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Presentació

Diuen que a la tercera va la vençuda i en aquest cas tindran raó...
Quan em vaig incorporar al grup de Neuroquímica del Dr Ambrosio, cap el 1995, em mo-
via més la necessitat de completar i complementar la meva jornada laboral com a professora 
de Bioquímica a l’ensenyament d’infermeria de la UB, que no la de fer RECERCA. 
En aquell moment acabava la baixa maternal pel meu segon fill i tenia clares les prioritats: 
em sentiria totalment realitzada, en el àmbit acadèmic, si un cop enllestida la tasca docent 
podia participar en els experiments que es portaven a terme en el grup, sempre que en ge-
neral em fos possible arribar a temps a la sortida de les escoles.
En aquests termes varem plantejar la meva participació en el grup i així varem anar fent 
fins que cap l’any 2002 vaig haver de decidir entre ser una “superwoman” sobrepassada per 
les autoexigències o ser una persona amb temps per viure. S’ha de dir que aquesta decisió 
coincidia amb canvis en el currículum de Infermeria i en les matèries per mi impartides 
que m’exigien, de nou, més dedicació per a la preparació de classes i material docent. 
Aquesta va ser la primera fase, eminentment experimental d’aquest treball que no va veure 
la llum en forma de tesi. 
A estones, però, vaig anar realitzant experiments puntuals i revisant alguns dels temes 
que havíem anat tocant i cap allà el 2006 vaig posar-m’hi de nou, per haver de reconèixer, 
uns mesos després, que la tasca era massa àrdua! A més a més, em mancava la necessària 
motivació, doncs quelcom de ben extraordinari succeïa amb el meu currículum i és que 
la Universitat em reconeixia dos trams de recerca pels treballs signats, a pesar de no haver 
enllestit el doctorat! Aquest va ser el primer intent fallit de donar cos a la tesi 
Un altre canvi en la tasca docent, en relació al pla d’estudis de l’ensenyament d’ Infermeria 
va propiciar, ara fa dos anys, el replantejar-me de nou la elaboració d’aquest treball que s’ha 
de considerar ja com un compendi retrospectiu de recerca, però que finalment veu la llum.

El producte d’aquestes tres etapes cronològiques, la primera més de fer i les darreres més 
de llegir, pensar i escriure és el que ara presento.
Per a modelar alguns aspectes bioquímics i anatomopatològics de la malaltia de Parkinson 
en la rata, hem començant utilitzant la neurotoxina MPP+, de relativament recent aparició 
i la més veterana 6-OHDA i hem acabat emprant el propi neurotransmissor de les neuro-
nes que degeneren, la dopamina, intentant esbrinar els seus mecanismes de lesió. L’estudi 
s’ha iniciat en el animal in vivo, ha continuat en talls gruixuts de teixit ex vivo i ha acabat 
en mitocondris in vitro. Hem volgut reproduir resultats d’altres grups però amb abordat-
ges experimentals més senzills i econòmics, al nostre abast. Hem volgut aplicar el nostre 
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model animal per a estudis comparatius amb la malaltia humana…Confesso que aquesta 
amplitud d’aspectes ha estat el més enriquidor i al mateix temps el més aclaparador a l’hora 
de recollir-ho tot en un únic treball. 

Per a la introducció he partit d’uns 50 articles de revisió actualitzats, amb la voluntat d’ad-
quirir una visió panoràmica de la malaltia de Parkinson: les hipòtesis etiopatogèniques, les 
manifestacions clíniques, els trets anatomopatològics i bioquímics, així com dels models 
animals que s’utilitzen per a reproduir-la. En aquests articles he trobat les referències bibli-
ogràfiques per aprofundir en els aspectes més directament relacionats amb els experiments 
realitzats. 

Per als resultats, que s’han de contemplar dins el marc de la participació en projectes dels 
nostre grup i d’altres que utilitzaven aquests models animals d’experimentació, hem tri-
at aquells en els que he participat directament, treballs que en alguns casos han estat els 
preliminars per altres treballs de doctorat del grup. Pràcticament tots els resultats que 
presentem han estat publicats, com article, en revistes internacionals, aquí queden recollits 
en l’apartat d’annexes, raó per la qual en la introducció general no consten alguns conceptes 
introductoris que apareixen en cadascun d’ells.

En tots aquests anys, he participat en una cadena de transmissió de coneixements i inquie-
tuds amb investigadors sèniors i joves doctorands, no sols del grup de Neuroquímica, sinó 
d’altres del propi departament de Ciències Fisiològiques II, de la Facultat de Medicina 
del campus de Bellvitge i de institucions alienes, com la UAB o el CSIC. Donat el temps 
transcorregut i el volum de persones relacionades, m’és impossible aquí reconèixer-les i 
agrair-les nominalment pel que m’han aportar científica i personalment. Es per això que 
vull concentrar i personalitzar el meu sincer agraïment a tots, en el Dr. Ambrosio, per fa-
cilitar-me la col·laboració amb grups i persones que han enriquit i complementat la nostra 
feina, quan encara aquest esperit col·laboratiu no era una prioritat institucional en la recer-
ca. I agraïment per mostrar-me la perseverança en la recerca, inclús en les circumstancies 
econòmiques menys propicies.

Y a Claudio Bado, maquillador d’aquest treball, moltes gràcies.

Acabo aquesta presentació amb un íntim sentiment de felicitat per tancar una tasca pen-
dent i un altre de curiositat il·lusionada pel que em reserva la nova etapa acadèmica que 

ara s’inicia. 
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Capítol 1: Introducció i Objectius

La dopamina en el sistema nerviós central

La recerca biomèdica dels últims 50 anys en patologies d’elevada prevalença com la ma-
laltia de Parkinson (PD), l’esquizofrènia, la depressió, les addiccions i el síndrome d’hipe-
ractivitat per dèficit de l’atenció, ha implicat en totes elles el neurotransmissor  dopamina 
(DA) i les neurones dopaminèrgiques de la regió mesencefàlica del sistema nerviós central 
(SNC), al mateix temps que ha desvetllat moltes de les seves funcions reguladores sobre el 
desenvolupament i l’execució de les accions motores, l’estat d’ànim, la cognició, l’atenció i 
la motivació (Bloom, 2010).

Inicialment, els estudis bioquímics sobre la DA (vegeu la taula 1) es realitzaren sobre 
mostres de teixit cerebral obtingudes sense considerar els possibles circuits neuronals on 
intervenia aquest neurotransmissor i les altres catecolamines centrals, norepinefrina (NA) i 
epinefrina (A), fet que retardà la visió íntegra d’aquestes vies, el seu abast i les seves conne-
xions, però desvetllà, mica en mica, el metabolisme dels neurotransmissors monoaminèr-
gics (catecolamines i serotonina), així com l’acció de molts fàrmacs psicòtrops. 
Amb les tècniques histofluorescents amb formaldehid dels anys 60 s’identificaren 12 grups 
de neurones catecolaminèrgiques al SNC de la rata (etiquetades de A1-A12 segons l’esque-
ma clàssic de Dahlström i Fuxe, 1964), tres dels quals eren dopaminèrgics, els grups  A8, 
A9 i A10. 
Amb les tècniques immunohistoquímiques anti-tirosina-hidroxilasa, s’identificaren els 
primers circuits dopaminèrgiques implicats en el control del moviment i algunes projecci-
ons al bulb olfactori i a l’estriat ventral. Més tard, gràcies a nous mètodes neuroanatòmics 
òptics i immunohistoquímics per a enzims de síntesi, receptors i transportadors, s’amplià 
el mapa del sistema dopaminèrgic amb projeccions al còrtex, retina, cèl·lules ciliades cocle-
ars i còrtex prefrontal (aquestes principalment en primats) (Moore 2003). 
Recentment, els estudis d’expressió gènica en neurona individual i la caracterització elec-
trofisiològica de les neurones dopaminèrgiques amb el soma al mesencèfal mostren diferèn-
cies notables entre les que projecten a l’estriat dorsal o ventral i les que innerven el còrtex 
prefrontal, diferencies en relació al patró d’activitat elèctrica, al recanvi dopaminèrgic, a la 
dependència de la L-tirosina extracel·lular, a l’efecte d’agonistes i antagonistes dopaminèr-
gics i fàrmacs antipsicòtics (Moore, 2003), diferencies també respecte de la seva plasticitat 
i vulnerabilitat a la neurodegeneració (Liss i Roeper, 2008). 
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Taula 1. Fites en la recerca sobre la dopamina i la malaltia de Parkinson.

any conceptes bàsics sobre la dopamina al cervell   referencia 

1817 El doctor Parkinson descriu el quadre de paràlisi 

 agitant que portarà el seu nom .........................................................................Parkinson, 1817

1921 Les lesions anatòmiques cerebrals específiques de la malaltia 

 de Parkinson (PD) es localitzen a la substància negra del mesencèfal  ..........................Foix, 1921

1921 Es proposa i demostra experimentalment la naturalesa química de la transmissió 

 sinàptica amb l’acetilcolina, primer neurotransmissor descobert ..............................Loewi, 1921

1946 Es descobreix el paper central de la norepinefrina en la neurotransmissió 

 del sistema nerviós simpàtic ..............................................................................Von Euler, 1946

1947 Primeres experiències de cirurgia estereotàctica en humans 

 pel tractament de PD ............................................................................................ Spiegel, 1947      

1957 La Dopamina (DA) és troba al cervell dels mamífers ..................Carlsson,1957; Montagu, 1957

1958 El precursor de la DA, L-dopa, pot restaurar els nivells de DA 

 i l’activitat motora dels animals lesionats amb l’alcaloide reserpina, 

 es proposa la dopamina com neurotransmissor central, la seva funció 

 en el control motor extrapiramidal i el seu dèficit com a causa 

 del parkinsonisme  ..............................................................................................Carlsson, 1958

1959 La màxima concentració de DA cerebral es troba a l’estriat ...................Bertler,1959; Sano,1959

1960  Els malalts de Parkinson presenten nivells molt reduïts 

 de DA estriatal ....................................................................................................Ehringer, 1960

1961 Primers intents d’alleugerir els símptomes de la PD amb L-dopa .....................Birkmayer, 1961

1962/4 Es localitzen i identifiquen les neurones dopaminèrgiques centrals 

 per tècniques histofluorescents ........................................ Falck, 1962; Dalstrom & Fuxe, 1964

1967/9 S’estableix la teràpia substitutiva de la PD amb L-dopa ......................................Cotzias, 1967-9

1978 Es proposa l’estrès oxidatiu com a possible mecanisme etiopatogènic de la 

 neurodegeneració dopaminèrgica en la PD ...........................................................Graham, 1978

1981 Es proposa el paper modulador de la dopamina en els ganglis basals, controlant

 tant els impulsos corticals cap el nucli caudat-putamen, com l’activitat de les

 interneurones i neurones de projecció de la regió ........................................................Kitai,1981

1983 S’amplia l’estudi morfomètric de les neurones dopaminèrgiques 

 en malalties neurològiques i psiquiàtriques ....................................Bogerts, 1983; Candy, 1983

1990/96 S’identifiquen els primers gens PARK relacionats amb la 

 neurodegeneració dopaminèrgica ......................................Golbe, 1990; Polymeropoulos, 1996

1998 S’identifiquen alguns gens  del desenvolupament de les nDAm ............. Ye, 1998; Goridis 2002

2000 S’aconsegueix convertir in vitro stem cells en neurones dopaminèrgiques .................... Lee, 2000

Tradicionalment, les neurones dopaminèrgiques s’han caracteritzat per sintetitzar i meta-
bolitzar la DA, gràcies a que expressen els corresponents enzims de síntesi i degradació i les 
proteïnes transportadores, que han estat i són molt emprades com a marcadors moleculars 
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essencials per a la seva identificació, principalment els enzims tirosina-hidroxilasa (TH) i 
decarboxilasa d’aminoàcids aromàtics (AADC), el transportador vesicular de monoamines 
(VMAT2) o el transportador de DA (DAT) (vegeu la figura 8).
El 90% de les neurones dopaminèrgiques centrals tenen el soma situat al mesencèfal ven-
tral, en tres grups neuronals: la part compacta de la substància negra (SNc, o àrea A9), 
l’àrea tegmental ventral (VTA o àrea A10) i el nucli retrorrubral (RRF o àrea A8), són les 
denominades mesodiencefàliques (Björklund i Lindvall, 1984) o mesencefàliques (nDAm) 
(vegeu la figura 1a i b). Tot i que es tracta d’un nombre reduït de neurones, les nDAm 
emeten projeccions topogràficament molt organitzades que abasten pràcticament tot el 
prosencèfal o cervell anterior, incloent el neocòrtex i són la principal font de DA al cervell 

dels mamífers (Chinta and Andersen, 2005).

     

Figura 1. a) Representació esquemàtica dels principals grups neuronals dopaminèrgics en el sistema nerviós 

central del ratolí en un tall sagital i b) en un tall coronal corresponent a la posició mostrada per la línia ver-

tical en (a), on es destaca la distribució anatòmica de les neurones de la substància negra pars compacta (SNc, 

grup A9) i les de l’àrea tegmental ventral (VTA, grup A10) que juntament a les del nucli retrorrubral (RRF, 

grup A8) son les denominades neurones dopaminèrgiques mesodiencefàliques o mesencefàliques (nDAm en 

el text). Altres grups dopaminèrgics són: les cèl·lules interplexiformes de la retina (grup A17) (no es mostra); 

les neurones dendrítiques periglomerulars del bulb olfactori (OB)(A16); el grup cel·lular de la zona Incerta 

del tàlem ventral (A13) (no es mostra); el grup cel·lular de l’hipotàlem (Hyp, A12, A14 i A15) dels quals el 

grup A12 és el més gran i proveeix les projeccions  tuberoinfundibular i  tuberohipofisall implicades en la 

regulació neuroendocrina i el grup cel·lular mesodiencefalic de situació caudal periaqüeductal (A11) (no es 

mostra) (Smidt i Burbach, 2007). (dreta) Esquema d’un tall sagital medial del cervell humà amb la situació del 

mesencèfal o cervell mitjà, situat per sota de les estructures diencefàliques (tàlem i hipotàlem) i per sobre del 

tronc (protuberància i bulb raquidi). Disponible en http://www.afh.bio.br/nervoso/img/Nervos36.jpg
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El 10% de neurones dopaminèrgiques restant formen petits circuits locals amb origen al 
telencèfal i diencèfal i projeccions cap al diencèfal i tronc cerebral: són les cèl·lules inter-
plexiformes de la retina (grup A17), les neurones dendrítiques periglomerulars  (juxtaglo-
merulars) dels bulbs olfactoris (grup A16), els grups cel·lulars de l’hipotàlem (àrees A15, 
A14, A12) dels quals el grup A12 és el més gran i proveeix les projeccions  tuberoinfun-
dibular i tuberohipofisal implicades en la regulació neuroendocrina; el grup cel·lular de la 
zona incerta del tàlem ventral (A13) i el grup cel·lular de situació mesodiencefàlica caudal 
denominat matèria grisa periaqueductal (A11) (Smidt i Burbach, 2007).

Quant al nombre de nDAm, hi ha una gran variabilitat entre les especies: en primats no 
humans i humans el nombre decau amb l’envelliment, cosa que no succeeix en els rose-
gadors (tenen unes 45.000 nDAm). Es calcula que en la 4a dècada de la vida podem tenir 
unes 590.000 nDAm, xifra que s’ha reduït a unes 350.000, dues dècades més tard (Chinta 
and Andersen, 2005).
Les nDAm formen part dels circuïts dels ganglis bassals (vegeu la figura 2a) que exercei-
xen un paper central en el control del moviment. En els paràgrafs següents fem un repàs 

d’aquestes estructures en relació als seus components i connexions.

Els ganglis basals, rol, components i interconnexions

La planificació, direcció i execució dels moviments voluntaris depèn de tres àrees del còrtex 
frontal: l’àrea motora primària, l’àrea premotora i l’àrea motora suplementària. Les neuro-
nes piramidals d’aquestes tres àrees corticals projecten axons a la medul·la espinal on fan 
sinapsi amb interneurones i neurones motores espinals que finalment acaben innervant els 
músculs esquelètics, és el denominat sistema piramidal, implicat en els moviments fins de 
les extremitats.
Hi ha un segon conjunt de projeccions motores descendents que s’originen al tronc de 
l’encèfal, fonamentalment a la formació reticular i al nucli vestibular i que, com les ante-
riors, van a fer sinapsi amb les neurones motores espinals de l’asta anterior de la substància 
grisa medul·lar, aquesta segona via descendent que es coneix com a via extrapiramidal es 
la responsable del control de l’equilibri i la postura durant l’execució dels moviments vo-
luntaris. 
Per iniciar i executar els moviments, el còrtex motor necessita informació integrada sobre 
la intenció del moviment, la motivació, el context motor, sensitiu i emocional del cos i de 
l’ambient exterior, informació que li subministren dos sistemes moduladors: els ganglis 
bassals (GB) i el cerebel (Purves,  2003); l’organització d’ambdós sistemes és similar, amb 
una regió central de processament que rep aferències massives del còrtex sensitiu secundari 
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i associatiu i des d’ on parteixen projeccions cap el tàlem, després de fer sinapsi en distints 
nuclis de relleu intermediaris. El tàlem, finalment projecta cap a l’escorça motora des d’ on 
s’inicia l’acció motora. 
Al cerebel se li atribueix la coordinació harmònica dels moviments continus, sobre tot els 
guiats per la visió, mentre que els GB modulen fonamentalment la planificació, iniciació i 
acabament dels moviments complexos i el control adaptatiu de la conducta a través de la inte-
racció de les àrees sensoriomotores, cognitives i emotives del cervell (Graybiel et al., 1994)
Els GB són distints nuclis de substancia grisa, subcorticals, bilaterals i profusament in-
terconnectats, la regió central de processament dels quals és el nucli estriat (estriat dorsal 
o neoestriat) que en els primats es troba subdividit en dos, caudat i putamen, separats 
per la càpsula interna, feix de substancia blanca format pels axons de la via piramidal, es 
distingeix el nucli accumbens (estriat ventral), el globus pàl·lid amb la divisió externa 
o lateral (GPe) i la interna (GPi) (que en rosegadors es denominada nucli entopeduncular 
– vegeu la figura 2b), tots ells situats a la base anterior de l’encèfal; el nucli subtalàmic 
(STN) situat en el diencèfal es considera, juntament amb el globus pàl·lid, part del siste-
ma motor extrapiramidal. Per últim, la substància negra (SN) situada en el mesencèfal 
presenta dues parts ben diferenciades, la compacta (SNc) i la reticulada (SNr) (Jurkowsky 
and Stacy, 2005).
A continuació, revisem amb especial interès les característiques de l’estriat i de la substàn-
cia negra per ser dos nuclis sobre els que hem incidint repetidament en aquest treball.

Figura 2a. (esquerra) Esquema d’un tall coronal del cervell humà a nivell de l’estriat (caudat i putamen) 

(Purves, 2003 pag. 366). (dreta) Esquema d’una visió posterolateral dels dos sistemes cerebrals moduladors-

del moviment, els ganglis basals i el cerebel. Disponible a: http://brainmind.com/BasalGanglia.html
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Figura 2b. Esquema d’un tall sagital del cervell de rosegador amb els nuclis dels ganglis basals interconnectats: 

striatum (nucli estriat que correspon al humà caudat-putamen), GP(Glob pàl·lid que en l’humà correspon al GP 

extern), EP(nucli entopeduncular que en el humà correspon al GP medial o intern), STN (nucli subtalàmic), 

SNc (part compacta de la substància negra), SNr (part reticulada de la substancia)(Gerfen, 2010 pag. 16).

Substància negra i vies dopaminèrgiques

En un tall a nivell del mesencèfal, en posició ventral i lateral, la substància negra de cada 
hemisferi apareix com una banda homogènia de color fosc (d’aquí el nom) degut a l’elevat 
contingut en neuromelanina. Les neurones nigrals es classifiquen segons la mida del soma, 
la forma de les dendrites, el grau de pigmentació, la connectivitat i l’expressió de distints 
marcadors moleculars que ajuden a delimitar varies subregions: 

a) La zona compacta de la SN (SNc) conté les neurones de tipus I, les més grans i 
nombroses, riques en DA i neuromelanina, pigment que s’observa a simple vista en 
el cervell dels primats però no en el dels rosegadors. Dins la SNc es distingeix dos 
nivells: el nivell dorsal, calbindina positiu i el nivell ventral, calbindina negatiu. Els 
axons fins, amielínics i varicosos d’aquests dos nivells es dirigeixen cap al putamen 
posterior (estriat dorsal) considerat l’estriat sensoriomotor i cap el putamen anterior 
i el nucli caudat que es consideren l’estriat associatiu, formant en conjunt la via 
nigroestriatal (vegeu la figura 2b i la  figura 3), la disrupció de la qual es caracte-
rística de la malaltia de Parkinson i dels models animals de parkinsonisme. Altres 
projeccions de la SNc es dirigeixen als dos segments del globus pàl·lid on sembla que 
modulen les eferències cap el tàlem. Les dendrites d’aquestes neurones dopaminèrgi-
ques es localitzen en part a la zona reticulada. 

b) La zona reticulada de la (SNr) menys densa que la compacta, conté les neurones 
de tipus II, GABAèrgiques, menors que les de tipus I, no pigmentades, reben inputs 
des del nivell ventral de la SNc, de l’estriat i del STN i projecten principalment cap 
el tàlem però també cap els denominats estriosomes de l’estriat (que comentem més 

endavant). La resta són interneurones petites que es marquen amb lipofucsina. 
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Figura 3. Esquema de la via  dopaminèrgica nigroestriatal de la rata, amb els somes agrupats en les àrees A8, 

A9 i A10 i els axons que formen el feix prosencefàlic medial (mfb) en direcció cap a l’estriat.

Veïna medial de la SN, l’àrea tegmental ventral (VTA) és també l’origen de neurones dopa-
minèrgiques que juntament amb algunes de la zona dorsomedial i rostral de la SNc projec-
ten a àrees límbiques com el nucli accumbens (o estriat ventral considerat l’estriat límbic), 
als tubercles olfactoris i en menor proporció al septum, amígdala i hipocamp. Aquesta via 
és la denominada via mesolímbica, que està involucrada en la motivació i la recompensa 
de les accions motores.
De les mateixes àrees, alguns axons projecten al neocòrtex, especialment al còrtex pre-
frontal, al còrtex del cingle i entorrinal,  formant la que es coneix com via mesocortical. 
Aquestes dues es solen considerar conjuntament com via mesocorticolímbica (vegeu la 
figura 4), donada l’homogeneïtat topogràfica dels somes neuronals i la participació d’amb-
dues en els processos cognitius, la conducta emocional, la motivació i el sistema de recom-
pensa involucrat en l’aprenentatge i el manteniment de les accions motores. La disfunció 
d’aquesta via s’associa a l’esquizofrènia, les addiccions i els quadres d’hiperactivitat per 
dèficit de l’atenció (Moore, 2003; Chinta et al. 2005).

Figura 4. Esquema de les vies dopaminèrgiques mesolímbica (esquerra) i mesocortical (dreta) o mesocorti-

colímbica de la rata, amb els somes situats principalment a l‘àrea tegmental ventral (VTA) o àrea A10 i els 

axons de projecció cap a les àrees límbiques, frontals i hipocamp.
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L’estriat, centre de processament dels GB

Excepte en els primats, per la presència de la càpsula interna de substància blanca, l’estriat 
té macroscòpicament un aspecte homogeni, d’aquí que s’hagi considerat tradicionalment 
com un sol nucli, tant des d’un punt de vista morfològic com funcional. 
Els estudis de desenvolupament postnatal, tanmateix, distingeixen dos compartiments es-
triatals distints: els estriosomes (“patches”) que ocupen el 20% del volum del nucli i la 
matriu que correspon al 80% restant. Les neurones dels estriosomes són més primerenques 
i tot d’una expressen receptors d’opiacis-μ, mentre que les de la matriu són més tardanes i 
expressen calbindina (Gerfen 2010).

L’estriat madur està constituït, en un 10% per interneurones, principalment colinèrgi-
ques i en menor proporció GABAèrgiques (que produeixen somatostatina, parvalbúmina, 
o calretinina). El 90% restant són neurones GABAèrgiques de projecció, denominades 
neurones espinoses mitjanes de tipus I, les que contenen encefalina (ENK) i de tipus II, 
les que contenen substància P (SP) i dinorfina (DYN). Totes presenten una elevada densi-
tat d’espines dendrítiques (vegeu la figura 5), sobre les que fan sinapsi distintes aferències 
intrínseques i extrínseques, de les quals cal destacar les dues primeres, a continuació:

a) Aferències glutamatèrgiques provinents de tot el neocòrtex (excepte el visual i audi-
tiu primaris), les capes III i V del qual projecten principalment a la matriu estriatal. 
Altres aferències procedeixen de determinats nuclis del tàlem (parafasciculars, ven-
tromedials i paraventriculars). Els axons glutamatèrgics  fan sinapsi a nivell del cap 
de les espines, exercint en conjunt un rol activador dels circuits estriatals.

b) Aferències dopaminèrgiques provinents del nivell dorsal de la SNc i de la VTA fan 
sinapsi amb les neurones de la matriu. Les originades en la SNc ventral es dirigeixen 
tant a la matriu com als estriosomes.  En general, aquestes aferències dopaminèrgi-
ques fan sinapsi en el coll de les espines dendrítiques exercint un paper modulador 
dels senyals glutamatèrgics (vegeu la figura 5) (Schiffmann et al., 2007).

c) Aferències GABAèrgiques, des de l’àrea retrorrubral (A8) a la matriu.
d) Aferències serotoninèrgiques, des dels nuclis del Rafe.

Al seu torn, les neurones espinoses mitjanes de l’estriat dorsal projecten dos tipus d’ eferèn-
cies GABAèrgiques cap a la SNr i el GPi, els dos nuclis de sortida dels GB amb direcció 
al tàlem:

1) Les neurones estriatals de tipus II, dinorfinèrgiques connecten els estriosomes di-
rectament amb els nuclis de sortida, constituint la denominada via estriat-nigral 
directa, en la que s’expressen receptors dopaminèrgics D1 (acoblats a proteïnes Gs, 
excitadores) (vegeu la figura 6).
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2) Les neurones estriatals de tipus I encefalinèrgiques connecten la matriu estriatal amb 
les neurones GABAèrgiques del GPe que al seu torn fan sinapsi amb les neurones 
glutamatèrgiques del STN, que fan contacte amb els nuclis de sortida. Aquesta es la 
denominada via estriat-pal·lidal indirecta on s’expressen receptors dopaminèrgics 
de tipus D2 (acoblats a proteïnes Gi/o, inhibidores). Les neurones GABAèrgiques 
del GPe també projecten directament als nuclis de sortida sense fer relleu al STN 
(vegeu la figura 6) (Gerfen, 2004).

