with hep-
arinized saline, followed by 4% paraformaldehyde in
0.1 M phosphate buffer (100 ml/100 g body weight).
Brains were removed and postfixed ovemight in the
same solution. Some of the brains {n = 9) were em-
bedded in paraffin and sectioned (5-fim coronal) with
a microtome, while the remaining (n = 20) were di-
rectly sectioned (50-/¿m coronal) with a vibratome,
and kept at —20°C in a ayoprotective solution for
further procedures. Immunohistochemistry was per-
formed free-floating with vibratome sections as re-
ported (Soriano etal., 1994), using the following anti-
bodies at the concentration indicated in parentheses:
OX-42 (1:500) a monodonal antibody against comple-
ment receptor-3 (Serotec), which recognizes resting
and reactive microglia/macrophages (Robinson et al.,
1986); OX-6 (1:1000) (Serotec) a mouse monodonal
antibodywich recognises MHC class II antigens and is
used as a marker of reactive microglia/macrophages
(Gehrmann et al., 1991, 1992); a monodonal antibody
against GFAP (1:500) (Boehringer), a sheep polydonal
antibody against albumin (1:1000) (Serotec) to detect
changes in blood-brain barrier permeability (Reyn-
olds and Morton, 1998), and antibodies against two
stress proteins: the 27-kDa heat shock protein HSP27
(1:4000) (Stressgen) (Kato et al., 1994; Plumier et al.,
1996), and the 72-kDa heat shock protein HSP72 (1:
200) (Oncogene) (Planas et al., 1997). In brief, endoge-

nous peroxidases were blocked with 3% hydrogen
peroxide and 10% methanol in PBS. Sections were
incubated for 2 h with either 3% normal serum or 5%
BSA to reduce nonspedfic binding. They were then
washed in T-PBS (phosphate buffered saline (PBS)
containing 0.5% Triton-XlOO) and incubated ovemight
at 4°C with the primary antibody. Thereafter, the sec-
tions were rinsed in T-PBS, incubated for 1 h with a

biotinylated secondaiy antibody (1:200, Vectastain,
Vector), followed by 1% avidin-biotin-peridoxidase
complex (ABC kit, Vector Laboratories). Finally, the
sections were washed in T-PBS and PBS, and the im-
munoreactionwas developed with 0.05% diaminoben-
zidine and 0.03% H202 in PBS.
Double immunohistochemistiy was carried out by

incubating the sections with a second primary anti-
body as described (Planas etal., 1998). The first immu-
noreaction was designed to label astroglia with GFAP,
and the second reaction was to label microglia with
the monodonal antibody against 0X42 as above. After
extensive washing following the first immunoreac-
tion, sections were incubated with 3% ofnormal horse
serum for 2 h to block unspecific binding sites for
OX-42 immunohistochemistiy. Sections were incu-
bated ovemight at 4°C with the corresponding pri-
maiy antibody, followed by treatment with biotinyl-
ated secondary antibody (1:200), and the ABC com-
plex. Finally, sections were washed in 0.01 M sodium
phosphate buffer, pH 6, preincubated in 0.01% benzi-
diñe dihydrochloride and 0.025% sodium nitroferri-
cyanide in 0.01M sodium phosphate buffer for 10 min
and developed in the same solution containing 0.005%
of H202.
Additionally, paraffin sections were used for hema-

toxylin and eosin stain, for histochemistiy with bio-
tinylated tomato lectin (2.5 //g/ml) for microglial de-
tection (Planas etal., 1998) and for immunohistochem-
istrywith the followingmousemonodonal antibodies:
a mouse monodonal antibody against tyrosine hy-
droxylase (1:200) (Chemicon International, Inc.) (Sori-
ano et al., 1997), and an antibody against proliferating
cell nuclear antigen (PCNA, 1:400) (Oncogene) (Planas
et al., 1998).
Assessment of any secondary cell death in the ipsilateral

striatum. Histological examination in the striatum
was carried out for each rat, induding those killed at
1,2,3, and 7 days after MPP+ injection, in sections that
were consecutive to those used for immunohistochem-
ical studies. Paraffin sections were stainedwith hema-

toxylin and eosin, and vibratome sections were
stained with cresyl violet. Sections were examined
under the light microscope looking for any signs of
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cellular and/or tissular damage in the ipsilateral stri-
atum. Several sections from the substantia nigra of
each treated rat were also stained with hematoxylin or
cresyl violet in order to assess damage in this area.
In addition, the presence of cells bearing frag-

mented DNA was examined in the striatum with in
situ labelling of DNA fragmentation with the túnel
technique, as previously reported by the authors
(Ferrer et al., 1996). This study was carried out on
the same paraffin sections as those used for immu-
nohistochemistiy mentioned above, which were ob-
tained at 1, 3, and 7 days afterMPP+ injection in the
ipsilateral substantia nigra. Positive Controls for the
túnel techniquewere paraffin sections from the ger-
bil hippocampus at 4 days after transient global
cerebral ischemia, as we previously reported (Ferrer
et al., 1995).
Moreover, search for degenerating neurons was

carried out at 1, 2, 3, and 7 days using a fluoro-
chrome, Fluoro-Jade, which has been reported to
stain degenerating neurons (Schmued et al., 1997;
Freyaldenhoven et al., 1997; Bowyer eí al., 1998;
Kakaia et al., 1998). Staining was performed as es-
sentially described by Schmued et al. (1997). In brief,
vibratome sections were mounted in gelatine-coated
slides, dried, immersed in 100% ethanol, 70% etha-
nol, distilled water, followed by 0.06% potassium
permanganate (Sigma) for 15 min, and washed with
distilled water and transferred to a Fluoro-Jade so-
lution (0.1 mg/ml) (Histo-Chem Inc., Jefferson, AR)
for 30 min at RT. Slides were then washed with
distilled water, rapidly dried, immersed in xylene,
and cover-slipped with DPX mounting media (Sig-
ma). Labeling was observed under the fluorescent
light microscope using an appropriate filter system
(FITC). Rat brains obtained 1 day after the admin-
istration of kainic acid (9 mg/kg, i.p), and after a
transient episode of middle cerebral artery occlu-
sion (Planas et al., 1997) were used as positive con-
trols for Fluoro-Jade staining. Double labelling
against neurons or glia and Fluoro-Jade was carried
out as follows. First, immunohistochemistry with
antibodies against neuron-specific nuclear marker
or Hsp27 was carried out using the ABC method, as
described above, sections were then mounted in
gelatine-coated slides and histochemistry for
Fluoro-Jade was carried out. Observation of the sec-
tions under the visible light showed a single immu-
nohistochemistiy stain for neuron-specific antibody
or Hsp27. Fluorescence light revealed a bright
Fluoro-Jade stain, while the immunoreaction was
seen as a dark stain.

Finally, we also aimed to detect whether cell loss in
the striatum occurred as a result of the degeneration of
the ipsilateral substantia nigra. Neuronal cells were
counted and their density was estimated in the ipsi-
lateral striatum with the aid of stereological tools
(Gundersen et al., 1988a, b). This study was performed
in two additional groups of rats (n = 6 per group) at 7
days after injection of 84 fig MPP+ in the left substan-
tia nigra, as detailed above, and in Controls. All the
brains used in this experiment were first examined for
the presence ofglial reaction in the ipsilateral striatum
by means of immunohistochemistiy. Rats were trans-
cardially perfused with 4% paraformaldehyde as be-
fore, and serial 50-/¿m coronal sections were cut with
a vibratome. Twelve series of sections were taken

though the striatum and the distance between each
other was 300 pon. Our aim was to count neurons,
rather than total cells, because of the glial reaction.
Accordingly, sections were subjected to immunohisto-
chemistrywith an antibody that selectively stains neu-
roñal nuclei (mousemonodonal antibody against neu-
ron-specific nuclear protein, Chemicon, diluted 1:1000).
The immunohistochemical procedure was as detailed
above for mouse monodonal antibodies. Sections were
examined under a light microscope (X100) that was
connected to an image analysis system through a video
camera and stereologywas carried out using an appro-
priate software (AIS, Imaging Research Inc., Cañada).
Four areas were randomly taken within the ipsilateral
striatum for neuronal counting in each section (Fig. 12).
Then 12 sections per rat (taken every 300 pan), by 6 rats
per group, by 2 groups, control and MPP+,were used for
neuronal counting (Fig. 12). Striatal neuronal density
was estimated by a sampling strategy called the dissec-
tor, which has been suggested a direct estimator of the
number of 3-D objects, unbiased by their shape and size
(Sterio, 1984; Gundersen et al, 1988b). This method in-
volves the application of a sampling framewith an area
of 26,000 square pixel (12,000 pan2) and a grid matrix of
52 by 52 pixels. Immunohistochemical images showing
neuronal nudei were segmented without any other cri-
tena than a density threshold (the segmentation range
was set from 0.2747 to 0.3668 optical density units). The
sampling frame, which is a tool with two indusive and
two exclusive boundaries (Fig. 12), was then randomly
applied using a celluloid grid that split the captured area
in 9 equivalent regions. Cell counting was carried out in
one of these nine regions randomly selectedwith the aid
ofa random number table. One target was accepted only
when it was completely inside the frame or when
touched by the inclusive boundary but not the exdusive
boundary. In theoiy, the sampling frame provides all
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targets with the same chance of being sampled. Neuro-
nal density (Nv) was then estimated as the number of
3-D targets (N) per volume sampled (VQ (The AIS Op-
erations Manual, Imaging Research Inc., Ontario, Can-
ada), and results are given as the number of neuronal
nuclei per mm3 in the ipsilateral striatum. As we ana-
lyzed the sections of one animal, we checked that the
accumulated mean Nv valué was stable. Thus the num-
ber of sections that we decided to evalúate sufficed to

ensure reproducibility in the individual measurements.
The coefflcient of error of N was estimated for each
individual as the ratio of the square root of the total
variance to the mean. The total variance was calculated
from the sum of the variance due to sampling within
sections, Le., the Nugget Variance, and that due to sam-
pling between sections, i.e., arising from systematic ran-
dom sampling of the section series (Avendaño and
Lagares, 1996; West et al., 1996). In addition, the striatal
volume was estimated for each rat by integrating areas
of the twelve coronal sections using morphometiy soft-
ware (AIS). A researcher (BF) that was not aware of the
treatment given to rats carried out the stereological anal-
ysis. Results were statistically analyzed with one-way
analysis of variance.

Alterations in the Ipsilateral Striatum
Loss of dopaminergic termináis on corpus stria-

tum was evident at all MPP+ doses and times of
death, as revealed by [3H]GBR-12935 binding. De-
creases (74%) in Bmax for [3H]GBR-12935 were sta-
tistically significant at 2 and 7 days after adminis-
tration of 28, 56, and 84 fig of MPP+ (P < 0.001,
Table 1). KD for [3H]GBR-12935 after MPP+ was not
significantly different from Controls. Moreover, the

in the cortex of MPP+ treated rats was not

. different from that of Controls (1634 ± 17.6 and
1455.6 ± 28.7 fmol/mg protein, respectively), show-
ing the lack of effect of MPP+ on this brain región.
This effect was accompanied by loss of tyrosine
hydroxylase immunoreactivity, which was detected
in the ipsilateral striatum at 3 and 7 days after MPP+
injection (Fig. 2).

Bmax

Microglial Reaction in the Ipsilateral Striatum
Saturation analysis for [3H]PK 11195 binding follow-

ing MPP+ administration showed increases in Bmax in
the ipsilateral striatum compared with the contralateral
(Fig. 3, Table 2). The increase was significant (P < 0.001)
at 84 fig ofMPP+. Kd valúes afterMPP+ injections were
not different from Controls.
The quiescent ramified microglial cells that are

normally present in the brain express the CR3 com-
plement receptor and can therefore be labeled with
an antibody (MRC 0X42) against this protein. Injec-
tion of 84 fig ofMPP+ in substantia nigra increased
0X42 labeling in the ipsilateral striatum after 2 and
7 days and in a lesser extent after 24 h (Fig. 4).
Microglial cells showed a more intense stain in the
ipsilateral striatum than in the contralateral hemi-
sphere or the striatum of control rats. Normal qui-
escent microglia are highly ramified (Fig. 4). After
MPP+ injection, microglial cells in the striatum be-
carne more spherical with thick spines at 7 days,
indicating microglial reactivity (Fig. 4). This mor-
phology is different from that of -round macro-
phage-like cells that appear during neuronal death,
such as those observed in the infarcted región after
focal cerebral ischemia (Fig. 4) (see Planas et al.,
1998). At a lower MPP+ dose, 28 fig, spiny reactive
microglial cells were detected in the ipsilateral stri-
atum at 7 but not 3 days after injection to the sub-
stantia nigra (not shown). The microglial reaction
was weaker at 28 fig than at 84 fig of MPP+.
A further change in antigen expression was detected

in reactive microglia of the striatum ipsilateral to the

RESULTS

Behavior

Animáis treated withMPP+ showed postural abnor-
mality and lack of mobility. Straub tail reaction and
contralateral tuming behaviorwere observed after the
treatment. Decrease in body weight (15%) attributable
to akinesia was detected after 7 days.

Degeheration of the Substantia Nigra

Administration of MPP+ to the substantia nigra
caused severe cell loss and degeneration within the
area of injection (Fig. 1). The lesión was apparent
24 h postinjection and affected not only the substan-
tia nigra pars compacta but also the neighbouring
zone including pars reticulata (Figs. 1C and 1E).
Within 24 h, a loss of tyrosine hydroxylase immu-
noreactivity was apparent in the ipsilateral substan-
tia nigra (Fig. 2). The stress protein, Hsp70, was
induced around the lesión from 1 to 7 days after
MPP+ injection (not shown).
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FIG. 1. Contralateral (A, B) and ipsilateral substantia nigra (C-E), and contralateral (F) and ispilateral (G, H) striatum at 3 (A-D, G) and 7 (E, F, H)
days after MPP+ injection, at a microscopio level. Extensive necrosis and glial reaction (arrows) is observed in the ipsilateral substantia nigra (C-E),
whereas no morphological alterations were seen in the ipsilateral striatum (G, H). Hematoxylin and eosin. Bar: (A, C, E) 50 /im; (B, D, F-H) 25 /¿ni.
Neuronal-nudei (arrow) in the ipsilateral MPP+ and control. The MPP+ image shows the sampling frame. Bar: 100 /¿ni. (D) Results of quantitative
estimation of neuronal density showing no differences between groups. Valúes are expressed as mean ± SD.

substantia nigra lesión, coincidental with the change in
microglia morphology. This change was due to induc-
tion of a specific antigen 0X6, which is not normally
expressed by quiescent microglia (Fig. 5). 0X6 was de-
tected in the ipsilateral striatum ffom 2 to 7 days after
injections of 84 /¿g of MPP+. At 28 /ig of MPP+, 0X6
immunoreactivity was observed at 7 days, although the
reaction was milder (Fig. 5D).

Astroglial Reaction in the Ipsilateral Striatum

Astrocytes became reactive in the ipsilateral stri-
atum after the substantia nigra lesión as revealed by
increased expression of GFAP (Fig. 6). GFAP stain
revealed the network of astrocytic extensions sur-
rounding blood vessels in the control (Figs. 6A and
6B) and ipsilateral striatum (Figs. 6C-6H). The high-
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FIG. 2. Tyrosine hydroxylase immunoreactivity in contralateral (A, C) and ipsilateral (B, D) substantia nigra, and contralateral (E, G) and
ipsilateral (F, H) striatum 7 days after MPP+ administration in substantia nigra. Arrows point to immunoreactive dopaminergic neurons in
substantia nigra pars compacta. Bar: (A, B, E, F) 50 /¿m; (C, D, G, H) 25 /an.

est intensity of stainnig was at 7 days after injection
of 84 /tg of MPP+ (Figs. 6E and 6F). In addition,
activated astrocytes expressed the stress protein
Hsp27 (Figs. 7C-7H), which is not normally ex-
pressed in physiological conditions, but is highly
inducible in astroglia after stressful conditions (Kato
et al., 1995; Plumier et al., 1996). Here, substantia

nigra lesión caused induction of Hsp27 in the ipsi-
lateral striatum from day 1 after injection of MPP+
and the reaction increased in the number of cells
and intensity from days 2 (Figs. 7C-7D) to 7 (Figs.
7G and 7H). Low induction of astroglial Hsp27 was
detected 7 days after the injection of 28 jig MPP+
(not shown).
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TABLE 1

Kd (nM) and B™» (fmol/mg proteln) Valúes for [3HJGBR 12935 Binding In Striatum of Control and Treated Rats by MPP+

48 h 1 week

Treatment Ka BBmax ku MAX

Control
28 fig MPP+
56 fig MPP+
84 fig MPP+

0.26 ± 0.10
0.29 ± 0.09

032 ± .004
0.43 ± 0.07

6730 ± 555.10
2865.55 ± 38.50***
2782.9 ± 32.19***

2267.65 ± 21.85***

0.44 ± 0.12
0.54 ± 0.22
0.68 ± 0.22
0.51 £ 0.10

7655 ± 655.08
2460.4 ± 169.15***
2461.65 £ 64.80***
1991.00 ± 263.65***

Note. Results are means ± SEM of 3-4 different rats run out in duplícate. ANOVA and Tukey’s test: ***P < 0.001 vs control valúes.

Double immunohistochemistry against GFAP and
0X42 showed that activated astrocytes colocalized
with reactive microglia (Fig. 8).

an increase in álbum in staining in the infarcted cortex
and striatum (Fig. 10D). Such effect was not detected
in the ipsilateral striatum of rats whose substantia
nigra had been injected MPP+ (Figs. 10A-10C); no
signs of albumin extravasation were thus apparent in
the ipsilateral striatum after injection of MPP+ in the
ipsilateral substantia nigra.

Evaluation of Cell Proliferation

Proliferating cells express proliferating cell nuclear
antigen (PCNA). Expression of PCNA in the adult rat
brain was restricted to a few cells in the subventricular

región (Fig. 9B). After the injection of 84 fig ofMPP+,
faint PCNA staining was detected in a few scattered
cells of the ipsilateral striatum at 3 and 7 days (Figs. 9C
and 9D), together with the strong glial reaction.