                   

Figura 5. Esquema de les interaccions glutamatèrgiques corticals (sobre el cap) i dopaminèrgiques nigrals (so-

bre el coll) amb les espines de les neurones espinones mitjanes de l’estriat de rata. NAc (nucli accumbens o es-

triat ventral), VP ( nucli pàl·lid extern o ventral, VTA (àrea tegmental ventral) (Hyman and Malenka, 2001). 

Segons la teoria central dels trastorns motors de la PD i de la malaltia de Huntington, 
les vies estriat-nigral directa i estriat-pal·lidal indirecta competeixen funcionalment 
entre elles per activar o inhibir el moviment: 

a) la via estriat-nigral directa consisteix en dues connexions inhibidores GABAèrgiques 
consecutives: de l’estriat al GPi i SNr i d’aquests al tàlem, de manera que les aferèn-
cies excitadores glutamatèrgiques del neocòrtex, a través d’aquesta via desinhibeixen 
el tàlem, el qual estimulant el còrtex motor a través del seu neurotransmissor, el 
glutamat, allibera el moviment.

b) la via estriat-pal·lidal indirecta, en canvi, consta de un pas extra a través del nucli 
STN glutamatèrgic, el qual estimula els GABAèrgics GPi i SNr, aquests, en inhibir 
el tàlem, inhibeixen el còrtex motor i frenen el moviment (vegeu la figura 6 i 7) 
(Graybiel, 2000).  

En aquesta complexa xarxa neuronal, la DA té un paper modulador sobre l’activitat de les 
dues vies, principalment a nivell de l’estriat. Així, en situació fisiològica, la unió de la DA 
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amb els receptors de tipus D1 (estimuladors i localitzats en la via directa) i D2 (inhibidors i 
ubicats en la via indirecta) porta a la iniciació i desenvolupament correcte del moviment. 

La disfunció dopaminèrgica repercuteix en tot el sistema dels ganglis basals: en models 
animals i en els malalts de PD, tant a nivell electrofisiològic com metabòlic, s’ha pogut de-
mostrar una hiperactivitat del nucli subtalàmic (STN) que a través dels GPi i SNr, provoca 
una sobreinhibició del tàlem i d’aquest al còrtex premotor, el que explica la bradicinèsia 
/ acinèsia i justifica els abordatges quirúrgics de la malaltia (Guridi et al., 2004). Així, 
l’alteració de les vies nigroestriatals implica o bé una prominència inhibitòria de les vies 
estriat-nigrals que es tradueix en l’enlentiment dels moviments com acabem de comentar o 
bé un excés d’excitabilitat d’aquestes vies amb l’aparició d’un quadre discinètic amb movi-
ments ràpids, irregulars i incontrolats tipus coreiforme com en la malaltia de Huntington 
(Ambrosio et al., 1996).

Figura 6. Representació esquemàtica de les interconnexions dels ganglis basals i els principals neuropèptids 

sintetitzats per les neurones espinoses mitjanes estriatals de projecció. Es senyala la ubicació dels receptors 

d’adenosina i dopamina. Les fletxes representen les connexions sinàptiques. Globus pàl·lid extern (GPe); 

globus pàl·lid intern (GPi); substancia negra compacta (SNc); substancia negra reticulada (SNr); nucli sub-

talàmic (STN); Encefalina (ENK); Dinorfina (Dyn); Substancia P (SP); receptors dopaminèrgics D1 i D2; 

receptors de adenosina A2A. (Schiffmann et al., 2007).
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Figura 7. Esquema del funcionament ordinari dels ganglis basals en relació a la iniciació i execució dels mo-

viments i funcionament alterat (dreta) pel dèficit de la innervació dopaminèrgica moduladora, que cursa amb 

una preeminència de la via estriat- pal·lidal indirecta inhibitòria i un enlentiment dels moviments. 

Distribució regional de la DA i altres marcadors dopaminèrgics en 
els ganglis bassals

La DA no es distribueix homogèniament als GB, ni tampoc en el sí de cada nucli, quan 
s’estudia en cervells humans postmortem: 
L’ estriat és el nucli més ric en DA, amb 5-7 μg/g de teixit, que correspon al 80% de tota 
la DA cerebral, però mostra un gradient de concentració amb nivells alts al cos de l’estriat 
i nivells baixos al cap i la cua (en la Fig. 2a dreta s’aprecia la forma de C dels estriats amb 
el voluminós cap que correspon al putamen i cap del caudat). 
La SN és el segon nucli més ric en DA (0.5 - 0.9 μg/g), amb grans diferencies regionals: la 
zona compacta, amb 0.9 μg/g, triplica la concentració de la zona reticulada, 0.3 μg/g. 
El GPe, amb 0.45 μg/g, quintuplica la concentració de DA del GPi, 0.07 μg/g i al STN és 
de 0.1-0.2 μg/g (Hornykiewicz 2001).
La distribució d’altres marcadors bioquímics propis d’aquestes neurones com TH, DAT,  
VMAT2, AADC, receptors  DA pre i postsinàptics, es equivalent a la de la DA. 
En canvi, la distribució de l’àcid homovaníl·lic (HVA), el principal metabòlit dopaminèr-
gic en el cervell humà (en el de la rata és l’àcid dihidroxifenilacètic - DOPAC), presenta 
marcades diferencies que probablement reflecteixen diferencies regionals en la síntesi, em-
magatzemament, tassa de recaptació i recanvi dopaminèrgic, així, el quocient molar HVA 
/ DA oscil·la al voltant de la unitat a nivell de l’estriat humà (0.1 en el de rata), on la con-
centració del DAT és màxima; és aproximadament de 3 a la SN, és de 10 al STN i de entre 
10 i 50 al GP, on la concentració del DAT és mínima, (Hornykiewicz 2001).
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Metabolisme de La dopamina

La dopamina és una catecolamina que es sintetitza majoritàriament a nivell de les termi-
nacions sinàptiques, a partir de l’aminoàcid L-tirosina, per l’acció consecutiva dels enzims 
TH i AADC que el transformen en L -3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) i DA respecti-
vament (vegeu la figura 8). La DA queda emmagatzemada en vesícules sinàptiques a través 
del transportador vesicular VMAT2 que realitza un transport antiport acoblat a H+. L’arri-
bada d’un potencial d’acció presinàptic allibera les vesícules plenes de DA a l’espai sinàptic 
permetent la seva interacció amb receptors específics pre i postsinàptics. Després d’exercir 
la seva acció, la DA és majoritàriament recaptada i introduïda de nou a les terminacions 
nervioses pel transportador DAT, aquí serà en part re-vesiculada i en part metabolitzada 
per la monoaminooxidasa mitocondrial (MAO) a àcid 3,4-dihidroxifenilacètic (DOPAC), 
un 40% del qual és eliminat i el 60% restant és metabolitzat per la catecol-O-metil-trans-
ferasa (COMT), enzim membranal d’acció extracel·lular, a àcid homovaníl·lic (HVA). 

                                     A                            B

Figura 8. A) Esquema de la síntesi dels neurotransmissors catecolaminèrgics, dopamina, noradrenalina i 

adrenalina (Goridis and Rohrer, 2002). B) Síntesi (1,2,3), emmagatzemament (4,8), secreció (5), interacció 

amb receptors postsinàptic (6), recaptació (7) i metabolisme (9, 10) de la dopamina (Ben-Jonathan N. i 

Hnasko R., 2001).
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Figura 9. Esquema del catabolisme enzimàtic de la DA pels enzims MAO i COMT que genera els metabò-

lits DOPAC, 3-MT i HVA.

La mesura del DOPAC pot ser indicativa del grau de metabolització de la DA i la del HVA 
pot donar idea del seu alliberament, mentre que la suma dels dos metabòlits en relació a la 
DA dona idea del recanvi dopaminèrgic (vegeu la figura 9) (Caudle, 2008). 
En l’envelliment fisiològic, s’ha demostrat un augment del recanvi dopaminèrgic, possi-
blement per augment de la TH, que resulta en un increment de la concentració de DA i 
metabòlits en les neurones TH positives de la SNc, sense canvis perceptibles al nucli estriat 
(Greenwood, 1991).

Autooxidació de la DA i formació de la neuromelanina

Amb l’edat, en regions com la substància negra i el lloc ceruli, es formen polímers a base 
de catecolamines oxidades que es coneixen com a agregats de neuromelanina (NM) i que 
són responsables de la pigmentació d’aquests nuclis cerebrals en els humans. En condicions 
normals, l’activitat de la MAO i l’emmagatzemament de la DA en vesícules acídiques (que 
estabilitza l’estructura catecol) evita la seva autooxidació. Tanmateix, qualsevol procés que 
comporti l’augment de la síntesi del neurotransmissor, la saturació de VMAT2 o la baixa 
expressió de MAO i VMAT2 incrementarà la concentració de dopamina lliure al citosol i 
la producció de quinones i semiquinones amb un elevat poder oxidant. 
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El procés pot començar amb la oxidació de la DA i L-DOPA a ortoquinones (DA o-qui-
nona, L-DOPA o-quinona), formes que després d’una reestructuració interna per ciclació 
de la cadena aminoalquil donen lloc a aminocrom i dopacrom respectivament, aquesta 
reacció pot ser catalitzada per O

2
, Fe2+, peroxinitrits (ONOO– i NO

2
), citocrom P450 

1A2, prostaglandina H sintasa (COX 1 i COX 2), lactoperoxidase, lipoxigenasa, xantina 
oxidasa, tirosinasa i dopamina b-monooxigenasa i probablement per O

2
i HO . Aquestes 

catecolquinones són precursores de la neuromelanina cerebral (i de la melanina a la pell) 
(Graumann et al., 2002) (Kostrzewa et al., 2002). 
Aminocrom i dopacrom poden guanyar un electró i donar lloc a formes reduïdes  deno-
minades semiquinones (SQ) amb un potencial citotòxic molt superior al de les quinones 
doncs inicien un cicle redox que s’autopropaga fins l’esgotament total del NADPH o la 
total depleció de l’oxigen (vegeu la figura 10) (vegeu: hipòtesis  etiopatogènics de la PD: 
estrès oxidatiu).

Figura 10. Formació de la neuromelanina i dels radicals semiquinona a partir de derivats oxidats de la DA 

(Graumann et al., 2002).
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La neuromelanina és un material amorf, fosc, insoluble i d’estructura irregular que s’ha 
comparat amb la dels àcids húmics (components bàsics de la matèria orgànica del sol). 
Quan s’ha estudiat la composició de la NM en controls i teixit cerebral postmortem de 
malalts de PD mitjançant ressonància magnètica nuclear d’alta resolució de l’estat sòlid 
(indicada per molècules insolubles), es veuen diferencies significatives: en els controls, la 
NM té el component policatecòlic de la polimerització dels derivats oxidats de la DA que 
acabem de comentar i un de lipídic, derivat de la cadena isoprenoide del dolicol que s’ha 
identificat com el component lipídic dels grànuls intactes de NM, en canvi, el pigment 
extret dels pacients de PD conté una petita proporció de la composició esmentada i sobre 
tot un component lipoproteic molt resistent a proteases, en el que es detecta la proteïna 

-sinucleïna, entre d’altres. Aquesta diferent composició podria ser deguda, en part, a la 
solubilització del material policatecòlic per l’acció de substàncies oxidants com el peròxid 
d’hidrogen que rendiria àcids melànics solubles que es descartarien durant el procés d’ex-
tracció prèvia a RNM d’alta resolució (vegeu la figura11) (Fasano et al., 2006) (quant a l’ 

-sinucleïna, vegeu: aspectes neuropatològics de la PD, LB i LN i també la causa genètica 

de la PD).

Receptors dopaminèrgics

De la interacció entre la dopamina i els receptors dopaminèrgics depèn el seu efecte en les 
distintes àrees cerebrals o perifèriques. En funció de les homologies estructurals i de les 
propietats farmacològiques i funcionals s’han descrit cinc tipus de receptors dopaminèrgics 
centrals, agrupats en dues famílies: receptors de tipus D1 (D1 i D5)  i  receptors de tipus 
D2 (D2, D3, D4). 

Figura 11. Esquema de la possible degradació au-

tocatalítica de la neuromelanina: radicals lliures 

derivats de l’oxigen (ROS), com el peròxid d’hidro-

gen, ataquen l’estructura insoluble de la melanina 

(en gris) produint àcids melànics (en marró) que 

poden quelar els ions de ferro alliberats i potenciar 

la formació de més ROS (Fassano et al., 2006).
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a) Els receptors de la família D1 són majoritàriament postsinàptics i estan acoblats a 
proteïnes Gs activadores de l’enzim adenilat ciclasa. Els D1 són els de més ampla 
distribució i densitat a tot el cervell, essent les neurones estriatals espinoses mitjanes 
de la via nigroestriatal directa les que presenten la major concentració. També s’han 
trobat a nivell presinàptic en les projeccions glutamatèrgiques de còrtex i tàlem. Els 
receptors D5 abunden especialment en l’estriat ventral, illes de Calleja, tubercles 
olfactoris i septum, totes, estructures límbiques.

b) Els receptors de tipus D2 són acoblats a proteïnes Go/i inhibidores de l’adenilat cicla-
sa. La distribució regional dels D2 és molt similar als D1 amb algunes diferencies: 1)  
menor densitat cortical, 2) localització presinàptica en els terminals dopaminèrgics 
que projecten a l’estriat, 3) localització postsinàptica en les neurones espinoses mit-
janes de la via estriat-pal·lidal indirecta, 4) localització en les interneurones colinèr-
giques estriatals. Els receptors D3, com els D5, són abundants en les àrees límbiques 
(Hurley and Jenner, 2006).

Desenvolupament de les vies dopaminèrgiques

Les nDAm s’originen a partir de cèl·lules progenitores embrionàries de la línia mitja ven-
tral del sol del tub neural, al voltant de la flexió cefàlica que correspon al tegmentum. 
La transformació d’aquestes cèl·lules mare en neurones dopaminèrgiques es produeix al vol-
tant del dia 10,5 (ratolí) i 12 (rata) del període embrionari com a resultat de la interacció 
del factor morfogènic local Shh (Sonic hedgehog) amb el també morfogen FGF8 (factor de 
creixement de fibroblasts 8) expressat en l’adjacent centre organitzador de l’istme (ISO). 
Shh provoca  la desinhibició de la proteïna transmembrana, smoothened (SMO), que al seu 
torn indueix l’activació o desinhibició d’una sèrie de gens involucrats en el desenvolupa-
ment i manteniment postmitòtic de les nDAm.  
Tot i que encara s’han d’identificar els factors de transcripció que són específicament ex-
pressats per les cèl·lules progenitores dopaminèrgiques proliferants, ja s’han caracteritzat 
alguns dels que intervenen en el desenvolupament postmitòtic d’aquestes: LMX1b és un 
factor activador de la diferenciació de les nDAm, en activar l’expressió de Msx1, amb el 
producte del qual coopera per activar Ngn2. El factor NGN2 activa les cèl·lules proge-
nitores que expressen SOX2 i que més tard es desenvolupen en neurones postmitòtiques 
NURR positives i possiblement en nDAm TH positives. 
NURR1 és imprescindible per l’expressió del gen de la TH, VMAT2, DAT, i el receptor 
tirosina quinasa RET. Els gens En1 i En2 poden intervenir tant en la generació i/o diferen-
ciació com en el manteniment de les nDAm. 
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Pitx3 sembla ser exclusiu de les neurones dopaminèrgiques de la via nigroestriatal, doncs 
els ratolins nadons que en són deficients conserven totes les neurones dopaminèrgiques 
de la VTA i de l’àrea retrorrubral, però mostren una manca total de les de la SN. Pitx3 és 
necessari per a la diferenciació de les terminacions dopaminèrgiques i pel manteniment de 
les nDAm. En el ratolí, Pitx3 s’expressa des del dia 11 de la fase embrionaria fins a l’edat 
adulta (vegeu la figura 12). Els nivells de mRNA de Pitx3 al mesencèfal estan disminuïts 
en els ratolins KO per Lmx1b, en la rata parkinsoniana per 6-OHDA i en els malalts de 
PD (Nunes 2003) (Sillitoe 2008).

Figura 12. Factors implicats en el desenvolupament embrionari de les neurones dopaminèrgiques mesence-

fàliques. (Goridis C and Rohrer H, 2002)

En general, s’accepta el principi que durant la embriogènesi del SNC hi ha una producció 
neuronal excessiva, per esdevenir-se més tard un procés natural de mort cel·lular que de-
termina el nombre final de cada població neuronal a l’adult. La supervivència en la correcta 
connexió dependrà de la capacitat de cada neurona per establir contacte amb el teixit di-
ana en captar el factor tròfic rellevant i portar-lo al soma per transport retrògrad (Clarke, 
1985). 
S’han descrit dos períodes de mort cel·lular natural per apoptosi en la SN de ratolins i rates, 
el primer, entre 3 dies abans i 8 dies després del naixement i el segon al voltant del dia 15 
postnatal. GDNF (Factor neurotròfic derivat de glia) es un factor tròfic que assoleix elevats 
nivells d’expressió al voltant del segon dia postnatal en les neurones espinoses mitjanes de 
l’estriat (Cho et al., 2003), així com succeeix en la SNc amb el seu receptor (GDNF recep-
tor 1) i el receptor tirosina quinasa Ret, durant el desenvolupament. 
En cultius primaris de neurones dopaminèrgiques postnatals esposats a GDNF i en nadons 
de rata Sprague-Dawley tractats amb GDNF intraestriatal s’ha pogut suprimir el primer 
pic apoptòtic fisiològic de les neurones dopaminèrgiques i contràriament l’administració 
intraestriatal de anticossos anti-GDNF en nadons de rata ha incrementat la mort de neuro-
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nes de la SNc durant aquesta primera onada apoptòtica (Oo et al., 2003), aquestes i altres 
evidencies (Kholodilov et al., 2004) recolzen el paper fisiològic de GDNF en la regulació 
de la primera fase de mort fisiològica de les nDAm. Tanmateix, la major supervivència 
neuronal propiciada pel GDNF sobreexpressat en l’estriat de ratolins transgènics no s’ha 
vist mantinguda en l’edat adulta, de manera que s’ha suggerit la necessitat d’altres factors 
tròfics derivats del teixit diana que juntament amb GDNF regulin el nombre finals de les 

neurones dopaminèrgiques nigroestriatals (vegeu la taula 2) (Smidt and Burbach, 2007).

Taula 2. Proteïnes amb un efecte neurotròfic sobre les nDAm

LLIGAND RECEPTOR LLIGAND RECEPTOR
BDNF TrkB, receptor P75 Neurotrofina 4/5 TrkB

GDNF GFR -cRET, GFR -NCAM TGF Receptor TGF  

Neurturina GFR -cRET TGF Receptor EGF/TGF

Neublastina/artemina GFR -cRET Neurregulina 1 Receptor ERBB3/4

Persefina GFR 4-cRET BMPs BMPR1/2

Neurotrofina 3 TrkC HB-EGF ERBB1

GDF5 BMPR1b FGF2 FGFR1

bFGF FGFR1-3

BDNF, brain-derived neurotrophic factor; bFGF, basic fibroblast growth factor; BMP, bone morphogenetic 

protein; BMPR1, BMP recepetor type 1; cRET, RET receptor tyrosine kinase; EGF, epidermal growth factor, 

ERBB1, v-erb-a erytroblastic leukaemia viral oncogene homologue 1; GDF5, growth differentiation factor 

5; GFR , GDNF family receptor- ; HB-EGF, heparin binding EGF; NCAM, neural cell adhesion molecule; 

TGF , transforming growth factor- ; TrkB, tyrosine receptor kinase B) (Smidt and Burbach, 2007).

Activitat elèctrica de les neurones dopaminèrgiques

Des de fa bastants anys, el grup de Schultz (Schulz, 1986) ha obtingut registres electro-
fisiològics de l’activitat elèctrica extracel·lular de neurones dopaminèrgiques en el mico 
despert i actiu; més recentment altres grups han aconseguit el mateix en rosegadors. 
També des de fa temps, el grup de Grace and Bunney (1984) ha fet registres electrofisiolò-
gics intracel·lulars de neurones dopaminèrgiques (per inserció de microelèctrodes o per la 
tècnica de fixació de membrana, patch-clamp), però la complexitat tècnica d’aquest abor-
datge sols permet el registre en l’animal anestesiat, així s’ha obtingut informació essencial 
sobre la seqüència temporal dels potencials d’acció d’aquestes neurones i de les oscil·lacions 
dels potencials de membrana en l’escala subllindar, que aporten informació rellevant sobre 
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els tipus de canal iònic responsables de la generació i control de l’activitat elèctrica neuro-
nal.
Tanmateix, la major part dels registres intracel·lulars de l’activitat elèctrica dopaminèrgica 
deriven de preparacions in vitro de seccions gruixudes (“slices”) de mesencèfal o de neu-
rones dopaminèrgiques acabades de dissociar, preparacions que amputen la majoria dels 
axons i dendrites de la neurona (que s’obtenen d’animals massa joves com rosegadors de 
2-3 setmanes) aïllant-les de la complexa xarxa de connexions dels ganglis bassals de la que 
formen part i que en última instància és la principal controladora de l’activitat elèctrica 
dopaminèrgica (Liss i Roeper, 2010).

Així, tan en les preparacions in vivo com in vitro i degut a la inaccessibilitat dels fins axons 
i dels botons sinàptics, els registres provenen del compartiment somatodendrític. Amb tot, 
s’han definit dos patrons temporals d’activitat elèctrica en les nDAm, en l’animal despert:

a) Un patró tònic basal, de marcapassos regular en les nDAm nigroestriatals, que 
provoca l’exocitosi de vesícules dopaminèrgiques, l’augment extracel·lular de DA de 
l’ordre nanomolar i que assegura les concentracions basals estables de DA en l’estriat 
dorsal o sensoriomotor. Aquest patró es caracteritza per descàrregues contínues de 
potencials d’acció únics, de baixa freqüència, d’uns 4.0 Hz (vegeu les figures 13b i 
14b) (Liss i Roeper, 2008), es pensa que pot ser el correlat elèctric de la denominada 
transmissió volumètrica característica dels sistemes monoaminèrgics (que descriu 
la difusió tridimensional del neurotransmissor i el seu efecte a gran distància més 
que la comunicació focal de la transmissió sinàptica clàssica - Fuxe et al., 2007). 
El patró tònic de marcapassos s’explica per l’activitat combinada dels tres tipus de 
canals iònics: 1) canals de calci Cav1.3 (canals de Ca2+ sensibles a voltatge, tipus L, 
d’acció lenta - long-lasting), 2) canals HCN (canals no selectius de cations activats 
per hiperpolarització i modulats per nucleòtids cíclics) i 3) canals SK3 (canals de K+ 
depenent de calci de baixa conductivitat i sensibles a apamina). En la zona somato-
dendrítica d’aquestes neurones hi ha GIRK2 (canals de potassi activats pels autorre-
ceptors D2 acoblats a proteïnes Gi) que medien la inhibició de l’activitat elèctrica. 

   Les nDAm de la via mesocorticolímbica també presenten activitat elèctrica tòni-
ca de marcapassos però de major freqüència, entre 15 i 30 Hz, més irregular i sembla 
independent dels canals responsables en les anteriorment esmentades. Aquí, l’acti-
vitat tònica es generaria per l’activitat dels Nav (canals de sodi depenent de voltatge 
i sensibles a tetradotoxina), d’una banda, i dels contraposats Kv4.3L/Kchip3 (canals 
de K+ tipus A de ràpida inactivació) i els Kir (canals de potassi de rectificació inter-
na) de l’altra. Les nDAm mesocorticolímbiques, a diferencia de les nigroestriatals, 
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no expressen autorreceptors D2 ni els canals de potassi que s’hi associen, de manera 
que són indiferents als agonistes dopaminergics D2 i tenen baixos nivells d’expressió 
de DAT.

b) Un patró elèctric fàsic en les neurones de la via mesocorticolímbica de rosega-
dors i primats estudiats in vivo, a base de trens d‘entre 2-10 potencials d’acció, d’alta 
freqüència, 20-80Hz, separats  per  intervals d’uns 60 ms, quan l’animal rep una 
recompensa nova o quan està davant d’un estímul sensorial que normalment prece-
deix una recompensa ja coneguda. Aquest patró fàsic fa augmentar la DA extracel-
lular fins a l’ordre micromolar, durant cents de milisegons i quan falla la prevista 
recompensa, el interval entre les tongades de potencials d’acció s’allarga més de 400 
ms. Aquesta activitat fàsica no apareix espontàniament en els registres electrofisio-
lògics in vitro, però es pot generar quelcom de similar activant farmacològicament 
els receptors de NMDA (receptors ionotròpics de glutamat sensibles a N-metil D-
aspartat) i els canals SK3 (vegeu les figures 13c i 14c).

           
                                     

Figura 13. Registre elèctric amb la tècnica de patch-clamp in vitro de neurones dopaminèrgiques a partir 

de seccions gruixudes (slices) de teixit mesencefàlic. a) típic potencial d’acció simple. b) patró tònic basal de 

marcapassos. c) patró fàsic induït per inhibició farmacològica dels canals SK. Línia de punts representa -50 

mV. Barra d’escala representa 10 mV i 2 ms (a) ó 500 ms (b i c) (Liss and Roeper, 2010).
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Les diferències fenotípiques i funcionals observades entre les nDAm de la via nigroestriatal 
i les de la via mesocorticolímbica no acaben aquí, doncs les neurones nigroestriatals són 
més proclius a la neurodegeneració que les mesocorticolímbiques com es comprova en els 
malalts i en els models animals de la malaltia de Parkinson,  on les segones són molt menys 
afectades. A més, quan s’estudien els principals canals iònics o quan s’apliquen pertorba-
cions farmacològiques i elèctriques en les nDAm en animals KO, ambdues poblacions 
mostren distinta flexibilitat i adaptabilitat per mantenir el seu patró elèctric intrínsec (Liss 
and Roeper, 2010).