Assessment ofSigns ofNeuronal Damage in the
Striatum

No signs of striatal neuronal damage were detected
under the light microscope in hematoxylin and eosin,
or cresyl violet-stained sections (Fig. 1). Induction of
the stress protein Hsp72 was neither detected in the
striatum (not shown). Furthermore, DNA fragmenta-
tion staining was not observed in the ipsilateral stria-
tum at 1, 3, or 7 days following MPP+ injection (Figs.
9E and 9F), although the positive Controls used in each
experiment showed stained cells after the túnel reac-
tion (Figs. 9G and 9H). Search for degenerating neu-
rons in the ipsilateral striatum was completed by a
fluorochrome, Fluoro-Jade (see Methods). Fluoro-Jade
histochemistry was carried out at the striatum in vi-
bratome sections obtained at 1, 2, 3, and 7 days after
MPP+ injection and in Controls. Some background

Evaluation ofBlood-Brain Barrier Integrity
Lack of blood-brain barrier integrity may be a sign

of brain damage (Nordborg et al., 1994). Albumin
staining is used to detect whether the blood-brain
barrier has been broken in pathological conditions, as
the entry of albumin from the blood to brain is re-
stricted in physiological conditions (Nordborg et al.,
1994; Reynolds and Morton, 1998). Here, we included
in the study rats subjected to transient focal ischemia
by middle cerebral artery occlusion for comparative
purposes (Soriano et al., 1997). Ischemic rats showed

TABLE 2

Kd (nM) and B™, (fmol/mg protein) Valúes for [3H]PK 11195 Binding in Striatum of Control and Treated Rats by MPP+

48 h 1 week

K0Treatment K0 Bmax Bmax

Control
28 fig MPP+
56 fig MPP+
84 fig MPP+

405.13 ± 6.91
528.12 ± 34.74
537.88 £ 19.80
722.4 ± 87.8**

1.55 £ 0.24
1.68 £ 0.30

1.35 ± 0.11
2.92 ± 1.38

394.38 ± 14.84
533.62 £ 24.80
555.12 ± 21.84'
797.5 ± 143.18***'

1.64 ± 0.23
3.12 ± 0.62
6.61 ± 1.48

3.90 ± 0.40

Note. Results are means ± SEM of 3-4 different rats run out in duplícate. ANOVA and Tukey’s test: **P <0.01, ***P< 0.001 vs control valúes;
'P < 0.01 vs 28 and 56 fig MPP+ valúes.
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1250-1 stain was observed within striosomes of Controls and
MPP+-treated rats (Figs. 11E-11H). No clear neuronal
staining was detected in the striatum ofMPP+-treated
rats (Figs. 11E and 11G), and no clear differences from
Controls were found (Figs. 11F and 11H). However,
strong fluorescent labeling was detected in the posi-
tive Controls: the hippocampus of rats injected with
kainic acid (Figs. 11A and 1 IB) and the cortex of rats
subjected to focal cerebral ischemia (Figs. 11C and
11D). The only appreciable difference between the
ipsilateral and the contralateral striatum of rats in-
jected MPP+ was that in the former some fluorescence
appeared in fibers within striosomes (Figs. 11E and
11G). Double labeling against the neuron-specific neu-
roñal marker that was immunohistochemically stained
with the ABC procedure (single staining as observed

•3 1000'
E
O 750- -íE

•o 500-
c
3

¿ 250-

í

0
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0

Free (nM)

FIG. 3. Saturation analysls of [3H] PK 11195 binding In control and
MPP+-treated rats killed at 48 h sacrifice post-treatment. (•) Con-
trol, (■) 28 /ígMPP+, (▼) 84 jugMPP+. Results are the mean ± SEM
from three or four rats.

ow iév-

éáT

FIG. 4. Microglial cells In the striatum as revealed with 0X42 immunoreactivity (arrows). Control (A, B) and 3 (E) and 7 (C, D, F-H) days
after 28 /ig (C, D) and 84 /ig (E-H) MPP+. Spiny reactivemlcroglla strongly immunoreactive to 0X42 are seen in the ipsilateral striatum after
MPP+ (G, H). A positive control obtained from striatum at 7 days after 1-h focal middle cerebral artery occlusion is included for the presence
of round reactive microglia/macrophages (I). Bar: (A, D-F) 80 /un; (C. G-I) 25 /un.
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reaction. Sections were immunostained with an anti-

body directed toward a neuron-specific nuclear pro-
tein (Fig. 12). Measurements were performed in each
of the 12 coronal sections per rat, and 6 rats were
studied per group. By this procedure we were able to
detect differences in neuronal density between groups
higher than 6%, which was the coefñcient of variation
within each group. Results are expressed as objects-
neuronal nuclei-per mm3 in the ipsialteral striatum.
The mean ± SD estimated number of 3-D targets (A/)
within the sampled volume was 5115 ± 419 and
5173 ± 377 for Controls and MPP+-treated, respec-
tively. The coefñcient of error, which was lower than
0.05, assessed the precisión of the estimates for each
rat. The mean ± SD neuronal density was 33000 ±
1563 and 33017 ± 1933 neuronal nuclei per mm3 for
Controls and MPP+-treated, respectively (Fig. 12). The
striatal volume was also estimated in order to assess

any alterations due to edema or atrophy. The mean ±
SD volumes were 23.2 ± 0.5 and 23.4 ±1.7 mm3 for
Controls and MPP+-treated groups respectively. Statis-
tical analyses showed no significant differences be-
tween groups for any of these parameters. Thus, the
stereological method used here for counting neuronal
nuclei did not evidence neuronal loss in the ipsilateral
striatum after MPP+ injection in the substantia nigra.

.,4*

y
FIG. 5. Immunostaining agalnst OX6 recognisingMHCII antigens
In the contralateral (A) and ipsilateral (B—F) striatum at 2 (B), 3 (C).
and 7 (D-F) days afterMPP+ admlnistration in the substantia nigra.
At the dose of 84 fig (B. C, E. F) and 28 fig (D). Stained spiny
microglial cells are detected in the ipsilateral striatum after MPP+
(arrows). Bar (A, C-E) 100 fim\ (B, F) 25 fim.

with visible light is shown in Figs. 11J and 11L for
ipsilateral and contralateral hemispheres) and Fluoro-
Jade did not reveal any fluorescent staining associated
with neurons (Figs. 1II and 11K for respective ipsilateral
and contralateral hemispheres with fluorescent light). In
addition, double labeling against Hsp27 (single staining
as evidenced with visible light is shown in Fig. IIP for
contralateral, and Figs. 11N, 11R, and 11T for the ipsilat-
eral hemisphere at 2, 3, and 7 days after MPP+) and
Fluoro-Jade showed that reactive astrocytes surrounded
the striosomes (Fig. 1ÍO for contralateral, and Figs. 12M,
12Q, and 12S for ipsilateral MPP+, as before).

DISCUSSION

Injection of MPP+ to the substantia nigra causes
cytotoxic damage to nigrostriatal neurons, which is
associated with loss of ipsilateral striatal dopamine
(Sun et al, 1988; Neafsey et al., 1995). In the present
study, injection of MPP+ into substantia nigra caused
not only selective dopaminergic toxicity in the pars
compacta but was also cytotoxic to neighboring cells,
which is consistentwith previous reports (Ter Horst et
al., 1992). Subsequently, dopamine innervation in the
ipsilateral striatum was reduced, as assessed with [3H]
GBR-12935, a selective dopamine uptake ligand
(Andersen, 1987; Maloteaux etal., 1988; Mennicken et
al., 1992), and tyrosine hydroxylase immunoreactivity.
Early alterations of dopaminergic innervation in the

striatum were immediately followed by an increase in
peripheral-type benzodiazepine receptors, which are
primarily associated with glia (Anholt et al., 1984;
Bender et al., 1987; Gehlert et al., 1985) and widely
used as markers of reactivemicrogliosis (Anholt et al.,
1984; Benavides et al., 1990, 1991; Myers et al, 1991;

Stereological Estimation of Neuronal Cell
Numbers in the Ipsilateral Striatum

Stereological methods were followed in order to
corrobórate the previous results showing no signs of
neuronal cell death in the ipsilateral striatum. Two
groups of rats were studied: control andMPP+-treated
by injection in the substantia nigra 7 days earlier. All
the MPP+-injected rats showed glial reaction in the
ipsilateral striatum, whereas the Controls showed no
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FIG. 6. Immunoreactlvity to show GFAP in the contralateral (A, B) and ipsllateral (C-H) strlatum at 2 (C, D), 3 (E, F), and 7 (G, H) days after
84 ¡i% MPP+. Arrowheads point to stained cells, whlch become more intensely stained In the Ipsllateral striatum after MPP+. Arrows indícate
astroglial extensions surrounding blood vessels. Bar: (A, C, E, G) 80 pm; (B, D, F, H) 25 fim.

boid macrophage-like morphology (Streit et al., 1999).
In the present work, resting microglial cells trans-
formed into activated reactive glia in the ipsilateral
striatum and they became spiny, which was first de-
tected at 2 days and increased between 3 and 7 days
after MPP+ injection. This morphological shift was
accompanied by robust induction of several microglial

Stephenson etal., 1995; Kuhlmann and Guilarte, 1997;
Camins etal., 1998). Likewise, administration ofMPTP
to mice does also induce a microglial reaction in the
striatum (Kohutnicka etal., 1998; Kurkowska-Jastrzeb-
scka et al., 1999). Injury signáis actívate resting micro-
glial cells rendering them hyperramified and/or spiny
reactive cells, which, if neurons die, acquire an ame-
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A The secondary glial reaction in the striatum de-
pended on the dose of MPP+ injected in the ipsilateral
substantia nigra, as revealed by measurements of pe-
ripheral-type benzodiazepine receptor density, and by
the intensity and extent of themicroglial and astroglial
immunoreactions. However, such a dose-response ef-
fect was unexpectedly not observed in the assessment
of striatal dopamine innervation with [3H]GBR-12935.
Indeed, the binding parameter studied here, which
was an indicator of dopamine uptake, was already
strongly depressed at low doses of MPP+, whereas
glial reactivity increased with higher doses. Therefore,
it is feasible that the dopaminergic function was lost
before any signáis able to trigger the glial reactivity
were released. Yet, the actual factors that are directly
responsible for glial activation in the tissue paren-
chyma remain unidentifled. Experimental studies
have shown that microglial cells proliferate inside the
brain in response to a circulating cytokine, Ínter-
feron-y (Grau et al., 1997). Entry of blood-bome sub-
stances into brain tissue can actívate astroglia and/or
microglia, and serum-derived producís induce growth
of astrocytes in vitro (Giulian et al., 1988). However, the
glial reaction that occurs in the striatum after i.p.
administration ofMPTP in mice does not appear to be
mediated by a blood-derived product, since the
blood-brain barrier is not altered (O’Callaghan et al.,
1990, 1992; Kurkowska-Jastrzebscka etal., 1999). Like-
wise, our results showed that the integrity of the
blood-brain barrier was not affected in the striatum

by the injection of MPP+ into the substantia nigra of
the rat.
Severe brain injury leading to neuronal cell death

induces strong activation of round microglia/macro-
phages and also astrocytes, which acquire a larger
size. However, we found no signs of tissue damage or
neural cell death (neither necrotic ñor apoptotic) in the
striatum. These observations were supported by the
use of markers of neurodegeneration and by stereo-
logical analysis of neuronal density in the ipsilateral
striatum, which were no different from Controls at 7
days after MPP+ treatment. However,- the stereologi-
cal method used here did not allow the detection of

any neuronal loss affecting less than 6% ofneurons, as
the coefficient of variation within each treatment

group was about 6%. Thus, owing to methodological
constraints, we cannot fully discard the possibility that
a very low percentage of neurons were lost in the
striatum. However, we did not find any evidence of
neuronal death using a variety of methodological
strategies, including studies of apoptotic and necrotic
cell death. Therefore we suggest that glial reactivity in

c

.íp
■ .;'«0S 'V

FIG. 7. Induction of the stress protein Hsp27 in the ipsilateral
striatum at 2 (C, D), 3 (E, F), and 7 (G, H) days after 84 fig MPP+. No
stain was detected in the contralateral striatum (A, B). Arrows show
astrocytes immunoreactive to Hsp27. Cortex (ctx), corpas callossum
(cc), striatum (str). Ban (A, C, E) 100 /im; (B, D, F, H) 50 /ira; (G) 200
fim.

antigens, such as the CR3 complement receptor
(0X42) and MHC class II antigens (OX6). However,
ameboid macrophage-like microglial cells, which are
phagocytic, were not observed. Indeed, the transfor-
mation of resident quiescent microglial cells into reac-
tive microglia within brain parenchyma consists of
several stages with different degrees of changes in
their phenotype that depend on the severity of injury
(Wilson and Molliver, 1994; Kreutzberg, 1996; Streit et
al., 1999). Moreover, MPP+ injury to substantia nigra
caused an astroglial reaction in the ipsilateral stria-
tum, as shown by increased expression of GFAP and
the stress protein Hsp27 in astrocytes. Astrocytic re-
sponse in the striatum has been reported after i.p.
injection of MPTP to mice and cats (Reinhard et al.,
1988; Schneider and Denaro, 1988; O’Callaghan et al,
1990b; Kohutnicka et al., 1998).
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FIG. 8. Double lmmunohistochemlstry against GFAP (brown) and 0X42 (dark blue) in the contralateral (A, D) and ipsilateral (B, C, E-G)
strlatum at 2 (C, E), 3 (F), and 7 (G) days after 84 /¿g MPP+, and 1 day (B) after 28 fig MPP+. Arrows show reactive microglia and arrowheads
polnt to reactive astrocytes. Both reactive gllal cell types colocalized In the same stríatal area. Bar; (A-C) 100 (im; (D-G) 30 fim.

itor, soman, has also been regarded as a causal agent
able to trigger reactivity in neighbouring glia (Zimmer
et al., 1997). In this regard, activity induced by cortical
spreading depression caused microglial (Gehrmann et
al., 1993) and astroglial (Kraig et al., 1991) activation,
which were not associated with neuronal damage.
In the present study, reactive spiny microglia colo-

calized with reactive astroglia in the same stríatal
areas. However, a diíferent spatial distribution is
found in injuries causing stríatal cell death, such as
focal cerebral ischemia. The latter promotes accumu-
lation ofmicroglia/macrophages within the necrosed
core, while large reactive astrocytes are found at the
borders of the necrosed area separating the damaged
from the non-damaged (Planas et al., 1998; Stoll et al.,

the striatum is caused by the damage of nerve cell
ends from dopaminergic neurons of the substantia
nigra pars compacta, rather than by the loss of stríatal
neurons. Previous studies with diíferent experimental
models of brain injuiy have shown that axonal degen-
eration can induce microglial reactivation in remóte
brain regions (Gehrmann et al., 1991; Fagan & Gage,1994). Thus, signáis other than the local death of neu-
rons can induce gliosis, as previously suggested (Jor-
gensen et al., 1993). Indeed, IL-6 expression in neurons
of transgenic mice causes reactive astrocytosis and
increases the number of ramified microglial cells but
does not produce neuronal damage (Fattorí et al.,1995). Intense neuronal activity, such as that induced
by systemic administration of the cholinesterase inhib-
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& Several lines of evidence indícate that reactive mi-

croglia produce neurotoxic mediators (Wood, 1995;
Rogove and Tsirka, 1998). However, other results
show that reactive microglial cells can secrete neuro-
protective factors suggesting that this reactivity is as-
sociated with host defence and neuroprotection
(Kreutzberg, 1996; Minghetti and Levi, 1998; Toku et
al., 1998; Streit et al., 1999). For instance, activated
microglia and macrophages express neurotrophic fac-
tors and induce dopaminergic sprouting in the injured
striatum (Batchelor et al., 1999). The answer to this
controversy might well be that microglia are either
neurotrophic or neurotoxic according to the environ-
ment and the nature of the activating signáis (Zhang
and Fedoroíf, 1996; Streit et al., 1999). Reactive astro-
cytes have also been reported to contribute to sprout-
ing through the secretion of neurotrophic factors
(Lindsay, 1979; Banker, 1980; Furukawa etal., 1986). It
is therefore feasible that the astroglial and microglial
reaction detected in the present work was aimed at
promoting sprouting and regeneration in the striatum
after the degeneration of dopaminergic Abres arising
from neurons in the ipsilateral pars compacta of sub-
stantia nigra.
In conclusión, degeneration of the nigrostriatal

pathway following injection of MPP+ into substantia
nigra induced a pronounced glial reaction in the ipsi-
lateral striatum, although signs of cell death were not
apparent in this area. It is suggested that degenerating
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FIG. 9. Cell proliferation (PCNA stain) (A-D) and cell death
(túnel) (E-H). (A-D) PCNA immunoreactivity in the contralateral
(A, B) and ipsilateral (C, D) striatum at 3 (C) and 7 (D) days after 84
fig MPP+. Stained cells are normally seen in the subventricular
región (B). Very few scattered immunoreactive cells (arrows) are
seen in the ipsilateral striatum (C. D). (E-H) Túnel reaction is
negadve in the ipsilateral striatum after MPP+ injecüon in substan-
tia nigra at 1 day (E) and 3 days (F). PositiveControls included in the
túnel reaction are: ipsilateral subtantia nigra at 3 days after MPP+
(G) and CAI layer of the gerbil hippocampus at 4 days after 5 min
transient forebrain ischemia (H). Bar: (A, C-H) 50 fim; (B) 100 fim.

contra
1998). Indeed, round macrophage-like microglial cells
are thought to release factors exerting some negative
effect on astrocytes (Rio et al., 1995). However, in the
present study reactive astroglia and microglia had the
same spatial distribution, thus indicating that reactive
spiny microglia, which have not yet acquired the
round macrophage-like morphology, would not nec-
essarily exert a negative control on astrocytes. Micro-
glial and astroglial reactivity in the striatum did not
involve extensive cell proliferation as only a few iso-
lated cells had acquired proliferating ability, unlike
other brain lesions, such as focal cerebral ischemia that
cause strong glial proliferation (Planas etal., 1998).

FIG. 10. Albumin stain in coronal brain sections at the level of the
striatum at 2 (A), 3 (B), and 7 (C) days after 84 figMPP+, or at 7 days
after focal cerebral ischemia affecting the hemisphere at the right
side of the figure (D). Increased stain is seen in areas where the
blood brain barrier has been broken (arrows) after ischemia (D). No
alterations are seen in the striatum after MPP+ (A-D). Bar: 0.3 cm.
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FIG. 11. Fluoro-Jade histochemistry. Positlve Controls for Fluoro-Jade staining of degenerating neurons (white, arrows) in CAI (A) and
CA3 (B) subfields of the hippocampus at 24 h after kainic acid and in the cortex after focal cerebral ischemia (C, D). Background
Fluoro-Jade stain in the contralateral striatum at 3 (F) and 7 (H) days after MPP* in the substantia nigra. Increased stain (white, arrows)
is seen in fibers within striosomes in the ipsilateral striatum at 3 (E) and 7 (G) days. However, fluorescence is not detected in association
with neurons as showed by double-labeling with an antibody against neuron-specific nuclear antigen (black) and Fluoro-Jade (white) in
the ipsilateral (I) and contralateral (K) striatum as seen under the fluorescence light. Same fields as seen under the visible light are shown
in J and L (arrowheads point to the same areas in striosomes in I and J, and K and L). Double labeling for Hsp27 (black) and Fluoro-Jade
(white) is shown in M, O, Q, and S. Corresponding bright fields as seen under visible light are shown in (N, P, R, and T). Contralateral
(O, P) and ipsilateral striatum at 2 (M,N,S,T) and 3 (Q, R) days after MPP + . No Hsp27 is detected in Controls (O and P, arrowheads point
to the same area in both images). Hsp27-stained cells (arrowheads) appear in association with striosomes in the ipsilateral striatum after
MPP+. Bar: (A-C, G, H, I-T) 30 /¡m, (D) 60 ¿tm, (E, F) 20 ¿un.
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FIG. 12. Inmunostaining agalnst neuron-speclfic nuclear antigen (Chemicon) (A). Areas used for stereological analysis in the ipsilateral
striatum (str) as shown in A (rectangles) were randomly placed. The arrow in the contralateral side shows a cut performed in this hemisphere
to identify each side after free-floating inmunohistochemistry. (B) Twelve series of slices (1-12) were used for the analysis. Slice thickness, 50
/un; thickness between slices, 300 /un. (C) Immunohistochemical reaction showing neuron-specific nuclear protein in the striatum, as used for
neuronal cell counting. The arrow points to a single neuronal nucleus. The sampling frame ís also shown. Bar scale: 100 /¿m. (D) Estlmated
neuronai density in the striatum of rats that were MPP+-treated 7 days earlier (n = 6) was no different from that in Controls (n = 6). Bars in
the histogram correspond to the standard deviation of the mean.

nerve cell ends, caused by MPP+ injection in the sub-
stantia nigra, release stimuli to the extracellular space
that actívate resting microglia and astrocytes in the
striatum, and that this reaction takes place in absence
of neuronal cell death.
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Abstract Intrastriatal injection of quinolinate has been
proven to be a very useful animal model to study the patho-
génesis and treatment of Huntington’s disease. To deter-
mine whether growth factors of the neurotrophin family are
able to prevent the degeneration of striatal projection neu-
rons, cell lines expressing brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), neurotrophin-3 (NT-3), orneurotrophin-4/5 (NT-4/5)
were grafted in the adult rat striatum before quinolinate
injection. Three days after lesioning, ongoing cell death was
assessed by in situ detection of DNA fragmentation. In
animáis grafted with the control cell line, quinolinate injec-
tion induced a gradual cell loss that was differentially pre-
vented by intrastriatal grafting of BDNF-, NT-3-, or NT-4/5-
secreting cells. Seven days after lesioning,we characterized
striatal projection neurons that were protected by neurotro-
phins. Quinolinate injection, alone or in combination with the
control cell line, induced a selectivo loss of striatal projec-
tion neurons. Grafting of a BDNF-secreting cell line pre-
vented the loss of all types of striatal projection neurons
analyzed. Glutamic acid decarboxylase 67-, preproen-
kephalin-, and preprotachykinin A- but not prodynorphin-
expressing neurons were protected by grafting of NT-3- or
NT-4/5-secreting cells but with less efficiency than the
BDNF-secreting cells. Ourfindings show that neurotrophins
are able to promote the survival of striatal projection neu-
rons in vivo and suggest that BDNF might be beneficial
for the treatment of striatonigral degenerativo disorders,
including Huntington’s disease. Key Words: Rat
striatum—Quinolinate—Grafting—Survival.
J. Neumchem. 75, 2190-2199 (2000).

(QUIN), an NMDA receptor agonist, replicates many
neurochemical, histological, and behavioral features of
HD (Beal et al., 1986; DiFiglia, 1990). Striatal projection
neurons containing enkephalin are affected to a greater
extent than substance P-containing neurons, and those
neurons surviving the lesión express reduced levels of
their mRNAs both in HD (Reiner et al., 1988; Richfield
et al., 1995) and after QUIN injections (Pérez-Navarro
et aL, 1999a,b). Excitotoxicity and apoptosis have been
suggested to be involved in the degeneration of neurons
in HD (Thomas et al., 1995; Petersén et al., 1999) and
after QUIN injection (Ferrer et al., 1995; Portera-Cailliau
et al., 1995; Hughes et al., 1996). Furthennore, intrastri-
atal QUIN injections have been found to induce hunting-
tin mRNA (Carlock et al., 1995) and protein (Tatter
et al., 1995), providing a possible link between the QUIN
model and HD.
Members of the neurotrophin family have been sug-

gested as therapeutic candidates for neurodegenerative
disorders because they promote neuronal survival in dif-
ferent lesión models (for review, see Hefti, 1994; Connor
and Dragunow, 1998). Neurotrophins show high-affinity
interactions with the tyrosine kinase receptors TrkA,

Received February 17, 2000; revised manuscript received June 28,
2000; accepted July 8, 2000.
Address correspondence and reprint requests to Dr. E. Arenas at

Department of Medical Biochemistry and Biophysics, Laboratory of
Molecular Neurobiology, Karolinska Institute, Stockholm S-17177,
Sweden. E-mail: Ernest@cajal.mbb.ld.se
Abbreviations used: BDNF, brain-derived neurotrophic factor;

DYN, prodynorphin; F3A-MT, F3A-NT3, F3A-NT4/5, and F3N-
BDNF, mock-transfected, neurotrophin-3-transfected, neurotrophin-4/
5-transfected, and brain-derived neurotrophic factor-transfected, re-
spectívely, Fischer-344 rat 3T3 fibroblasts; GAD, glutamic acid decar-
boxylase 67; HD, Huntington’s disease; NT-3, neurotrophin-3; NT-4/5,
neurotrophin-4/5; PPE, preproenkephalin; PPTA, preprotachykinin;
QUIN, quinolinate; TdT, terminal deoxynucleotidyl transferase;
TUNEL, terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated UTP nick
end-labeling.

Huntington’s disease (HD) is an autosomal dominant
neurodegenerative disorder caused by an expanded poly-
glutamine repeat in the huntingtin gene (MacDonald and
Gusella, 1996; Mangiarini et al., 1996). Its predominant
pathological feature is a massive and progressive degen-
eration of striatal output neurons without substantial loss
of striatal intemeurons and afferents (for review, see

DiFiglia, 1990). Intrastriatal injection of quinolinate
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TrkB, and TrkC. These receptors medíate neurotrophin
signaling, a process that involves tyrosine phosphoryla-
tion. Nerve growth factor binds to TrkA, and brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) and neurotrophin-
4/5 (NT-4/5) bind to TrkB, whereas neurotrophin-3
(NT-3) binds preferentiaUy to TrkC and to a lesser extent
to TrkA and TrkB (for review, see Barbacid, 1994). In
addition, the p75 neurotrophin receptor is able to bind all
neurotrophins and could represent an important switch
between life and death signaling (Cárter and Lewin,
1997). During development, both p75 and Trk receptors
are expressed in the striatum (Emfors et al., 1992), and
adult striatal projection neurons express both TrkB and
TrkC mRNAs (Merlio et al., 1992). In agreement with
the presence of neurotrophin receptors on striatal projec-
tion neurons, BDNF, NT-3, and NT-4/5 have been found
to promote the survival of striatal projection neurons in
vitro (Ardelt et al., 1994; Widmer and Hefti, 1994;
Nakao et al., 1995a,b; Ventimiglia et al., 1995). In con-
trast, the effects of these neurotrophins on striatal pro-
jection neurons in vivo remain unclear. Although some
reports did not find any neuroprotective effect of BDNF
or NT-3 (Frim et al., 1993; Anderson et al., 1996), other
studies have found that BDNF and NT-4/5 partially
protect striatal projection neurons ffom excitotoxic le-
sions (Martínez-Seirano and Bjorklund, 1996; Alexi
et al., 1997) and that BDNF, NT-3, and NT-4/5 differ-
entially regúlate the phenotype of striatal projection neu-
rons (Pérez-Navarro et al., 1999a).
In the present study, we have examined whether

BDNF, NT-3, and/or NT-4/5 may prevent the death and
promote the survival of different populations of striatal
projection neurons in a QUIN model of HD. Stable cell
lines secreting high levels of recombinant BDNF, NT-3,
or NT-4/5 were implanted in adult rat striatum before
QUIN injection. We show that the three neurotrophins
differentially prevent the death of different subsets of
striatal projection neurons in vivo and that BDNF is the
most efficient survival factor.

and 200 /íg/ml G-418 (37°C, 5% C02). For grafting, cells in
active growth phase were washed and collected in serum-free
médium at a concentration of 2.5 X 105 cells//d as described
(Arenas and Persson, 1994). A microinjection cannula was
implanted into the left striatum, and 3 fi1 containing 7.5 X 105
cells was injected (1 /¿1/min) at the following coordinates: 1.8
mm eranial to bregma, 3.2 mm lateral to the midline. Two
microinjections of 34 nmol ofQUIN each were performed 24 h
later, as described previously (Pérez-Navarro et al., 1996,
1999a,b), at the following coordinates: (a) 2.2 mm cianial to
bregma, 2.9 mm lateral to the midline; and (b) 0.8 mm cranial
to bregma, 3.5 mm lateral to the midline. In all cases, the
injection was performed at 5.2 mm under the dural surface with
the incisor bar at 5 mm above the interaural line.

BDNF and NT-3 ELISA
Seven days after QUIN injection in F3A-MT-, F3N-BDNF-,

or F3A-NT3-grafted striata, rats were killed by decapitation.
Brains were removed, and neostriata were quickly dissected
out, frozen on dry ice, and stored at —80°C. Samples were
analyzed using a BDNF or NT-3 ELISA kit according to the
recommendations of the manufacturer (Promega). In brief, stri-
ata were lysed in 1 mi of lysis buffer [137 mM NaCl, 20 mM
Tris, 1% (octylphenoxy)polyethoxyethanol (IGEPAL), 10%
glycerol, 10 mAí NAF, 2 mM sodium vanadate, and proteinase
inhibitor cocktail tablets], A volume of 25 fú of the sample was
diluted in 75 (A of sample buffer and incubated in a píate
coated with a BDNF or NT-3 antibody. Two dilutions (1:100
and 1:10,000) of each sample were analyzed. Standard curves
of puré BDNF or NT-3 protein, provided by the kit, were used
to quantify the production of BDNF or NT-3.

Immunohistochemistry
Seven days after QUIN injection in F3A-MT- or F3N-

BDNF-grafted striata, animáis were killed by decapitation.
Brains were removed, frozen on dry ice, and stored at —70°C.
Cryostat-cut horizontal sections (14 fim) through the whole
striatum were seiially collected on silane-coated slides. Sec-
tions were incubated ovemight at 4°C with a polyclonal anti-
body against phosphorylated Trk (pY-490; 1:10; a generous
gift from Dr. Rosalind A. Segal) alone or in the presence of 1
fiM competing phosphopeptide (686) in Tris-buffered saline
with 1 mM sodium orthovanadate, 5% goat serum, and 0.5%
NP-40. After washing, the slides were incubated for 1 h at room
temperature with a secondary tetramethylrhodamine B isothio-
cyanate-labeled goat anti-rabbit antibody (1:50, in Tris-buff-
ered saline with 1 mM sodium orthovanadate), washed, and
mounted in Tris-buffered saline with glycerol containing p-
phenylenediamine. Optical density was quantified using a
Quantimed 570 Image processing and Analysis System linked
to a Microphot-FXA microscope (Nikon, Garden City, NY,
U.S.A.) by an interfacing CCD videocamera. Measurements
were performed in horizontal sections through the maximal
diameter of the graft. Readings of optical density were obtained
from the boider of the graft, to the end of the striatum, in a
sagittal and caudal direction. Measures of background staining,
obtained from sections preincubated with the competing phos-
phopeptide, were subtracted from the valúes obtained for the
noncompeted pY-490 staining in adjacent sections and ex-
pressed as net optical units. Three sections per animal, in three
animáis per condition, were analyzed.

In situ detection of DNA fragmentation
Three days after intrastriatal QUIN injection, animáis

grafted with F3A-MT, F3N-BDNF, F3A-NT3, or F3A-NT4/5

MATERIALS AND METHODS

Animal subjeets
Adult male Fischer-344 rats (weighing 200-250 g) were

used in this study. After surgery, animáis were housed sepa-
rately with food and water ad libitum in a colony room main-
tained at a constant temperature (19-22°C) and humidity (40-
50%) on a 12:12 h light/dark eyele. Animal treatment was
performed according to Directive 86/609/EEC of the European
Commission.

Cell grafting and QUIN lesión
BDNF- (F3N-BDNF), NT-3- (F3A-NT3), or NT-4/5- (F3A-

NT4/5) transfected Fischer-344 rat 3T3 fibroblasts have been
described previously and shown to produce >100 ng of each
neurotrophin/106 cells per day, in vitro (Arenas and Persson,
1994; Neveu and Arenas, 1996). Mock-tiansfected Fischer-344
rat 3T3 fibroblasts (F3A-MT) were used as a control (Arenas
and Persson, 1994). All cell lines were grown in Dulbecco’s
modified essential médium supplemented with 10% fetal calf
serum, 1 mg/ml penicillin-streptomycin, 1 mg/ml glutamine,
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were deeply anesthetized and immediately perfused transcardi-
ally with saline, followed by 4% paraformaldehyde/phosphate-
buffered saline (0.1 M, pH 7.4). Brains were removed and
postfixed for 1-2 h in the same solution, cryoprotected by
immersion in 30% sucrose in phosphate-buffered saline, and
then frozen in dry ice-cooled isopentane. Cryostat-cut horizon-
tal sections (14 /un) through the whole stiiatum were serially
collected on silane-coated slides. DNA fragmentation was his-
tologically examined using the in situ Apoptosis Detection
System, Fluorescein (Promega). Sections were stained accord-
ing to the manufacturer’s recommendations. In brief, sections
were immersed in cool ethanol/acetic acid (2:1 vol/vol) for 5
min and washed in two changes of phosphate-buffered saline at
room temperature. Sections were treated with proteinase K (20
¿tg/ml) during 10 min and postfixed in4% paraformaldehyde in
phosphate-buffered saline for 5 min. Sections were incubated
with the equilibration buffer for 5 min at room temperature and
then with fluorescein-12-dUTP and terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT). After a 1-h incubation at 37°C, sections were
washed with 2X saline-sodium citrate for 15 min, and three
times with phosphate-buffered saline for 10 min and mounted
with MowioL As a negative control, adjacent sections were
processed following the standard procedure, except that TdT
was substituted by water.

In situ hybridization
Seven days after QUIN injection, animáis were killed by

decapitation. Brains were removed, frozen on dry ice, and
stored at —70°C. Cryostat-cut horizontal sections (14 /¿m)
through the whole striatum were serially collected on silane-
coated slides, fixed with 4% paraformaldehyde in phosphate-
buffered saline, dehydrated in graded ethanol Solutions, treated
with chloroform, and air-dried. Adjacent sections were pro-
cessed for in situ hybridization with oligonucleotide probes for
rat glutamic acid decarboxylase 67 (GAD), preproenkephalin
(PPE), pieprotachykinin A (PPTA), or prodynorphin (DYN) as
pieviously described (Arenas et al., 1996; Pérez-Navarro et al.,
1999b). The slides were exposed to /3-Max x-ray film for 20
days, dipped in NTB-2 photoemulsion (diluted 1:1 in water) for
40 days at 4°C, developed in D-19, fixed, and lightly counter-
stained with cresyl violet before analysis.

Image analysis and morphometry
A11 morphometry and ceU counting were performed in a

blind coded fashion. Area of the lesión and cell counting
measuiements were performed using PC-Image analysis (Fos-
ter Findlay) on a Computer attached to anOlympus microscope
as previously described (Pérez-Navarro et al., 1999a,b).
For the lesión size estimations, consecutive sections (aver-

age of 20-22 sections per animal and probe) were visualized on
a Computer, and the border of the lesión was outlined. The
volume of the lesión was estimated by multiplying the sum of
all the sectional areas (in square micrometers) by the distance
between successive sections (98 /Ltm), as previously described
(Coggeshall, 1992).

PPE-, GAD-, PPTA-, and DYN-positive neurons were
counted in a región caudal to the grafi, in four different fields
(130 X 86 /un, each). The first field analyzed was the one
where the first labeled neurons were observed. Ihis field was

located at different distances ffom the border of the graft
depending on the in situ probe used (Pérez-Navarro et al.,
1999a). The other three regions were successively located 325
yttm away from the previous one and aligned with the center of
the graft, as previously described (Pérez-Navarro et al.,
1999a,b). Cell counts were converted to the number of cells per

square millimeter by dividing by the arca corresponding to each
field examined (0.0112 mm2). TdT-mediated UTP nick end-
labeling (TUNEL)-labeled cells were also quantified in a región
caudal to the graft by direct counting of fluorescein-stained
nuclei. Three adjacent fields (305 X 205 fun, each) beginning
at the border of the graft and aligned with the center of the graft
were counted.
All striatal neuronal populations and TUNEL-labeled cells

were counted in 10 sections per animal, separated by 150 fim,
and in four animáis per condition (F3A-MT, F3N-BDNF, F3A-
NT3, or F3A-NT4/5 grafting with or without QUIN injection).
Materials
All the reagents used for cultures were from GIBCO. QUIN

and IGEPAL were obtained from Sigma Chemical Co. The
ELISA kit and in situ Apoptosis Detection System, Fluorescein
were from Promega. /3-Max x-ray film was from Amersham.
NTB-2 photoemulsion and D-19 developer were from Kodak.
Tetramethylrhodamine B isothiocyanate-labeled goat anti-rab-
bit antibody was from Jackson, Mowiol was purchased from
Calbiochem, and proteinase inhibitor cocktail tablets were from
Boehringer Mannheim.

RESULTS

Characterization of graft size and neurotrophin
production by grafts
To control the growth rate of the different cell lines,

the size of the grafts was measured 8 days after grafting,
in all the sections used to count the number of striatal
neurons. The mean radius (in yttm) of the grafts in non-
lesioned animáis was similar for all the cell lines used

(Fig. 1A). In QUIN-lesioned animáis the size of the
grafts was also similar for all the cell lines but slightly
larger than in nonlesioned animáis (Fig. 1A).
The levels of BDNF orNT-3 secieted by the cell lines

were determined by ELISA, 7 days after QUIN injection.
Our results show that grafting of the F3N-BDNF or the
F3A-NT3 cell lines increased the levels of the corre-

sponding neurotrophin in the striatum by 17 and 10
times, respectively, compared with striata receiving the
control graft plus QUIN injection (Fig. IB and C). The
actual dose of neurotrophins delivered by the cells can-
not be calculated per unit of time from our measures in
vivo because the kinetics of intemalization and metabo-
lism of neurotrophins have not been accounted for. How-
ever, our results clearly show that for a certain given
time, 7 days after QUIN injection, both cell lines were
able to increase by at least one order of magnitude the
levels of protein available in the striamm.

Grafting of BDNF-secreting cell line induces TrkB
phosphorylation
We first set out to determine the range and the extent

to which neurotrophins secreted by the cell lines were
able to actívate their receptors within the striatum. For
that purpose, we examined TrkB phosphorylation in re-
sponse to intrastriatal grafting of BDNF-secreting cell
line because BDNF has been reported to be the neuro-
trophin with the lowest intraparenchymal diffusion (for
review, see Mufson et al., 1999). Seven days after QUIN
injection in F3A-MT- or F3N-BDNF-grafted striata, sec-
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Mean radius (|xm) in the striatum (Fig. 2B) and sporadic immunoreacüve
fibers around the F3N-BDNF graft (Fig. 2C), indicating
that TrkB phosphorylation could result from direct acti-
vation of TrkB receptors on neuronal somas and/or ret-
rograde transport of phosphorylated TrkB to the cell
bodies.
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FIG. 1. Characterization of graft size and neurotrophin produc-
tion. A: Radius (in pm) of the grafts 8 days after grafting (nonle-
sioned animáis) or 7 days after intrastriatal QUIN injection. Data
are mean ± SEM valúes (n = 4 animáis per condition). All grafts
showed similar size but were slightly larger in QUIN-lesioned
striata. B and C: Content of (B) BDNF or (C) NT-3, measured by
ELISA, in striata of adult rats receiving grafts of F3A-MT (MT),
F3N-BDNF (BDNF), or F3A-NT3 (NT3) cell lines and QUIN (Q)
injections. *p < 0.01, **p < 0.001 compared with MT + Q-
injected striata by Student’s t test for unpaired data.

tions were processed by immunohistochemistry with an
antibody against phosphorylated TrkB [pY-490 (Segal
et al., 1996)]. Optical densities were measured at differ-
ent distances from the border of the graft. As shown in
Fig. 2A, we observed low levels of TrkB phosphoryla-
tion in the vicinity of the lesión and a gradual increase in
the staining of phospho-TrkB at increasing distances
from the border of the grafts. In animáis grafted with
F3A-MT cells and injected with QUIN, phospho-TrkB
levels were very low from the border of the graft up to a
distance of 300 pm, where neurons were not observed by
in situ hybridization (Pérez-Navarro et al., 1999a). In this
condition, phospho-TrkB levels reached levels compara-
ble to those found in the intact striatum at a distance of
450 ¡m\ from the border of the graft and then mildly
increased to reach a plateau at 600 /zm. In contrast, in the
F3N-BDNF-grafted striata, phospho-TrkB levels pro-
gressively increased and reached maximal levels at 900-
1,050 jum from the border of the graft (Fig. 2A). Beyond
1,200 /zm from the border of the graft, phospho-TrkB
levels declined in both BDNF- and control-grafted stri-
ata. However, BDNF grafts maintained highcr levels of
phospho-TrkB than control grafts 300 /zm to up to 1,500
/zm from the border of the graft (Fig. 2A). Interestingly
we found both strongly immunolabeled neuronal somas

T

c \ graft

Vi'.
.