Figura 14. Registre elèctric intracel·lular de neurones dopaminèrgiques in vivo, en rata anestesiada. b) patró 

d’activitat tònica i c) patró d’activitat fàsica, el petit registre en c) correspon a un registre extracel·lular in 

vivo, barres d’escala representen 0.3 mV i 250 ms. (Liss and Roeper, 2010).

La DA en la gratificació, l’addició i l’aprenentatge

Al llarg de l’evolució, els organismes han desenvolupat circuits neuronals relacionats amb 
la recompensa que s’activen a partir de determinats estímuls ambientals rellevants  (refor-
çadors com l’aliment, la beguda, el sexe i el joc) per assegurar l’aprenentatge de conductes 
de cerca i consumació, útils per a la seva supervivència, benestar i perpetuació (Schultz, 
2006). 
Com els estímuls naturals esmentats, però de molta més potencia, les drogues d’abús són 
“reforçadors de la conducta” que provoquen l’activació de les neurones dopaminèrgiques 
mesocorticolímbiques (cos a la VTA i projeccions cap a les àrees límbiques i corticals). 
Els estudis clàssics de psicoestimulants en animals i els de neuroimatge funcional aplicats 
a humans (Merims, 2008) demostren que totes les drogues indueixen un fort i ràpid aug-
ment de la DA extracel·lular, especialment en el nucli accumbens (NAc o estriat ventral), 
augment que coincideix amb la sensació d’eufòria i de “pujada” referida pel consumidor, 
sobre tot si s’administra per via endovenosa, que potencia l’efecte reforçador per la rapidesa 
de l’efecte. El NAc actua de interfície entre les àrees límbiques i corticals, relacionades amb 
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la motivació, per una banda, i els circuits motors responsables de l’execució de les conduc-
tes motivades, per l’altre (Wolf, 2006). 
L’excessiu alliberament de DA provoca canvis moleculars i cel·lulars compensatoris tant en 
les neurones GABAèrgiques del NAc com en els circuits neuronals glutamatèrgics relaci-
onats (vegeu la figura 15).

Figura 15. Esquema del sistema dopaminèrgic mesocorticolimbic i circuits relacionats. L’àrea tegmental 

ventral (VTA) conté neurones dopaminèrgiques que innerven el nucli accumbens (NAc) i el còrtex pre-

frontal (PFC), entre altres nuclis del cervell anterior. Les neurones GABAèrgiques del NAc reben aferències 

glutamatèrgiques del còrtex prefrontal PFC, de l’amígdala (AMY), de l’hipocamp (HPC) i del tàlem, zones 

relacionades amb la motivació i els projectes i envien eferències cap al globus pàl·lid ventral (VP), la VTA i 

la SN, regions relacionades amb l’execució de les conductes motivades. Les eferències glutamatèrgiques del 

PFC modulem aquests circuits fent sinapsis amb NAc, VTA, SN, PPT (nucli tegmental-peduncle-pontí) i 

LTD (nucli tegmental-lateral-dorsal) (Wolf, 2006).

Els animals d’experimentació tractats amb psicoestimulants presenten un augment de la 
densitat de dendrites i espines dendrítiques (localització preferent de les sinapsis glutama-
tèrgiques) en el NAc i en el còrtex prefrontal.
Els estudis funcionals per PET amb drogoaddictes mostren, respecte dels controls: a) una 
menor densitat de receptors tipus D2 a l’estriat ventral i dorsal i b) una disminució de la 
DA alliberada per les neurones mesocorticolímbiques, ambdós canvis, s’especula, podrien 
explicar la menor sensibilitat d’aquets malalts a la gratificació dels reforçadors naturals. 
c) Suposadament relacionats amb la disponibilitat de receptors D2, durant la síndrome 
d’abstinència s’observa una activitat disminuïda en el còrtex orbito-frontal (implicada amb 
la motivació i l’assignació de rellevància als estímuls) i en el gir cinglat anterior (relacio-
nat amb el control inhibitori de les conductes), situació que vira cap a una hiperactivitat 
d’aquestes zones quan la droga o els senyals relacionats amb ella es presenten, fenomen que 
pot tenir que veure amb el comportament compulsiu i desinhibit de cerca i consum del 
drogodepenent (Volkow, 2004).
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En resum, independentment del mecanisme molecular particular de cada droga, totes aug-
menten la neurotransmissió dopaminèrgica mesocorticolímbica, reforçant l’aprenentatge 
i la memòria de la conducta addictiva (la cocaïna, l’amfetamina i el metilfenidat alteren 
directament la recaptació o l’alliberament de la DA, mentre que la nicotina, l’alcohol, els 
opiacis i la cànnabis actuen sobre altres neurotransmissors que modulen la DA (vegeu la 

figura 16). 

Figura 16. Esquema dels mecanismes a través dels quals les drogues d’abús incrementen la neurotransmissió 

dopaminèrgica en les neurones mesocorticolímbiques: Opiacis, etanol i cànnabis disminueixen la transmis-

sió GABAèrgica en la VTA, desinhibint les neurones dopaminèrgiques. Les drogues estimulants (cocaïna, 

amfetamina, metilfenidat) augmenten els nivells extracel·lulars de DA, interaccionant amb el DAT. La ni-

cotina, a través dels receptors nicotínics de ACh localitzats en les neurones dopaminèrgiques, Gabaèrgiques 

i terminacions glutamatèrgiques activa la transmissió dopàminèrgica i promou l’alliberament de glutamat 

en la VTA (wolf, 2006).

Quant a la dopamina, no tan sols s’associa amb la recompensa sinó amb la predicció de la 
recompensa i la rellevància dels estímuls (entesa com la capacitat de l’estímul per a produir 
una activació o un canvi en la atenció o la conducta) de tal manera que a més dels estímuls 
recompensants, la dopamina o la seva manca també “assenyalaria” els estímuls aversius, 
nous i inesperats. Els registres electrofisiològics (Shultz, 2007) mostren que el patró fàsic 
d’activitat elèctrica dopaminèrgica augmenta quan els micos entrenats reconeixen certs 
estímuls ambientals associats a una immediata recompensa, o bé quan se’ls presenta una 
recompensa inesperada o millor que l’esperada (el que es considera una predicció positiva 
en l’error de recompensa). En canvi, quan la recompensa és tal com s’esperava, les nDAm 
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mostren el patró de dispars tònic basal i quan l’expectativa de recompensa falla (predicció 
negativa en l’error de recompensa) hi ha un silenci elèctric en aquestes neurones. 
Les nDA de la VTA s’adapten ràpidament a la informació proporcionada per la predicció 
dels estímuls de recompensa, canviant en funció del guany ajustat a la previsió del valor 
de la recompensa (Tobler, 2005). Els elevats nivells extracel·lulars de la DA provocats per 
les drogues motiven la cerca de més droga (independentment de si l’efecte és plaent o no) i 
faciliten l’aprenentatge condicionat, de forma que els estímuls neutres ambientals associats 
a la droga adquireixen rellevància i per si sols poden desencadenar l’augment de DA i el de-
sig de consumir, d’aquí la recomanació d’eliminar les circumstancies ambientals que envol-
ten el consum de les drogues d’abús per evitar les recaigudes, després de la deshabituació.

En els últims any, s’han publicat casos de malalts de Parkinson que han desenvolupat tras-
torns compulsius com addicció a la pròpia medicació, hipersexualitat, ludopatia, compres o 
ingesta compulsives, quelcom de sorprenent tenint en compta que l’estereotip del parkin-
sonià (persona rígida, introvertida, poc donada a les novetats i amb molt baixa incidència 
d’abús de drogues legals) és oposada a la personalitat dels addictes (extravertida, impulsiva 
i predisposada a tot lo nou). Els malalts de PD que han patit un trastorn del control dels 
impulsos han estat, majoritàriament, homes joves (en el moment del diagnòstic) amb an-
tecedents de consum de drogues, en alguns casos amb antecedents de depressió i amb una 
personalitat de “buscadors de novetats” (“novelty seeking”) segons el test de personalitat 
de Cloninger. Una altra característica comú d’aquest grup de malalts ha estat el comença-
ment, pocs mesos abans de l’aparició del quadre d’addicció, d’una pauta farmacològica amb 
agonistes dopaminèrgics (pramipexol o ropinirol) sols o combinats amb L-DOPA. Aquests 
malalts han persistit en el consum compulsiu de la medicació, a pesar de presentar en poc 
temps discinèsies invalidants. Quan s’han reduït les dosis o s’han retirat els agonistes dopa-
minèrgics, el quadre ha remés; el desencadenant del trastorn compulsiu, possiblement, ha 
estat l’excessiva estimulació dopaminèrgica produïda pels fàrmacs agonistes sobre l’estriat 
ventral (NAc), prou preservat en aquests malalts joves, en comparació amb la ja degenerada 
via nigroestriatal (Merims and Giladi, 2008) (Lawrence et al., 2003).

Malalties relacionades amb la dopamina

La dopamina està implicada en patologies neurològiques i psiquiàtriques: la disminució 
de la transmissió dopaminèrgica a l’estriat per degeneració de la via nigroestriatal s’associa 
als símptomes motors de la PD, de l’atròfia multisistèmica i d’altres parkinsonismes. En 
canvi, l’augment de la dopamina en la via mesocorticolímbica i la disfunció dopaminèrgica 
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a nivell del còrtex i hipocamp es relacionen respectivament amb els símptomes positius 
(al·lucinacions, deliris) i negatius (aïllament social, pobresa en l’expressió verbal, els pensa-
ments, els afectes i la motivació) de l’esquizofrènia. En el trastorn per dèficit de l’atenció i 
hiperactivitat hi ha un dèficit en el control dopaminèrgic a nivell prefrontal i estriatal. En 
les addiccions hi ha una alteració dopaminèrgica en les àrees límbiques i corticals.
De tots aquests quadres, hem volgut revisar especialment la Malaltia de Parkinson per la 
seva relació amb el model de parkinsonisme en rata que hem estudiat.

Malaltia de Parkinson idiopàtica i altres parkinsonismes

El parkinsonisme és una síndrome clínica neurològica que agrupa una sèrie heterogènia de 
malalties de causes diverses, però amb el denominador comú de l’alteració motora que es 
plasma en signes com la tremolor, la rigidesa, la bradicinèsia i el trastorn postural. Sota la 
denominació comú de parkinsonisme es recullen les següents entitats clíniques:

Malaltia de Parkinson, la més  freqüent.- 
Paràlisi supranuclear progressiva.- 
Parkinsonismes farmacològics degut a) neurolèptics clàssics del grup de les fenotia-- 
zines i butirofenones com l’haloperidol; b) neurolèptics utilitzats pel tractament del 
vertigen (proclorperazina), la dispèpsia i els vòmits (metoclopramida) o la depressió 
bipolar (clorpromazina); c) la reserpina utilitzada abans com antipsicòtic i antihiper-
tensiu; d) els antagonistes del calci (flunarizina, cinnarizina); e) l’anticonvulsivant 
valproat sòdic, principalment. (Index farmacológic, 2000; Lees et al., 2009).
Atròfies multisistèmiques - 
Parkinsonisme vascular- 
Encefalopatia multiinfart- 
Leucoencefalopatia de Binswanger- 
Malaltia d’Alzheimer.- 
Hidrocefalia normo o hipertensiva.- 

La malaltia de Parkinson esporàdica o idiopàtica (PD) (per diferenciar-la de la PD familiar 
de base genètica) va ser descrita fa més de 180 anys per James Parkinson com una parà-
lisi agitant (Parkinson, 1817). Encara que el seu estudi ha generat i genera una ingent 
quantitat de literatura científica, en totes les referències es segueix afirmant “malaltia de 
causa desconeguda”. El que sí és cert és la manca de tractament curatiu, tanmateix l’enor-
me quantitat de dades epidemiològiques, clíniques i experimentals acumulades durant 
els darrers 50 anys, perfilen més clarament la seva fisiopatologia, així com els abordatges 
terapèutics actuals i futurs.
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Epidemiologia de la PD

La PD es considera el segon trastorn neurodegeneratiu més freqüent a la població mundial, 
després de la malaltia d’Alzheimer, amb una incidència de 20 casos/100.000 habitants/any 
i una tendència a l’alça paral·lela a l’augment de l’esperança de vida de la població (Schapira 
and Olanow, 2004). Hi ha, tanmateix, controvèrsia sobre les dades epidemiològiques de la 
PD degut, en part, a la dificultat d’establir el diagnòstic precís de la malaltia i en part, als 
freqüents casos no diagnosticats. 
Els estudis d’incidència demostren que la taxa de PD augmenta considerablement després 
de la cinquena dècada de vida, amb una edat d’inici promig de 60 anys i una major inci-
dència entre els homes, també s’observen diferències ètniques (Van Den Eeden et al., 2003). 
La prevalença augmenta a mida que augmenta l’edat del grup estudiat: és del 0,9% en 
persones de 65-69 any; del 1,5% en les que tenen entre 70 i 74 anys; de 3,7 en les de entre 
75 i 79 anys; 5% entre els de 80-84 anys i de 5,1% pel grup de 85-89 anys, de manera que 
l’edat es converteix en el primer factor de risc d’aquesta patologia (De Rijk et al., 1997). En 
general, es veu una major incidència entre els familiars dels malalts joves i entre germans 
bessons quan un d’ells desenvolupa la malaltia abans dels 50 anys (Tanner, 1999).
Respecte a la població espanyola, un estudi epidemiològic en persones d’entre 65 i 85 
anys situa la incidència en 186 por cada 100.000 habitants/any (Benito-Leon et al., 2004). 
Es calcula que al nostre país hauria aproximadament entre 120.000 i 150.000 malalts de 
Parkinson.

Clínica i diagnòstic de la PD

Per facilitar el maneig clínic dels afectats, es solen descriure quatre etapes evolutives de la 
malaltia (Juri and Chaná, 2006)

a) Etapa presimptomàtica, des de l’inici del procés fins que apareixen els primers sig-
nes i símptomes, es pot descobrir per tècniques de neuroimatge, en aquelles perso-
nes susceptibles de patir un parkinsonisme familiar. Es pensa que aquesta etapa no 
sobrepassa els set anys de durada i evidentment es considera el moment ideal per 
aplicar teràpies neuroprotectores que frenin o retardin la progressió de la malaltia 
(Di Monte, 2002).

b) Etapa inicial, des de l’aparició dels símptomes fins que es presenten les primers com-
plicacions degudes al tractament farmacològic, pot oscil·lar entre 5 i 10 anys.

c) Etapa intermèdia, a partir de l’aparició de les complicacions pel tractament i fins que 
es fan evidents alteracions psiquiàtriques. 

d) Etapa avançada, es fa evident el deterior cognitiu i autonòmic del malalt amb signes 
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que no responen a levodopa com la imantació de la marxa.
Els signes i símptomes inicials són força inespecífics, els afectats es queixen de lentitud, de 
pèrdua d’agilitat per realitzar les tasques quotidianes i de gran cansament als petits esfor-
ços. Els familiars comenten que l’afectat ha envellit de cop. 
Poc a poc es manifesten els signes motors característics que inicialment solen ser unilate-
rals: bradicinèsia (lentitud dels moviments) i hipocinèsia (retardament en el inici dels 
moviments), tremolor en repòs que recorda el moviment de rodar boles, rigidesa mus-
cular, actitud postural en flexió, trastorns que provoquen inestabilitat postural, marxa 
lenta, maldestra i com en bloc, sense braceig, amb facilitat per “quedar clavat al terra” o 
per “no poder parar”, hi ha caigudes freqüents, dificultat en canviar de posició al llit, curi-
osament el pujar i baixar escales quasi no s’afecta. Hi ha dificultat per realitzar moviments 
fins i precisos (micrografia i canvis en l’escriptura, dificultat per vestir-se,  rentar-se, tallar 
aliments, tocar instruments, etc).
Pot haver alteracions respiratòries i de la parla per disminució dels moviments respiratoris 
i dels músculs que controlen la fonació, la vocalització i l’entonació (expressió verbal lenta, 
monòtona, sense ritme ni entonació). L’expressió facial és rígida, immòbil pobre en parpe-
lleig (Garcia Ruiz i Fontan, 2000).
Es poden presentar alteracions no vinculades directament amb els trastorns motors volun-
taris que deterioren la qualitat de vida dels afectats: hiposmia (disminució de la agudesa 
olfactiva que pot precedir l’aparició dels signes motors), transtorns del SN autònom com 
disfagia (dificultat per empassar), sialorrea (augment de la salivació), nàusees, enlentiment 
del trànsit gastrointestinal i restrenyiment, incontinència urinària, disfuncions sexuals i 
vasculars perifèriques (López del Val y Navas Vinagre, 2000).
En un 40% dels casos, hi ha antecedents de depressió endògena (Cummings, 1992) que 
pot emmascarar els símptomes motors inicials (evidenciant la possible afectació dels cir-
cuits mesolímbics implicats en l’estat d’ànim - Becker et al., 1997) i que és viscuda pel ma-
lalt com un dels aspectes més desagradables de la seva situació. A més a més, l’antecedent 
de depressió és molt més freqüent en els casos de PD que evolucionen cap a demència (23 
% front al  2,3 % de malalts sense l’antecedent de depressió) (Lennox and Lennox, 2002).  
També pot aparèixer un quadre psicòtic secundari a la depressió o al tractament substitutiu 
amb levodopa, que en parkinsonians grans sol ser l’anunci de demència. En qualsevol grup 
de malalts s’intenta reduir o eliminar els fàrmacs que poden causar o exacerbar la psicosi: 
anticolinérgics (benzhexol), inhibidors de la MAO-B (selegilina), antivirals (amantadina) 
i agonistes dopaminèrgics (ropinirol, cabergolina, bromocriptina, pergolida, pramipexol, 
rotigotina). L’acceptació de la tremolor i les discinèsies es el preu que alguns malalts han 
de pagar per millorar la seva salut mental.
La demència terminal és sis vegades més freqüent en els malalts grans de PD que en con-



Mecanismes de neurodegeneració i neuroprotecció en models de parkinsonisme en rata44

trols sans, la prevalença és del 30% en malalts majors de 65 anys i de 65% en majors de 
85 anys (Mayeux et al., 1990). Els quadres més severs s’associen a símptomes neurològics 
atípics com trastorn autònom precoç, presentació bilateral i simètrica dels signes motors i 
la pobre resposta als fàrmacs agonistes dopaminèrgics.
Comparats amb controls sans, els malalts de Parkinson tenen el doble de risc de morir, 
sobre tot per les complicacions dels traumatismes a conseqüència del trastorn de la marxa. 
(Bennet et al., 1996)

El diagnòstic en vida del malalt es basa en criteris clínics: 
-la presentació asimètrica dels signes motors.
-la persistència durant un període llarg de temps de la bradicinèsia - hipocinèsia i al 
 menys, dos dels altres signes motors característics: la rigidesa, la tremolor en repòs i la 
 inestabilitat postural. 
-la bona i perllongada resposta al tractament amb L-DOPA (Koller, 1992). 

Precisament, la manca de proves diagnòstiques objectives específiques origina un conside-
rable percentatge d’errors en l’etiquetatge dels malalts (24 % dels casos diagnosticats en 
vida i estudiats en necròpsies (Hughes et al., 1993).

L’estadificació clínica és l’estàndard actual de referència per al seguiment de l’evolució de la 
malaltia. L’escala més completa i àmpliament utilitzada és la denominada “Escala unificada 
de valoració de la Malaltia de Parkinson” (UPDRS o Unified Parkinson’s Disease Rating 
Scale) (Fahn and Elton, 1987). Malgrat els seus punts forts, però, l’escala té una sèrie de 
limitacions clares: els pacients tenen símptomes que varien de dia a dia, pot haver una 
considerable variabilitat interobservador, a més a més, per definició, l’escala és ineficaç per 
a detectar la malaltia presimptomàtica.
Per una altra banda, les tècniques d’imatge actuals més sensible per al seguiment de la ma-
laltia són la tomografia per emissió de positrons (PET) que mesura l’absorció de la levodopa 
en el cos estriat i la tomografia computoritzada per emissió de fotó únic (SPECT) que utilit-
za el lligand del transportador de dopamina -CIT. Ambdues tècniques mesuren els canvis 
del cos estriat, però no els de la pròpia SNc i són majorment sensibles en l’etapa simptomà-
tica, ambdues tenen un cost elevat que les fa poc accessibles per a un ús ample i encara tenen 
un altre inconvenient i és que s’han d’aplicar després de com a mínim 12 hores de deixar 
la medicació. D’altra banda, les tècniques d’imatge per ressonància magnètica (RMI) són 
més senzilles d’aplicar i relativament més barates que les anteriors. El seu ús en la PD s’ha 
encaminat a estudiar els canvis en els dipòsits de ferro que s’observen en la SN dels malalts 
(i tot i que en menor grau, també en els controls sans) i els canvis en l’amplada d’aquest 
nucli, els resultats obtinguts per RMI no són concloents (Hutchinson i Raff, 2000).
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Aspectes neuropatològics i bioquímics de la PD

El diagnòstic de certesa de PD requereix la confirmació neuropatològica post-mortem, a 
partir de les següents troballes (Marsden, 1990; Lees et al., 2009):

1) Desaparició de més del 60% de les neurones pigmentades de la SNc, visible ma-
croscòpicament en el teixit cerebral mesencefàlic postmortem (vegeu la figura 17) i que 
es tradueix en la disminució de la immunoreactivitat per a la TH a la SN i a l’estriat. La 
pèrdua neuronal en la SN característica de la PD, i pràcticament oposada a la observada en 
l’envelliment fisiològic, afecta principalment a la zona ventrolateral de la SNc que innerva 
el putamen i és menor en la regió dorsal i ventromedial de la SNc que innerva el caudat. 

Figura 17. Microfotografia del teixit mesencefàlic cerebral postmortem a nivell de la substancia negra, pig-

mentada en un individu normal (A) i d’un afectat per PD que ha perdut gran part de la pigmentació (B). 

En la part superior es mostra l’esquema dels nuclis caudat i putamen, dianes de les fibres dopaminèrgica 

nigroestriatals.

Tanmateix, la via nigroestriatal no és la única regió afectada per la neurodegeneració en 
la PD, la via mesocorticolímbica també degenera en fases avançades. Els malalts de PD 
afectats de demència, en relació als que no presenten aquesta anomalia, presenten pèrdua 
neuronal en el lloc ceruli (LC, origen de les neurones noradrenèrgiques centrals) que pot 
provocar un dèficit de NA del 40 - 80 %, a les àrees de projecció (medul·la espinal, cerebel, 
matèria grisa central del mesencèfal, amígdala, substància innominada, tàlem, còrtex lím-
bic i neocòrtex). L’afectació dels nuclis del rafe, origen de les neurones serotoninèrgiques 
centrals (que projecten a la medul·la espinal, cerebel, SN, amígdala, hipocamp, estriat i 
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còrtex) pot provocar en estriat i còrtex una reducció del 50 % de la serotonina i l’àcid 5-hi-
droxi-indolacètic (5-HIAA, el principal metabòlit). L’afectació del nucli basal de Meynert, 
origen d’amples entrades colinèrgiques al cervell, fa disminuir l’ acetilcolina al neocòrtex i 
a l’ hipocamp. El nucli dorsal del vago (DMV) i el nucli olfactori anterior també es troben 

afectats (vegeu la figura 18).

Figura 18. Il.lustració de les regions catecolaminèrgiques i serotoninèrgiques centrals que presenten alte-

racions anatomopatològiques característiques en la malaltia de Parkinson. (Lang A.E. 2008 disponible en: 

http://www.dana.org/news/publications/detail.aspx?id=12236

2) Disminució del 70-80% de la DA i els seus metabòlits al nucli estriat, especial-
ment en la porció més caudal del putamen on pot arribar a ser del 95% (Marsden, 1990). 
El quocient molar HVA / DA augmenta un 300 % al nucli caudat (HVA / DA = 3,5) i un 
2.200 % al putamen (HVA / DA = 27), el que evidencia un augment del recanvi dopa-
minèrgic en les neurones romanents de la SNc. Aquesta gran capacitat per a compensar la 
pèrdua de DA explica l’aparició tardana dels primers signes motors, quan ja més del 80% 
de les neurones del putamen han desaparegut. 
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3) Presència característica d’inclusions neuronals anòmales: els cossos (LB) i neuri-
tes (LN) de Lewy i els cossos pàl·lids (PB), principalment en les neurones supervivents 
de la SN i en les àrees catecolaminèrgiques esmentades en 1). 

Els LB són inclusions anòmales intraneuronals, esfèriques i eosinofíliques, de naturalesa 
proteica fibril·lar, el principal component estructural de les quals es la -sinucleïna (Spi-
llantini et al., 1997), també s’hi detecta ubiqüitina, proteïna neurofilamentosa i alfa-B-
cristalina (vegeu la figura 19). Els PB es consideren formes prèvies, més clares i grans que 
els anteriors. Els LB són característics però no exclusius de la PD, doncs apareixen a altres 
malalties neurodegeneratives ( -sinucleïnopaties) (Goedert, 2001). 
Hi ha controvèrsia quant al paper patogènic dels LB: per a uns, la simple acumulació dels 
agregats de -sinucleïna desencadena la patologia (Goedert, 2001). Per a d’altres, la forma-
ció d’aquests agregats és un mecanisme segrestador de proteïnes anòmales que protegeix la 
cèl·lula afectada i que explicaria l’agressivitat i precocitat d’algunes formes familiars de PD 
que no presenten LB (McNaught i Jenner, 2001) i també que l’expressió d’ -sinucleïna 
sigui major en les neurones supervivents de la SN que no en les que degeneren (Kholodi-
lov et al., 1999). Per alguns investigadors, la presència d’oligòmers a base de -sinucleïna 
formant adductes amb DA i potenciats per ROS, (en lloc de la formació de les fibril·les 
que formen el cor dels LB) serien els responsables de la toxicitat i la mort de les neurones 
dopaminèrgiques. (Conway et al., 2001).

Figura 19. Microfotografia d’una secció fina de teixit parafinat corresponent a la SN amb els clàssics cossos de  

Lewy (LB) i neurites de Lewy (LN) immunoreactius per a l’ -sinucleïna (Li et al, 2008) (esquerra i centre) i 

per ubiqüitina (dreta) disponible : http://www.nature.com/nm/journal/v14/n5/fig_tab/nm1746_F2.html

Basada en la distribució anatòmica i l’aparició cronològica de les inclusions neuronals anò-
males, l’anatomista Braak (Braak et al., 2003) hipotetitza que s’ha de buscar l’inici de la 
neurodegeneració dopaminèrgica en els nuclis motors dorsals dels nervis glossofaringi i 
vago i/o als bulbs olfactoris, on es troben LB i LN que progressen, en direcció ascendent, 
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cap als ganglis basals subcorticals i finalment cap a les àrees corticals (on es troben els PB), 
progressió en paral·lel a la de la malaltia, des de les fases preclíniques a les fases terminals 
amb afectació cognitiva. Braak i altres troben les inclusions anòmales fins i tot en estruc-
tures nervioses perifèriques com el gangli celíac i el sistema nerviós entèric dels malalts 
de PD (Pan-Montojo et al., 2010) suggerint una possible relació causal entre noxes que 
utilitzen el tub digestiu i les vies aèries superiors com a porta d’entrada i la PD. 