\v;

FIG. 2. Intrastriatal grafting of the BDNF-secreting cell Une in-
duced TrkB phosphorylation. A: Optical density was measured
at different distances from the border of the graft. Data are mean
± SEM (bars) valúes (n = 4 animáis per condition). Clear higher
increases in phospho-TrkB levels were detected from a distance
of 300 pm in lesioned animáis grafted with the BDNF cell Une (•)
compared with lesioned animáis grafted with the control cells
(MT; O). *p < 0.05, **p < 0.01 compared with MT plus QUIN-
injected striata by Student’s t test for unpaired data. B: Pho-
tomicrograph shows neurons immunostained with an anti-phos-
pho-TrkB antibody at 600 pm from the border of the graft in
animáis grafted with F3N-BDNF and injected with QUIN. C:
Neuronal fibers positive for anti-phospho-TrkB were sporadically
observed in the vicinity of the graft. Bar = 20 pm.
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Neurotrophins prevent striatal cell death ¡nduced
by QUIN
Striatal cell death was studied 3 days after QUIN

injection. We chose this time point because apoptotic
profiles reach maximal levels at 48-72 h after intrastri-
atal QUIN injection (Hughes et al., 1996). DNA frag-
mentation was histologically examined using the
TUNEL technique. In the absence of TdT, no nuclei
were stained, confirming the specificity of the labeling.
Labeled nuclei were only observed in the QUIN-injected
striata, and no signal was detected in other brain areas.
Stained nuclei were counted in three adj acent fields,

beginning at the border of the graft and located in the
región caudal to the graft. In animáis grafted with the
control cell fine, QUIN injection induced a gradual loss
of striatal neurons, as shown by the decrease in the
number of labeled nuclei (Fig. 3E). Intrastriatal grafting
of F3N-BDNF, F3A-NT3, or F3A-NT4/5 cell fines dif-
ferentially prevented QUIN-induced cell death in all the
striatal regions examined (Fig. 3E). Data obtained from
these animáis indicated that most of the damage induced
by QUIN was limited to the area between the graft and 1
mm away. To evalúate the total effect of neurotrophins,
the average density of TUNEL-labeled nuclei was cal-
culated in the first millimeter surrounding the graft. We
found that the F3N-BDNF cell fine, which reduced the
number of TUNEL-labeled nuclei by 57%, was the most
efficient at preventing cell death. F3A-NT3 and F3A-
NT4/5 grafting showed lower efficiency and prevented
striatal cell death by 37 and 31%, respectively.
Effect of neurotrophins on lesión size induced by
QUIN
As neurotrophins prevented QUIN-induced cell death,

we next examined which population of striatal projection
neurons was protected by these factors. In situ hybrid-
ization for different markers (GAD, PPE, PPTA, and
DYN), characteristic of striatal projection neurons, was
performed. Intrastriatal injection of QUIN alone induced
a lesión with a size (striatal volume without in situ
labeled neurons) that was not modified by grafting of the
control cell fine (F3A-MT; Fig. 4). In agreement with
previous results (Pérez-Navarro et al., 1999a,b), GAD-
and PPE-positive neurons were more affected than
PPTA- and DYN-positive cells (Fig. 4). Grafting of
neurotrophin-secreting cell fines reduced the lesión size
of neurons positive for GAD (Fig. 4A), PPE (Fig. 4B),
and PPTA (Fig. 4C), showing that BDNF and NT-3 were
more efficient than NT-4/5. In contrast, in the same

animáis, none of the grafts reduced the volume of the
lesión for DYN-positive neurons (Fig. 4D).

Grafting of the control cell fine did not prevent loss
of striatal projection neurons induced by QUIN
The number of surviving neurons was examined by in

situ hybridization after implantation of F3A-MT, F3N-
BDNF, F3A-NT3, or F3A-NT4/5 in lesioned and nonle-
sioned animáis. Positive neurons were counted in four
different fields located in the región caudal to the graft
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FIG. 3. Neurotrophins prevent DNA fragmentation induced by
intrastriatal QUIN injection. Striata were examined 3 days after
QUIN injection in animáis grafted with control or BDNF-, NT-3-,
or NT-4/5-secreting cell lines. Images show confocal láser sean-
ning photomicrographs of TUNEL-stained nuclei at the level of
the first región (located at the border of the graft). Grafting of (B)
BDNF-, (C) NT-3-, or (D) NT-4/5-secreting cells decreased the
number of labeled nuclei compared with the control cell line (A).
Bar in A = 40 /¿m. E: Mean ± SEM (bars) number of labeled
nuclei (n = 4 animáis per condition). The number of nuclei in
every región and condition was standardized to the valúes ob-
tained for the first región in animáis grafted with the control cell
line (valúes in this región were considerad as 100%, as this
región was the most affected by QUIN injection). MT + QUIN,
mock-transfected control cell line-grafted striata plus QUIN in-
jection (■); BDNF + QUIN, striata grafted with BDNF-secreting
cell line plus QUIN injection (•); NT-3 + QUIN, striata grafted
with NT-3-secreting cell line plus QUIN injection (♦); NT-4/5
+ QUIN, striata grafted with NT-4/5-secreting cell line plus QUIN
injection (A). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 compared with
MT + QUIN-injected striata by Kruskal-Wallis ANOVA followed
by Mann-Whitney U test.

(see Materials and Methods). In the nonlesioned stria-
tum, grafting of the different cell lines did not produce
changes in the total number of striatal projection neurons
compared with the contralateral, noninjected side (data
not shown). QUIN injection alone induced a gradual loss
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FIG. 4. Neurotrophins differentially reduced Ihe size of the lesión
induced by QUIN injections. The volume of the lesión was mea-
sured foreach striatal neuronal population in sections hybrídized
with (A) GAD, (B) PPE, (C) PPTA, and (D) DYN antisense probes.
Data are mean ± SEM (bars) valúes (n = 4 animáis per condi-
tion). Grafting of the control cell line (MT+Q) did not modify the
volume of the lesión induced by QUIN injection alone. In con-
trast, ¡ntrastriatal grafting of F3N-BDNF (BDNF+Q), F3A-NT3
(NT-3+Q), or F3A-NT4/5 (NT-4/5+Q) cell Unes differentially re-
duced the volume of the lesión for (A) GAD-, (B) PPE-, and (C)
PPTA- but not for (D) DYN-positive neurons. *p < 0.05, **p
< 0.01 compared with MT+Q-injected striata by one-way
ANOVA followed by Scheffé post hoc test.
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FIG. 5. BDNF was the most efficient neurotrophin at preventing
the degeneration of GAD-positive neurons in theQUIN (Q)-les¡oned
striata Ali photomicrographs show GAD-positive neurons in the
first región analyzed, next to the graft and lesión sites. A: F3A-MT
(MT) control. Bar = 20 pm. B: Grafting of the MT cell line in Q-injected
striata did not preverrt loss of GAD-positive neurons. In contrast,
grafting of the F3N-BDNF (BDNF) cell line (C) and, to a lesser
extent, the F3A-NT3 (NT-3; D) or F3A-NT4/5 (NT-4; E) cell line,
prevented the loss of neurons expnessing GAD mRNA. F: Mean
± SEM (bars) cell density (n = 4 animáis per condition). *p < 0.01
compared with MT; +p < 0.05, ++p < 0.01 compared with MT+Q
by Kruskal-Wallis ANOVA followed by Mann-Whitney U test.

of neurons and resulted in a specific pattern of surviving
striatal projection neurons. Moreover, this pattern was
not modified by F3A-MT grafting (Table 1), indicating
that the control cell line had no survival-promoting effect
per se.

GAD-expressing cells are mainly protected by
BDNF
QUIN injection in animáis grafted with the control cell

line induced a 56, 44, and 22% loss of GAD-positive
neurons in regions 1-3, respectively (Fig. 5F). In agree-
ment with the decrease in the lesión size by neurotro-
phins, intrastriatal grafting of neurotrophin-secreting cell
fines prevented, with different efficiency, the decrease in
the number ofGAD-positive neurons induced by QUIN.

Whereas intrastriatal grafting of F3N-BDNF or F3A-
NT3 prevented GAD-positive cell loss in all the regions
examined, F3A-NT4/5 only protected those neurons in
the first región (Fig. 5). The total effect of neurotrophins

TABLE 1. Grafting of the control cell line did not modify the loss of striatal projection neurons induced by QUIN

PPE PPTA DYNGAD

QUIN MT + QUIN QUIN MT + QUIN QUIN MT + QUIN QUIN MT + QUIN

250 ± 22
350 ± 22
458 ± 20
542 ± 20

279 ±4
349 ± 13
462 ± 17
551 ± 13

150 ± 22
330 ± 20
417 ± 17
517 ± 17

206 ±29
257 ± 14
352 ± 19
458 ± 14

Región 1
Región 2
Región 3
Región 4

127 ±5
221 ± 15
389 ±6
522 ± 36

148 ±23
258 ± 32
399 ± 10
549 ± 10

145 ± 10
314 ± 26
397 ± 27
503 ± 24

188 ± 13
260 ±29
333 ± 17
467 ± 21

Data are mean ± SEM cell density (in cells/mm2; n = 4 animáis per condition) of identified neurons found in every condition. Región 1 was defined
as the first area where positive neurons were found, with other regions progressively scored at 325-pm increments (see Materials and Methods).
QUIN, QUIN injection alone; MT + QUIN, E3A-MT + QUIN-injected striatum. Results were statistically analyzed by Kruskal-Wallis ANOVA.
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examined, whereas NT-4/5 only protected diese neurons
in región 1 (Fig. 6F). In the first millimeter, F3A-BDNF
or F3A-NT3 graftíng prevented the loss of PPE-positive
neurons by 70 and 64%, respectively. In contrast, NT-4/5
only prevented the loss of 27% of PPE-positive neurons.

PPTA-positive neurons are protected by all
neurotrophins to a similar extent
PPTA-positive neurons were the most resistant to

QUIN. A significant loss of neurons was found only in
regions 1 (65%) and 2 (27%) (Fig. 7F). Graftíng of
F3N-BDNF, F3A-NT3, or F3A-NT4/5 cells prevented
the loss of PPTA-positive neurons by 30, 44, or 37%,
respectively, in the first millimeter.

DYN-expressing cells are only protected by BDNF
DYN-positive neurons were also lost after QUIN in-

jection. There was —50,40, and 20% of reduction in the
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FIG. 6. BDNF, NT-3, and to a lesser extent NT-4/5 prevent the
degeneration of PPE-positive neurons in the QUIN (Q)-lesioned
striata. All photomicrographs show the first región next to the
lesioned area, where the first labeled neurons were found. A:
F3A-MT (MT) control. Bar = 20 ¡ixn. B: Grafting of the MT cell line
did not prevent PPE-neuron loss induced by Q. Grafting of the
F3N-BDNF (BDNF; C), F3A-NT3 (NT-3; D), or F3A-NT4/5 (NT-4;
E) cell line dlfferentlally prevented the Q-induced degeneration of
neurons expressing PPE mRNA. F: Mean ± SEM (bars) cell
denslty (n = 4 animáis per conditlon) of PPE-positive neurons. *p
< 0.01 compared with MT; +p < 0.05, ++p < 0.01 compared
with MT+Q by Kruskal-Wallis ANOVA followed by Mann-Whit-
ney U test.
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was also evaluated in the first millimeter from the graft,
the area where cell loss takes place. BDNF was the most
efficient factor and protected 68% of GAD-positíve neu-
rons affected by QUIN. In contrast, NT-3 and NT-4/5
protected GAD-positíve neurons by only 34 and 20%,
respectively.

PPE-expressing cells are differentially protected by
neurotrophins

PPE mRNA-positive neurons were the most severely
affected by QUIN-induced excitotoxicity. A 72% cell
loss was observed in the first field examined (región 1;
compare Fig. 6A with B and see Fig. 6F). Cell loss in
regions 2 and 3 was —54 and 30%, respectively (Fig.
6F). As observed for GAD-positíve neurons, implanta-
tion of BDNF- or NT-3-secretíng cells significantly re-
duced the loss of PPE-positive neurons in all the regions
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FIG. 7. BDNF, NT-3, and NT-4/5 prevent with similar efficiency
the loss of PPTA-positive neurons induced by QUIN (Q) injec-
tions. A: F3A-MT (MT) control. Bar = 20 pm. B: Grafting of the
MT cell line did not prevent the loss of PPTA-positive neurons in
the Q-injected striata. However, ali of the neurotrophln cell
lines—F3N-BDNF (BDNF; C), F3A-NT3 (NT-3; D), and F3A-
NT4/5 (NT-4; E)—prevented the degeneration of neurons ex-
pressing PPTA mRNA Photomicrographs show the first región
where labeled neurons were counted. F: Mean ± SEM (bars)
density (n = 4 animáis per condition) of PPTA-positive neurons.
*p < 0.01 compared with MT; +p < 0.05, ++p < 0.01 compared
with MT+Q by Kruskal-Wallis ANOVA followed by Mann-Whit-
ney U test.
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excitotoxicity. In contrast, NT-3 and NT-4/5 do not pre-
vent the loss of DYN-positive neurons and are less
efficient than BDNF at protecting GAD-positive neu-
rons.
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. É 4 Although an indirect action of neurotrophins cannot be
ruled out, our results could be explained by a direct
action of BDNF, NT-3, and NT-4/5 on striatal projection
neurons because they express both TrkB and TrkC but
not TrkA receptors (Merlio et al., 1992). In agreement
with our data, in vitro studies have shown that BDNF,
NT-3, and NT-4/5 promote the survival of striatal
GABAergic neurons (Widmer and Hefti, 1994; Venti-
miglia et al., 1995), that NT-4/5 prevenís the death of
substance P-containing striatal neurons (Ardelt et al.,
1994), and that neurotrophins protect striatal projection
neurons from differcnt types of injury (Nakao et al.,
1995a,b). With regard to in vivo studies, BDNF (Mar-
tínez-Serrano and Bjorklund, 1996; Bemelmans et al.,
1999) and NT-4/5 (Alexi et al., 1997) have been found to
prevent the degeneration of striatal projection neurons
induced by intrastriatal QUIN injection. However, some
other studies failed to detect any effect of BDNF (Frim
et al., 1993; Anderson et al., 1996) or NT-3 (Anderson
et al., 1996). In the latter cases, methodological differ-
enees, including the parameters used to assess neuronal
rescue, the severity of the lesión, and/or the high doses of
neurotrophins, can account for the absence of effeets. In
fact, it has been shown that long exposure to high doses
of BDNF induces a desensitization of TrkB in vivo
(Frank et al., 1996; Knüsel et al., 1996) and down-
regulates TrkB mRNA or desensitizes TrkB in vitro
(Cárter et al., 1995; Frank et al., 1996), suggesting that
treatment with high doses of BDNF or NT-3 for ex-
tended periods may reduce TrkB and TrkC responsive-
ness to neurotrophins. Instead, exposure to lower doses
of BDNF in vivo does not down-regulate the BDNF
response (Knüsel et al., 1996), TrkB expression is in-
duced (Ferrer et al., 1998), and striatal projection neu-
rons are protected from QUIN excitotoxicity (Martínez-
Serrano and Bjorklund, 1996; Bemelmans et al., 1999;
present study). Thus, low doses of BDNF seem to be not
only sufñcient, but also necessary, to actívate efficiently
TrkB and exploit all the therapeutic potential of this
trophic factor.
From a functíonal point of view, BDNF has been

reported to be anterogradely transported to the striatum
from the cerebral cortex (Altar et al., 1997), and low
levels of neurotrophins are known to be expressed in the
striatum and in the targets of striatal projection neurons,
pallidum, and substantía nigra (Miranda et al., 1993;
Seroogy and Gall, 1993; Timmusk et al., 1993). To
explore whether neurotrophins could elicit functíonal
responses on striatal projection neurons from these sites,
we have previously delivered neurotrophins either in the
substantía nigra (Arenas et al., 1996) or in the striatum
(Pérez-Navarro et al., 1999a). Our results showed that
neurotrophins are able to regúlate the phenotype of stri-
atal projection neurons both in a target-derived or in an
autocrine/paracrine fashion. In the present study we now
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FIG. 8. BDNF prevents the losa of DYN-positive neurons in-
duced by QUIN (Q) excitoxicrty. All photomicrographs show the
first región where cell counting was performed. A: F3A-MT (MT)
control. Bar = 20 /¿m. Grafting of MT (B), F3A-NT3 (NT-3; D), or
F3A-NT4/5 (NT-4; E) cell lines did not prevent the loss of DYN-
positive neurons in the Q-injected striata. Instead, grafting of the
F3N-BDNF cell line (BDNF; C) prevented the loss of neurons
expressing DYN mRNA F: Mean ± SEM (bars) density (n = 4
animáis per condition) of DYN-positive neurons. *p < 0.01 com-
pared with MT; +p < 0.05, ++p < 0.01 compared with MT+Q by
Kruskal-Wallis ANOVA followed by Mann-Whitney U test.

number ofDYN-positive neurons in regions 1-3, respec-
tiyely (Fig. 8F). Only F3N-BDNF grafts prevented the
QUIN-induced death of DYN-positive neurons (compare '
Fig. 8C with B, D, and E, and see Fig. 8F). The overall
response in the firstmillimeter was a protection of ~52%
for BDNF.

DLSCUSSION

In the present report we show that neurotrophins de-
crease the number of TUNEL-positíve nuclei in the stri-
atum, reduce the lesión size, and differentíally prevent
the loss of striatal projection neurons from intrastriatal
QUIN injection. BDNF is the most efficient factor at
preventing cell death and the factor with the broadest
neuroprotectíve actívity on striatal projection neurons. In
situ hybridization studies show that BDNF can protect all
populatíons of striatal projection neurons from QUIN
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show that neurotrophins can also act within the striatum
as autocrine/paracrine survival factors to prevent the
degeneration of striatal projection neurons. Such a mode
of action is in agreement with the presence of recurrent
axon collaterals of striatal projection neurons within the
striatum. Comparison of the effects of neurotrophins on
the phenotype (Pérez-Navarro et al., 1999a) and survival
(present study) of striatal projection neurons shows that
these functions are differentially regulated by a given
neurotrophin, suggesting independent mechanisms of ac-
tion. For instance, NT-4/5 protected PPE- and GAD-
positive neurons only in the first región examined
(present study), whereas this neurotrophin also prevented
the decrease in the soma area of PPE- and GAD-positive
neurons induced by QUIN in all the regions examined
(Pérez-Navarro et al., 1999a). Furthermore, NT-3
showed greater effects than BDNF and NT-4 at regulat-
ing the phenotype of striatal neurons (Pérez-Navarro
et al., 1999a), whereas we show here that BDNF is the
most efficient factor at preventing the loss of striatal
neurons. Thus, our results are in agreement with the
concept that binding of neurotrophins to their receptors
actívales different intracellular pathways to induce sur-
vival and/or differentíation (for review, see Segal and
Greenberg, 1996; Springer and Kitzman, 1998).
Excitotoxicity, oxidative stress, impaired energy me-

tabolism, and caspase actívation have been proposed as
mechanisms to explain neurodegeneration in HD (Gold-
berg et al., 1996; Petersén et al., 1999). The last possi-
bility has recently received much attentíon because inhi-
bition of caspase-1 was found to slow disease progres-
sion in a mouse model of HD (Ona et al., 1999).
Furthermore, some reports have shown that neuroüophic
factors can exert their protective effects by modifying
caspase actívity in vitro (Tamatani et al., 1998) and in
vivo (Han et al, 2000). Thus, all current available data
suggest that inappropriate apoptosis may take place in
HD and that neurotrophins may be able to prevent cell
death by actívating similar molecular mechanisms as
during development. In agreement with this possibility,
the regulation and function of neurotrophin receptors
during development and regeneration also seem to be
similar. For instance, TrkB protein is developmentally
régulated in the striatum (Constantini et al., 1999), and
írfcB-null mutant mice showed increased striatal apopto-
tic cell death during development (Alcántara et al.,
1998). Similarly, we recently found that TrkB expression
was up-regulated by intrastriatal QUIN injection (Canals
et al., 1999) and that both TrkB ligands, BDNF and
NT-4/5, regúlate the phenotype of striatal projection
neurons (Pérez-Navarro et al., 1999a) and promote their
survival (present study). Thus, combined, all these data
suggest an important role of neurotrophins, and in par-
tícular of TrkB ligands, both during development and
regeneration of striatal neurons.
In conclusión, the present woik shows that BDNF,

NT-3, and NT-4/5 differentially prevent the death of
identified striatal projection neurons and that BDNF is
the most efficient neurotrophin in promoting survival of

striatal projection neurons. Thus, our findings suggest
that continuous supply of low doses of BDNF might be
beneficial for the treatment of neurological disorders
affecting striatal projection neurons.
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The cerebral cortex expresses múltiple members of the neurotrophin family
and their receptors, which particípate in the establishment and maintenance of
neuronal circuits. Here we describe cortical changes in the expression of brain-
derived neurotrophic factor (BDNF), neurotrophin-3 (NT-3) and their receptors
after intrastriatal injection of several glutamate receptor agonists: quinolinate,
kainate, a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionate (AMPA) and trans-

(1S,3R)-1-aminocyclopentane-1,3-dicarboxylic acid (ACPD). Each neurotrophin
and receptor showed specific patterns of expression in cortical layers depending
on the agonist injected. Changes in BDNF and NT-3 mRNA levels were induced in
cortical neurons only when the striatum was lesioned with quinolinate or kainate.
However, whereas kainate increased the expression of both neurotrophins, the
striatal injection of quinolinate upregulated BDNF but downregulated NT-3. In

contrast, both TrkB isoforms increased in the cortex after intrastriatal injection of
each glutamate receptor agonist. Changes in cortical TrkB expression were

ligand-independent and were not related to the severity of striatal damage.
Increased levels of TrkC were observed after intrastriatal injection of those

glutamate receptor agonists, AMPA or ACPD, which did not modify the levels of
cortical NT-3 expression. In conclusión, the present findings show a complex

trophic response in the cortex after striatal injury, suggesting that cortical
neurons use múltiple and specific neurotrophic signáis to direct adult plasticity.
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Introduction

Each layer of mammalian cerebral cortex contains a unique assembly of neuronal types with
characteristic axonal projections, physiological properties, and dendritic arbors. Development of
these neuronal populations is specifically regulated by members of the neurotrophin family which
includes nerve growth factor (NGF), brain-derived neurotrophic factor (BDNF), neurotrophin-3

(NT-3) and neurotrophin-4/5 (NT-4/5), and dendritic growth response to each neurotrophin
differs across the six layers of the cortex (Snider 1994; Bonhoeffer 1996; Reichardt and Fariñas,

1997; McAllister et al., 1999). Cortical layers display different pattems of expression of

neurotrophins and their receptors during development and in adulthood (Merüo et al., 1992;
Miranda et al., 1993; Schmidt-Kastner et al., 1996; Friedman et al., 1998; Pitts and Miller, 2000).
The regulation of neurotrophins and their receptors, TrkA, TrkB and TrkC, contributes to the
maintenance of the adult cortex (Yuste and Sur, 1999; Xu et al., 2000). Moreover, BDNF and
NT-3 have been implicated in the regulation of adult synaptic activity (Thoenen 1995;
Bonhoeffer 1996; McAllister et al., 1999; Lodovichi et al., 2000). Thus, BDNF increases the
stimulation of evoked release of glutamate (Takei et al., 1997), whereas NT-3 reduces the

synaptic transmission mediated by y-aminobutyric acid (GABA) in cortical neurons (Kim et al.,

1994). It has been postulated that reciprocal regulation between neurotrophin expression and
neuronal activity may opérate to modulate synaptic efficacy (Kim et al., 1994).

Several lines of evidence implicate neurotrophins as mediators of cortical structural plasticity
in degenerative paradigms (Lindvall et al, 1994; Giehl et al, 1998; Kokaia et al, 1998; Schütte
et al., 2000; Canals et al, 2001). It has also been shown that levels ofBDNF mRNA increase in
cortical neurons añer brain insults, including epileptic seizures, cerebral ischemia, excitotoxicity
and traumatic injury (Lindvall et al., 1994; Isackson 1995; Rocamora et al., 1996; Kokaia et al,

1998; Checa et al, 2000; Canals et al., 2001). In contrast, seizure activity reduces NT-3 mRNA

expression in cortical and hippocampal neurons (Castren et al, 1993; Lindvall et al., 1994;
Rocamora et al., 1994; Elmer et al., 1996). Transient changes in the high affinity neurotrophin

receptors, Trks, have also been described añer similar manipulations (Bengzon et al., 1993;
Merüo et al, 1993). As neurotrophins are reported to protect against cortical damage (Cheng and
Mattson, 1994; Kume et al., 1997), endogenous changes in neurotrophin expression may be a

neuroprotective response (Lindvall et al., 1994). Furthermore, it has been postulated that
enhancement of BDNF in the cortex may be involved in protection of striatal neurons against
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damage via anterograde transport throughthe corticostriatal pathway (Altar and DiStefano, 1998;
Kokaia et al., 1998; Canals et al., 2001).

The corticostriatal connection is formed by aíFerents from all areas of the cerebral cortex,
which regúlate neuronal activity in striatal neurons via glutamate release. Pyramidal neurons in

layer V provide the main neo- and mesocortical projection to the striatum, but additional inputs
come from layers II/III and VI (Gerfen 1992). Glutamate, the most prevalent excitatory amino
acid in the brain, activates both ionotropic and metabotropic receptor subtypes. Excessive
activation of glutamate receptors in the striatum produces selective degeneration of striatal

projection neurons which resembles Huntington’s disease (HD) (DiFiglia 1990; Beal et al.,

1991). The lesions are confined to neuronal cell bodies, do not affect traversing or afferent fibers
and appear to spare non-neuronal elements such as glia (Beal et al., 1991). However, this

neurodegenerative disease does not only affect the striatum. In HD cerebral cortex a reduction of
area (de la Monte et al., 1988) and a loss of pyramidal neurons (Cudkowicz and Kowall, 1990)
have been described. Whether this degeneration is a primary effect of the illness or secondary to
striatal degeneration is unknown.

Recent reports suggest that the pathogenesis of some human neurodegenerative disorders is
due to an alteration in neurotrophic factor or Trk receptor levels (for review: Connor and

Dragunow, 1998). Reduction in BDNF has been described in the brains ofHD patients (Ferrer et

al., 2000). Moreover, the levels of BDNF, NT-3 and their receptors are also reduced in post-

mortem cortex and hipocampus of Alzheimer’s disease patients (Connor and Dragunow, 1998).
These fmdings indicate that strategies that increase the levels of neurotrophic factors and their

receptors could enhance neuronal survival during neurodegenerative processes. Here we examine

endogenous changes in the expression of BDNF, NT-3 and their receptors in the cerebral cortex
after intrastriatal injection of several glutamate receptor agonists. We observed specific pattems

of regulation of expression for neurotrophins and their receptors in the cortex ipsilateral to each

agonist-injected striatum. Since the doses we used do not produce cortical degeneration (Canals
et al., 2001), our fmdings indicate that a combined trophic response may be involved in the

protection ofcortical neurons after target striatal damage.
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Materials and Methods

Animal treatment

Male Sprague-Dawley rats (170-210 g) were anesthetized with pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) and

placed in a David Kopf stereotaxic apparatus (DK 900) with the incisor bar 5 mm above the
interaural line. We used 4-7 animáis for each condition and time point studied. Glutamate

receptor agonists: quinolinate (QUIN, 68 nmol, Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO), kainate

(KA, 6 nmol, Sigma), a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionate (AMPA, 6 nmol,
Research Biochemicals International (RBI), Natick, MA) or trans-(lS,3R)-l-aminocyclopentane-

1,3-dicarboxylic acid (ACPD, 100 nmol, RBI) were injected in a volume of 1 pl into the left

striatum at two coordinates (AP (anterioposterior), +2.3 and L (lateral), -2.4 from bregma, and
DV (dorsoventral) - 5.0 from dura; AP, +1.3 and L, -3.0 from bregma, and DV - 5.0 from dura)
as reported elsewhere (Canals et al., 1998). Agonists were injected at 0.5 pl/min, and the needle
was left in place for a further 3 min before being slowly withdrawn. Control animáis were

injected with 1 pl ofphosphate buffered saline (PBS), pH, 7.5.
After lesioning, animáis were housed separately with access to food and water ad libitum in a

colony room maintained at constant temperature (19-22°C) and humidity (40-50%) on a 12:12 h

light/dark cycle. All animal-related procedures were in accordance with the European
Communities Coxmcil Directive (86/609/EEC) for the care and use of laboratory animáis and

approved by the local animal care committee (C.E.E.A.; Comité Étic d’Experimentació Animal)
of the Universitat de Barcelona (99/01) and by the Generalitat de Catalunya (99/1094).

RNaseprotection assay.

Rats were deeply anesthetized in a CO2 chamber and killed by decapitation at 2,4,6,10,16 or 24
h after injury. Brains were removed and the cerebral cortex was quickly dissected out, frozen on

dry ice, and stored at -80 °C. Total RNA was isolated by the guanidine isothiocyanate method

(Chomczynski and Sacchi, 1987). Neurotrophin and Trk mRNA levels were estimated by RNase

protection assay using the RPAII Kit (Ambion Inc., Austin, TX) as described previously (Canals
et al., 1998; Canals et al., 1999). Antisense cRNA probes for BDNF, NT-3, TrkB and TrkC were

prepared as described (Laurenzi et al., 1994; Lindefors et al., 1995). We used a probe (TrkB all)
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for TrkB that recognizes the fiill-length and the tnmcated form of TrkB receptor separately

(Lindefors et al, 1995), and the probe used in the present study for TrkC recognizes all isoforms
of the receptor. To standardize the amount of mRNA in each lañe, an antisense cRNA probe

detecting the glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) transcript was prepared as

described elsewhere (Canals et al., 1998). In each reaction, total RNA (25 pg for BDNF and

NT-3 and 15 pg for TrkB and TrkC) was hybridized at 42°C for 16 h to one of the neurotrophin
or neurotrophin receptor antisense cRNA probes together with the GAPDH cRNA probe.
Protected fragments were separated on 4% polyacrylamide gels in denaturing conditions, and
BIOMAX (Eastman Kodak, Rochester, NY) films were exposed to the gels at -80°C with an

intensifying screen for 15 days. The optical density of the autoradiograms was quantified by
Phoretix ID gel analysis (Phoretix International Ltd., Newcastle, UK). Results were normalized
to the mean of sham-injected animáis and expressed as a percentage of these data. Statistical

analysis was performed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by LSD (least

significant difference t test) post-hoc test.

In situ hybridization studies.
In order to localize the changes in the expression of neurotrophins and their receptors, we

performed in situ hybridization at the time point when mRNA levels were maximal. Thus,
animáis were killed 4, 6 or 10 h after injection depending on the glutamate receptor agonist

injected and on the neurotrophin or receptor analyzed. Brains were dissected out and fiozen in

dry-ice cooled isopentane. Serial horizontal cryostat sections (14 pm) were processed for

hybridization with a radioactive riboprobe as follows. First, tissue sections were postfixed in 4%

paraformaldehyde for 15 min. After three washes in PBS, slices were deproteinated in 0.2 M HC1
for 10 min, acetylated with 0.25% acetic anhydride in 0.1 M ethanolamine for 10 min and

dehydrated with increasing concentrations of ethanol. Sections were incubated for 16 h in a

humidified chamber at 53°C with 3 x 105 cpm of antisense probe in 150 pl of hybridization
cocktail (50% formamide, 20 mM Tris-HCl, pH 7.6, 1 mM EDTA, pH 8.0, 0.3 M NaCl, 0.1 M

dithiothreitol, 0.5 mg/ml yeast tRNA, 0.1 mg/ml polyA RNA, lx Denhardt’s solution, and 10%
dextran sulfate). Antisense cRNA probe to detect the transcripts ofBDNF, NT-3, TrkB or TrkC
was prepared by in vitro transcription using T7 or T3 RNA polymerase (Promega, Madison, WI)
and [35S]-UTP (Amersham Pharmacia Biotech, Upsala, Sweden). We used two probes to localize
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the changes in expression of TrkB receptor. The fírst probe was the same that was used in RNase

protection assay (TrkB all), which recognizes the two isoforms ofBDNF receptor and the second
one was a specific probe for the tyrosine-kinase domain, which detects only full-length receptor

(TrkB kin). For TrkC receptor we used a probe that detects all isoforms of this receptor. For
control experiments, sense cRNA probe was obtained by in vitro transcription. After

hybridization, slices were fírst washed at room temperature in lx SSC followed by two washes in
lx SSC at 63°C for 15 min each. Single-stranded RNA was digested by RNase treatment (40

pg/ml) for 30 min at 37°C in 0.5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7.6, 2 mM EDTA. Tissue was

washed twice in lx SSC in 63°C for 10 min and then dehydrated in ethanol and air-dried. p-Max

x-ray film (Amersham Pharmacia Biotech) was exposed to slices for 20-30 days. The sections
were dipped in LM-1 photoemulsion (Amersham Pharmacia Biotech), exposed at 4°C for 2

months, developed with DI9 (Kodak), fixed and counterstained with cresyl violet staining.

Triple labelingformRNA expression andNeuNand GFAP immunohistochemistry
Some sections were processed for immunohistochemistry after the in situ hybridization.

Immediately after the last wash in SSC, the slides were coincubated with the primary antibodies
to GFAP (1:500, Dako A/S, Glostrup, Germany) and NeuN (1:100, Chemicon, Temecula, CA)

ovemight at 4°C as described (Canals et al., 2001). After three washes in PBS, the sections were

coincubated with both secondary antibodies (anti-rabbit-FICT conjugated, 1:100, Vector

laboratories, Burlingame, CA; and anti-mouse-Texas Red conjugated, 1:100, Jackson
Immunoresearch Laboratories Inc., West Grove, PE), washed ovemight in PBS and dipped as

mentioned above. Triple labeling analysis was performed using a confocal microscope.

Results

BDNF and NT-3 are distinctly regulated by cortical neurons after striatal excitotoxicity
To examine BDNF and NT-3 expression in the cerebral cortex following intrastriatal

injection of QUIN, KA, AMPA or ACPD, we performed a sensitive RNase protection assay.

Intrastriatal injection of QUIN or KA produced different changes in BNDF and NT-3 expression
in the cerebral cortex (Fig. L4, B). In contrast, striatal AMPA or ACPD induced no changes in
cortical expression of these two neurotrophins (Fig. 1C, D). The lesión of the striatum with QUIN
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increased BDNF expression to three times the basal levels at 6 h. However, NT-3 expression
decreased in the ipsilateral cortex at the same time point (30 ± 3%). Intrastriatal injection of KA

upregulated both BDNF and NT-3 cortical mRNA levels, with a máximum at 6 h (524 ± 115%)
and 10 h (203 ± 64%), respectively.
In order to localize the cortical changes of neurotrophin expression we performed in situ

hybridization studies. High levels of BDNF expression were detected in the cortex ipsilateral to

QUIN- or KA-lesioned striata (Fig. 2A, B). In this case, both glutamate receptor agonists

produced a similar pattem ofexpression along the cerebral cortex (Fig. 2A, B). Low levels ofNT-
3 expression were detected by in situ hybridization in the contralateral (non-injected) hemisphere

(Fig. 2C, D; right hemisphere), which hindered the identification of areas where NT-3 was

downregulated. We detected decreased levels of NT-3 expression only in the piriform cortex

ipsilateral to QUIN-injected striata (Fig. 2C, E). In the KA injected animáis, NT-3 expression
was increased in layer VI of the frontal and parietal cortex, and in layer II-III of the entorhinal
cortex. In these areas, we localized the NT-3 upregulation in neurons (NeuN-positive cells) but
not in astroglial cells (GFAP-positive cells) (Fig. 2F, 1). Remarkably, no change of BDNF or NT-
3 expression was observed in the hippocampus, a high susceptible zone to the excitotoxicity (Fig.

2A-D), which does not connect to the striatum.

Thus, our fíndings showed a differential regulation of cortical BDNF and NT-3 in response to

striatal damage by glutamate receptor agonists. We therefore tested whether the expression of the

high-affinity receptors for these neurotrophins was also modified by striatal insult.

Cortical TrkB mRNA upregulation is induced in the cerebral cortex after injection of all

glutamate receptor agonists into the striatum
In the RNase protection assay, all four glutamate receptor agonists produced an early and
transient increase of expression of both TrkB isoforms with a similar pattem (Fig. 3). Intrastriatal

injection of QUIN increased cortical levels of full-length TrkB expression to about twice the
control levels at 6 h (Fig.3^4). The truncated form of TrkB receptor was also upregulated with the
máximum 4 h after striatal lesión (Fig. 3A). Similarly, animáis injected with KA or AMPA
showed increased levels of both TrkB isoforms (Fig. 3B and C, respectively). The greatest

increase in the full-length TrkB receptor was observed 4 h after injection of KA (243 ± 57%;

Fig. 3B). ACPD also increased both forms of TrkB receptor (Fig. 3D). The intrastriatal injection
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of ACPD showed a high increase of full-length TrkB mRNA, to maximal levels at 2 h (228 ±

38%; Fig. 3D). The cortical expression of truncated TrkB receptor also increased between 4 and 6
h after intrastriatal injection ofACPD (194 + 38 % and 174 ± 41%, respectively; Fig. 3D).
In situ hybridization studies showed the same profile of TrkB receptor expression in cortical

areas añer striatal injection ofeach glutamate receptor agonist tested (Fig. 4 and 5). However, the
two probes used (TrkB kin and TrkB all) showed different pattems of expression (Fig. 5). Using
the TrkB fon-probe, we detected that the TrkB isoform that contain the catalytic domain was

mainly upregulated in neocortical layers II-III, V and VI (Fig. 5). Full-length TrkB receptor
levels were highest in the cortex of KA injected animáis, mainly in layer II-III (Fig. 5Q.