Tractament farmacològic de la PD

No hi ha un tractament curatiu per a la PD, de manera que l’objectiu terapèutic és neu-
roprotector i simptomàtic, encaminat a retardar l’evolució de la malaltia, minimitzar els 
símptomes i disminuir els efectes indesitjables de la medicació. Com en qualsevol malaltia 
crònica, és imprescindible potenciar hàbits saludables en els afectats i recolzar-se en  teràpi-
es complementàries (psicoteràpia, fisioteràpia, logoteràpia i teràpia ocupacional) que poden 
millorar molt la seva qualitat de vida. 

En relació als agents neuroprotectors, aquells que poden actuar favorablement sobre la 
patogènesi o el curs de la malaltia produint efectes perdurables mesurables, Ravina et al. 
(2003) fan una avaluació sistemàtica dels que han demostrat una certa eficàcia en models 
animals, dels que hi ha dades sobre la seva seguretat i capacitat de travessar la BHE en hu-
mans i dels que hi ha estudis farmacològics i/o epidemiològics controlats i en seleccionen 
12, entre ells: la cafeïna, la nicotina, la coenzim Q10, els estrògens, l’antibiòtic minocicli-
na, els inhibidors selectius de la MAO-B (rasagilina-selegilina, sobre tot el primer que no 
produeix els metabòlits amfetamínics del segon i del que hi ha evidència d’un efecte anti-
apoptótic) i els agonistes dopaminèrgics (ropinirole i pramipexole) dels que hi ha evidèn-
cies d’un cert efecte antioxidant i antiapoptòtic in vitro. L’antiviral amantadina s’utilitza 
perquè millora alguns signes de la PD, com altres fàrmacs amb acció antiglutamatèrgica 
(ramacemida, riluzol) s’ha estudiat el seu possible efecte neuroprotector en contrarrestar la 
exitotoxicitat derivada de la hiperactivitat del nucli subtalàmic (glutamatergic) en la PD. 
Actualment, per cap d’ells s’ha demostrat una acció neuroprotectora clara (Valldeoriola i 
Villegas, 2007) (vegeu la pàgina 53).
 
Pel tractament substitutiu, la L-DOPA (levodopa), tot i ser l’agent antiparkinsonià més 
antic, continua sent el més efectiu. La naturalesa polar de la DA impedeix el seu pas a 
través de la BHE, en canvi el seu precursor L-DOPA la travessa com aminoàcid actiu i es 
transforma en DA a nivell de les terminacions dopaminèrgiques de les neurones romanents 
i d’altres cèl·lules amb AADC. La levodopa millora els símptomes motors de la PD de 
forma dosi-depenent, fet que serveix per confirmar el diagnòstic clínic de la malaltia (Le-
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Witt, 2008). Curiosament, en la medicina tradicional ayurvédica, la pols de la leguminosa 
mucuma pruriens, molt rica en levodopa, s’ha utilitzat des de molt antic pel tractament del 
Parkinsonisme, en el 2004, Katzenschlager et al. han presentat un estudi clínic i farma-
cològic a doble cec en un petit grup de parkinsonians demostrant alguns avantatges del 
preparat natural respecte del tractament farmacològic habitual.  
Desgraciadament, el tractament crònic amb L-DOPA comporta, invariablement, l’aparició 
de discinèsies invalidants (moviments involuntaris distònics i coreics), fluctuacions mo-
tores ON-OFF (períodes d’activitat motora discinètica i períodes acinètics) i fenòmens de 
congelació (“freezing”), entre 2 i 5 anys després de l’inici, en el 40 % dels tractats i en el 
90 %  dels malalts després de 10 anys de tractament (Lane and Dunnett, 2008). 
En un principi, les discinèsies s’han atribuït a l’augment dels receptors dopaminèrgics 
postsinàptics en l’estriat mancat de DA (Ungerstedt, 1971). Actualment, es creu que el 
dèficit dopaminèrgic estriatal altera l’expressió gènica de les neurones espinoses mitjanes, 
augmentant la densitat dels receptors D2 en la via estriat-pal·lidal indirecta i disminuint 
la dels receptors D1 en la via estriat-nigral directa, on a més a més, alteraria l’acoblament 
dels receptors al sistema de transducció que activa ERK1/2,  l’activació repetida de la qual 
provocaria les discinèsies (Gerfen, 2010). 
Per retardar l’aparició dels fenòmens ON-OFF i les discinèsies, en afectats joves en fase 
inicial, es tendeix a disminuir la dosi de levodopa, combinant-la amb fàrmacs complemen-
taris

Pel tractament complementari es compta amb els següents grups de fàrmacs:
a) Inhibidors de la DDC (carbidopa o bencerazida) que eviten la conversió perifèrica de levo-
dopa a DA i els efectes cardiocirculatoris indesitjables deguts a l’efecte simpaticomimètic 
sobre els receptors B1-adrenèrgics (taquicàrdia, hipotensió, nàusees) (LeWitt, 2008). 

b) Inhibidors de la COMT (entacapone i tolcapone) que eviten el metabolisme enzimàtic de 
la DA i asseguren una major concentració sanguínia perifèrica i central.

c) Inhibidors de la MAO-B (selegilina-deprenil  o rasagilina), eviten el metabolisme ce-
rebral de la DA. La selegilina, a més, inhibeix la recaptació de la DA i té propietats anti-
oxidants. A començament dels anys 90 va ser inclosa en l’estudi DATATOP (prospectiu, 
a doble cec, randomitzat i controlat contra placebo) per esbrinar la seva capacitat neuro-
protectora en front a altes dosis de vitamina E, en les fases inicials de la malaltia. Es va 
concloure que la millora de la simptomatologia motora després d’un any de seguiment era 
probablement conseqüència de la seva acció farmacològica més que de la neuroprotectora 
(Parkinson study group, 1996).

d) Agonistes dopaminèrgics tipus no ergòtics (pramipexole i ropinirole) i ergòtics (cabergolina, 
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bromocriptina, pergolide, lisuride). En dos estudis prospectius,  REAL-PET (Whone et al., 
2003) i CALM-PD (Parkinson Study Group, 2000), mitjançant l’ús de tècniques d’imatge 
funcionals i comparats amb levodopa, aquests fàrmacs han demostrat una menor pèrdua de 
neurones dopaminèrgiques, perquè són més neuroprotectors i/o bé perquè són menys tò-
xics que aquella, tanmateix s’ha de tenir en compta que els primers estudis amb tècniques 
de neuroimatge han donat resultats contradictoris. 

e) Anticolinèrgics (benzatropina, biperidén) (LeWitt. 2008).

Tractament Quirúrgic de la PD

Les primeres experiències en el tractament quirúrgic estereotàctic de la PD daten de mit-
jans del segle passat. L’any 1947, Spiegel i Wycis han aconseguit construir un aparell 
estereotàctic per humans similar als utilitzats des de principis del segle en micos, a més, 
han perfilat les coordenades per abordar zones corticals i subcorticals del cervell humà i 
coneixen la relació funcional entre el tàlem i l’escorça motora primària, també són testi-
monis de les desastroses conseqüències, sobre la personalitat i la conducta, de la lobotomia 
prefrontal aplicada per tractar alguns signes de la PD, de tot això se’n deriven les primeres 
intervencions que realitzen i publiquen per tractar la tremolor asimètrica intractable de la 
PD: ablacions dels nuclis dorsomedial i vetrolateral del tàlem que milloren el quadre. 
La introducció del tractament farmacològic amb levodopa, a mitjans dels 60, va minvar 
l’entusiasme inicial per l’abordatge quirúrgic, que tanmateix va reprendre rellevància cap a 
finals dels 70 per dos motius, primer pel desenvolupament de la tomografia axial computo-
ritzada (TAC) que simplificava i augmentava la precisió de la tècnica estereotàctica i segon, 
per l’acumulació d’evidències dels efectes indesitjables de la levodopa a mig i llarg termi-
ni (discinèsies, ON-OFF i “freezing”), efectes que es van començar a tractar amb la pal-
lidotomia posteroventral (ablació de la porció motora del GPi) (Guridi i Obeso, 1995). 

Segons els conceptes fisiopatològics dels ganglis basals, la lesió del GPi (que amb la SNr 
són els dos nuclis de sortida dels GB cap el tàlem) ha de reduir la hiperactivitat inhibidora 
d’aquest nucli i retornar l’equilibri al sistema (vegeu la figura 20). 
La pal·lidotomia unilateral millora en més d’un 30%, pràcticament tots els signes motors 
de la PD de predomini asimètric, en malalts molt discinètics, sobre tot en el cantó con-
tralateral i augmenta la perfusió de l’àrea motora suplementària i còrtex prefrontal casi als 
valors normals (valorat per PET); en el cantó ipsilateral al tractat, el benefici no és tan gran 
ni tan mantingut en el temps. En conjunt, milloren les activitats de la vida quotidiana 
valorades per la UPDRS, però el malalt no pot reduir la medicació substitutiva.
La pal·lidotomia bilateral no es realitza per les alteracions cognitives i del llenguatge que 
comporta. 
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Com a alternativa a la pal·lidotomia es practica DBS-GPi (“deep brain stimulation” o esti-
mulació cerebral profunda del GPi) uni o bilateral, que a més d’evitar les complicacions de 
la pal·lidotomia bilateral, millora en casi un 40% els signes cardinals de la PD i es manté 
fins a 3 anys, baldament el malalt no pugui deixar la medicació.
La DBS-VIM unilateral (estimulació cerebral profunda del nucli intermediventral del tà-
lem) es realitza sobre tot per controlar la tremolor en el costat contralateral, tanmateix, la 
col·locació bilateral d’elèctrodes és ben tolerada.

Actualment, la tècnica quirúrgica d’elecció per a la PD és la DBS-STN (nucli subtalàmic) 
uni o bilateral. Va ser introduïda en la dècada dels 90, a França, pel Dr. Benabid, en cons-
tatar la desaparició de la tremolor per l’estimulació elèctrica del nucli, mentre explorava 
un malalt en el curs d’una talamotomia (Ford, 2005). Els seus avantatges respecte de les 
dues tècniques anteriors són: a) un efecte sobre les dues eferències dels ganglis basals (GPi i 
SNr) i sobre el sistema troncoencefàlic que millora la marxa, l’equilibri i la postura, b) fàcil 
localització cerebral del STN, c) mida petita (160 mm3 comparat amb el GPi que té 458 
mm3) que facilita l’accés de l’estimulació elèctrica a les unitats neuronals sobre les que es 
vol actuar, d) pot abolir totalment la tremolor, e) redueix la dosi de levodopa, f) no provoca 
una lesió permanent del STN, sinó que l’estimula de forma reversible i programada. A pe-
sar dels beneficis, alguns grups fan servir les lesions al STN en lloc de l’estimulació cerebral 
profunda, per l’elevat cost del tot el sistema d’estimulació i per la dificultat de regular els 
paràmetres d’estimulació en alguns malats (Guridi et al., 2004).

La reinnervació estriatal mitjançant implants de cèl·lules dopaminèrgiques obtin-
gudes d’embrions de 7 - 8 setmanes s’ha provat en alguns casos de malalts avançats de PD, 

Figura 20. Esquema d’un tall coronal del Cervell humà 

amb els nuclis basals diana de la cirurgia en la PD: el glo-

bus pàl·lid intern (GPi), el tàlem i el nucli subtalàmic 

(STN) (Ford, 2005).
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amb distints abordatges (Freed et al., 1992): implants unilaterals en els caudat i putamen 
contralaterals al costat amb signes més greus de PD i implants bilaterals en el putamen. 
Els resultats, en un principi, s’han considerat positius doncs tant els que han seguit teràpia 
immunosupressora com els que no, han millorat en les escales de valoració de la activitat de 
la vida diària i de l’activitat motora. La medicació s’ha pogut reduir en tots els casos (7) un 
40% de mitjana i l’estudi de PET amb fluorodopa practicat a un dels malalts ha estat com-
patible amb la supervivència de l’implant dos anys després de la cirurgia. El mateix grup 
d’investigadors, nou anys més tard (Freed et al., 2001) ha publicat els resultats d’un estudi 
comparatiu entre implants bilaterals en putamen i placebo (sols es perfora la calota crani-
ana, però no la duramàter) en un grup de 40 malalts; sols els implantats joves presenten 
una certa millora clínica respecte del grup control placebo, no detecten diferencies entre 
els malalts grans i en canvi comptabilitzen greus discinèsies en una important proporció 
dels implantats, corroborades per altres grups (Olanow et al., 2003) i que poden tenir 
relació amb la situació dels implants dins el putamen. Tot i que les cèl·lules implantades 
sobreviuen i creixen en el teixit hoste, actualment no es recomanen els implants de cèl·lules 
embrionàries com a teràpia de la PD.
Dins el camp de la neurorestauració dopaminèrgica actualment també es treballa amb fac-
tors de creixement com el GDNF que ha donat bons resultats quan s’administra a l’estriat 
mitjançant bombes d’infusió (Gill et al. 2003) i altres cèl·lules productores de dopamina 
com les del cos carotidi que van mostrar beneficis motors en micos (Luquin et al. 1999).

Etiologia de la PD

A pesar que ara es coneixen varies mutacions genètiques causants de parkinsonisme here-
ditari en un nombre molt reduït de famílies afectades i a pesar que l’exposició a tòxics am-
bientals, com a causa dels quadres esporàdics, ha estat la hipòtesi etiològica més acceptada, 
actualment es tendeix a considerar la PD idiopàtica com una síndrome de causa multifacto-
rial, amb una predisposició genètica sobre la que interactuen de forma complexa tòxics in-
terns i externs i factors ambientals, per desencadenar-la (Olanow, 2007). En aquest apartat 
revisem les dues hipòtesis etiològiques més estudiades de la PD, la tòxica i la genètica:

L’exposició a tòxics ambientals es va considerar de risc des del moment que el Dr. Par-
kinson va descriure la malaltia, a l’Anglaterra de la revolució industrial. Des d’aleshores, 
com a possibles candidats s’han assenyalat molts pesticides i herbicides, per posar uns 
exemples: el paraquat que presenta similitud estructural amb la neurotoxina MPP+. El 
DDT i dieldrin (pesticides organoclorats extensament usats durant la segona meitat del 
passat segle, sobre tot en els conreus de blat de moro i cotó i que es troben significativament 
augmentats en el teixit cerebral postmorten de parkinsonians en relació als controls sans).  
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El plaguicida heptaclor que ha estat totalment prohibit a principis dels 90 per la seva to-
xicitat i llarga permanència en la cadena tròfica i que altera l’expressió de DAT. Carbamats 
i tiocarbamats, insecticides que estan àmpliament presents en processos industrials, farma-
cèutics i agrícoles, i que s’han demostrat tòxics pel sistema nigroestriatal, actuant de forma 
sinèrgica amb altres neurotoxines. Els pesticides organofosfatats i derivats de la rotenona 
(un dels pocs pesticides permesos a l’agricultura biològica fins l’any 2007) són inhibidors 
del complex I de la cadena respiratòria mitocondrial i s’han utilitzat per modelar la PD en 
rosegadors. 
De fet, una de les pistes més consistents aportades pels estudis epidemiològics sobre la PD 
és la seva relació amb, al menys, un dels següents factors de risc: residir en zona rural, treba-
llar en granges, consumir aigua de pou, estar exposat a plaguicides i herbicides (Di Monte, 
2002), ser treballador de “mono blau”, miner del manganès, treballador industrial exposat 
a metalls pesants, àcid cianhídric, laques i solvents orgànics,  (Pezzoli et al., 2000). 
En canvi, dins la llarga llista de tòxics ambientals no s’inclou el tabac, que fins i tot sembla 
ser neuroprotector dopaminèrgic en forma dosidependent (comprovat en cultius cel·lulars 
i model de PD en rosegadors), actuant a través de la inhibició de la MAO-A i B que dis-
minueix el metabolisme de la DA i la producció de radicals lliures que se’n deriva, a més 
d’evitar l’activació de neurotoxines com l’MPTP. En l’estriat i la substància negra post-
mortem de grans fumadors s’ha comprovat la disminució significativa del quocient HVA/
DA, com a índex de recanvi dopaminèrgic, a més els fumadors presenten nivells baixos 
d’activitat MAO A i B. (Seidler et al., 1996). 
Un estudi sobre el consum de te en la població xinesa (Chan, 1998) i experiments amb 
cafeïna administrada a rosegadors hemiparkinsonians (lesionats amb 6-OHDA i MPTP) 
han demostrat característiques protectores de la cafeïna front la degeneració nigroestriatal. 
El mecanisme proposat és el bloqueig dels receptors A2A d’adenosina abundants a l’estriat 
i que interaccionen amb els receptors tipus D2 per modular les neurones GABAèrgiques 
estriat-pal·lidals de la via indirecta (Ferré et al., 1997).

L’any 1983 als EEUU, un grup de joves toxicòmans van ser diagnosticats de parkinsonis-
me irreversible després de consumir heroïna contaminada amb una, fins aleshores, desco-
neguda substancia, l’MPTP. Aquest fet va aportar una evidència, encara més convincent, 
en favor del tòxic ambiental com a causa de la PD. Els joves afectats, que com els malalts 
de PD respongueren bé al tractament amb levodopa, van morir entre 3 i 16 anys després 
de l’inici de la síndrome i l’estudi anatomopatològic dels seus cervells va aportar moltes 
dades: la esperada pèrdua neuronal a la SNc era present a tots, en canvi, els característics 
LB i LN no, probablement per la rapidesa de la neurodegeneració aguda post toxina; en 
alguns s’observà marcada gliosi i concentració de micròglia al voltant de les neurones de la 
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SN; un d’ells mostrà intensa acumulació extraneuronal de neuromelanina a la SN. A partir 
d’aquests resultats es va plantejar la hipòtesi patogènica inflamatòria causada per la neuro-
toxina i perpetuada en el temps per citoquines d’origen glial (Langston et al., 1999). 

Figura 21. Subestructura de la dopamina i dels agents químics que poden induir parkinsonisme en humans 

(Ubeda, 2000)

Tòxics endògens com les tetrahidroisoquinolines i les betacarbolines, també s’han relacio-
nat amb la PD, les betacarbolines són alcaloides naturals presents a alguns aliments rics en 
2-feniletilamina com la xocolata i alguns formatges fermentats (Olanow i Tatton, 1999), 
aquests compostos comparteixen una similitud estructural amb l’MPTP i un dels seus 
hipotètics mecanismes d’acció, doncs, en ser bioactivats a les formes quinolini i carbanili, 
respectivament, interfereixen amb la respiració mitocondrial (Di Monte et al., 2002).
Finalment, recolzant la causa toxicològica, hi ha la sèrie de fàrmacs registrats amb efectes 
indesitjables parkinsonitzants, que com la majoria dels compostos orgànics citats, presen-
ten una agrupació estructural pròxima a la DA (vegeu la figura 21) (Ubeda, 2000). L’estrès 
oxidatiu va ser la primera hipòtesi etiopatogènica desenvolupada per explicar la neurotoxi-
citat de tots aquests compostos.                   

La causa genètica de la PD ha generat una gran quantitat d’estudis i dades rellevants. 
En un principi, es potencià la cerca de mutacions en els gens que codifiquen per proteïnes 
relacionades amb l’estrès oxidatiu a les neurones dopaminèrgiques mesencefàliques, com 
Apo-4, tirosina hidroxilasa, glutatió peroxidasa, catalasa, superòxid dismutasa Cu/Zn ci-
tosólica (SOD-1) i mitocondrial (SOD-2), receptors dopaminèrgics tipus D2, D3 i D4. En 
cap cas s’ha pogut relacionar l’alteració única de qualsevol d’aquests gens amb la malaltia 
(Gasser et al., 1994),  tot i que els ratolins deficients en SOD-1 o SOD-2 es mostren més 
sensibles que els controls a la toxicitat per l’MPTP, fet que apunta a una predisposició 
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genètica per a la PD (Good et al.,1997). Coherent amb l’anterior, s’ha demostrat que la 
sobreexpressió de la SOD-1 o SOD-2 en els ratolins atenua la toxicitat de MPTP (Przed-
borski et al., 1992; Klivenyi et al., 1998).
Polimorfismes en certs gens, com els que codifiquen per a la proteïna transportadora de DA 
(DAT), la -1-antiquimiotripsina, la MAO-B i el citocrom P450-1A1 (CYP1A1) s’han 
associat, també, amb un major risc de patir MP (Prasad et al., 1999).

Una activitat alterada del complex I mitocondrial observada en la SN, plaquetes i fibres 
musculars de necròpsies de malalts de PD estimulà la cerca de mutacions en els gens mito-
condrials o nuclears que codifiquen pels components de la cadena respiratòria (Schapira et 
al., 1990). El DNA mitocondrial, a més a més, és molt susceptible d’acumular mutacions 
amb l’edat per estar crònicament exposat a radicals lliures derivats de l’oxigen (ROS), per 
mancar-li un revestiment d’histones i per tenir pocs sistemes reparadors. Hi ha controvèr-
sia en les dades, doncs alguns estudis no troben defectes específics en els gens de la cadena 
respiratòria (Olanow i Tatton, 1999), mentre que d’altres utilitzant cíbrids (a partir de 
plaquetes de malalts de Parkinson i cèl·lules deficients en mtDNA per exposició a bromur 
d’etidi) observen un defecte específic del 25% en l’activitat del complex I que demostra 
que en aquest grup de malalts l’alteració de la cadena respiratòria es causada per mutació 
del mtDNA (Gu et al., 1998). 
Recentment, s’han identificat alteracions genètiques (mutacions, duplicacions, triplicaci-
ons) en distintes formes de PD familiar d’inici precoç (abans de la cinquena dècada de vida) 
(vegeu la Taula 3). El primer gen identificat va ser el SNCA o PARK1 que codifica per a la 
proteïna -sinucleïna, amb tres distintes mutacions conegudes fins ara: A53T (Polymero-
poulos et al., 1997), A30P (Kruger et al., 1998) i E476K (Zarranz et al., 2004).

Taula 3. Relació de les mutacions gèniques responsables de formes familiars de la PD
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L’ -sinucleïna és un dels principals components dels LB i LN.  Es tracta d’una petita 
proteïna acídica que es localitza a prop de les vesícules sinàptiques amb les que pot interac-
cionar (d’aquí el rol que se li atribueix en la sinaptogènesi), així com amb moltes proteïnes, 
de les que pot modificar l’activitat: TH, DAT, proteïna14-3-3, MAPK, PL, D2, PKC, 
parkina, tau…el que fa pensar en un paper de xaperona per a l’ -sinucleïna. 
Quan es troba mutada o quan augmenta la seva expressió a la cèl·lula, l’ -sinucleïna és pro-
pensa a perdre la seva estructura nativa soluble i a autoagregar-se i enganxar-se amb d’altres 
proteïnes formant inclusions insolubles que alteren el funcionament del sistema proteolític 
ubiqüitina-proteasoma (UPS). A més, la formació d’oligòmers tòxics de la proteïna és esti-
mulada per la presència de ions metàl·lics, per l’augment de la força iònica i la concentració 
de proteïnes i per la disminució del pH. Aquests oligòmers d’ -sinucleïna podrien provo-
car pors en la membrana plasmàtica, la del reticle endoplasmàtic o en les vesícules sinàpti-
ques, alterant l’homeòstasi iònica (Ca2+) i la localització normal dels neurotransmissors en 
la terminació sinàptica (Conway et al., 2000; Cookson i Van der Brug, 2008).
Les alteracions en el gen de l’ -sinucleïna provoquen formes autosòmiques dominants de 
PD familiar amb inclusions intraneuronals indistingibles de la PD, alteracions similars es 
reprodueixen en models cel·lulars i en ratolins transgènics que la sobrexpressen (Olanow, 
2007).
Posteriorment es va identificar una mutació en el gen de la parkina, PRKN o PARK2, que 
s’associa a un quadre de PD autosòmic recessiu. La parkina és una ubiqüitina lligasa invo-
lucrada en el sistema UPS. Els afectats tenen nivells alts de substrats no ubiqüitinilats de 
parkina, a més de mitocondris morfològicament alterats amb fragmentació de les crestes. 
Aquest és el tipus de mutació que més freqüentment s’ha trobat en parkinsonians joves.
La proteïna Uch-L1,  al seu torn, catalitza la desunió entre la ubiqüitina i la proteïna que es 
dirigeix al proteasoma, la mutació del gen UCH-L1 o PARK5, a més d’alterar el UPS, re-
dueix el nivell de ubiqüitina necessària per a la degradació d’altres proteïnes inservibles.
La proteïna codificada pel gen PINK1 o PARK6 és una serina /treonina kinasa mitocon-
drial que sembla protegir de l’estrès oxidatiu i de la inhibició del proteasoma, es creu que 
actua en la mateixa via que la parkina, però cascada amunt. La mutació del gen resulta en 
una forma autosòmica recessiva juvenil de PD.
La proteïna codificada pel DJ-1 o PARK7 es creu que actua com un sensor de l’estrès oxi-
datiu o com una xaperona, la seva mutació propicia la agregació de la -sinucleïna.
Per últim, la mutació del gen LRRK2 o PARK8 que codifica per a la quinasa rica en leu-
cina 2 també indueix neurodegeneració, a més de trobar-se en casos autosòmics dominants 
de PD familiar, està present en un 3% dels casos esporàdics d’inici tardà. Per la seva estruc-
tura es creu que actua com a quinasa lligada a la membrana externa mitocondrial externa, 
des d’ on interactuaria amb la parkina (Hernandez et al., 2005).
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Hipòtesis sobre els mecanismes patogènics de la PD

Probablement, hem de renunciar al desig d’un únic mecanisme, en favor de distints meca-
nismes patogènics que porten a la neurodegeneració de la PD. En aquest apartat revisem 
doncs les principals hipòtesis de perquè i com degeneren les neurones dopaminèrgiques 
sigui quina sigui la causa desencadenant:

A) L’estrès oxidatiu es defineix com un desequilibri redox degut a la producció excessiva 
de substancies oxidants, principalment radicals lliures derivats de l’oxigen, ROS (“reactive 
oxigen species”) i RNS (“reactive nitrogen species”) i/o al dèficit de sistemes antioxidants. 
Distintes característiques estructurals del cervell el fan especialment vulnerable a l’estrès 
oxidatiu. De fet, l’estrès oxidatiu, com a causa primària o com a producte d’altres disfunci-
ons cel·lulars causades per toxines exògenes i/o endògenes i/o un perfil genètic facilitador, 
ha estat el primer mecanisme patogènic seriosament considerat, tant en la PD com en d’al-
tres malalties neurodegeneratives (vegeu la figura 23). (Olanow, 1993; Chinta i Andersen, 
2008):

1- El cervell representa sols el 2% del pes total del cos, però consumeix el 20% de 
l’oxigen total en repòs. 

2- L’elevada proporció d’àcids grassos poliinsaturats com a components de les membra-
nes neuronals, les fan molt susceptibles a l’oxidació.

3- El cervell presenta nivells baixos d’antioxidants: pobre activitat catalasa i glutatió peroxi-
dasa (GPO) i dèficit dels sistemes antiradicalaris glutatió reduït (GSH) i vitamina E.

Figura 22. Esquema de la homeòstasi del ferro 

a nivell cerebral, on la barrera hematoencefà-

lica “filtra” el ferro plasmàtic i els oligoden-

dròcits, la micròglia i les neurones en són els 

principals reservoris. La expressió de la proteï-

na intracel·lular lligadora de ferro, la ferritina, 

és molt baixa en els astròcits, per la qual cosa, 

es creu que aquestes cèl·lules glials no n’em-

magatzemen gaire (Zecca et al., 2004). Dispo-

nible http://neurobsesion.com/page/19/
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4- El ferro és un cofactor essencial per a distintes proteïnes involucrades en el funciona-
ment normal del teixit nerviós, entre d’altres els complexes de la cadena respiratòria 
mitocondrial i la TH. Hi ha una progressiva acumulació de ferro, en funció de l’edat, 
especialment, en les zones del cervell relacionades amb les funcions motores, com el 
globus pàl·lid i la substància negra (inclús per sobre de les concentracions hepàti-
ques) i en putamen, còrtex motor i còrtex prefrontal, zones especialment proclius a 
la neurodegeneració en la PD i la malaltia d’Alzheimer. La causa de la concentració 
augmentada de ferro en les esmentades regions no es coneix però s’ha especulat amb 
determinats polimorfismes genètics relacionats amb el transport i emmagatzema-
ment del ferro o bé possibles alteracions en la permeabilitat de la barrera hematoen-
cefàlica a nivell de la SN (vegeu la figura 22) (Zecca et al., 2004).

5- Al cervell, es troba una baixa concentració de transferrina (proteïna transportadora 
de ferro, proporcionalment menor que a la sang, amb aparició de ferro lliure al líquid 
cerebroespinal (CSF), ferro reactiu que actua com a potenciador de les reaccions de 
Fenton i de Haber-Weiss generadores de ROS (vegeu c i d  del requadre 1). 

6- Els principals generadors d’energia de les cèl·lules, els mitocondris són al mateix 
temps una font de ROS i la immediata i vulnerable diana dels mateixos.

7- El metabolisme dels neurotransmissors com la dopamina produeix ROS tant per 
via enzimàtica (vegeu a del requadre 1) com per autooxidació no enzimàtica a pH 
neutre, que genera quinones i semiquinones, aquestes últimes especialment citotò-
xiques per la seva tendència a iniciar un cicle redox que continua fins a produir la 
depleció total del NADPH i del oxigen citoplasmàtic (vegeu b del requadre 1). El 
potencial generador de ROS del metabolisme de la DA, DOPAC i L-DOPA es pot 
veure incrementat, encara més, si augmenta el recanvi dopaminèrgic com a compen-
sació d’una pèrdua neuronal (vegeu la pàgina 30). 

   La cascada de reaccions oxidatives s’autopropaga, de manera que un ROS tendeix a 
generar un altre, així, en presencia del ió ferrós (Fe2+), el peròxid d’hidrogen (H

2
O

2
) 

es pot autooxidar, per la denominada reacció de Fenton, produint el radical hidroxil 
(HO ) (vegeu c del requadre 1), un dels radicals lliures més reactius, especialment 
amb els grups sulfhidril (-SH) (del glutatió reduït i de les proteïnes) i els lípids in-
saturats, però també, amb el ADN, ARN i carbohidrats. 
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Requadre 1. hipòtesi de l’estrès oxidatiu en la PD

                                                                                 
(a) DA + O2 + H2O 

MAO-B
 DOPAC + NH3 + H2O2

(b) DA + O2 aminocrom + O2

NADPH
          aminocrom SQ  + O2

 DA + O2 + 2H+ SQ  + H2O2

 L-DOPA + O2 dopacrom+ O2

NADPH
          dopacrom SQ + O2 

 
(c) H2O2  + Fe2+ HO + HO–

(d) O2 + H2O2 HO + HO– + O2  // HO + O2 + Fe3+ O2+ Fe2++ HO–

(e) O2 +  NO + H+ HONOO– HO +  NO2

Una altra font de radicals hidroxil és la denominada reacció de Haber-Weiss, mitjan-
çant la qual l’anió superòxid (O

2
 ) reacciona amb el peròxid d’hidrogen (vegeu d del 

requadre 1) i encara una reacció addicional pot generar peroxonitrits (RNS) derivats 
de l’òxid nítric (NO) (vegeu e del requadre 1). 

Quan es revisa la qüestió en la PD, es troben moltes evidències d’un important quadre 
oxidatiu en la SN del teixit cerebral postmortem de malalts (i de models animals):

1- Elevat contingut de substancies com 4-hidroxinonenal i malondialdehid, demos-
tratives de la peroxidació lipídica. Increment dels nivells de 8-hidroxi-2-desoxigua-
nosina que reflecteix l’oxidació del DNA. Augment d’adductes catecol-proteïna com 
a productes derivats de l’oxidació proteica  que pot suposar fins al 40% d’increment 
respecte dels controls i que no deixa de sorprendre, si es té en compta que les neuro-
nes dopaminèrtgiques de la SNc representen sols del 5 al 15 % de totes les cèl·lules 
que conformen aquest nucli. L’augment d’encreuament proteic es plasma en la pre-
sència dels anòmals cossos de Lewy (LB), en els que es detecta -sinucleïna nitrosi-
lada en tirosines, un fet indicatiu de la formació de radicals NO que probablement 
contribueix a la pèrdua de la solubilitat de la proteïna i promou la seva agregació 
(Giasson, 2000)(Di Monte, 2002).

2- Hi ha una elevació de la ràtio GSSG / GHS que demostra el desgast d’un dels 



Mecanismes de neurodegeneració i neuroprotecció en models de parkinsonisme en rata60

principals sistemes antiradicalaris cel·lulars (Riederer et al., 1989) i un augment 
dels adductes catecol-cisteïnes, superior al que es troba en l’envelliment fisiològic. 
Aquests compostos intervenen en el procés de formació de la neuromelanina (vegeu 
la figura 10). 

3- Hi ha una afectació del metabolisme del ferro i altres ions metàl·lics a la SN, amb 
un augment del ferro total, una disminució del coure i una elevació del zinc (Dexter 
et al., 1987). D’altre banda, els grànuls de melanina de la SN i el noradrenèrgic lloc 
ceruli (LC) tenen un gran capacitat quelant de ferro, però amb l’edat, l’homeòstasi 
del ferro es manté més conservada en LC que en SN, on es troben els LB amb dipòsits 
de ferro acumulat en la perifèria.

4- Hi ha un augment en l’expressió dels receptors de lactoferrina a neurones, mi-
crovasos i algunes cèl·lules de la glia, amb valors normals o disminuïts de ferritina 
neuronal (proteïna intracel·lular lligadora del ferro iònic), que indica un estat lliure 
i reactiu del ferro intraneuronal que com hem comentat abans, potencia les cascades 
oxidatives (Faucheux et al., 1995).

5- Les activitats peroxidasa i catalasa es troben reduïdes a mesencèfal i estriats mentre 
que l’activitat SOD-2 induïble es mostra elevada possiblement en resposta a la situ-
ació d’estrès oxidatiu crònic (Ambani et al., 1975).

B) Una altra hipòtesi neuropatogènica de la PD, en part relacionada amb l’anterior, emfa-
titza la disfunció mitocondrial i el dèficit d’ATP en les neurones dopaminèrgiques de la 
SN, com a origen o com a conseqüència de l’augment dels radicals lliures, ROS i especial-
ment dels RNS, que poden interaccionar específica i irreversiblement amb els complexes 
de la cadena respiratòria, el blanc més sensible de la qual és el complex IV o citocrom c 
oxidasa, inhibint la seva activitat. El dèficit de ATP provoca l’alteració de l’homeòstasi del 
sodi i calci intracel·lular i engega els mecanismes de mort. Algunes evidències en relació a 
la hipòtesi mitocondrial són (vegeu la figura 23):

1- Els mitocondris de les nDAm de casi la meitat dels cervells parkinsonians post-
mortem estudiats mostren una activitat NADH-DH i alfacetoglutarat-DH dismi 
nuïda en un 30% - 40% respecte dels controls, sense afectació d’altres zones cere-
brals, disminució que també està present en el teixit muscular esquelètic i les pla-
quetes dels afectats (sense defectes genètics observables en el mDNA) (Schapira et 
al., 1990; Mann et al., 1992).
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2- Les neurotoxines que actuen inhibint el complex I mitocondrial augmenten l’es-
très oxidatiu i provoquen neurodegeneració dopaminèrgica tant en humans com en 
models animals per administració de MPP+ (Nicklas et al., 1985),  6-OHDA (Glinka 
et al.,1996) o rotenona. 

3- L’alteració del complex I mitocondrial pot disminuir el gradient de protons i el 
potencial de la membrana mitocondrial interna, augmentant-hi la permeabilitat i 
l’alliberament de factors pro apoptòtics com el citocrom c. 

C) Hi ha una possible implicació del sistema immunitari i de la inflamació crònica lo-
cal en la mort neuronal característica de les malalties neurodegeneratives (McGeer et al., 
1995). En la SN dels teixits postmortem de malalts de PD, estudis immunohisquímics van 
evidenciar, ja fa anys, una important activació de la micròglia (McGeer et al., 1988), i un 
augment de citocines proinflamatòries en l’estriat i el CSF dels malalts (Mogi et al., 1994; 
Fiszer et al., 1994). 
La inflamació en el cervell està mediada per l’activitat dels astròcits i la micròglia, els  pri-
mers, en ser activats per distints insults cerebrals i immunològics, augmenten l’expressió 
de GFAP, principalment. La micròglia en ser activada, adopta una morfologia ameboide 
i fa una ràpida regulació ascendent de molècules de superfície (receptors de proteïnes del 
complement, molècules del CMH) i distintes molècules solubles, entre elles, alguns factors 
tròfics, però sobre tot, diferents mediadors proinflamatoris, com NO, TNF , IL-1 , IL-6, 
potencialment neurotòxics en una zona constitutivament rica en micròglia com és la SN 
(Liu et al., 2003).

Quant al possible origen de la inflamació observada en la neurodegeneració de la PD i a 
partir d’estudis epidemiològics s’han proposat les infeccions virals en les primeres etapes de 
la vida, les infeccions bacterianes sobre tot relacionades amb el tracte gastrointestinal, els 
traumatismes cranioencefàlics (en veterans de la segona guerra mundial, en boxejadors), els 
pesticides, fungicides (maneb) i altres tòxics ambientals citats anteriorment. Sigui quina 
sigui la causa detonant de la inflamació, la presència extracel·lular d’algunes molècules de 
neuromelanina alliberada per les neurones dopaminèrgiques que degeneren (neuromela-
nina carregada de ferro, tòxics i quinones) podria mantenir l’activació microglial, entrant 
en un cercle crònic de neuroinflamació i neurodegeneració (Wilms et al., 2003) en el que 
la -sinucleïna extraneuronal també podria participar (mentre la neuromelanina roman a 
l’interior de les neurones pigmentades exerciria un paper neuroprotector actuant com a 
quelant dels ions metàl·lics reactius, pesticides i altres toxines, Zecca et al., 2003).
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Tot i que encara no hi ha estudis clínics prospectius en humans sobre l’acció neuroprotec-
tora dels antiinflamatoris, algunes dades epidemiològiques retrospectives indiquen una 
menor incidència de PD en persones tractades crònicament amb antiinflamatoris no es-
teroïdals (AINES) (Chen et al., 2003), principalment l’ibuprofé, però no l’aspirina o l’ 
acetaminofé (Gao et al., 2011). 
Alguns AINES han mostrat efectes neuroprotectors en models animals de parkinsonisme 
per LPS, MPTP o 6-OHDA (Gao et al, 2003); en el ratolí parkinsonià per MPTP, l’in-
hibidor de la micròglia activada, minociclina, també ha disminuït la neurodegeneració 
dopaminèrgica. En tots aquests models, s’ha demostrat l’efecte lesiu sinèrgic de la infla-
mació perifèrica i de la neurotoxina administrada en cada cas, sobre les neurones dopa-
minèrgiques, efecte sumatori que s’atribueix a l’augment de IL-1  i TNF  directe en el 
teixit cerebral o indirecte, pel seu transport des de la sang, a més s’ha vist que monòcits 
reclutats des de la sang perifèrica poden estar potenciant la inflamació central (Machado 
et al., 2011).

D) L’exitotoxicitat com a hipòtesi patogènica de la PD implica l’estrès traumàtic i crò-
nic que fa augmentar els nivells de glucocorticoides circulants, aquests, a nivell central 
frenen la recaptació de DA i glutamat i augmenten els efectes dels aminoàcids excitadors. 
La sinergia d’aquests tres fenòmens provocaria el quadre excitotòxic fatal per les neurones 
dopaminèrgiques amb hiperestimulació dels receptors NMDA de glutamat, l’augment de 
l’entrada de ions calci i sodi al citosol que portarien a l’estrès osmòtic, inflor de la cèl·lula 
i dels orgànuls subcel·lulars, activació de proteases i fosfolipases i mort cel·lular. Els glu-
cocorticoides, a més a més, augmenten els nivells cel·lulars de proteïnes proapoptòtiques i 
disminueixen la concentració de neurotrofines i molècules antiapoptòtiques (Smith et al., 
2002) 
L’excés de DA lliure al citosol potencia la producció de ROS i una menor protecció front 
als aminoàcids excitadors. Això ens fa representar la PD com una manifestació més d’una 
malaltia sistèmica amb afectació endocrina i immunològica.

E) La hipòtesi de l’estrès proteolític / proteasomal ha assolit rellevància degut a la ca-
racterització dels LB i LN a base de -sinucleïna i ubiqüitina, presents tant en la malaltia 
idiopàtica com en algunes formes familiars de la PD (vegeu la figura. 23). 
En les cèl·lules eucariotes, les proteïnes mutants, danyades o inservibles són eliminades pel 
sistema ubiqüitina-proteasoma (UPS), els aminoàcids i pèptids resultants són reutilitzats 
per a la síntesi de noves proteïnes, mentre que els monòmers de ubiqüitina tornen a marcar 
noves proteïnes eliminables. Quan el volum de proteïnes inservibles sobrepassa la capacitat 
del UPS o bé quan alguns dels seus components s’altera s’esdevé estrès proteolític. 



Capítol 1: Introducció i Objectius 63

Figura 23. Esquema de les principals hipòtesis etiopatogèniques de la neurodegeneració en la malaltia de 

Parkinson, on poden interactuar anomalies genètiques, tòxics ambientals o el propi neurotransmissor per 

generar una disfunció del mitocondri i del sistema ubiqüitina-proteasoma que desemboquen en un quadre 

d’estrès oxidatiu, una acumulació de proteïnes anòmales i la mort cel·lular programada (Abou-Sleiman et 

al., 2006).

L’edat s’associa a un augment gradual dels nivells cel·lulars de proteïnes alterades i a una 
disminució de l’activitat proteasomal, a més a més, la SNc es relativament pobre en ac-
tivitat proteasomal, a pesar que el metabolisme dopaminèrgic és una font de ROS i de 
possiblement una tassa elevada de proteïnes oxidades, d’aquí que els LB es considerin per 
alguns com a una estratègia protectora per “emmagatzemar” l’excés de proteïnes alterades 
en aquestes cèl·lules (Kholodilov et al., 1999).
Estudis postmorten de cervells de malalts de PD esporàdica mostren una activitat prote-
asomal reduïda a la SN, activitat que està totalment anul·lada en els casos familiars per 
mutació dels gens PARK i UCHL1 (Kahle et al., 2002).
A més a més, l’administració d’inhibidors del proteasoma en la rata produeix una pèrdua 
de neurones dopaminèrgiques a la SNc i d’aferències dopaminèrgiques a l’estriat així com 
alguns símptomes de PD (McNaught et al. 2004).
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F) Hipòtesi del dany neuronal primari extranigra. L’anatomista Braak i els seus col-
laboradors han suggerit aquesta hipótesi, recolzant-se en el llarg període sense simptoma-
tologia motora de la PD, però durant el qual es desenvolupen alteracions olfactives, del to 
vagal i de la son; aquest grup té en compta, a més, la localització primerenca dels LB al bulb 
olfactori i al plexes nerviosos entèrics. Hipotetitzen que un patogen neuròtrop, probablement 
viral, podria penetrar al lòbul temporal del cervell per via anterògrada, des de la mucosa na-
sal i des de l’estomac (a través de fibres del plexe de Meissner). Des del lòbul temporal i per 
via transsinàptica el patogen assoliria les neurones motores parasimpàtiques preganglionars 
del nervi vago i seguiria per via retrògrada, fins a la medul·la, protuberància, mesencèfal i la 
SNc, moment en que s’iniciaria la simptomatologia motora (Hawkes et al., 2007). 
També s’ha demostrat en cultius neuronals primaris que els oligòmers de -sinucleïna po-
den ser endocitats, formar agregats intraneuronals i ser transportats de neurona a neurona 
produint-hi inclusions i mort neuronal (Pan-Montojo et al., 2010).

G) Individualment, cap dels mecanismes etiopatogènics mencionats fins ara pot explicar 
tots els casos esporàdics o familiars de la PD, en canvi, cadascun per separat pot induir 
apoptosi en cultius de neurones dopaminèrgiques. L’apoptosi és una de les distintes for-
mes morfològiques que adopta la mort cel·lular programada i es caracteritza per la contra-
cció i formació de fragments cel·lulars limitats per membrana, per la condensació del nucli 
i per la fragmentació del DNA. 

En un principi, es va intentar evidenciar les neurones en procés apoptòtic en els teixits 
cerebrals postmortem de malats de PD, però els resultats van ser, en molts casos, con-
tradictoris degut a les tècniques emprades, bàsicament la tècnica de TUNEL (terminal 
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick-end labelling) que ara se sap, pot donar 
falsos positius en teixits que han patit hipòxia (eventualitat no infreqüent en malalts grans 
terminals), a més els malalts terminals de PD tenen poques neurones dopaminèrgiques i és 
poc probable trobar-ne moltes amb morfologia apoptòtica, procés molt ràpid en relació a 
la lentitud de la neurodegeneració. 
Mes tard i també en teixits postmortem, s’ha intentar evidenciar els components molecu-
lars de la maquinaria apoptòtica, però el que més està ajudant a establir el rol de la mort 
programada en la patogènia de les malalties neurodegeneratives és manipular les molècules 
implicades en models transgènics i “nockouts” o inhibir-les amb agents farmacològics o 

vectors virals en models experimentals (Vila i Przedborski, 2003).

En aquest sentit, s’ha trobat immunomarcatge augmentat per a la proteïna proapoptótica 
Bax en la SNc dels cervells postmortem de parkinsonians respecte dels controls, que pot 
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evidenciar un procés apoptòtic actiu en la regió, confirmat per altres estudis que mos-
tren una major activitat de l’efectora caspasa 3 i de les caspases iniciadores 8 i 9 (Tatton, 
2000).
En ratolins parkinsonians per administració crònica de dosis baixes de la neurotoxina MPTP 
s’ha trobat morfologia apoptòtica en les neurones dopaminèrgiques de la SN, a més de l’aug-
ment d’expressió de Bax i baixa expressió de l’antiapoptótica Bcl2 (vegeu la figura 24).

Figura 24. Esquema del possible mecanisme subjacent a la mort per apoptosi de les neurones dopaminèr-

giques de la SNc en el ratolí parkinsonià per MPTP: l’estrès oxidatiu desencadenat per la neurotoxina i el 

conseqüent dany al DNA activarien p53, induint una regulació ascendent de Bax que en ser translocada al 

mitocondri per mediació de JNK, provocaria la sortida al citosol del citocrom c, aquest, l’activació de les 

caspases i finalment la mort cel·lular (Vila i Przedborski, 2003).

Models animals de la PD

Donat que la majoria de malalts de PD no presenten mutacions genètiques identificables, 
la informació sobre els mecanismes patofisiològics subjacents a la malaltia ha de provenir 
de models animals, de fet, pràcticament tot el que coneixem sobre la patogènia i el tracta-
ment de la PD deriva de innombrables estudis dels 40 darrers anys en models animals.
Un dels primers models animals consistien en realitzar lesions mecàniques en el feix pro-
sencefàlic medial o mfb format pels axons de les neurones dopaminèrgiques de la SNc en 
el seu camí rostral cap el nucli estriat (Faull and Mehler, 1978). Tanmateix, la majoria dels 
models animals es basen en lesions químiques per administració de toxines per via sistèmi-
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ca (reserpina, MPTP, rotenona) o intracranial (6-OHDA, MPP+) a rosegadors i primats no 
humans de cara a reproduir si no tots, els trets més rellevants de la malaltia.

El model ideal de PD hauria de tenir les següents característiques: 1) un conjunt normal de 
neurones dopaminèrgiques al nàixer que al començament de l’edat adulta anés disminuint 
progressivament,  2) un dèficit motor fàcil de detectar i que inclogués la bradicinèsia/ hipo-
cinèsia/ acinèsia, la rigidesa i la tremolor en repòs, 3) hauria de mostrar el desenvolupament 
de cossos de Lewy, 4) en cas de ser un model genètic, hauria de presentar una sola mutació 
i 5) hauria de tenir un curs relativament curt, d’uns pocs mesos, per permetre el cribatge 
ràpid d’agents terapèutics (Beal, 2001).

En els models animals desenvolupats fins ara, el que resulta més difícil de reproduir és 
l’espectre complet de la malaltia amb les alteracions extranigrals i la seva progressió 
(Blandini, 2008). A continuació es revisen els punts forts i febles dels principals models 
animals de PD:

Models amb 6-OHDA

La 6-OHDA és un anàleg de la DA (vegeu la figura 1 de metodologia) fàcilment oxidable 
en contacte amb l’aire. Administrada per via endovenosa no travessa la BHE, però, s’acu-
mula al citoplasma i a l’axó de les neurones adrenèrgiques perifèriques on causa, segons la 
dosi, des de la depleció de les vesícules sinàptiques fins a la destrucció d’aquestes neurones 
(50mM). 

Fa uns 40 anys que es va establir com el primer model animal neurotòxic de la PD, donada 
la seva capacitat per a produir la degeneració anterògrada quasi completa de la via dopami-
nèrgica nigroestriatal a les 48-72h de ser administrada directament a la SNc o al mfb. 

A través del DAT, la 6-OHDA entra en la terminació dopaminèrgica on s’autooxida i 
dispara la producció de ROS, principalment H2O2, OH  i quinones (Cohen and Heikkila, 
1974). Al mateix temps, s’acumula al mitocondri on inhibeix la cadena respiratòria a ni-
vell de la NADH deshidrogenasa (complex I) i citocrom c oxidasa (complex IV) (Glinka 
et al., 1996).En aquest model, es sol realitzar una lesió intracranial unilateral per evitar la 
situació d’afàgia (incapacitat per deglutir) i adípsia (incapacitat per beure) greus que pot 
comprometre la supervivència de molts animals si s’administra de forma bilateral, a més la 
lesió unilateral permet utilitzar l’altre hemisferi com a control. Normalment s’ha d’admi-
nistrar sistèmicament un inhibidor específic de la recaptació de NA (desipramina 25 mg/
Kg i.p.) per a protegir les vies noradrenèrgiques (Jonsson, 1976), 
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Cap als anys 90, es va provar d’administrar la toxina a l’estriat (20 μg/3μl), aconseguint 
una lesió degenerativa, progressiva, retrògrada i més limitada que l’anterior, des de les ter-
minacions dopaminèrgiques estriatals fins als somes corresponents de la SNc, resultant una 
pèrdua neuronal del 50-70%, màxima a les 4 setmanes (Sauer and Oertel, 1994). 

Després de lesionar unilateralment amb 6-OHDA, una proporció dels animals presenta 
una torsió postural espontània ipsilateral al cantó lesionat, que s’interpreta com un signe 
motor present a la malaltia humana i que evidència la distinta concentració de DA entre 
els dos hemisferis. Passades 2-3 setmanes de la lesió unilateral, es pot avaluar el grau de 
lesió de cada animal mitjançant el test rotacional induït farmacològicament (Ungerste-
dt, 1971). 

Model amb MPTP o MPP+ 

L’MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina) es forma com a producte col·lateral 
de la síntesi de MPPP (1-metil-4-fenil-4-propionoxipiperidina), potent analgèsic molt re-
lacionat amb dos altres analgèsics comuns, meperidina (Demerol ) i alfaprodina (Nisentil ) 
(Heikkila et al. 1984).

Els efectes neurotòxics de MPTP es coneixen per primer cop, cap a l’any 1977 en un jove 
estudiant de 23 anys que presentà de forma tan sobtada i intensa la triada motora carac-
terística de la PD, que és diagnosticat com a esquizofrènia catatònica, erròniament com 
es va veure més tard, doncs la bona resposta a levodopa obligà a rectificar el primer diag-
nòstic pel de parkinsonisme; l’autòpsia del jove, mort per sobredosi, revelà una profunda 
degeneració de la SN; aquest va ser el primer afectat d’un grup d’uns 400 adults joves 
nord-americans toxicòmans que s’injectaren una “nova heroïna” sintetitzada  clandestina-
ment a partir de MPPP i que en alguns casos era d’una puresa del 100% en MPTP. Alguns 
dels consumidors de la droga, presentaven pocs dies després una síndrome parkinsoniana 
indistingible de la PD, amb bradicinèsia, rigidesa, tremolors i alteració de la postura en 
flexió, simptomatologia que revertia amb levodopa o agonistes dopaminèrgics (Langston 
et al.,1983). L’estudi funcional per PET amb 18F-6-fluoro-L-dopa va mostrar una pèrdua 
de terminals dopaminèrgics estriatals proporcional a la intensitat dels símptomes (Calne 
et al., 1985).