However, TrkB «//-probé revealed TrkB expression in all layers except in the molecular. These
results demónstrate that only the truncated form was upregulated in layer IV, since no increase in

expression was detected for the TrkB fon-probé (Fig. 5B-E). However, we cannot elucidate
whether the truncated isoform is also expressed in layers II-III, V and VI.

Triple labeling showed that the increase in the high-affinity receptor for BDNF was mainly
localized in cortical neurons (Fig. 6). There were no differences at the cellular level between the
two probes used for in situ hybridization (compare Fig. 6A and E). High levels of TrkB

expression were detected in NeuN-positive cells, whereas no changes in expression were

observed in GFAP-positive cells (Fig. 6).

TrkC expression was upregulated in the cortex after intrastriatal injection of AMPA or

ACPD

TrkC is the high-affinity neurotrophin receptor preferred by NT-3. We studied whether this

receptor was selectively upregulated in the cerebral cortex añer intrastriatal injection of

glutamate receptor agonists. There was an increase in the expression ofTrkC following AMPA or

ACPD striatal lesión (Fig. 7C, D). Intrastriatal injection of AMPA produced cortical TrkC

upregulation between 4 and 6 h (Fig. 7Q. This increase was 257 + 50% over control levels at 6 h,
when the levels were maximal. The highest levels of cortical TrkC after ACPD striatal lesión
were also observed at 6 h, reaching a 215 ± 55% over PBS injected animáis (Fig. ID).

High levels of TrkC mRNA were observed in the cingulate cortex ipsilateral to AMPA- or

ACPD-injected striata (Fig. 8C, D). This upregulation of TrkC expression was localized to

cortical neurons of the cingulate area after intrastriatal injection of AMPA (Fig. 8E) or ACPD
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(data not shown). Levels of TrkC expression were also increased in the layers II-III, V and VI
from fronto-parietal to temporal cortex (Fig. 8F-H). In these cortical areas, we observed
colocalization of TrkC expression on NeuN-positive cells (data not shown). No expression of
TrkC was detected in cortical layer IV (Fig. 8F-H).

Discussion

Here we demónstrate that striatal damage produced by glutamate receptor agonists stimulates a

specific autocrine/paracrine trophic response in the cerebral cortex. This transynaptic regulation

differentially affects neurotrophins and their receptors, and it is localized to neurons in particular
cortical layers. These results indicate that a complex endogenous trophic response is induced in
the cortex following target striatal damage.

The expression of BDNF and NT-3 in cortex was modified after intrastriatal injection of the

N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor agonist, QUIN, or the non-NMDA, KA. In contrast, no

such change was induced by AMPA or ACPD, which act through non-NMDA and metabotropic

glutamate receptors, respectively. Although cortical BDNF and NT-3 rhRNA levels were

upregulated by striatal KA-injection, these changes were localized to different regions of the
cerebral cortex. In contrast, striatal excitotoxicity induced by QUIN upregulated the expression of
cortical BDNF but downregulated the levels of NT-3 mRNA in cortex. Differences in the

regulation ofBDNF and NT-3 mRNA levels have been described previously in other brain nuclei

(Rocamora et al., 1994; Canals et al., 1998). Moreover, BDNF and NT-3 have opposite effects on
cortical dendritic arbors (McAllister et al, 1997). Thus, these changes in expression ofNT-3 and
BDNF may reflect the importance of each neurotrophin for specific cortical areas, as they have
been described previously in different excitotoxic paradigms (Rocamora et al., 1994; Checa et

al., 2000). Taken together, these findings indícate that specific and combined regulation of

neurotrophins is induced depending on the neuronal populations affected in the striatum. In fact,

trophic dependencies in the adult CNS may be altered by several insults and that the lack of target
support could be compensated by the enhancement of autocrine/paracrine trophic factors (Giehl

etal., 1998; Schütte etal., 2000).

Trophic support can also be obtained by regulating the expression of neurotrophin receptors.

Thus, both the full-length and truncated forms of cortical TrkB receptor were upregulated after
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lesioning the striatum. Controversial roles have been attributed to the truncated form in the CNS.

Mechanistically, truncated receptors might function as negative regulators of full-length TrkB as

demonstrated in vitro (BifFo et al., 1995; Eide et al., 1996; Fryer et al., 1997). This function has
been attributed to non-neuronal cells (Fryer et al., 1997) that express one of the two truncated
isoforms, the TI (Middlemas et al., 1991; Frisén et al., 1993). Altematively, truncated TrkB

receptors may induce their own signaling independent of the lull-length receptor form (Baxter et

al., 1997). Moreover, full-length TrkB and the other truncated form, T2 (Middlemas et al.,

1991), were mainly detected in neurons (Frisén et al., 1993; Armanini et al., 1995; Biffo et al.,

1995; Alderson et al., 2000). Our present results showed that the increase of both forms took

place in cortical neurons following striatal injury. In addition, the upregulation of the trúncate

receptor in layer IV suggest a direct trophic action through this isoform of TrkB. Thus, the
different pattem of expression of the two forms of this receptor in cortical layers could be
attributed to specific requirements of each neuronal population. Indeed, it has been described that
truncated and full-length TrkB receptors regúlate distinct modes of dendritic growth (Yacoubian
and Lo, 2000).

TrkC, the high-affinity receptor for NT-3 showed a high specific response to the glutamate

receptor stimulated, since it only upregulated following striatal injection of AMPA or ACPD.
Consistent with these results, TrkB and TrkC receptors show differential regulation in various
brain injury paradigms such as kindling- or KA-induced seizures (Barbany and Persson, 1993;
Merüo et al., 1993). In addition, the glutamate receptor agonists that induced changes in TrkC
mRNA did not change the NT-3 expression and vice-versa. These results indícate that cortical
neurons may modify their trophic dependencies either by changing the levels of NT-3 or the

expression of the high-affinity receptor, TrkC.
The major hypotheses for the functional effects of the insult-induced neurotrophin changes are

protection against neuronal damage and stimulation of sprouting and synaptic reorganization

(Lindvall et al., 1994). In particular, it has been proposed that changes in cortical BDNF could

play a role in survival of cortical and striatal neurons (Altar and DiStefano, 1998; Kokaia et al.,
1998; Canals et al., 2001). However, the present findings demonstrating a specific regulation of
Trk receptors in the cortex argüe in favor of local trophic actions. Therefore, the increase of

neurotrophins and Trk receptors might constitute an autocrine/paracrine trophic response of
cortical neurons since BDNF and NT-3 protect these cells from various types of insult (Kume et
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al, 1997). In keeping with this view, no loss of cortical neurons was observed after intrastriatal
excitotoxic lesión, suggesting that other sources of trophic factors could supply the lack of the

target-area (Canals et al., 2001).
Variations in the expression of neurotrophins and their receptors can also be interpreted as

plástic changes and refinement of the efficacy of synaptic transmission (for review: McAllister et

al., 1999). Our results show an independent regulation of cortical neurotrophins and their

receptors after excitotoxic lesión in the striatum. Moreover, we did not observe any correlation
between the severity of the striatal damage and the regulation of Trk receptors in cortex. Thus,
another plausible explanation is that activity-dependent regulation of neurotrophic factors
modulates a plástic adaptation in the cortex. The injection of glutamate receptor agonist in the
striatum modifies a complex network formed by discrete and finely arranged connections through
the cortico-basal ganglia-cortical loop (Parent and Hazrati, 1995). This circuitry is essential for
the proper selection and execution of a desired movement through a sequence of excitatory and

inhibitory events. BDNF and NT-3 seem particularly qualified to medíate activity-dependent
interactions between cortical neurons (Bonhoeffer 1996; Marty et al., 1997; McAllister et al.,

1999). Therefore, our results indícate that cortical changes in neurotrophin expression and their

receptors after striatal injection may particípate in the modulation of synaptic transmission in the
cortico-basal ganglia-cortical loop.
In conclusión, the present data demónstrate a highly specific cortical trophic response to the

lesión of its target-area, the striatum, suggesting that a refinement of trophic signáis modulates
adult plasticity in the cortex. Analyses of neurotrophin expression in animal models of

neurodegenerative diseases may help fiiture understanding of the mechanisms responsible for
brain disease and the development of neuroprotective treatments. Stimulation of endogenous

production ofneurotrophins and Trk receptors may be a good therapeutic approach to prevent the

progression ofcortical neurodegenerative diseases.
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Figure 1. Time-course of BDNF and NT-3 mRNA levels in the ipsilateral cortex of glutamate receptor agonist-injected striata.

QUIN (A), KA (B), AMPA (C) or ACPD (D) were injected ¡nto the striatum at two coordinates as indicated in Materials and Methods.

QUIN upregulated BDNF expression but downregulated NT-3 (A). KA stríatal injury produced upregulation of both BDNF and NT-3

mRNA levels (B). No significant changes in BDNF or NT-3 mRNA levels were observed in the cortex Ipsilateral to AMPA- or ACPD-

injected striata (C, D, respectively). Valúes are represented as mean ± S.E.M. (* p<0.05).
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Figure 2. Changes in expression of BDNF and NT-3 are localized to neurons of different cortical areas following striatal injury
with QUIN or KA. BDNF mRNA is upregulated in the cortex ipsilateral to excitotoxic lesión induced in the striatum by QUIN (A) or KA

(B). High levels of BDNF expression were detected in all cortical areas of the lesioned hemisphere (left hemisphere, A, B). Although
the levels of NT-3 were low in control cortex, reduced expression of NT-3 was observed in the piriform cortex after striatal

QUIN-injection (C, £). In contrast, NT-3 expression increased in the cortex ipsilateral to KA-injected striata (D, F-l). This
enhancement of NT-3 mRNA was mainly localized to the entorhinal cortex (F) and layer VI of the fronto-parietal cortex (G, I). NT-3

expression (white) was mainly localized to NeuN-positive cells (red) whereas GFAP-positive astrocytes (greerí) were negative (F, /).
However, some cortical neurons upregulated NT-3 expression (cióse arrows) while others did not (open arrows\ H, I).
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Figure 3. Both forms of TrkB receptor were upregulated in cortex following intrastriatal ¡njection of QUIN (A), KA (B), AMPA (C) or

ACPD (O). A probe that recognizes the two TrkB forms separately allowed us to characteríze the expression of the catalytic and the

truncated from of the receptor. The highest levels of full-length mRNA were observed in cortex after KA-striatal injury (B). However,

the truncated form showed the largest cortical expression at 4 h ¡n the ACPD injected animáis. Valúes represent means ± S.E.M. (+

p<0.05 for Trúncate and * p<0.05 for Full-length compare to control).
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Figure 4. TrkB mRNA levels ¡ncreased in the cortex ipsilateral to glutamate receptor agonist-injected striata with QUIN (A), KA

(B), AMPA (C) and ACPD (D). Autoradiograms showing a 20-day exposure of coronal sections through brains receiving

intrastriatal ¡njection of glutamate receptor agonists. No regional differences were observed between the two probes used; one

recognlzes the full-length form (TrkB kin) and the other deteets both isoforms of the TrkB receptor (TrkB all). The same pattern of

TrkB expresslon was observed in all the conditions studled.
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Figure 5. Distribution of truncated and full-length TrkB isoforms in cortical layers. Dark-field of in situ hybridization showed

differences in TrkB-isoforms expression in cortical layers of sham injected animáis (A). Using the probe that recognizes both

truncated and full-length isoforms (TrkB all) we detected expression of TrkB receptor in layer IV, which was not detected with the

probe that only recognize the full-length form (TrkB kin; A). The differences between receptor isoforms were more evident after

intrastriatal injection of glutamate receptor agonist (B-E).
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Figure 6. Both TrkB isoforms increased in neurons following striatal excitotoxic injury. Photomicrographs showing triple-labeling of

cortical layer ll-lll. NeuN-positive neurons are labeled in red, GFAP-positive astrocytes are labeled in green, and white corresponds

to the BDNF hybridization signal as assessed by radioactive hybridization in situ. Using a probe that only recognizes the full-length

isoform of the BDNF receptor (TrkB kirí), the ¡ncrease in signal was localized to cortical neurons (A). In addition, using the probe that

recognizes both receptor isoforms, enhanced TrkB expression was also detected in neurons (TrkB all] B).
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Figure 7. Changes of TrkC mRNA were complementary to the expression of its ligand, NT-3, in cortex after striatal injection of

different glutamate receptor agonists. Thus, the glutamate receptor agonists that modified the levels of NT-3 mRNA, QUIN (A) and

KA (S), did not change the expression of TrkC receptor. The highest changes in cortical TrkC expression were observed 6 h after

intrastriatal injection of AMPA (C). High levels of this receptor mRNA were also observed in the ipsilateral cortex to ACPD-lesioned

striata (D). Closed-triangles represent the data from sham-injected rats whereas open-circles represent the results from animáis

injected with glutamate receptor agonist. Valúes are represented as mean ± S.E.M. (* p<0.05).
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Figure 8. In situ hybridization showed changes of TrkC mRNA in cortical areas that project to the striatum. Expression of the

receptor for NT-3 increased in the fronto-parietal, temporal and cingulate cortex (A, B). Dark-field showed high levels of TrkC

expression in the cingulate area (C, D). The increase was higher in the ipsilateral cortex of AMPA-injected animáis (C). In fronto-

parietal and temporal areas the increase in TrkC expression was detected in layers ll-lll, V and VI (F-H). Triple labeling showed

that the enhancement of TrkC expression was localized to neurons (E).
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ABSTRACT

Some neurons die afler lesión of their afferents or efferents. This transneuronal

degeneration takes place in several neurodegeneratives disordes amplifying the

patHology. Excitotoxic lesions of the striatum have been shown to result in delayed

death of neurons in the substantia nigra pars reticulata without neuronal loss in the pars

compacta. Dopaminergic nigral cells synthesize BDNF and this neurotrophin can

prevent the loss of nigral neurons after different insults. We have studied changes in the

expression pattem of BDNF in the substantia nigra induced by intrastriatal injection of

kainic acid. Our results show an increased levels of this neurotrophin in the pars

compacta after intrastriatal lesión. When BDNF was blocked by infusión of TrkB

bodies, TH positive cells showed an atrophy.

These results demónstrate that endogenous regulation of BDNF protects substantia

nigra pars compacta neurons ffom their trophic target loss.
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INTRODUCTION

Transneuronal degeneration is observed in some groups of neurons following

damage to their afferents or efFerents (Cowan, 1970). This pathological process may

play a role in several neurodegenerative disorders, such as Huntington’s chorea or

Parkinson’s disease. In experimental models of these disorders, it has been reported an

atrophy or death of substantia nigra neurons following excitotoxic or ischemic damage
to the striatum (Saji et al., 1986, 1993, 1994; Volpe et al., 1995). However, nigral
neurons show different vulnerability. Excitotoxic lesions in the striatum and the globus

pallidus induce an anterograde transneuronal degeneration of neurons in the substantia

nigra pars reticulata (Saji et al., 1993). However, striatal lesions do not affect

retrogradely dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta. Imbalance
between excitatory and inhibitory inputs within neural circuits after striatal lesión may

be a cause of secondary degeneration of neurons. The loss of nigral neurons can be

prevented by ablation of their glutamatergic input ffom the subthalamic nucleus (Saji et

al., 1996), by infusión of the GABAergic agonist muscimol (Saji et al., 1986) or by
administration of glutamatergic antagonists (Yamada et al., 1996, DeGiorgio et al.,

1999). Thus, acceleration of excitatory input from the dishibited subthalamic nucleus
and deprivation of inhibitory input ffom the striatum can induce the degeneration of
neurons of the substantia nigra pars reticulata.

The trophic response of each neuronal population may also be involved in the

regulation of the differential vulnerability against different insults. Furthermore, changes
in neuronal activity modify the expression of neurotrophic factors and their receptors

(Mundo et al., 1996). BDNF has been described as an important regulator of the
maintenance of normal function of dopaminergic neurons in the adult substantia nigra.

Moreover, this neurotrophin exerts a neuroprotective effect on nigrostriatal

dopaminergic neurons (Hyman et al., 1994; Altar et al., 1994) and GABAergic

striatonigral and striatopallidal neurons (Arenas et al., 1996; Altar et al., 1994) against a
number of neurotoxic agents. It has also been reported that BDNF prevenís the
transneuronal degeneration of nigral neurons induced by excitotoxic striatal-pallidal
lesions (Volpe et al., 1998). On the other hand, BDNF participates in the induction of
dopaminergic sprouting after striatal lesión (Batchelor et al., 2000).
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In previous studies, it has been reported a transneuronal regulation of

neurotrophins expression following different stimuli. Thus, BDNF is regulated in
cortical neurons after striatal lesión, suggesting a autocrine/paracrine protective effect

against the removal of their target (Canals, 2001). Therefore, the aim of the present

study is to evalúate changes in the expression of BDNF in the substantia nigra and its
involvement of different populations of the pars compacta and pars reticulata.

MATERIAL AND METHODS

Animal treatment. Male Sprague-Dawley rats (140-210 gr) were anesthetized with

pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) and placed in a David Kopf stereotaxic apparatus (DK 900)
with the incisor bar 5 mm above the interaural line. kainate (KA, 6 nmol; Sigma) and

phosphate buffered saline (PBS; pH, 7.4) were injected in a volume of 1 pl into the left
neostriatum at two coordinates (AP, +2.3 and L, -2.4 ffom bregma, and - 5.0 ffom dura;

AP, +1.3 and L, -3.0 ffom bregma, and - 5.0 ffom dura) as previously described (Canals et

al., 1998). Trk B body assay: before the intraestriatal injection, a 6.5 mm long, 28-gauge
stainless Steel cannula (Plastics One, Roanoke, VA.) was mounted on the skull with

cyanoacrylate adhesive at a location on the skull that placed the cannula tip above the left
substantia nigra (coordinates: AP, - 2.2 and L, - 1.9 ffom bregma, and - 6.2 ffom dura).
The metal inlet of the cannula was fitted to a 10 cm length of silastic PE50 tubing (Micro-
Renathane. Braintree. MA). The tubbing was filled with the same solution that was placed
in the osmotic pump (model 1002; Alza Co., Palo Alto, CA) and attached to the other end
of the tubing. The Alzet pump was filled immediately prior to the surgery with 6 pl of the
Trk B body or IgG (3.33 pg/pl) The pump flow rate was 0.25 pl/h. The pump was

implanted into a subcutaneous space between the shoulder blades that was created with a

haemostat inserted caudally ffom the scalp wound.

After lesioning, animáis were housed separately with access to food and water ad
libitum in a colony room maintained at constant temperature (19-22°C) and humidity

(40-50%) on a 12:12 h light/dark cycle. All animal-related procedures were in
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accordance with the European Communities Council Directive (86/609/EEC) for the
care and use of laboratory animáis and approved by the local animal care committee

(C.E.E.A.; Comité Etic d’Experimentació Animal) of the Universitat de Barcelona

(99/01) and by the Generalitat de Catalunya (99/1094).