La toxicitat de l’ MPTP donà renovat impuls a la hipòtesi toxicològica dels parkinsonismes 
i de la malaltia de Parkinson i desencadenà un seguit d’estudis farmacocinètics de molècu-
les emparentades.
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Donat que la clínica i les alteracions neuropatològiques induïdes per l’ MPTP en humans, 
s’ajusten a les característiques de la PD més que qualsevol altre quadre humà o animal 
provocat per toxines, fàrmacs, metalls o virus, s’han desenvolupat distints models animals 
de parkinsonisme utilitzant l’ MPTP (Snyder i D’Amato, 1986).

Els primats no humans que durant dies reben MPTP per via sistèmica presenten un par-
kinsonisme molt semblant a l’ humà, quan la depleció dopaminèrgica estriatal supera el 
90%, és el model que millor reprodueix el comportament motor de la PD, amb rigidesa, 
bradicinèsia, postura en flexió, pèrdua de reflexes, disminució de la vocalització i del parpe-
lleig. Hi ha pèrdua de marcatge TH positiu a fibres i somes dopaminèrgics de SNc (Jenner, 
2003; Langston et al., 1984). L’administració subcrònica (dosi diària durant 5 dies) provoca 
una certa acumulació de -sinucleïna en les neurones nigrals dels micos vells, però no dels 
joves. Aquesta reproductibilitat dels símptomes, validen el model, entre altres coses, per 
avaluar els efectes indesitjables tardans del tractament amb levodopa. 
També s’ha provat MPTP en altres especies animals com conill, conill d’Índies, rata, peix 
zebra, gos i ratolí; els tres primers són relativament insensibles a l’ MPTP, mentre que la 
susceptibilitat dels últims varia en funció del sexe, l’edat i la soca, el que obliga a ser molt 
estrictes amb els protocols que es segueixen en cada cas (Lane and Dunnet, 2008). 

L’ MPTP és una substància molt lipòfila que pot travessar fàcilment la BHE, és metabo-
litzada per l’enzim MAO-B glial a MPP+ (ió 1-metil-4-fenilpiridinium), el seu metabòlit 
tòxic actiu (Markey et al. 1984). MPP+ ingressa selectivament en el terminal dopaminèrgic 
a través del DAT (Javitch et al., 1985) i és emmagatzemat en vesícules via VMAT2, fet que 
sembla protegir la neurona de la seva toxicitat. La relació entre DAT i VMAT2 determina 
la toxicitat de l’ MPTP i el seu metabòlit, de manera que els inhibidors de DAT, com no-
mifensina, o els ratolins transgènics pel DAT són resistents a l’ MPTP, en canvi quant més 
alta és l’expressió de DAT, més vulnerable és l’animal. També els inhibidors de VMAT2 o 
els ratolins heterozigots per a aquest transportador són més sensibles a l’ MPTP.

L’ MPP+ citosòlic entra als mitocondris a favor del potencial transmembrana depenent d’ 
ATP i un cop dins pot inhibir el complex I de la cadena respiratòria mitocondrial, fet que 
a més de produir un dèficit energètic, incrementa la producció interna de ROS (Nicklas et 
al.,1985). Altres mecanismes patogènics que s’han involucrat en la toxicitat de l’ MPTP / 
MPP+, a partir d’estudis en sistemes cel·lulars i models animals molt variats són: l’ exci-
totoxicitat, l’ apoptosi, l’ hiperproducció de peroxonitrits i la inflamació, concloent que la 
sensibilitat cel·lular a la neurotoxina augmenta en relació directa a la capacitat de recaptar 
selectivament MPP+, quant més depenent és la cèl·lula del metabolisme aeròbic i quant 
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més alt és el seu contingut en neuromelanina (D’Amato et al.,1986), tres condicions que 
es donen en les neurones dopaminèrgiques (Di Monte et al., 2002).

Altres models animals de PD

A mida que es coneixen més detalls de la patogènia de la PD s’intenten desenvolupar mo-
dels animals que la reprodueixin, com l’acumulació de proteïnes anòmales per alteració de 
l’ UPS, el dèficit local i sistèmic del complex I mitocondrial o la implicació de neurotoxines 
per vies més “fisiològiques” que la injecció intracranial (Betarbet, 2000).
Hi ha nous protocols d’administració sistèmica de epoxomicina natural o el sintètic PSI 
(inhibidor sintètic del proteasoma) en rosegadors i primats no humans que aconsegueixen 
una reducció de l’activitat del sistema UPS similar a la observada en el teixit cerebral post-
mortem de malalts de PD (McNaught i Jenner, 2001) i que possiblement és el mecanisme 
subjacent a la formació dels LB en alguns casos de PD. Tot i ser celebrat per les semblances 
motores i anatomopatològiques amb la PD, aquest model ha estat difícil de reproduir per 
grups distints al dels autors (McNaught et al., 2004), el que ha originat un fort debat sobre 
el mateix (Lane i Dunnett, 2008).
L’ observació de l’activitat reduïda del complex I mitocondrial en el teixit postmortem 
neuronal i extraneuronal de parkinsonians, per una banda, i l’augment de la incidència de 
la malaltia en persones relacionades amb els pesticides rotenona i paraquat, ambdós inhi-
bidors del complex I, per l’altra, ha promogut distints models en rosegadors amb aquestes 
substàncies (Betarbet et al., 2000; Thiruchelvam, 2003). L’administració sistèmica crònica 
d’aquests pesticides reprodueix l’acumulació intraneuronal de proteïnes anòmales, la simp-
tomatologia motora i la lesió menys selectiva sobre les neurones dopaminèrgiques, però 
exigeix un gran nombre d’animals en cada estudi  degut a la gran variabilitat en el tipus i 
extensió de la lesió.

El model en Drosophila melanogaster

Tot i que en aquesta revisió no hem entrat en els nous models animals genètics de par-
kinsonisme, que s’han desenvolupat principalment en ratolins transgènics per als distints 
gens responsables de les formes familiars de PD (Fleming et al., 2005), volem citar el, sens 
dubta, més curiós i possiblement molt prometedor model obtingut i publicat per Feany i 
Bender, l’any 2000, en la mosca Drosophila per sobrexpressió de l’ -sinucleïna humana 
normal i mutada. Les mosques “parkinsonianes” transgèniques mostren una pèrdua selec-
tiva de neurones dorsomedials, TH positives, que augmenta amb l’edat. A més, presenten 
més dificultats locomotrius que les mosques control i desenvolupen inclusions neuronals 
riques en microfibrilles similars als LB observats en els teixits humans afectats, inclusions 
que es marquen amb anticossos anti- -sinucleïna (vegeu la figura 25).
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Figura 25. Microfotografies òptiques de mosques Drosophila de 30 dies d’edat, control (c) i transgènica per 

sobrexpressió de -sinucleïna humana normal i mutada (d) que mostra, en aquesta, la desaparició de la tin-

ció immunohistoquímica anti-TH de les neurones dorsomedials assenyalades amb una fletxa en la primera. 

En (g) les fletxes indiquen inclusions neuronals amb marcatge immunohistoquímic anti- -sinucleïna en 

cèl·lules del gangli subesofagic de la mosca transgènica de 30 dies, molt similars al que es marquen amb la 

mateixa tinció en el còrtex cingulat de malalts de demència per cossos de lewy (h) (Feany i Bender, 2000).
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Objectius

Donada la situació dels coneixements a mesura que s’anava realitzant aquest treball, ens 
varem anar plantejant els següents objectius:

1. 
Establir els límits espai-temporals de les lesions intracerebrals provocades amb 6-OHDA i 
amb MPP+ en el model parkinsonià de rata.

2. 
Establir els límits de mesura de l’efecte cerebrals extracel·lular d’ambdues toxines per mi-
crodiàlisi estriatal in vivo.

3. 
Observar el grau d’implantació i la reacció del teixit adjacent després de la implantació de 
cèl·lules en l’estriat amb la finalitat de pal·liar la lesió i estudiar l’efecte d’alguns factors 
neurotròfics.

4. 
Estudiar els mecanismes de mort neuronal in vivo i in vitro.

5. 
Buscar possibles nexes entre la lesió cerebrals en la PD i alteracions en el sistema immu-
nològic.

6. 
Abordar els mecanismes moleculars d’acció de l’MPP+ més enllà dels descrits fins al mo-
ment, per establir una relació entre dosi i efecte en la depleció, viabilitat i activitat mito-
condrial.

7. 
Estudiar l’efecte lesiu de la dopamina per sí mateixa i proposar algun mecanisme relacionat 
amb els gens recentment implicats en la PD.
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Capítol 2: Metodologia

Animals i tractaments
En tots els experiments s’operen rates mascles (en algunes ocasions, també femelles) Spra-
gue-Dawley adultes (2-3 mesos), d’ entre 250 - 350 g de pes.
Un cop finalitzada l’experiència, es sacrifiquen els animals per decapitació quan el que inte-
ressa és el teixit fresc per a mesures bioquímiques, pels experiments amb seccions tissulars 
(slices) i per obtenir fraccions subcel·lulars.
Per a l’estudi morfològic microscòpic del teixit control, lesionat i lesionat/implantat es 
procedeix a la perfusió transcardíaca de la rata (vegeu la figura 8), seguida de sobrefixació 
del teixit enucleat amb solució fixadora de PFA al 4% en SSF.
Les suspensions de cèl·lules fetals mesencefàliques (FMC) per a l’estudi dels trasplanta-
ments en teixit lesionat, s’obtenen a partir de la zona del cervell corresponent a mesencèfal 
d’embrions de 14 dies (E-14) de femelles de rata Sprague-Dawley (vegeu la figura 5). Tots 
els animals procedeixen de l’estabulari del Campus de Bellvitge, on s’apliquen les condici-

ons d’estabulació homologades pel Comitè Ètic d’Experimentació Animal de la U.B.

Neurotoxines 

MPP+ (1-methyl-4-phenylpyridinium)

A partir de la sal iodada de MPP+ (PM 297.14 g/mol) (Research Biochemical Inc., Natick. 
MA. USA) (vegeu la figura 1) es prepara i congela la solució mare 0,1M (30 mg/ml en sè-
rum salí fisiològic), per descongelació i dilució de la qual, obtenim la dosi acordada en cada 
experiment. També es prepara solució salina fisiològica amb 25 mM de NaI, equimolar 

amb la solució de MPP+.

Figura 1. Estructura química de MPTP, MPP+, 6-OHDA i DA.
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6-OHDA (6- hidroxidopamina)

La 6-OHDA (Sigma Chemical Co.-St Louis. MO. USA) (PM 168.18 g/mol)en dissolució 
salina i a temperatura ambient s’oxida ràpidament, procés espontani que es pot atenuar 
si  s’afegeix a la solució un 0.02 % d’àcid ascòrbic. La dissolució 5 mM de 6-OHDA es 
conserva congelada (-20ºC) i en alíquotes de pocs microlitres fins el moment just abans de 

l’administració intracerebral.

Anestèsia

Abans d’aplicar les tècniques quirúrgiques dels estudis in vivo, anestesiem les rates amb 
una solució mescla de clorhidrat de ketamina (Imalgeme 1000 de Parke-Davis ) (100 
mg/kg/ml i.p.) i xilazina (Rompúm de Bayer ) (2 mg/kg/ml i.p.). 

També s’utilitza una dosi de 400 mg/kg i.p. (1.6 ml/Kg) de hidrat de cloral (Panreac ), a 
partir d’una solució aquosa 25 % en SSF (2.5 g/10 ml de SSF). L’efecte anestèsic de l’ hidrat 
de cloral és més immediat i perllongat que el de la ketamina-xilazina, però administrat per 
la via intraperitoneal habitual tendeix a provocar un trastorn abdominal similar a un ili 

paralític, d’aquí que es reservi per l’anestèsia prèvia al sacrifici. 

Tests comportamentals 

Test rotacional induït farmacològicament

Quan passades 2-3 setmanes de l’administració unilateral intracranial de 6-OHDA, s’ ad-
ministra a la rata un agonista dopaminèrgic com l’apomorfina (0.05 mg/Kg s.c.), si la lesió 
de la via dopaminèrgica ha estat efectiva, s’observa una conducta rotacional (la rata gira 
contínuament sobre sí mateixa) en direcció contralateral a l’hemisferi lesionat. En canvi, 
si s’administra amfetamina (1mg/Kg i.p.) fàrmac que allibera a l’espai sinàptic la DA con-
tinguda en les vesícules sinàptiques de les terminacions dopaminèrgiques, l’animal gira en 
direcció ipsilateral a l’hemisferi lesionat. Aquest és un mètode ràpid i senzill per valorar la 
pèrdua dopaminèrgica i es correlaciona positivament amb l’augment dels receptors D2 de 
DA a la zona dorsolateral del nucli estriat (Cadet et al, 1992; Lane and Dunnett, 2008). 

Un cop s’inicia el comportament rotacional de l’animal, per observació directa i durant 10 
minuts, es compta el nombre de girs. Més de 40 rotacions en 10 min es considera un test 

positiu que reflecteix una important lesió de la via dopaminèrgica nigroestriatal.
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Estudi de l’activitat motora 

L’activitat motora de les rates control i lesionades bilateralment es mesura durant una hora 
en un sistema de laberint circular amb cèl·lules fotoelèctriques amb l’ajut del Dr. Jordi 

Llorens (Llorens et al., 1990).

Tècniques Quirúrgiques 

Lesió estereotàctica

Coneixent les coordenades anatòmiques de referència per al cervell de rata (Paxinos i Wat-
son, 1982), l’abordatge estereotàctic ens permet localitzar amb precisió i accedir fàcilment 
a la via dopaminèrgica nigroestriatal per dipositar-hi solucions, suspensions cel·lulars o col-
locar cànules de microdiàlisi. S’utilitza un aparell mecànic d’ estereotàxia (David Kopf Ins-
truments, model 900. Palo Alto. CA. USA) acoblat a un sistema de tres eixos mil·limetrats 
mòbils: anteroposterior (A), mediolateral (L) i dorsoventral o vertical (H) i proveït d’un 
suport per a xeringa Hamilton (de10 μL, model 801 RNE) (vegeu la figura 4). 

Figura 2. Esquema d’un tall sagital de cervell de rata amb els tres punts (fletxes) d’abordatge habitual de la 

via dopaminèrgica nigroestriatal (Ambrosio i Espino, 1997).

Els tres punts habituals per abordar la via nigroestriatal són: a) la porció lateral de la part 
compacta de la substància negra (SNc), b) el punt mig del trajecte dels axons de projecció 
de la SN, MFB i c) el centre del nucli estriat (vegeu la figura 2), les coordenades estereotàc-
tiques dels quals figuren a la Taula 1.
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Taula 1. Coordenades estereotàctiques de la SNc, el MFB i el nucli estriat de cervell de rata, 
expressades en mm. S’apliquen a partir del punt bregma de la superfície craniana (Paxinos 
and Watson.1982)

Coordenades (mm) Estriat SNc MFB

estereotàctiques                                                                                                                                     

anteroposterior (A) + 0.7 - 4.8 - 4.3   

mediolateral (L) ± 2.8 ± 1.6 ± 1.4  

dorsoventral (H) - 5.0 - 8.0  - 8.6

El procediment de la lesió estereotàctica és com segueix: s’immobilitza la rata anestesiada, 
subjectant-la pels incisius (que queden enganxats a la barra d’incisius situada a 3,3 mm 
per sota de la línia interauricular) i pels conductes auditius externs amb les dues barres la-
terals de l’aparell. Amb el bisturí, es practica una incisió longitudinal central en la pell del 
cap i en el periosti per visualitzar els punts de referència, bregma i lambda, de la superfície 
craniana. A partir de bregma (vegeu la figura 3), apliquem  les coordenades A i L del nucli 
que volem abordar, en el punt resultant de la superfície òssia es fa un petit orifici amb la 
broca dental, a través del qual es veu la membrana meníngia externa, recolzant l’agulla 
d’injecció o la cànula sobre aquesta, prenem la última referència a fi d’aplicar la coorde-
nada H. Després de raspar la duramàter, s’introdueix l’agulla a la profunditat H, s’injecta 
lentament la solució (1μl/min) i s’espera uns minuts (tants com es triga en fer la injecció) 

abans de retirar-la per a facilitar la difusió del líquid i evitar el reflux.

Figura 3. Esquema del crani de la rata, cara superior (esquerra) i lateral (dreta). Els punts de referència per a 

les mesures estereotàctiques són bregma (anterior) i lambda (posterior). (Paxinos and Watson.1982).  
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Figura 4. Aparell mecànic d’estereotàxia de David Kopf Instruments, model 900 (esquerra), amb la rata 

anestesiada subjectada pels conductes auriculars i els incisius, just abans de començar el procediment este-

reotàctic (dreta). 

Obtenció del teixit mesencefàlic embrionari i preparació de la sus-
pensió de cèl·lules fetals mesencefàliques (CFM)

A partir dels embrions de rata E14 (obtinguts per cesària d’una rata prenyada de 14 dies) 
col·locats en posició lateral i sota lupa, es fa una incisió amb el bisturí per sobre de l’ull i es 
separa la regió mesencèfalica ventral del tronc de l’encèfal (vegeu la figura 5). 

Figura 5. Procediment per a l’obtenció del teixit mesencefàlic embrionari: col·locació lateral del fetus (1), 

incisió entre la medul·la i el tron encefàlic (2), Incisió supraorbitària fins el plec mesencefàlic (3), extracció 

de l’encèfal fetal (4-5), talls per a aïllar el mesencèfal fetal (6-10) (Dunnett and Björklund, 1997).
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El teixit corresponent a la regió mesencefàlica fetal es disgrega per a fer una suspensió cel-
lular segons el procediment descrit per Dunnett and Björklund (1997), breument:

a) Es digereix el teixit durant 20 minuts a 37ºC en medi DMEM amb suplement de 
glutamina 2 mM, 0.05% de DNasa i 0.1% de tripsina.

b) Es renta el medi d’ incubació i es disgrega el teixit mecànicament amb suavitat.
c) Es centrifuguen i resuspenen les cèl·lules en medi DMEM a una concentració final d’ 

entre 100.000 - 200.000 cèl·lules/μl. 
d) Es determina la viabilitat cel·lular depositant uns 3 μl de la suspensió diluïda sobre 

un portaobjectes i afegint uns 9 μl de taronja d’acridina / bromur d’ etidi (1:1). El 
bromur d’etidi s’uneix als àcids nucleics de les cèl·lules amb la membrana cel·lular 
danyada i mostra una coloració taronja o vermella quan s’observa al microscopi de 
fluorescència. Les cèl·lules intactes s’observen de color verd. La solució mare de ta-
ronja d’acridina/ bromur d’etidi conté 5 mg de cadascun (Sigma ) en 500 μl de 
medi RPMI. La solució de treball conté 100 μl de solució mare en 10 ml de RPMI.

e) Estereotàcticament, s’injecten 1-2 μl de suspensió cel·lular viable al nucli estriat.

El medi DMEM conté: NaCl, 6.4 g; NaHCO
3
, 3.7 g; D-glucosa, 1.0 g; L-glutamina, 0.58 

g per litre d’aigua. 
El medi RPMI conté: NaCl, 6.0 g; NaHCO

3
, 2.0 g; Na

2
HPO

4
.7H

2
O, 1.51g; 20 mM D-

glucosa per litre d’aigua.

Microdiàlisi intracerebral in vivo

Tècnicament, la col·locació d’una cànula de microdiàlisi no difereix de la lesió estereotàcti-
ca, però aquí el que s’introdueix en cada nucli estriat és la zona dialítica de una cànula, fins 
assolir una profunditat de 7 mm des de la duramàter (vegeu la figura 6). La porció externa 
de la cànula queda fitxada amb ciment dental a dos petits perns cargolats a la superfície 
craniana. 
La inflamació postquirúrgica de la zona intervinguda justifica un temps d’espera de 24h 
abans de recollir les primeres mostres, temps que permet assolir una relativa estabilitat 
bioquímica microambiental. Al dia següent de l’ implantació de la cànula, amb la rata des-
perta i activa, s’inicia la sessió de microdiàlisi d’unes 5 hores de durada, durant les quals es 
bombeja contínuament un perfusat a base de líquid cerebroespinal artificial lliure de neu-
rotransmissors (CSF: dissolució aquosa a base de NaCl, 119.5 mM; KCl, 4.75 mM; CaCl

2
, 

1.27 mM; KH
2
PO

4
, 1.19m M; MgSO

4
, 1.19m M; Na

2
PO

4
, 1.60 mM a pH 7.2, segons 

Benveniste and Hüttemeier, 1990) amb una bomba de microinfusió (Harvard Apparatus 
model 22, south Natick, MA) que impulsa el CSF a un flux constant de 1.25 μl/min, a 



Capítol 2: Metodologia 79

través d’un tub de polietilè flexible connectat a l’extrem d’entrada de la cànula de microdi-
àlisi. Simultàniament es va recuperant el dialitzat per l’extrem de sortida de la cànula que 
drena a un tub Eppendorf mantingut en gel, a través d’un tub fi de polietilè. Es recull una 
nostra cada 20 minuts i s’emmagatzema a –20ºC fins a l’anàlisi cromatogràfica (vegeu la 
figura 7). Després de 48h de l’ implantació, la gliosi reactiva al voltant de la cànula redueix 
molt la seva capacitat dialítica.
La permeabilitat de la membrana dialítica de cuprofan utilitzada per a la fabricació de les 
cànules, permet la difusió dels compostos de menys de 20 kDa en ambdós sentits (Lange 
et al.,1997; Chefer et al., 2009). La pròpia dinàmica del procés de difusió entre el teixit i 
el perfusat fa que la concentració dels analits al voltant de la cànula sigui inferior a la del 
teixit intacte més allunyat (vegeu la figura 6) i per tant que la fracció recuperada sigui me-
nor que la real, de manera que les successives mostres de dialitzat, un cop analitzades per 
cromatografia HPLC, són una aproximació relativa a la composició del líquid extracel·lular 
de la zona estudiada, en el nostre cas l’estriat dorsal, (Westerink et al., 1987; Westerink, 
1995). In vitro, les cànules de fabricació pròpia, recuperaven entre un 2 i un 20 % de la 
DA i els seus metabòlits, una proporció similar a la publicada per a les cànules comercials 
(Zetterström et al., 1983). 
 

Figura 6. Esquema de la col·locació intraestriatal de la zona dialítica de la cànula implantada, el tub d’acer 

(en verd) travessa la calota òssia i l’escorça cerebral (esquerra). Esquema que il·lustra la complexa composició 

de l’espai extracel·lular a través del qual els analits (punts negre) han de difondre per arribar a la cànula de 

microdiàlisi (c); la presència dels capil·lars sanguinis (V) que redueix el volum de líquid que envolta la cà-

nula i l’augment de la trajectòria de difusió (fletxa) dels analits en moviment cap a la cànula fan que l’efecte 

net sigui una disminució de la seva difusivitat (dreta) (Chefer et al, 2010).



Mecanismes de neurodegeneració i neuroprotecció en models de parkinsonisme en rata80

Materials i procediment de fabricació d’una cànula de microdiàlisi 

L’elevat cost de les cànules de microdiàlisi comercials, evidentment d’un sol ús, i la possi-
bilitat de poder aprendre el procés de fabricació al laboratori del Dr. Artigas (CSIC Barce-
lona) (Adell i Artigas, 1997) ens va motivar a fabricar-les nosaltres mateixos a partir dels 
següents materials (vegeu la figura 7) i procediment:

Figura 7. Esquema d’una cànula de microdiàlisi cerebral, realitzada segons el procediment descrit per Adell i 

Artigas, 1997. A) Parts de la cànula descrita en el text. B) Comprovació del funcionament de la cànula abans 

de la inserció de la membrana de cuprofan. C) sessió de microdiàlisi, els dos llargs tubs de polietilè correspo-

nents a una sola cànula. En general s’han inserit dues cànules en cada animal, una en cada nucli estriat.

a) Tub d’acer inoxidable hipodèrmic prim (1 fig. 7) (de 400 μm de  extern i 190 de 
intern, nº catàleg: 8332) i tub gruixut (2 fig. 7) (de 500 μm de  extern i 290 μm 
de  intern, nº catàleg: 8420 ) de A-M Systems, Everett, USA. Per a una cànula es 
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tallen dos segments de 7 mm de longitud de tub prim i un segment de 20 mm del 
tub gruixut.

b) Tubs de sílica (3 fig. 7) (de 140 μm de  extern i 40 μm de  intern, ref. VS-14-40, 
de Scientific Glass Engineering, Melbourne, Australia subministrada per KROM-
PEX S.A.).  Dos segments per cànula: un de 20 mm i un altre de 35 mm.

c) Tubs de polietilè (4 fig. 7) (de 610 μm de  extern i 280 de  intern, de Portex, 
England , subministrat per Técnicas Médicas S.A.). Dos segments de 20 mm per 
cànula.

d) Membrana dialítica cilíndrica de cuprofan (5 fig. 7)(Enka AG, Wupertal, FRG). Un 
segment de 10 mm per cànula, que recobreix la part distal de la mateixa, per sobre 
del segment de sílica i sobresurt uns 4 mm des de l’extrem del tub d’acer.

Els diferents materials es munten sobre plastilina Blutac  i s’enganxen amb pega Araldite
(6 fig. 7); passades 24h es recobreix la unió dels tubs d’acer amb ciment dental (7 fig. 7) 
(TAB 2000, Kerr, Itàlia), i per sobre silicona termofusible que ho engloba tot, deixant 
visible sols el tub d’acer gruixut distal i els segments curts de polietilè proximals. Abans 
d’inserir la membrana dialítica, es comprova la funcionalitat de la cànula injectant aigua 
pels dos extrems de polietilè i observant la sortida del líquid diferencial (B fig 7). Sota 
lupa, s’enganxa la membrana dialítica cilíndrica a l’extrem del tub d’acer amb resina epoxi 
Loctite  i amb la mateixa pega s’obtura l’extrem. Al dia següent s’observa, sota la lupa, 

la funcionalitat. 