RNAseprotection assay. Rats were killed by decapitation at 2, 4, 6, 10, 16, 24 or 72 h
after kainic acid injection, injury, and brains were removed and substantia nigra

(including pars compacta, pars reticulata and ventral tegmental area) were quickly
dissected out, frozen on dry ice, and stored at -80°C . Total RNA was isolated by the

guanidine isothiocyanate method (Chomczynski and Sacchi, 1987). The assay was

performed as described by the manufacturer. Antisense cRNA probes for BDNF and

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) were prepared as previously
described (Canals i col., 1998). All probes were labeled by in vitro transcription using
T7 RNA polymerase (Promega, Madison, WI) and [a-32P] CTP (Amersham Intl., Little

Chalfont, UK). In each reaction, total RNA (30 |ig) was hybridized at 42°C for 16 h to
one of the neurotrophin antisense cRNA probes together with the GAPDH cRNA probe
in order to standardize the amount of mRNA (Fort et al., 1985). Protected ffagments
were separated on 4% polyacrylamide gels under denaturing conditions, and gels were

exposed to X-OMAT (Kodak, Rochester, NY, USA) films at -80°C with an intensifying
screen. The optical density of the autoradiograms was measured and quantified with the
Phoretix ID gel analysis (Phoretix International Ltd., Newcastle, UK).

In situ hybridization studies. Animáis were killed 16 h after intrastriatal injection of
PBS or kainic acid. Brains were dissected out and frozen in dry-ice cooled isopentane.
Serial coronal cryostat sections (14 (im) were processed for hybridization with
radioactive BDNF riboprobe (Lindefors et al., 1995) as follows. After rinsing in PBS,
tissue was deproteinated in 0.2 M HC1 for 10 min, acetylated with 0.25% acetic

anhydride in 0.1 M ethanolamine for 10 min, postfixed in 4% paraformaldehyde and

dehydrated with increasing concentrations of ethanol. Slices were incubated for 16 h in a

humidified chamber at 53°C with 3 x 105 cpm of antisense BDNF probe in 150 pl of

hybridization cocktail (50% formamide, 20 mM Tris-HCl, pH 7.6,1 mM EDTA, pH 8.0,
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0.3 M NaCl, 0.1 M dithiothreitol, 0.5 mg/ml yeast tRNA, 0.1 mg/ml polyA RNA, lx
Denhardt’s solution, and 10% dextran sulfate). Antisense cRNA probe to detect the
BDNF transcript was prepared by in vitro transcription using T7 RNA polymerase

(Promega, Madison, WI) and [35S]- or [32P]-UTP (Amersham Pharmacia Biotech,

Upsala, Sweden). For control experiments, sense cRNA probe was obtained by in vitro

transcription using T3 RNA polymerase (Promega). After hybridization, slices were first
washed at room temperature in lx SSC followed by two washes in lx SSC at 37°C for
15 min each. Single-stranded RNA was digested by RNase treatment (40 pg/ml) for 30
min at 37°C in 0.5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7.6, 2 mM EDTA. Tissue was washed
twice in lx SSC in 65°C for 10 min and then dehydrated in ethanol and air-dried. Slices

were exposed to P-max x-ray film (Amersham Pharmacia Biotech) for 20 days and

dipped in LM-1 photoemulsion (Amersham Pharmacia Biotech), exposed at 4°C for 2

months, developed with D19 (Kodak), fixed and counterstained with cresyl violet

staining.

Statistical cmalysis. The results were normalized to the mean of sham-injected
animáis (100%) and expressed as a percentage of these data. In our experimental

conditions, we did not observe any differences in neurotrophin expression between sham
and non-injected animáis. Statistical analysis was performed using one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by LDS post-hoc test.

TH and parvalbumine immunohistochemistry. Sections obtained with a cryostat (40

jim) were collected in PBS as free-floating sections and preincubated for 1 h with PBS

containing 10% methanol and 3% H2O2. Sections were then washed three times in PBS,

permeabilized with 0.5% Tritón X-100 (Sigma) and preincubated for 2 h with 1.5%
horse serum in PBS. After three washes in 0.1% Tritón X-100 in PBS, tissue was

incubated with the primary anti-TH antibody (1/1500; DiaSorin) and anti-parvalbumine

(1/170; Sigma) in PBS containing 0.1% Tritón X-100 and 1.5% horse serum for 16 h at

4°C. Sections were washed three times as above and incubated with a biotinylated rabbit
anti-mouse antibody (1/170; Vector laboratories) for 1-2 h at room temperature in the
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same buffer as the primary antibody. The immunohistochemical reaction was developed

using the Vectastain ABC kit (Vector Laboratories).

RESULTS

Effect of striatal kainic acid lesión in BDNF expression in the substantia nigra

Using a RNase riboprotection assay, we evaluated the time course changes in

nigral BDNF expression after intrastriatal injection of kainic acid. Our results show that
mRNA levels ofBDNF increased in the substantia nigra 4 hours following after striatal
excitotoxic lesión (fig. 1). This enhancement was about 250% and it was maintained
until 24 h after the injury.

The cellular localization of BDNF expression in the substantia nigra was detected

by in situ hybridization. BDNF expression was low in control animáis, and it was mainly
located in the substantia nigra pars compacta. However, after striatal excitotoxic injury
the levels of expression highly increase in the substantia nigra pars compacta (fig. 2). No
enhancement was observed in the substantia nigra pars reticulata.

Differential vulnerability of neurons of substantia nigra pars compacta and pars

reticulata following excitotoxic injury in the striatum
We have analyzed the effect of kainic acid injection in the striatum upon the

different neuronal populations of the substantia nigra pars compacta and pars reticulata

using immunohistochemistry. Tyrosine hydroxylase (TH) staining was used for

dopaminergic neurons of the pars compacta, while neurons of the pars reticulata were

labeled with antibodies against parvalbumin. Our results show the cell number of TH

positive cells was not modified one week or even two weeks after the striatal lesión (fig.

3A). However, a delayed cell death in the substantia nigra pars reticulata following
excitotoxic lesión in the striatum was observed (fig. 3B). A decrease (40%) of the

parvalbumin-positive cells was detected 14 days after the lesión.

109



Resultáis

Effect of trkB bodies in the survival of neurons in the substantia nigra
To study the fimctional effect of the changes in BDNF expression, we injected trkB

bodies in the substantia nigra, which selectively blocked the effect of endogenous
BDNF. In control animáis IgG was injected in the substantia nigra after striatal PBS or

kainic injection. Our results showed that the injection of trkB bodies produced an

atrophy of TH-positives cells (Fig. 4), but it did not modify parvalbumin-positive cells

(data not shown). The morphological analysis showed that the volume of the substantia

nigra pars compacta was reduced after the injection of the trkB bodies. The injection of

IgG did not modify significantly any parameter analyzed. Furthermore the number of

TH-positive cells was also decreased (20%) and they were smaller (fig. 4).

DISCUSSION

The present results show an increase of BDNF expression in the substantia nigra in

response to kainic excitotoxic injury in the striatum. The neuronal population of
substantia nigra show a differential vulnerability against striatal lesión. Thus, the number
of parvalbumin-positive neurons of the pars reticulata were decreased, meanwhile the

TH-positive cells of the pars compacta were spared. However, blocking endogenous
BDNF with trk-IgG induced an atrophy of dopaminergic neurons of the substantia nigra

pars compacta.

The transient increase in BDNF mRNA observed represents early changes to protect

dopaminergic neurons in response to the excitotoxic lesión in the striatum. Previous
studies have already shown that this type of lesión induces a local response enhancing
BDNF expression in the striatum (Canals et al., 1998). Furthermore, the partial lesión of
the nigrostriatal pathway by 6-hydroxydopamine in the striatum also induces an increase
in BDNF mRNA expression in the lateral subregion of the substantia nigra pars

reticulata (Aliaga et al., 2000). Moreover, BDNF protein levels also increase in the
ventral mesencephalon of adult rats lesioned with 6-hydroxydopamine (Zhou et al.,

1996). Henee, it is likely that non-dopaminergic neurons of the pars reticulata play a

paracrine trophic role to dopaminergic neurons of the pars compacta. This transneuronal

trophic regulation has been described in other systems. Striatal excitotoxic injury
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produces an increase in BDNF expression in the cortical layers that project to the
striatum, and this regulation is dependent of the striatal damage (Canals et al., 2001).
Furthermore, corticospinal neurons are also protected of axotomy by increasing

endogenous BDNF in cortical neurons (Giehl et al., 1998). Similarly, our results show
that the lesión of the target area of the dopaminergic nigral neurons did not affect the

integrity of these cells because of the increase in BDNF expression, showing an

autocrine/paracine trophic support for nigral cells of the substantia nigra pars compacta.

This response was specific for this neuronal population, since parvalbumin-positive cells
of the pars reticulata were not affected.

Previous studies have shown that BDNF exerts a neuroprotective effect on

nigrostriatal dopaminergic neurons against different types of insults (Hyman et al., 1991;
Hyman et al., 1994; Spina et a., 1992). On the other hand, nigral infusions ofBDNF also

prevent the delayed, transneuronal degeneration of nigral neurons induced by excitotoxic

striatal-pallidal lesions (Volpe et al., 1998). This nigral neuron degeneration can also be
neutralized by glutamate receptor antagonists (DeGiorgio et al., 1999) or by subthalamic
nucleus ablation (Saji et al., 1996). Thus, the neuronal loss in the substantia nigra is
induced by excessive glutamatergic stimulation. Therefore, BDNF can be the

neuroprotective agent ffom glutamatergic hyperactivity. In fact, this neurotrophin is able
to protect neurons against excitotoxic insults in different systems (Cheng and Mattson,

1994; Shimohama et al., 1993; Perez-Navarro et al., 2000).
The neuroprotective mechanisms of BDNF is not well understood, although some

evidences are already present. BDNF elevates calcium binding proteins in cultured
neurons (Ip et al., 1993), that could buffer the toxic effect of intracellular calcium
enhancement. Moreover, excitotoxicity also produces oxidative stress, and BDNF can

reduce this effect increasing the mitochondrial enzyme glutathione reductase in cultured

nigral neurons (Spina et al., 1992).
In conclusión, our results show that excitotoxic striatal lesión induced a

transneuronal degeneration in the substantia nigra. However, the effect in the pars

compacta can be counteract by increasing endogenous BDNF. Therefore, these results
show that specific neuronal populations increase their trophic requirements to protect

themselves against different insults.
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Fig l.-Time-course of BDNF mRNA regulation in the ipsilateral substantia nigra of kainic acid injected
striata. BDNF mRNA levels increased between 4 and 24 h after striatal lesión. Valúes are represented as
mean ±SEM (*P<0.05) (A). RNAse protection representative experiment, protected fragments for BDNF
and GAPDH (B).
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Figure 2
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Figure 3

A
12a

E

uu
2 10a
ss

V) re

8 | 80
O O

i s
60</> —

g. g
I re
H
| 40-
~

20
ss

o

C7d C14d K14dK7d

B
12a

2 E
3 10aO)

o _re
o re
> £
2 C 80
</> o
O o
Q.

30 60
•5 E1 ~
2 ~ 40"

£ Sr
g. g, 20

0
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Figure 4
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Discussió General

En les malalties degeneratives s’observa una resposta endógena tant a nivell
neuronal com a nivell de les cél-lules glials. L’estudi per el desenvolupament de nous

tractaments per prevenir o aturar la progressió de la malaltia són de gran interés. En

aquesta memoria es presenten diferents treballs experimentáis que han tingut com a

objectiu carateritzar i estudiar la resposta glial, així com la resposta trófica i els
mecanismes de neuroprotecció deis factors neurotrófics en models experimentáis de
malalties degeneratives deis ganglis basals com són la malaltia de Parkinson i la corea

de Huntington.

Evaluado de la resposta glial en el nucli estriat per la injecció de l’MPP+ en

la substancia negra.

En el primer treball presentat en aquesta memoria el model experimental utilitzat
va ser la injecció de l’MPP+ en la substancia negra de rata, a fi d’estudiar la resposta

glial secundaria present en el nucli nucli estriat ipsilateral a la lesió. La injecció de
l’MPP+ produeix una lesió citotóxica a les neurones dopaminérgiques, associada a una

pérdua de la dopamina estriatal (Sun i col., 1988; Neafsey i col., 1995). En el nostre
estudi vam observar, en el nucli estriat ipsilateral a la lesió, un reducció del número de

transportador de dopamina a les diferents dosis d’MPP+ utilitzades, quantificat

mitjangant assatjos de unió amb GBR-12935 tritiat, i a més a més una disminució de la
immunoreactivitat per la tirosina hidroxilasa, resultáis que en demostraven una pérdua
de la innervació dopaminérgica en el nucli estriat.

Les alteracions observades en els termináis dopaminérgics anaven acompanyades

per un increment en el nombre de receptors benzodiacepínics periférics, receptors que

están associats principalment a la glia (Anholt i col., 1984; Bender y col., 1987; Gehlert

y col., 1985) i per aixó són molt utilizats com a marcadors de la reactivitat glial (Anholt i

col., 1984; Benavides i col., 1990, 1991; Myers i col., 1991; Gabriel i col., 1999).
L’activació reactiva de la glia és una de les respostes del sistema nervios central ffont
una lesió. Diferents autors han trobat que amb l’administració de l’MPTP en ratolins i

gats s’indueix la reactivitat microglial (Kurkowska-Jastrezbscka y col., 1999) i astroglial

(O’Callaghan y col., 1988; 1990a; 1992). Estudis previs han descrit que la degenerado
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axonal pot induir activació microglial en zones llunyanes al lloc de la lesió (Gehrman i

col., 1991; Fagan i Gage, 1994). Les cél-lules microglials ramificades que normalment
es traben presents en el cervell expressen el receptor del complement de tipus 3 CR3.
Els resultáis obtinguts per técniques immunohistoquímiques en el present treball ha

permés observar que la immunoreactivitat per aquesta protéma mitjanqant l’anticós
MRC OX-42 incrementava en el nucli estriat dies després de la lesió. També
s’observaren canvis en la immunoreactivitat per l’OX-6, anticós que reconeix el

complex major d’histocompatibilitat de classe I (MHC I), i que s’utilitza com a

marcador de la microglia reactiva i fagocítica. Quan hi ha una lesió s’activa la microglia
en repós i aquesta pot adoptar una forma hiperamificada i/o espinosa. En el cas de que es

produeixi la mort neuronal pot adquirir una forma ameboide amb una morfologia similar
a un macrófag (Streit i col., 1999). En el nostre model la microglia que s’observava en el
nucli estriat ipsilateral a la lesió mostrava una morfologia reactiva espinosa i amb més

ramificacions, sense arribar pero, a la morfologia fagocítica. Aquests diferents canvis

morfológics de les cél-lules microglials, que acompanyen els diferents estadis de
l’activitat microglial en fundó del grau de lesió, han estat ja descrits ( Wilson i Molliver,

1994; Kreutzberg, 1996; Streit i col, 1999). Junt a la reactivitat microglial, els astrócits
també es tomaren reactius tal i com es va poder observar per l’increment d’expressió de
la GFAP en el nucli estriat ipsilateral a la lesió. Els astrócits activats expressaven la

proteína de l’estrés Hsp27, que no s’expressa normalment en condicions fisiológiques
normáis pero que és molt induible després de situacions d’estrés (Kato i col., 1995;
Plumier i col., 1996).

La reacció glial secundaria observada en el nucli estriat depenia de la dosi de
l’MPP+ injectada a la substáncia negra, tal i com es va poder observar per la densitat deis

receptors benzodiacepínics periférics, com per la intensitat i extensió de la
immunoreactivitat microglial i astroglial. Sorprenentment aquesta dependencia de la
dosi en la resposta no es va observar en la pérdua de innervació dopaminérgica amb el
GBR-12935 tritiat. De fet el parámetre de unió estudiat, indicador de la captació de

dopamina, a dosis baixes d’MPP+ ja va arribar al seu nivell més baix, mentre que la
reactivitat glial era més gran al incrementar la dosi de la neurotoxina. Així dones, podría
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ser que la funció dopaminérgica es perdés abans que s’alliberés qualsevol senyal capa?
de implicar la reactivitat glial.

Els factors que poden desencadenar una activació microglial encara són

desconeguts. Estudis previs desmostraren que les cél-lules microglials proliferen en el
cervell en resposta a una citocina circulant, l’interferó y (Grau i col., 1997), i que
l’entrada de substancia des del torrent sanguini en el teixit podien activar l’astroglia i la

microglia (Giulan i col., 1988). De tota manera la reacció glial que s’observava després
de la injecció intraperitoneal de l’MPTP no semblava que fos mediada per productes
derivats de la sang ja que la barrera hematoencefálica no estava alterada (O’Callaghan y

col., 1990, 1992; Kukowska-Jastrzebscka y col., 1999). Així mateix els nostres resultats
de marcatge per albúmina van ser negatius, marcatge que s’utilitza per detectar
trencament de la barrera hematoencefálica, ja que en condicions fisiológiques la entrada
de l’albúmina des de la sang al cervell és restringida (Nordborg i col., 1994; Reynolds i

Morton, 1998). Per tant en el nostre model no hi havia alteració de la barrera
hematoencefálica en el nucli estriat per la injecció de l’MPP+ en la substancia negra de

rata, i la reactivitat glial present no podia ser deguda a 1’entrada de cél-lules procedents
del reg sanguini.

Un dany sever en el cervell que comporta mort neuronal indueix una activació
forta de la microglia rodona/macrofags i també deis astrócits, que adopten una forma
més gran. Tot i aixó, en el nostre model no es van detectar signes de dany en neurones

estriatals en els talls tenyits per hematoxilina i eosina o per la tinció de cresyl violeta.

Tampoc s’observá inducció de la protéma de l’estres Hsp72 en el nucli estriat, parámetre

ampliament usat com a marcador de dany neuronal. Els marcadors de degeneració i
análisis estereológics de densitat neuronal en el nucli estriat ipsilateral no van mostrar

diferéncies respecte els Controls. A banda de no observar-se mort necrótica pels diferents
métodes emprats, tampoc várem observar mort apopótica, com demostra el fet de que no

hi ha ffagmentació de l’ADN a cap deis dies posteriors a la lesió. Per tant aqüestes dades
ens suggereixen que la reactivació glial en el nucli estriat és produ'ft per dany ais
termináis de les neurones dopaminérgiques de la substáncia negra compacta, més que

per la pérdua de neurones estriatals. Ja s’havia suggerit anteriorment, que a part de la
mort local de neurones, també existeixen altres senyals que poden induir gliosis
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(Jorgensen y col., 1993). De fet, l’expressió de la interleucina-6 en neurones de ratolins

transgénics produeix astrocitosi reactiva i incrementa el nombre de céMules microglials

pero no produeix dany neuronal (Fattori y col., 1995).