Perfusió transcardíaca de solució fixadora i obtenció de teixits per 
tècniques histològiques

Un cop anestesiades les rates amb solució salina de hidrat de cloral, es realitza una inci-
sió en la línia mitja de la paret abdominal, en direcció ascendent, per accedir a la cavitat 
toràcica, es secciona transversalment el múscul diafragma i lateralment les costelles, s’ai-
xeca la graella costal i es punxa el ventricle esquerre del cor amb una cànula intravascular 
connectada a un sistema d’ infusió endovenosa per on s’administra, primer, solució salina 
(SSF) heparinitzada (50 U/ml) fins a l’ eliminació total de la sang i a continuació un volum 
(1L/Kg d’animal) de solució fixadora isotònica de paraformaldehid al 4% en tampó fosfat 
(PFA); una incisió a l’ aurícula dreta permet la sortida de la sang i d’aquestes solucions des-
prés d’haver circulat per tota la xarxa vascular fitxant els teixits, després d’uns minuts de 
perfusió amb PFA es pinça l’arteria aorta abdominal per optimitzar la perfusió toracocra-
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nial i estalviar solució de PFA (vegeu la figura 8). En acabar la perfusió, s’enuclea el cervell 
i es ressuspen en PFA durant un màxim de 24h a 4ºC. En acabar la postfixació, es renta el 
cervell i es munta en parafina o bé es conserva en etanol del 70 % fins la parafinació. Tot el 
procés es fa sota campana.

La solució fixadora isotònica de PFA al 4% conté: 13.7 ml de Na
2
HPO

4
 0.5M; 6.86 ml de 

NaH
2
PO

4
 0.5M; 8.17 mg de NaCl i 40 g de PFA per litre d’aigua, s’escalfa a 60ºC sota 

campana  fins a obtenir la total transparència de la solució, finalment es basifica el pH fins 
a 7.4 i es manté refrigerada durant una setmana.  

Obtenció de teixit fresc per a determinacions bioquímiques

Després de sacrificar la rata desperta amb guillotina, s’agafa el cap, es retira la pell del crani 
i amb l’ajuda de tisores grosses es talla la calota craniana seguint les fissures parietotempo-
rals, s’enuclea el cervell amb una espàtula petita i es diposita sobre la base, es secciona el cos 
callós, visible al fons de la cissura interhemisfèrica com una làmina fibrosa de color clar, es 
separa lateralment l’escorça cerebral de cada hemisferi i es visualitza els voluminosos nuclis 
estriats dret i esquerre de disposició subcortical i d’aspecte característic, lleugerament rat-
llat. Es separen de la resta del teixit cerebral amb tisora petita, es congelen ràpidament en 

neu carbònica o nitrogen líquid i es conserven a -80ºC fins al processament de les mostres.

Figura 8. Esquema de la perfusió transcardíaca de la rata. (Atlas de histologia vegetal i animal. Internet. Con-

sultat en octubre 2011, disponible en: http://webs.uvigo.es/mmegias/6-tecnicas/2-metodos-fijacion.php
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Tècniques histològiques 

Parafinació de teixits cerebrals fixats amb PFA

Abans d’ incloure en parafina els cervells fitxats de rata, es renten amb aigua i es fa un tall 
coronal per a obtenir dos blocs, un del cervell anterior que conté el nucli estriat i un del 
cervell posterior que conté la regió mesencefàlica. Cada bloc es tanca dins una cassette 
de biòpsia i es deshidrata, fent-ho passar per successives cubetes d’etanol del 70%, 96%, 
100% (3 x 40 min en cadascun) i xilol (3 x 20 min). A partir d’aquí, s’inclou el teixit fixat 
en parafina líquida (56-58ºC, però sempre a menys de 60ºC) durant 12h. Passat aquest 
temps es fan els blocs de teixit parafinat en cubetes metàl·liques, blocs que es poden con-
servar a Tª ambient indefinidament. D’aquests blocs s’obtenen seccions coronals fines de 5 
μm, amb un micròtom Leica, que s’enganxen sobre porta gelatinitzat.
En ocasions, el teixit fitxat amb PFA es ressuspen en sacarosa al 30% en tampó fosfat (PBS), 
durant 12h a 4ºC, abans de ser congelat en neu carbònica i emmagatzemat a −40 ºC, proce-
diment que conserva millor l’ integritat tissular i millorar la definició visual de les tincions 
aplicades. En aquest cas, es realitzen seccions fines de 10 μm amb un micròtom criòstat 
(Jung CM 1800, Leica) que s’enganxen sobre portaobjectes gelatinitzats. 

Tinció d’ Hematoxilina –Eosina

Aquesta tinció és útil per a observar l’arquitectura i integritat general del teixit tractat. 
Abans de la tinció s’han de desparafinar les seccions de teixit introduint els portaobjectes 
en successives cubetes de xilol, etanol del 100% i del 96% (3 x 5 min), etanol 70% (1 x 
5 min) i aigua destil·lada (1 x 5 min). Un cop hidratades, les seccions es submergeixen en 
hematoxilina de Harris (Sigma ) durant 20s, es renten en aigua corrent entre 2-5 min, 
fins l’aparició de la coloració blavosa típica dels nuclis cel·lulars i es contrasten amb eosi-
na durant uns segons, tinció que colora de rosa els citoplasmes. Després de submergir-les 
breument en xilol, les seccions es munten amb DPX i el cobreobjectes. La solució mare d’ 
eosina groga per treballar amb hematoxilina de Harris conté 1g de eosina groga en 20 ml 
d’aigua destil·lada i 80 ml d’etanol 96%. La solució de treball conté 25% de solució mare, 
74% d’etanol del 80% i 1% d’àcid acètic. 

Tinció de Fluoro-Jade 

S’utilitza la tinció de Fluoro-Jade B per visualitzar selectivament les neurones que estan 
degenerant segons la descripció de Schmued et al. (1997). 
Breument, es procedeix a la rehidratació i rentat de les seccions tissulars parafinades com en 
la tècnica anterior, a continuació s’incuben en solució aquosa 0.06% de KMnO

4
 durant 15 
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min amb agitació suau, es renten en aigua durant 1 min i es submergeixen dins la solució 
aquosa 0.001% de Fluoro-Jade B (a partir d’una solució mare 0.01% de F-J i una 0.1% 
d’àcid acètic) al resguard de la llum, durant 30 min, agitant suaument. Després de rentar 
amb aigua (3 x 1 min) es sequen els portaobjectes i es munten. Les seccions així tenyides 
es van analitzar per microscòpia de fluorescència ( ex 450-490 nm i em per sobre de 515 
nm).

Tècniques immunològiques 

Marcatge anti-tirosina-hidroxilasa (anti-TH)

Amb l’ajuda del microscopi òptic, aquesta tinció permet observar la morfologia tissular i 
valorar quantitativament el nombre de neurones dopaminèrgiques autòctones de la SN, 
a diferents temps després de les lesions estriatals o nigrals, així com les que sobreviuen i 
maduren a partir de les CFM implantades al nucli estriat.
S’aplica el mètode de l’avidina-biotina-peroxidasa (ABC kit, Vectastain, Vector ).
Breument, la tècnica consisteix en sotmetre les seccions desparafinades i rehidratades de 
teixit a un bloqueig de peroxidases endògenes, seguit d’una permeabilització de la mem-
brana cel·lular amb detergent per afavorir la penetració de l’anticòs primari i l’ús d’un 
sèrum no immunogènic per evitar la unió inespecífica d’aquell a proteïnes ubiqües (col-
làgens).
La unió de l’anticòs primari a la proteïna tissular es magnifica amb un segon anticòs secun-
dari biotinilat i amb el complex Avidina-Biotina-Peroxidasa i es revelen els complexes amb 
peròxid d’hidrogen i substàncies cromògenes (Bourne, 1983). 
El protocol seguit és el següent:

1) Desparafinar / rehidratar les seccions tissulars dipositades en portaobjectes impreg-
nats en polilisina  mitjançant incubacions successives en: xilol, etanol 100%, etanol 
95% (3 x 5 min), etanol 70% (2 x 5 min) i aigua destil·lada (1 x 5 min).

2) Rentar amb PBS 0.01 M (3 x 5 min).
3) Bloquejar peroxidases endògenes: incubant durant 15 min en cambra fosca en una 

solució que conté 140 ml de 0.01 M PBS; 60 ml metanol i 2 ml H
2
O

2
.

 4) Rentar amb H
2
O (1 x 5 min).

5) Rentar amb PBS 0.01 M (3 x 5 min).
6) Permeabilització de membranes amb solució aquosa 0.05%  de saponina, durant 30 

min (portes en posició horitzontal en cambra humida). 
7) Rentar amb PBS 0.01 M (3 x 5 min).
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8) Incubar amb sèrum normal de cavall al 3% diluït en PBS- Albúmina Bovina 2%, dins 
cambra humida i durant 2 h, per evitar la unió inespecífica, es calcula uns 150 μl de 
la solució del sèrum per cobrir cada portaobjectes, passat aquest temps es decanta.

9) Incubar amb sèrum primari específic anti-TH, diluït (1:200) en PBS-Albúmina-Bo-
vina 2%, durant 12-15 hores a 4ºC en cambra humida, passat aquest temps es deixa 
1h a temperatura ambient.

10) Rentar amb PBS 0.01 M (3 x 5 min).
11) Incubar amb sèrum secundari biotinilat diluït (1:200) en PBS- Albúmina-Bovina 

2%, durant 1 h en cambra humida, per a magnificar la unió a l’anticòs primari.
12) Rentar amb PBS 0.01 M (3 x 5 min).
13) Incubar amb el complex Avidina-Biotina-Peroxidasa diluït (1:100) en PBS-Albúmi-

na Bovina 2% durant 1h en cambra humida, per a magnificar la unió amb l’anticòs 
secundari.

14) Rentar amb PBS 0.01 M (3 x 5 min).
15) Revelar la tinció amb diamino-benzidina (DAB) per immunohistoquímica òptica o 

amb Alexa 568-red per immunohistoquímica de fluorescència, prèvia incubació amb 

Sudan black durant 10 min per inhibir la fluorescència endògena.

Altres marcatges immunohistologics

Un procediment anàleg al marcatge de la TH s’utilitza per a visualitzar Lamp-1 i GADD-

153 (Santa-Cruz ), caspasa-3 activa (Pharmingen ) -sinucleïna (Chemicon ).

Tinció de TUNEL 
S’ utilitza aquesta tinció per visualitzar la fragmentació del DNA nuclear en la SN de les 
rates retrògradament lesionades per l’administració de 6-OHDA a l’estriat. S’aplica amb el 
kit ApopTag (Oncor ) sobre seccions de teixit parafinat de 5 μm. La reacció amb la pero-
xidasa es visualitza amb solució 0.05% DAB i 0.01% de H

2
O

2
 i les seccions es contrasten 

amb hematoxilina.

Microscòpia electrònica
Blocs de cervells corresponents al mesencèfal es fixen amb una solució al 2% de glutaralde-
hid durant 4 h i posteriorment amb solució al 2% de OsO

4
 durant 2 h a 4ºC. Les mostres 

es deshidraten segons les tècniques convencionals i es munten en pega Araldite . Les sec-
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cions ultrafines (de 25 a 100 nm) obtingudes per ultramicròtom es tenyeixen amb acetat 
d’uranil i citrat de plom i s’examinen en el microscopi electrònic del servei d’anatomia 
patològica de l’HUB (Zeiss EM-109).

Determinacions bioquímiques

Determinació de catecolamines per cromatografia (HPLC)

Es processa el teixit estriatal congelat o bé les seccions gruixudes de teixit fresc de la se-
güent manera (Holman, 1993) : 

a) Es pesa la mostra (20-35 mg cada estriat). 

b) S’homogeneïtza en tubs Eppendorfs amb un volum 1:10 de àcid perclòric (0.1N de 
HClO

4
), mitjançant sonicació intermitent a 100 W durant 12 seg (Branson Sonifier).

c) Es centrifuga a 13.000 rpm, durant 10 min, a 4ºC (centrífuga Biofuge 13. Heraeus). 

d) Es dilueix el sobrenedant obtingut (1:5, 1:10), es filtra amb filtre Millipore de 0.4 
μm i s’injecten 20 μl de la mostra a l’aparell de HPLC (LKB-Pharmacia, Bromma, 
Sweden) a través d’un injector d’alta pressió (Rheodyne, Palo Alto USA) amb un 
loop de 20 μl.

e) La separació de les catecolamines (DA, DOPAC, HVA) (vegeu la figura 9), tant en les 
mostres de teixit estriatal fresc processat com en els perfusats de líquid extracel·lular 
obtinguts per microdiàlisi cerebral, es realitza amb una columna cromatogràfica Nu-
cleosil C-18 de fase reversa (5 μm, 250 mm x 6,6 mm de Teknocroma, Barcelona, 
Spain) protegida per una precolumna (30-40 μm, 50 mm x 4,6 mm de Merck). La 
detecció de les catecolamines es fa amb un detector electroquímic dual (Coulochem 
II, ESA), amb uns potencials analítics E1 = +50 mV i E2 = +300 mV en la cel·la 
analítica.

La fase mòbil consisteix en una solució tampó a pH = 4.1 de 50 mM d’acetat sòdic (8.2 g / 
2 l H

2
O); 25 mM d’àcid cítric (10.5 g / 2 l H

2
O); 0.7 mM d’àcid octansulfònic (OSA) (15 

ml de OSA 1M / 2 l H
2
O) i 10% de Metanol. La solució es filtra amb filtre Millipore de 

0.2 μm de por i es desgasifica  amb bomba de buit amb agitació.
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Determinació de GABA

En mostres de teixit estriatal, es determina la concentració de GABA per HPLC utilitzant 
una columna Hypersil-ODS (5 μm, 250 mm x 4,6 mm) de fase reversa després de deriva-
titzar la mostra amb o-ftaldialdehid (OPA) més -mercaptoetanol i una separació en un 
gradients d’acetat sòdic (0.2 M, pH 6.2) i acetonitril. El derivat OPA-GABA es detecta 
amb un detector de fluorescència (Shimadzu RF-551) amb ex 340 nm i em 455 nm.
Els cromatogrames s’analitzen amb el software HPLC manager (Pharmacia LKB) connec-

tat al programa Nelson d’integració i processament de dades.

Citometria de limfòcits
Els limfòcits de rata s’extreuen, en part, de sang perifèrica, però majorment de nòduls lim-
fàtics mesentèrics. Les cèl·lules es tenyeixen amb anticossos monoclonals conjugats amb 
un fluorocrom distint: PE-W3/25 pels limfòcits CD4 i FITC-OX39 pels limfòcits CD25 
(ambdós de Serotec UK). Les mostres s’analitzen amb un aparell de citometria de flux 
FAC Sscan (Beckton-Dickinson) per immunofluorescència doble directa. S’importen 400 
senyals per mostra i es calcula el percentatge de les distintes poblacions de limfòcits amb 

el programa CELLQuest TM.

Figura 9. A) Cromatograma d’una mostra estàndard 

de 1 pmol de DA, DOPAC i HVA. B) Cromatograma 

d’una mostra d’homogenat d’estriat de rata control.
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Experiments amb talls gruixuts d’estriat (slices)

Preparació i incubacións

Després de sacrificar la rata i enuclear el cervell, es dissequen els nuclis estriats dret i es-
querra i es tallen ràpidament en seccions de 0.3 mm amb un chopper slicer (Panlab). Els 
talls d’ambdós estriats s’ incuben per separat a 37ºC en 1 ml de tampó Krebs-Ringer bicar-
bonat, a pH de 7.2 en un bany d’agitació, sota una atmosfera 95% O

2
  / 5% CO

2
 . 

El medi d’incubació consisteix en NaCl 119 mM, KCl 4.8 mM, CaCl
2
 1.7 mM, MgCl

2
 1.2 

mM, KH
2
PO4 1.2 mM, NaHCO

3
 23.8 mM, glucosa 5.5 mM i MOPS 25 mM. 

Tots els compostos que s’afegeixen es dissolen prèviament en aquest medi. Les incubacions 
es realitzen durant un màxim de 2 h. El teixit i el sobrenedant s’analitzen per separat, el 
teixit es processa per mesurar el contingut de proteïna pel mètode de Bradford i el sobre-
nedant diluït 1:5 amb 0.1N d’àcid perclòric s’utilitza per a determinar el contingut de 
catecolamines per HPLC.

Determinació de l’activitat TH 

Els talls gruixuts d’estriat s’ homogeneïtzen en 400 μl de sacarosa 0.25 M a 4ºC. L’activitat 
TH s’obté mesurant la producció de L-DOPA després de l’ incubació del teixit en un medi 
tampó d’acetat sòdic 1M i pH = 6.0, que conté 1mM de L-Tyr (Sigma ), 10mM (en 0.1M 
de 2-mercaptoetanol) de 6-metil-5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (THBP, Sigma ) i 2.5 mg/
ml de catalasa (Sigma ). L’ L-DOPA formada s’extreu amb alúmina i es determina per 
HPLC en una columna cromatogràfica de fase reversa amb detector electroquímic dual 
(Coulochem II, ESA), segons el mètode descrit per Ambrosio et al. (1987). Una μU de TH 
correspon a 1 pmol de L-DOPA  formada per min a 37ºC.

Determinació de l’activitat glutamina sintasa (GS) 

Seguint el mètode de Meister (1985), s’utilitza hidroxilamina com a substrat; per colori-
metria es mesura la formació de -glutamil-hidroxamat. La reacció s’atura als 10 i 20 min 
amb FeCl

3
 (0.37 M) en una solució que conté 0.67 M de HCl i 0.2 M de TCA. La proteïna 

precipitada s’elimina per centrifugació i es llegeix l’activitat òptica en el sobrenedant a 535 
nm. L’activitat enzimàtica es calcula a partir d’un estàndard de -glutamil-hidroxamat. 
Una mU de glutamina sintasa correspon a un nmol de -glutamil-hidroxamat format en 
1 min a 37ºC.

Detecció de Malondialdehid (MDA) 

La formació de MDA, considerada com a índex de peroxidació lipídica, es mesura utilitzant 
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tiobarbiturat (TBA), segons el mètode descrit per Di Monte et al. (1986). Els slices estri-
atals s’ homogeneïtzen en el medi d’ incubació i un cop en alíquotes es  tornen a incubar 
amb TCA al 40% i amb àcid tiobarbitúric (TBA 0.67% en 1.5 M de NaOH), durant 15 
min a 100ºC. Després de centrifugar la mostra, es llegeix l’absorbància del sobrenedant a 
535 nm en relació a un blanc que conté tots els reactius excepte el teixit. La concentració 
de MDA es calcula utilitzant una  = 1.56 X 105 M-1 cm-1.

Determinació de la DA 

La determinació de la dopamina es fa tal com s’ha descrit pel teixit estriatal.

Determinació de NO 

La producció de NO es determina per l’acumulació de nitrit amb nitrat reductasa segons 
el mètode descrit per Hortelano et al. (1993).

Experiments amb mitocondris
Totes les tècniques aplicades a l’estudi dels mitocondris es realitzen amb l’ajut dels Drs. 
J. Boada i J. Bermúdez de la Unitat de Biofísica del Departament de ciències Fisiològi-
ques II. 

Obtenció dels mitocondris

S’obtenen mitocondris de fetge de rata Sprague-Dawley segons el procediment establert al 
nostre laboratori per la Dra. Manzano et al. (1996). Assessorats per la bibliografia respecte 
de la resposta similar dels mitocondris de fetge i cervell a l’ MPP+ (Vyas et al., 1986), es 
decideix utilitzar el teixit hepàtic pel seu major rendiment i per la dificultat que comporta 
separar completament els mitocondris dels sinaptosomes neuronals. 

Breument, es disseca i trosseja el fetge de la rata, s’homogeneïtza (aparell de vidre i tefló 
Potter-Elvehjem) en fred a 1.500 rpm, amb 15-20 polsos, en 8 volums de medi fred (0,25 
M de sacarosa, 10 mM de HEPES i 1 mM de EGTA, a un pH = 7.3), es filtra l’homogenat 
i es centrifuga a 4 ºC i 600 x g durant 10 min per eliminar el sediment que conté la fracció 
nuclear. Centrifugant el sobrenedant a 12.000 x g durant 10 min s’obté el sediment que 
conté els mitocondris. Finalment, es renta aquest sediment i es dispersa en medi d’homoge-

neïtzació, mantenint-ho en fred i protegit de la llum fins la realització dels experiments. 
Així com l’activitat MAO de les neurones dopaminèrgiques de la rata és casi indetectable, 
la dels hepatòcits es bastant elevada (Arai et al., 1998), raó per la qual en tots els expe-
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riments amb mitocondris d’hepatòcits s’afegeix un inhibidor no selectiu de la MAO, la 
tranilcipromina (TCP) 200 μM, de cara a evitar el metabolisme de la DA per la MAO i la 
producció conseqüent de peròxid d’hidrogen (H

2
O

2
), restringint així els resultats a l’efecte 

exclusiu de la DA o de la DA oxidada afegida en els experiments.

Incubació dels mitocondris

Mostres de mitocondris de 0.3 – 1.0 mg de proteïna/ml segons els casos (determinada amb 
el BCA Protein Assay Reagent Kit de Pierce , utilitzant com a patró una solució mare 
de 1mg/ ml de BSA) s’ incuben a 37 ºC en un tampó que conté 220 mM sacarosa, 3 mM 
Hepes, 20 mM MgCl

2
, 2 mM KH

2
PO

4
, 0.5 mM EGTA, 20 mM glucosa i 20 IU/ L hexo-

kinasa, al qual s’afegeix successivament 5 mM K-succinat i 0,8 mM d’ ADP per a iniciar 
la respiració (estat 3).

Estudi de l’activitat metabòlica per microcalorimetria 

La microcalorimetria s’aplica per a estudiar l’activitat metabòlica de les suspensions de 
CFM i la viabilitat dels mitocondris hepàtics en suspensió. Es tracta d’un procediment bas-
tant inespecífic que permet tenir una idea global del funcionament energètic del sistema 
(Schön et al, 1990; Bottcher and Furst, 1997). 

La mesura de la dissipació de calor de la suspensió mitocondrial es realitza a 37ºC durant 
60 min, utilitzant un sistema microcalorimètric multicanal (Thermal Activity Monitor 
– TAM-  LKB-Thermometric , Järfalla, Suècia) (Roig et al., 1994), introduint  2,7 ml 
de suspensió en les cel·les amb agitació de 120 rpm (el volum d’oxigen romanent dins les 
cel·les és d’uns 0.8 ml, el que assegura unes condicions aeròbiques) i després d’afegir 30 μl 
de medi (controls), DA i MPP+ fins a una concentració final de 70 μM i 5 μM, respectiva-
ment.

El senyal de potencia s’adquireix a una freqüència d’1 Hz, les corbes de potència obtingu-
des indiquen la calor dissipada durant l’activitat metabòlica. 
Els resultats es donen en μW/ mg proteïna.

Determinació del consum d’oxigen 

La mesura polarogràfica del consum d’oxigen de la suspensió mitocondrial es realitza du-
rant 20 min a 37ºC amb un elèctrode d’oxigen tipus cel·la de Clarck (Rank Brothers , 
Cambritge, Regne Unit) (Roig et al., 1994), amb 200 rpm d’agitació i condicions idèn-
tiques a les de la microcalorimetria. Les mesures s’efectuen a partir del moment de la 
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incorporació de 5 mM K-succinat i 0.8 mM ADP per a iniciar la respiració mitocondrial; 
quan s’arriba a l’estabilització del registre (90% saturació O

2
 aprox.) s’afegeix de forma se-

qüencial l’MPP+ 5 μM i la DA o DA oxidada 70 μM. Els resultats es donen en nmols d’O
2
 

consumit/ mg de proteïna/ min.

Mesura de la viabilitat per MTT

La viabilitat de la suspensió mitocondrial es mesura per la detecció espectrofotomètrica 
a una longitud d’ona de 550 nm de l’ MTT formazán (solubilitzat) produït a partir de la 
reducció de l’ MTT (bromur de 3-(4,5-dimetiltiozol-2-il)-2,5-difeniltetrazoli) afegit a les 
mostres. L’ MTT és un pigment soluble de color groc (substrat de la succinat deshidroge-
nasa mitocondrial) que es va transformant en MTT formazán, pigment insoluble de color 
púrpura, mentre el mitocondri és actiu i té suficient poder reductor. Les mesures es van 
realitzar en suspensions mitocondrials corresponents a 1.0 mg de proteïna, incubades a 
37ºC durant 45 min amb MPP+ 5 μM i DA o DA oxidada 70 μM, abans d’afegir 0.5 mg/
ml d’ MTT i reincubades a 25ºC durant 15 min més, després d’afegir-ho. La reacció es va 
aturar amb isopropanol /1M HCl (24:1) (Cohen et al., 1997). 

Citometria mitocondrial

L’anàlisi, per citometria de flux amb fluoresceïna, dels mitocondris aïllats de fetge, controls i 
incubats amb MPP+ i DA o DA oxidada utilitza la dispersió frontal de la llum (FSC) com a 
índex de la mida de la partícula i la dispersió lateral (SSC) com a índex de complexitat. Les me-
sures es van dur a terme en un citòmetre FACSCalibur controlat pel programari CellQuest. 

Mesura del potencial de membrana mitocondrial 

Les variacions del potencial de membrana mitocondrial es mesuren durant 20 min per es-
pectrofotometria a 660nm, mitjançant una sonda sensible de membrana diS-C2-(5) (Iodur 
de 3,3’-dietiltiadicarbocianina). Pel seu caràcter catiònic, la sonda entra en el mitocondri 
només quan aquest es despolaritza, de manera que a major despolarització mitocondrial, 
major segrest de sonda per l’orgànul i menor és l’absorbància llegida. El succinat afegit a 
la suspensió activa la respiració mitocondrial creant un gradient de protons (polarització) 
que es desfà quan es produeix ATP a partir de l’ADP afegit, aquesta és la despolarització 
fisiològica que s’observa en les suspensions de mitocondris control. La tècnica no permet 
mesurar valors absoluts.

Mesura de l’activitat NADH-DH 

L’activitat NADH deshidrogenasa es va determinar espectrofotomètricament a partir de la 
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velocitat d’oxidació de NADH, a una longitud d’ona de 340 nm i a 37ºC en una incubació 
de mitocondris (100mM Tris-HCl i 0.2mM NADH a pH = 7.5 )(Ben-Sachar et al., 1995). 
La mesura es va fer considerant un coeficient d’absorció molar:  = 6.220 M-1 cm-1 i s’ex-
pressa en nmol x min-1 x mg prot-1.