Quan existeix mort neuronal en el nucli estriat per una lesió s’observa un patró

específic de distribució de les céMules glials, mentre que la microglia i els macrófags es

concentren en el centre de l’área necrótica, els astrócits es distribueixen al voltant, en el

marges d’aquesta zona, creant una barrera entre l’área lesionada i la no lesionada (Planas
i col., 1998; Stoll i col., 1998). En el nostre model no es va trobar aquesta distribució

espaial en la lesió per MPP+, i la microglia espinosa o ramificada colocalitzava amb els
astrócits en les mateixes árees estriatals. Rio i col., (1995) han descrit que la microglia

fagocítica ameboide podía alliberar alguns factors negatius pels astrócits. La distribució

espaial trabada per la glia indicaría que la microglia reactiva, que encara no ha adquirit
forma ameboide, no té perqué exercir efectes negatius sobre els astrócits, ja que aquests

es mantenen propers a la microglia en aquest model.
El paper d’aquesta reactivitat glial és encara un punt controvers. Sembla ser que

la microglia podría comportar-se com neuroprotectora o neurotóxica en fimció deis

senyals rebuts del seu entora (Zhang i FederofF, 1996; Streit i col., 1999). Mentre alguns
treballs descriuen la microglia com alliberadora de mediadors tóxics (Wood, 1995,

Rogore i Tsirka, 1998), altres indiquen una secreció de factors neurotrófics associant la

microglia a mecanismes de neuroprotecció. La microglia activada i els macrófags

expressen factors neurotrófics i indueixen la regeneració dopaminérgica en el nucli
estriat lesionat (Batchelor y col., 1999). A més els astrócits podrien contribuir a la

regeneració mitjan^ant l’alliberació de factors trófics (Lindsay, 1979; Banker, 1980).
Totes aqüestes dades ens podrien indicar que en el nostre model la reacció glial i

astroglial observada en el nucli estriat pretendrien promoure la regeneració de les fibres

dopaminérgiques que s’originen en la substáncia negra pars compacta i que han estat

lesionades per l’MPP+.
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Regulació de la resposta autocrina/paracrina de les neurones corticals
indui'da per la lesió excitotóxica del nucli estriat.

En el següent treball, s'utilitzá el model de la malaltia de Huntington per

l’excitotoxicitat en el nucli nucli estriat. La injecció d’aminoácids excitadors ha sigut

objecte d’estudi degut a la implicació d’un procés d’excitotoxicitat en malalties

neurodegeneratives. A més s’ha postulat que alteracions en el nivells de neurotrofines

podrien estar implicats en la fisiopatologia d’aquestes malalties (Connor i Dragunow,

1998). Treballs anteriors havien descrit la regulació de les neurotrofines i deis seus

receptors en el nucli nucli estriat deprés d’una lesió excitotóxica en aquest nucli (Canals
i col., 1998; 1999). Com que les dependéncies trófiques en el sistema nervios adult, es

poden veure afectades per varis tipus de lesions, la pérdua del suport diana es podría
veure compensat per un increment autocrí/paracrí deis factors trófics (Giehl i col., 1998;
Schütte i col., 2000). L’objectiu a estudiar era quina repercussió tenia l’excitotoxicitat en
el nucli nucli estriat sobre la regulació de les neurotrofines i els seus receptors en una

área que está innervant el nucli nucli estriat, com és l’esco^a cerebral.
Els resultáis obtinguts per la técnica de riboprotecció mostraren que l’expressió

del BDNF i de l’NT-3 era modificada en Fescoria cerebral per les injeccions intranueli
estriatals de l’ácid quinolínic, agonista del receptor NMDA i per l’ácid kaínic, agonista
del receptor no-NMDA, mentre que la injecció de l’AMPA (no NMDA) i l’ACPD

(metabotrópic) no provocaven canvis en els seus nivells. L’excitotoxicitat indui'da per

l’ácid kaínic va incrementar el nivells d’ARNm del BDNF i de l’NT-3, encara que el

patrons d’expressió foren diferents i els canvis es localizaren en diferents zones de

l’escor?a cerebral, com es va poder detectar per la técnica de la hibridació in situ. Per

altra banda la regulació deguda a la injecció de l’ácid quinolínic en el nucli nucli estriat
va ser oposada ja que l’expressió del BDNF va augmentar mentre que la de l’NT-3 va

disminuir unes hores després de la lesió. En altres árees cerebrals s’han descrit també
canvis diferenciáis de la regulació d'aquestes dues neurotrofines (Rocamora i col., 1994;
Canals i col., 1998). Ja que s’ha observat que el BDNF i l’NT-3 presenten efectes

oposats sobre les arboritzacions dendrítiques corticales (McAllister i col., 1997).

Aquests canvis d’expressió del BDNF i de l’NT-3 ens podrien indicar la importáncia de
cada una d’elles en árees corticals especifiques, com també s’ha descrit préviament en
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diferents processos d’excitotoxicitat (Rocamora i col., 1994; Checa i col., 2000).

Aquests resultats ens indiquen que depenent de la població afectada en el nucli estriat
s’indueix una regulado de les neurotrofines específica i combinada.

En aquest treball també s’observá una regulado deis receptors per aqüestes

neurotrofines, el trkB i el trkC. La lesió del nucli nucli estriat va incrementar els nivells
del receptor trkB de forma complerta i del truncat, resultats obtinguts per la técnica de la

protecció per la RNAse. El receptor trkB de forma complerta i una de les dues isoformes
del receptor truncat, el T2 (Middlemas i col., 1997), s’expressen principalment en

neurones (Frisén i col., 1993; Armani i col., 1995; Biffo i col. 1995; Alderson i col.,

2000). La implicació del receptor truncat és encara molt polémica, s’ha descrit in vitro
com a regulador negatiu del receptor de cadena complerta (Bifo i col., 1995; Eide i col.,

1996; Fryer i col., 1997). Aquesta fundó s’ha atribuit a les cél-lules no-neuronals, que

expressen la isoforma TI del receptor truncat (Middlemas i col., 1991; Frisén i col.,

1993). El receptor truncat pot induir la seva propia senyalització independentment del

receptor de cadena barga (Baxer i col., 1997). Mitjanfant la técnica de la hibridació in
situ s’utlitzaren dues sondes per evaluar la localització de l’increment deis nivells de

l’ARNm, mentre que una sonda ens permetia localitzar 1’increment del receptor trk B en

l’escorga sense diferenciar la forma truncada i la complerta l’altra ens localitzava
l’increment del receptor de forma complerta, ja que s’uneix al domini tirosina quinasa.
Es van obtenir diferentes patrons d’expressió amb les dues sondes, mentre que es va

detectar que la isoforma que conté el domini catalític s’incrementava principalment en
les capes del neocortex IMI, V i VI, la sonda que marcava totes les isoformes del

receptor incrementava el seu marcatge en totes les capes excepte en la capa molecular.
Amb aquests resultats podem dir que en la capa IV sois es localitza un increment del

receptor truncat trkB, sense poder descartar l’augment d’aquest en les abres capes.

Aquest increment observat en la capa IV suggereix una acció trófica directa d’aquesta
isoforma. Yacoubian i Lo (2000) han descrit recentment una regulado diferent del
creixement dendrític induit peí receptor truncat i peí receptor de cadena complerta, i que
el diferent patró d’expressió de les dues formes del receptor en les capes corticals podría
estar relacionada amb requeriments específics de cada població neuronal.
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El receptor trkC, el receptor per l’NT-3, mostra una regulado específica en

fundó del receptor per glutamat estimulat, i sois la injecció intraestriatal d’AMPA o

ACPD incrementen la seva expressió. Aquests agonistas no modifícaven els nivells de

NT-3, mentre si que ho feien el altres agonistes del receptor peí glutamat, el que ens

indicaría que les neurones corticals poden modificar les seves dependéncies trafiques ja

siguí canviant el nivells de l’NT-3 o l'expressió del seu receptor, trkC. La diferent

regulado del trkB i del trkC están en concordaba amb el resultáis de altres treballs on

s'indueixen convulsions (Barbany i Persson, 1993; Merlio i col., 1993).
Els efectes funcionáis descrits deis canvis de neurotrofines induits per les lesions

serien de protecció contra el dany neuronal i 1’estimulado de la reorganizado sináptica

(Lindvall i col., 1994). En particular, s’ha proposat que canvis en el BDNF cortical

podrien jugar una paper en la supervivencia de neurones corticals i nucli estriatals (Altar
i DiStefano, 1998; Kokaia i col., 1998; Canals i col., 2001). De totes formes, la regulado

específica deis receptors trk en Pescóla recolzarien unes acciones locáis trafiques. A

més, l’increment de neurotrofines i receptors trk pot constituir una resposta

autocrina/paracrina de les neurones corticals ja que el BDNF i l’NT-3 protegeixen

aqüestes cél-lules de varis tipus de lesió (Kume i col., 1997).
Variacions en l’expressió de les neurotrofines i els seus receptors pot ser

interpretat com canvis plástics i refinament de l’eficácia de la transmissió sináptica (per
revisió: McAllister i col., 1999). Els nostres resultáis mostren una regulado independent
de les neurotrofines i els seus receptors després de la lesió en el nucli nucli estriat. A

més, no hem observat cap condado entre el grau de lesió i la regulado deis receptors

trk en Pescóla cerebral. Una altra possible explicado és la regulado depenent de
Pactivitat deis factors neurotrófics que modulen una adaptació plástica en Pescóla
cerebral. El Circuit cortico-ganglis basals-cortical és essencial en la selecció i execució
deis moviments desitjats mitjan?ant una seqüéncia de vies inhibidores i excitadores. La

injecció d’agonistes deis receptors del glutamat podrien modificar aquesta red complexa

(Parent i Hazrati, 1995). A més, el BDNF i l’NT-3 podrien ser capaces de mediar les
accions dependents de Pactivitat entre les neurones corticals (Bonhoeffer, 1996; Marty i

col., 1997; McAllister i col., 1999). Per tant, canvis d’expressió observáis en els nostres
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resultáis podrien participar en la modulado de la transmissió sináptica en el circuit

cortico-ganglis basals-cortical.

Regulació del BDNF endógen en la substánda negra pars compacta després
de la lesió excitotoxica en l’estriat.

Després d’observar la regulació del BDNF en 1’escoria cerebral várem continuar
l’estudi en la substancia negra. Per aquest treball s’injectá ácid kaínic a l’estriat. Entre
les 4 i les 24 hores deprés de la lesió, per la técnica de la riboprotecció, es detecta un

increment del BDNF. Aquest increment es localitzava en la substáncia negra compacta,

tal i com es podía veure per la técnica de la hibridació in situ.
S’ha descrit recentment que la lesió de la via nigroestriada per la 6-

hidroxidopamina produía un increment de l’expressió del BDNF en la substancia negra

pars reticulata (Aliaga i col., 2000). Aquest increment d’expressió de les neurones no-

dopaminégiques podría teñir un efecte paracrí sobre les neurones dopaminérgiques
lesionades de la substáncia negrapars compacta. En l’axotomia corticospinal també s’ha
mostrat un increment d’aquesta neurotrofina amb el fi de protegir les neurones corticals

(Giehl i col., 1998). En el nostre model s’observá també, que les neurones

dopaminérgiques no están afectades per la manca de la diana, el nucli estriat lesionat per

l’excitotoxicitat, el que ens mostra l’efecte trófic autocrí o paracrí del BDNF per

aqüestes cél-lules dopaminérgiques. Aquesta neurotrofina té un paper important sobre
les neurones dopaminérgiques de la substancia negra com han descrit molts autors, la

injecció intranigral de BDNF prevé la degeneració transneuronal de les neurones nigrals

per les lesions excitotóxiques estriatals-pallidals (Volpe i col., 1998).
El mecanisme neuroprotector del BDNF encara es desconeix, pero el fet que el

BDNF incrementi les proteines queladores de calci en cultius (Ip i col., 1993), podría
actuar tamponant l’increment toxic de calci intraceHular. A més, l’excitotoxicitat també

produeix estrés oxidatiu, que el BDNF podría reduir incrementant l’enzim glutatió
reductasa com s’ha observat en cultius de neurones nigrals (Spina i col., 1992).
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Les neurotrofínes prevenen la pérdua de neurones estriatals després de la
lesió excitotóxica per quinolínic, model de la malaltia de Huntington.

La injecció de l’ácid quinolínic en el nucli nucli estriat reprodueix les

característiques neuroquímiques, histológiques i els canvis comportamentals de la
malaltia de Huntington (Beal i col., 1986; Difiglia, 1990) per el que se l’ha descrit com
un bon model d’estudi per aquesta malaltia. Les neurotrofínes s’han proposat com a

bones candidates per a la terápia d’alteracions neurodegeneratives degut a que promouen
la supervivencia de diferents poblacions neuronales (Connor i Dragunow, 1998). En

aquest treball es va estudiar el possible efecte protector del BDNF, de l’NT-3 i de l’NT-
4/5 sobre les projeccions nucli estriatals en el model de l’ácid quinolínic. Per dur a terme

aquest treball es van implantar línies cel-lulars secretores de les diferents neurotrofínes
en el nucli nucli estriat, posteriorment lesionat amb l’agonista del receptorNMDA.

El número de céHules estriatals TUNEL positives, marcador de mort neuronal,
va disminuir en presencia de cada una de les neurotrofínes, essent el BDNF el factor més

potent. Aquesta potencia es mantingué a l’estudiar les diferents poblacions de projecció,
estudi que es dugué a terme mitjan9ant la técnica de la hibridació in situ, i en la que

s’utilitzaren com a marcadors l’enzim glutámic ácid decarboxilasa (GAD), la

preproencefalina (PPE), la preprotaquiquinina (PPTA) o la dinorfina (DYN). A
diferencia del BDNF, que protegía totes les poblacions de projecció nucli estriatals,
l’NT-3 i FNT4/5 no prevenien la pérdua de neurones dinorfina i eren menys eficaces en

la protecció de les neurones GAD positives. Aquesta acció de protecció es podría

explicar com una acció directa sobre els seus receptores, degut a l’expressió deis

receptors trkB i trkC en les neurones de projecció estriatals. En concordáncia amb

aquests resultáis existeixen treballs in vitro i in vivo que han descrit el BDNF, l’NT-3 i
l’NT-4/5 com promotores de la supervivéncia de les neurones GABAérgiques nucli
estriatals (Widmer i Hefti, 1994; Ventimiglia i col., 1998) i que les neurotrofínes

protegeixen ffont a diferents tipus de lesió (Nakao i col., 1995a,b). Pero altres estudis no
van trobar cap efecte del BDNF (Frim i col., 1993; Anderson i col., 1996) i de l’NT-3

(Anderson i col, 1996). Les diferéncies metodológiques per l’estudi de la mort neuronal,
així com el grau de lesió i/o les altes dosis de neurotrofínes utilitzades podrien explicar
l’abséncia d’efectes. De fet exposicions llargues d’altes dosis de BDNF indueixen una
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desensibilització del receptor trkB (Cárter i col., 1995; Frank i col., 1996, Knüssel i col.,

1996), suggerint que el tractament amb altes dosis de neurotrofines podría reduir la

resposta deis receptors. A més dosis baixes de BDNF in vivo no han disminuít la

resposta del BDNF (Knüsel i col., 1996), han indui't l’expressió del trkB (Ferrer i col.,

1998) i s’ha observat una protecció de les projeccions estriatals front la lesió de l’ácid

quinolínic (Martínez-Serrano i Bjórklund, 1996, Bemelmans i col., 1999; present estudi).
Cal destacar que s’han trobat diferéncies en quan a la protecció de la supervivéncia

(present treball) i del fenotip (Pérez-Navarro i col., 1999a) de les neurones de projecció
el que correspondria amb el concepte de les diferents vies intracel-lulars implicades en la
inducció de la supervivéncia i/o diferenciació que tenen lloc després de la unió de la
neurotrofina amb el seu receptor (para revistó Segal i Greenberg, 1996; Springer i

Kitzman, 1998).
Resultáis anteriors van mostrar que les neurotrofines podien presentar efectes

sobre el fenotip de les neurones de projecció tant si eren alliberades en la substáncia

negra (Arenas i col., 1996) com en el nucli nucli estriat (Pérez-Navarro i col., 1999a).
S’han descrit que el BDNF era transportat anterógradament des de 1’escoria cerebral

(Altar i col., 1997), i es coneix l’expressió del BDNF en órgans diana del nucli nucli

estriat, la substáncia negra i el globus pallidus (Miranda i col., Seroogy i Gall, 1993;
Timmusk i col., 1993). En aquest treball es mostra que les neurotrofines poden prevenir
la degeneració de les projeccions nucli estriatals actuant d’una forma

autocrina/paracrina. Aquesta forma d’acció estaría en concordáncia amb la presencia
deis axons recurrents col-laterals de les projeccions en el nucli estriat.

Els mecanismes inductors de la neurodegeneració present en la malaltia de

Fluntington són desconeguts, encara que s’ha proposat que l’activitat caspasa juntament
amb l’excitotoxicitat, l’estrés oxidatiu i alteracions metabóliques podrien ser possibles
mecanismes (Golberg i col., 1996; Pétersén i col., 1999). Ona i els seus col-laboradors

(1999) van mostrar un enlentiment de la progressió de la malaltia inhibint la caspasa-1.
A més, alguns treballs han descrit que els factors neurotrófics podrien exercir la seva

acció neuroprotectora mitjan?ant la inhibició de l’activitat caspasa in vitro (Tamatani i

col., 1998) i in vivo (Han i col., 2000). Les neurotrofines podrien actuar mitjanfant
mecanismes que tenen lloc durant el desenvolupament. S’ha vist que ratolins mutants peí
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trkB mostraven més mort cel-lular apoptótica durant el desenvolupament (Alcántara i
col., 1998). Totes aqüestes dades proposen un paper important ais factors trófics durant
el desenvolupament i en la regeneració de neurones estriatals, peí que l’administració de
baixes dosis de BDNF podría ser una terapia important en les malalties degeneratives

que afecten les neurones estriatasl de projecció.
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Conclusions

l.-La injecció de lrMPP+ en la substancia negra només afecta els termináis

dopaminérgics sense induir mort ceHular en el nucli estriat, ni alterar la barrera
hematoencefálica.

2.-La degeneració deis termináis dopaminérgics indueix una activació de les
cél-lules glials residents que podría estar implicada en fenómens de plasticitat.

3.-El BDNF i la NT-3 i els seus receptors tenen una diferent regulació en

l'escorfa cerebral després de la lesió del nucli estriat. Aquesta regulació és una resposta

autocrina/paracrina de les neurones corticals per protegir-se de la pérdua del suport
trófic del nucli estriat

4.-La independent regulació cortical deis receptors trks amb regulació del BDNF
i de la NT-3 representa un mecanisme trófic per la proteció de les diferents poblacions
neuronals de l’escorga cerebral.

5.-La injecció intraestriatal d’ácid kainic produeix degeneració transneuronal en
la substancia negra pars reticulata, mentre que les neurones dopaminérgiques de lapars

compacta no es veuen afecades per la manca del nucli diana.

6.-Els nivells d’ARNm del BDNF incrementen les hores posteriors a la lesió
excitotóxica del nucli estriat, aquest increment localitzat en la substáncia negra pars

compacta, es una resposta trófica autocrina/paracrina que protegeix les neurones

dopaminérgiques de la degeneració transneuronal.

131



Conclusions

7.-Les neurotrofmes BDNF, NT-3 i NT-4/5 protegeixen de la mort cel-lular
estriatal causada per la injecció de l’ácid quinolínic, el que indicarla que el suport trófic
ve determinat per una complexa interacció entre les diferents neurotrofmes.

8.-El BDNF és el factor més potent en promoure la supervivencia de les neurones
de projecció en un model experimental de la malaltia de Huntington. Per aixó aquesta

neurotrofina podría teñir una paper important en el tractament de les malalties

degeneratives on les neurones de projecció están afectades.
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