Mesura de l’activitat glutamat-deshidrogenasa

Es va determinar espectrofotomètricament per la desaparició de NADPH, a una longitud 
d’ona de 340 nm i 37ºC  en un medi 100mM Tris-HCl, 2mM -oxoglutarat i 0.5mM 
NADPH (pH = 7.5) (Kornberg i Horecker, 1955). La mesura es va fer considerant un coe-
ficient d’absorció molar:  = 6.220 M-1 cm-1 i s’expressa en μmol x min-1 x mg prot-1.

Producció de DA oxidada espontàniament

Una solució 14mM de DA en PBS ajustada a 7.4 de pH es deixa unes 12h a Tª ambient. 
L’oxidació de la solució amb la formació d’aminocrom es detecta per espectrofotometria a 
una longitud d’ona de 450 nm i es pot visualitzar per la coloració marró que adquireix. 
Incubant la solució de DA amb 1mM de MPP+ el procés s’accelera. Quan l’absorbància 
de les solucions és igual o superior a 0,6 es considera adequada pels experiments (Offen 
et al. 1997).

Experiments amb -sinucleïna in vitro
Es va adquirir -sinucleïna d’un 95% de puresa (Calbiochem ), N-acetilcisteina (NAC)
(Sigma ) i dopamina tritiada [7,8- 3H]-DA (Amersham ). 

Producció de DA oxidada

Es pot accelerar el procés d’oxidació espontània de la DA a aminocrom incubant una solu-
ció 10 mM de DA amb 10 mM de periodat (Sigma ) en tampó 2M Tris a pH 6.8 i a 25ºC 
durant 2h i 30 min, segons el mètode descrit per Aroca et al. (1990), el producte d’aquesta 
oxidació es centrifuga 1 min a 13000 rpm i es filtra el sobrenedant. Es monitoritza a 450 
nm en el espectrofotòmetre.

Incubacións i determinació in vitro de -sinucleïna

S’ incuben a 37ºC, concentracions 5 μM de -sinucleïna, 100 μM de DA  tritiada o 100 μM 
d’aminocrom i 10 mM de NAC (opcional) en tampó PBS a pH 7.4, durant 1h o 12h. 
Les mostres es bullen amb 1,4-ditiotreitol (DTT) o es precipiten amb solució 40% d’àcid 
tricloroacètic (TCA). Després de centrifugar-les i rentar-les amb TCA fins no trobar radio-
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activitat als rentats, es dispersen els pelets amb tampó 1 mM de Tris a pH 7.5 i es mesura 
la radioactivitat. 
Posteriorment es fa l’electroforesi de les mostres en gels de SDS-PAGE 15% i es transfereix 
a membranes de nitrocel·lulosa pel seu anàlisi per Western-blot: les membranes s’incuben 
durant la nit amb l’anticòs policlonal anti- -sinucleïna (Chemicon ) diluït 1:500, i des-
prés dels rentats, s’incuben durant 1h amb l’anticòs secundari biotinilat unit a la peroxi-
dasa de rave (horseradish peroxidase) diluït 1:5000. Per a la detecció de l’anticòs secundari 
s’usa el procediment de quimioluminescència ECL, que en contactar amb la peroxidasa de 
rave s’oxida i emet luminescència. El revelat es fa posant en contacte la membrana amb 
una pel·lícula d’autoradiografia (Amersham ) i mesurant la radioactivitat de les bandes 
corresponents a  -sinucleïna.

Anàlisi estadístic
Les diferències neuroquímiques entre les mitjanes dels controls i de les rates lesionades 
s’analitzen amb proves no paramètriques (el test de U-Mann-Whitney per a la comparació 
entre dos grups, el test de Kruskall-Wallis per a la comparació entre tres o més grups i el 
test de Wilcoxon per a comparar percentatges) i paramètriques (test d’anàlisi de la varian-
ça, ANOVA) amb post-hoc tests  (Scheffé F-test), quan no es pot assumir l’equivalència de 
les variàncies entre els grups o la normalitat de la distribució de les poblacions. 
La significació estadística s’estableix a partir de p< 0.05, de manera que consignem * si p< 
0.05, ** si p< 0.01 i *** si p< 0.001. Tot el tractament estadístic es realitza amb el paquet 

estadístic Stat View II de Macintosh.
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Capítol 3: Resultats

1. Posta a punt: mesura de la dopamina estriatal
El nucli estriat del cervell de la rata té, curiosament, una concentració de dopamina que cor-
respon a més del doble de la que es troba en humans en els nuclis caudat (uns 25 nmols/g) i 
putamen (uns 33 nmols/g) (Tong et al., 2006; Nagatsu and Sawada, 2007). Volent establir 
si els estriats dels dos hemisferis de la rata es podien considerar del tot equivalents, es va 
determinar el contingut de DA i dels seus metabòlits en ambdós estriats, dret i esquerra, 
en un nombre de 10 rates. Considerades una per una, els resultats varen ser molt variables. 
De fet una certa lateralitat està descrita en rates, de manera que es pot parlar de rates dre-
tanes i esquerranes (Glick and Cox, 1978; Glick and Ross, 1981) i això pot repercutir en 
el contingut de DA estriatal. Encara que relacionar el contingut de DA amb la tendència 
dreta/esquerra de la rata no era el propòsit del nostre treball, sinó el de constatar si podíem 
considerar indistintament els estriats dret i esquerra. Considerats en conjunt i malgrat la 
variabilitat, hi havia una tendència de l’estriat esquerra a presentar entre un 5-10% menys 
de DA que el dret, encara que estadísticament no ho podíem considerar significatiu. Pel 
que fa al metabolisme dopaminèrgic, el DOPAC és el metabòlit prioritari en rata, repre-
sentant aproximadament un 10% del contingut de DA i el HVA és el segon metabòlit, 
que representa un 5% del contingut de DA, a diferència del caudat-putamen humans on 
el HVA és el metabòlit predominant (Wilk and Stanlet, 1978; Hornykiewicz, 2001). Les 

seves concentracions no varien d’un estriat a l’altre (vegeu la figura 1).
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2. Lesió a substància negra amb 6-OHDA i amb MPP+

Les lesions amb 6-OHDA es van realitzar en la SN dreta, injectant estereotàcticament 3 μl 
d’una solució de 7 μg/μl de 6-OHDA en SSF amb 0.02 % d’àcid ascòrbic. Es va verificar el 
grau de lesió al cap de 2 setmanes mitjançant el test rotacional induït farmacològicament, 
això és, observant l’aparició d’una conducta rotacional de l’animal en sentit contralateral 
al costat lesionat quan s’injecta apomorfina 0.05 mg/Kg s.c. i una conducta rotacional en 
sentit ipsilateral quan s’administra amfetamina 1 mg/Kg i.p. 
Es podien definir, així, dos grups d'animals segons que rotessin (més de 40 rotacions en 10 
min) o no rotessin o rotessin poc (3 o menys rotacions per minut). En les rates que rotaven, 
els nivells de DA en el nucli estriat ipsilateral a la SN lesionada s'havien reduït per sota del 
5% respecte del cantó control no lesionat (n=8). En les rates que no rotaven o rotaven poc 
(n=8) els nivells de DA estriatal també estaven reduïts però en menor proporció i de forma 
molt variable (entre un 25 i un 50%) (vegeu la figura 2).

Figura 2. Determinació de la dopamina estriatal (nmols/g ± S.E.M.) al cap de 15 dies d’injectar 21μg/3 μl 

de la neurotoxina 6-OHDA (grup lesió) o 3μl de SSF (grup control) a la SN dreta, segons el resultat del test 

rotacional induït farmacològicament. Sols les rates que tenen menys del 5% de la dopamina estriatal dels 

controls responen positivament al test rotacional, fent més de 40 rotacions/10 min en direcció contralateral 

al hemisferi dret lesionat quan s’injecta apomorfina 0.05 mg/kg s.c, i en direcció ipsilateral al cantó lesionat 

quan s’injecta amfetamina 1 mg/kg i.p. 
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Així doncs, el test rotacional positiu de la rata, amb apomorfina i amb amfetamina, ens 
està indicant un grau de lesió important en la SN i en l’estriat corresponent, situació, 
pel que fa al contingut de DA, comparable al parkinsonisme o més ben dit a l’hemipar-
kinsonisme. Aquelles situacions que corresponen a una lesió intermèdia i que es podrien 
comparar amb un preparkinsonisme, no es detecten amb el test de rotació induït farma-
cològicament.

També es van realitzar animals controls amb solució fisiològica injectada a la SN i animals 
amb lesions bilaterals a la SN amb 6-OHDA. En el primer cas, encara que histològicament 
es podia veure l'efecte d'una lesió mecànica al nucli mesencefàlic, no hi havia cap repercus-
sió en els nivells de DA estriatal. 

En el segon cas, els nivells de DA en ambdós estriats disminuïen, encara que d'una forma 
força variable corresponent al grau de lesió que s'hauria provocat a la SN. Aquestes rates 
no rotaven ni amb apomorfina ni amb amfetamina, sinó que quedaven en una postura arre-
activa i catatònica que ens obligava a alimentar-les amb solució glucosada s.c. per evitar la 
mort per inanició. Encara que aquesta lesió bilateral podria ser la més propera a la malaltia 
de Parkinson, la reacció de la rata podia comparar-s'hi només en quant a l'acinèsia, però no 
quant a la rigidesa ni al tremolor.

Les rates bilateralment lesionades amb 6-OHDA a SN es van utilitzar per estudiar la su-
pervivència de CFM, obtingudes a partir d’embrions de rata E14, preparades en suspensió 

i implantades dins els estriats denervats.  

Les lesions amb la neurotoxina MPP+ (n = 8) també es van realitzar a la SN dreta de les 
rates, injectant 3 μl d’una solució 3 μg/μl de MPP+. Ja al cap de poques hores de la lesió, les 
rates mostraven una tendència espontània a la rotació en direcció ipsilateral al cantó lesio-
nat, que augmentava amb el tractament amb amfetamina. No rotaven amb apomorfina. 

La repercussió en la DA estriatal es va comprovar al cap de 2 dies, observant  un dèficit im-
portant però sempre inferior al que es produïa amb la neurotoxina 6-OHDA (entre un 10 i 
un 30% de DA), pel que ens trobaríem dins del grup de 6-OHDA que no rotaven. Al cap 
de 7 i 14 dies la lesió es mantenia, encara que amb una tendència a una certa recuperació 
(vegeu la figura 3).

La lesió amb MPP+ a la SN era doncs més ràpida però menys contundent i possiblement 
menys selectiva que amb la 6-OHDA, quedant preservades un nombre superior de neu-
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rones que permetria una certa recuperació estriatal, possiblement per nova arborització 
(“sprouting”) de les terminacions dopaminèrgiques.

Figura 3. Determinació de la dopamina estriatal (nmols/g ± sem) a la setmana i als 14 dies d’haver admi-

nistrat 9 μg/3μl de MPP+ (lesió) o 3 μl de SSF (control) a la SN dreta. Després de la lesió, s’observa en la rata 

un comportament rotacional espontani cap a la dreta (ipsilateral al cantó lesionat) que s’incrementa en admi-

nistrar amfetamina 1 mg/kg i.p durant el test realitzat als 2 dies de la lesió. No s’observa cap comportament 

rotatori amb l’apomorfina 0.05 mg/kg s.c.

3. Implantació de cèl·lules fetals mesencefàliques 
(CFM) en animals lesionats amb 6-OHDA a SN

3.1. Caracterització funcional de les CFM en distints medis 
de suspensió

Els animals amb la via nigroestriatal unilateralment lesionada amb 6-OHDA es varen uti-
litzar per intentar pal·liar el dèficit de DA estriatal mitjançant la implantació estriatal de 
CFM E14, és a dir, les cèl·lules progenitores de les neurones dopaminèrgiques. 
Primer, es va procedir a una caracterització de les CFM en suspensió per a determinar el 
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marge de temps de fiabilitat que podíem tenir en la seva utilització. Per tècniques calori-
mètriques es va determinar que la funcionalitat metabòlica de les CFM es mantenia durant, 
al menys, 4 hores en medi DMEM o RPMI, però no en solució tamponada glucosalina 
(GS). Els nivells de lactat extracel·lular augmentaven paulatinament a mesura que els ni-
vells d’ATP intracel·lular disminuïen (vegeu figura 4). Tot plegat indicava que les CFM es 
podien utilitzar amb fiabilitat entre 4 i 5 hores després de l’ obtenció (Espejo et al., 1997 
– ANNEX 1).

Figura 4: Caracterització de la suspensió de cèl·lules fetals mesencefàliques (CFM) 107cèl·lules/ml. A) Deter-

minació de les concentracions extracel·lulars de lactat (μmols/mg proteïna) al llarg de 18 hores. B) Determi-

nació de les concentracions intracel·lulars d’ATP (nmols/mg proteïna) al llarg de 18 hores. C) Mesura de la 

dissipació de calor obtinguda per microcalorimetria, com a índex de viabilitat metabòlica de les CFM en tres 

medis d’incubació: DMEM, RPMI i GS. Les corbes de potencia s’expressen en pW/cèl·lula).
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3.2. Ús de neurotrofines per augmentar la supervivència de les CFM

Les CFM implantades en l’estriat, en un volum de suspensió de 2μl, mostraven al cap d’una 
setmana una supervivència de al voltant del 4% (comptabilitzades a partir de mostres del 
teixit implantat tenyides amb immunohistoquímica anti-tirosina-hidroxilas i contrastades 
amb hematoxilina). Al cap d’un mes encara es mantenia una supervivència semblant, amb 
unes neurones força desenvolupades. Per tal d’augmentar la supervivència neuronal, varem 
afegir a la suspensió cel·lular 1μmol/ml de GDNF, un factor tròfic potent pel sistema do-
paminèrgic (Clarkson et al., 1997) ó 1μmol/ml de BMP-2, un factor tròfic que per llavors 
s’investigava el seu efecte sobre les neurones. Efectivament, la supervivència de les neurones 
augmentava uns tres cops al cap d’una setmana de la implantació, en el cas d’haver estat en 
contacte amb GDNF i uns dos cops amb BMP-2. Al cap d’un mes, però, l’efecte del GDNF 
no era apreciable. És a dir que la incorporació de GDNF tenia un efecte molt temporal, a la 
llarga el 95% de les cèl·lules implantades es morien igualment (vegeu la figura 5). Al cap 
d’un més de la implantació de CFM, el nombre de rotacions amb apomorfina 0.05 mg/Kg 

s.c. no va variar respecte del test realitzat abans (ANNEX 2).

Figura 5: A) Esquema d’un tall coronal de cervell indicant amb una fletxa el lloc d’implantació de les 

CFM, en el centre del nucli estriat de rates lesionades amb 6-OHDA en la SNc. B) Neurones implantades 

i desenvolupades a partir de 2 μl d’una suspensió de CFM de 107cel / ml, visualitzades al cap d’un mes per 
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immunohisto química anti-TH i contrastades amb hematoxilina. Barra d’escala = 50 μm. C) Nombre total 

de neurones TH positives (TH+) en l’estriat al cap d’una setmana i d’un mes de la implantació de CFM amb 

l’addició o no de 1μmol / ml de GDNF o BMP-2. D) mesura de les rotacions contralaterals induïdes amb 

apomorfina, 1 mes postlesió, sense (46) i amb CFM (59), amb CFM i GDNF(39) i amb CFM i BMP-2 (38).

3.3. Implantació de fibroblasts transfectats

Per tal d’intentar que les CFM rebessin GDNF d’una forma continuada es van utilitzar 
fibroblasts 3T3 transfectats que expressaven i secretaven el GDNF (3T3/GDNF) de forma 
continua. La implantació d’una solució que conjuntament contingués CFM i 3T3/GDNF 
va incrementar la supervivència de les CFM en més del doble i va produir una molt sig-
nificativa arborització de fibres TH + en la zona de contacte entre els fibroblasts i el teixit 
estriatal (vegeu la figura 6). Al voltant de la implantació dels fibroblasts el grau de gliosi, 
mesurat amb immunohistoquímica anti-GFAP, era molt important. Aquests resultats es 
refereixen exclusivament a un temps d’una setmana postimplant (Espejo et al., 2000 – 
ANNEX 3). Si l’implant de fibroblasts es mantenia fins a un mes es produïa en el cervell 
de la rata un fibroma de dimensions considerables. La quantificació d’aquests resultats va 
ser presentada a la tesi de Mònica Espejo (1999). La meva participació va ser en la obtenció 
de les histologies aquí mostrades. 

Figura 6. A) microfotografia òptica d’un implant de fibroblasts 3T3 en el nucli estriat de la rata mostrant la 

reacció glial circumdant (coloració marró perifèrica d’una immunohistoquímica anti-GFAP). B) microfotografia 

d’un coimplant de CFM i fibroblast 3T3/GDNF en el nucli estriat que mostra cèl·lules TH+, sobre tot en la 

perifèria (coloració marró en una immunohistoquímica anti-TH). C) En augmentar la imatge anterior es veu 

la proliferació de cèl·lules i fibres TH+. Totes les mostres s’obtenen als 7 dies postimplant. Barra d’escala = 

100μm. D) Recompte de neurones TH+ a l’estriat segons la combinació de cèl·lules implantades. Els resultats 

són la mitjana ± S.E.M. de 4 animals per cada grup. La significança determinada per ANOVA (*p<0,05).
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4. Lesions al nucli estriat amb 6-OHDA i MPP+

4.1. Contingut de dopamina i els seus metabòlits

L’efecte sobre el contingut i el metabolisme de la DA a l’estriat, de la 6-OHDA (32 μg/4μl) 
o de l’MPP+ (12μg/4μl) injectats estereotàctica i unilateralment a l’estriat dret, va ser es-
tudiat als 2, 7, 15 i 60 dies post lesió. Varem ajustar les dosis de les dues toxines per tal 
d’aconseguir una reducció similar de la concentració de DA al cap de 7 dies, al voltant del 
20-30% de la DA en l’estriat control.
En el cas de la 6-OHDA no es va observar cap mena de recuperació, de manera que als 60 
dies, els nivells de la DA estriatal eren encara d’un 20% respecte del control. En el cas del 
MPP+ s’observava una gradual recuperació del neurotransmissor, amb una concentració de 
DA d’un 60-70% al cap dels 2 mesos (vegeu la figura 7A).
Estudiant els metabòlits dopaminèrgics, DOPAC i HVA (vegeu la figura 7B), observem 
que inicialment la reducció no es tant dràstica, fins al 50%. Això ens indica que les neu-
rones romanents augmenten el seu metabolisme, possiblement augmentant la síntesi i 
la degradació de la DA, com si l’haguessin d’aprofitar més. En definitiva hi augmenta el 
recanvi (turnover) dopaminèrgic.

Figura 7. Gràfics de l’evolució en el temps del contingut de DA estriatal (nmol/g) (A) i dels seus princi-

pals metabòlits, DOPAC i HVA (B), després de la lesió intraestriatal unilateral amb MPP+ (12μg/4μl) o 

6-OHDA (32 μg/4μl). 

Aquest efecte es va perdent en el cas de la lesió amb 6-OHDA, denotant una manca de 

recuperació. En canvi es manté en el cas del MPP+.
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4.2. Contingut de GABA

En els nuclis estriats, la major part de cossos neuronals corresponen a les neurones espinoses 
mitjanes GABA-èrgiques, d’aquí que el contingut estriatal de GABA sigui bastant elevat 
(2 μmols/g teixit aprox.) i podem considerar que es troba essencialment en les dendrites 
de totes les neurones GABA èrgiques i en les terminacions de les interneurones. La lesió 
estriatal amb 6-OHDA no hi afectava el contingut de GABA, fins i tot es trobava un lleu-
ger augment durant les primeres setmanes (de 2 a 2.5 μmols/g) com a resposta a la manca 
de regulació per DA. En el cas del MPP+ es produïa, en canvi, una disminució a menys de 
la meitat del contingut de GABA durant els primers dies, que s’anava recuperant paula-
tinament fins arribar, gairebé, a ser total (vegeu la figura 8). Això representava una prova 
més de la manca de selectivitat del MPP+ injectat a l’estriat. L’afectació neuronal havia de 
ser, però, molt localitzada al voltant de la zona d’injecció del MPP+, com es va comprovar 
histològicament (Espino et al., 1995; Espejo et al., 1998), i això permetia una recuperació 
per part de les neurones al voltant de la lesió. Així doncs, el tractament intraestriatal amb 
MPP+ o amb 6-OHDA ens permetria observar la repercussió en el temps de la degeneració 

retrògrada sobre la SN i el comportament de l’animal. 

Figura 8. Contingut de GABA estriatal després de la lesió a l’estriat amb 6-OHDA o MPP+ a unes concen-

tracions que provocaven una pèrdua semblant de dopamina. Experiment realitzat amb 6 animals per grup, 

els valors es donen en μmols/g ± S.E.M. (significança *p<0,05; **p<0,01 respecte a temps 0).

4.3. Estudi de l’activitat motora després de lesions bilaterals

L’activitat motora es va valorar realitzant lesions bilaterals en ambdós estriats, amb tots els 
inconvenients que això comportava per a la supervivència dels animals, sobre tot durant els 
primers dies post lesió. L’efecte d’aquestes lesions es va estudiar a diferents temps, obser-
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vant el moviment lliure de la rata, durant una hora, en un laberint circular amb una sèrie 
de sensors de moviment. Al cap de dos dies de la lesió, l’activitat motora estava gairebé 
anul·lada tant per l’MPP+ com per la 6-OMDA. L’adaptació a la lesió amb 6-OHDA era 
tan sols parcial, mantenint-se al cap de dos mesos reduïda a un terç del control. En canvi, 
després de la lesió amb MPP+, l’activitat motora es recuperava al cap d’un parell de setma-
nes, indicant un cop més que la lesió de la via nigroestriatal havia estat diferent en els dos 
casos, arribant-se a afectar consistentment la SN amb 6-OHDA però no amb MPP+ (vegeu 
la figura 9).

Figura 9. Gràfic de valoració de l’activitat locomotora al llarg del temps, després de lesions estriatals bilate-

rals amb MPP+ o 6-OHDA, observada durant 1h i mesurada en unitats relatives dels sensors de moviment 

en un laberint. Els resultats són les mitjanes de 6 rates ± S.E.M. per a cada grup.

5. Microdiàlisi cerebral intraestriatal in vivo

5.1. Efecte de l’MPP+ administrat a través de la cànula de 
microdiàlisi

L’administració de MPP+ (10 mM) a l’estriat mitjançant una cànula de microdiàlisi va 
permetre comprovar que l’ MPP+ provocava una depleció de dopamina molt ràpida, aug-
mentant la concentració d’aquesta des de 2.5 nM (basal) a més de 10 μM en uns 40 min. 
Aquesta acció es mantenia durant 2-3 h. Així doncs el tractament intradiàlisi amb MPP+ 

resultava un bon procediment per produir la depleció estriatal de la dopamina momentà-
niament (vegeu la figura 10).
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5.2. Nivells extracel·lulars de dopamina

La determinació dels nivells extracel·lulars de DA en animals lesionats amb MPP+ o 6-OH-
DA mostra que es mantenen sensiblement més baixos (1.5-2.0 nM en ambdós casos, front 
a uns valors basals d’aproximadament 2.5 nM) durant al menys dos mesos (vegeu la figura 
11). 
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En l’estriat lesionat amb MPP+, si al cap de dos dies es tracta novament amb MPP+, es 
produeix una depleció de DA molt baixa (de 2.5 nM a 5.0 nM). En canvi, al cap de dos 
mesos l’MPP+ produeix una resposta semblant a un estriat sa, no lesionat (de 2.5 a 10.000 
nM). En el cas de la lesió amb 6-OHDA la depleció de DA és encara molt baixa (de 2.5 a 
7.5 nM) al cap de dos mesos. Tot això corrobora un efecte depletor del MPP+ sense arribar 
a danyar de forma retrògrada la neurona, el que permet una recuperació al llarg del temps, 
mentre que la 6-OHDA actua més lentament però provoca un dany retrògrad irreversible 
(ANNEX 4 dels que he utilitzat aquí, exclusivament aquells resultats que vaig assolir jo 
mateixa).

6. Lesió retrògrada de la SN per 6-OHDA o MPP+ in-
traestriatal

El comptatge de les neurones TH+ de la SNc va indicar, efectivament, una gradual reduc-
ció en les rates tractades intraestriatalment (i.e.) amb 6-OHDA, de manera que al cap de 
30 dies s’hi arribava a un 50% de destrucció. En canvi en els tractaments i.e. amb MPP+ 
no es va trobar una reducció prou significativa del nombre de neurones dopaminèrgiques 

nigrals (vegeu la figura 12).

Figura 12. A) Reducció progressiva del nombre de neurones TH+ de la SNc després de la lesió i.e. amb 

6-OHDA. Es van comptar les neurones TH+ en 6 seccions tissulars consecutives de la SNc, a partir de 

bregma (-5,4 mm), delimitant la VTA a partir del nervi oculomotor. El comptatge es va realitzar en 16 rates 

control, 8 tractades unilateralment amb MPP+ i 8 amb 6-OHDA a l’estriat, les SNc contralaterals es van 
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considerar com a control, es van comptar un promig de 100 ± 3 neurones amb marcatge TH+. B) Microfoto-

grafies òptiques de  immunohistoquímiques anti-TH de la SNc dreta en una rata control, una lesionada amb 

MPP+ i una lesionada amb 6-OHDA a l’estriat.

7. Protecció de la lesió retrògrada de la SNc amb 
zVAD i PF-9601N 
 
Com que tan sols la lesió amb 6-OHDA ens proporcionava una clara lesió retrògrada en la 
SN, varem voler analitzar si aquesta degeneració podia estar associada a un procés apoptò-
tic, és a dir una degradació del DNA associada a l’activació de caspases. En la figura 13B 
es mostra com efectivament, a la SN ipsilateral a la lesió apareixen nombroses neurones 
positives per a la tinció de TUNEL, que indiquen la presència de DNA fragmentat.
El tractament d’aquests animals amb un inhibidor no selectiu de caspases, tal com el zVAD.
fmk (2 μl d’una solució 85 μM) administrat intranigra,  va representar una significativa 
protecció en la pèrdua de neurones TH + (vegeu la figura 13D), indicant que, al menys en 
bona part, la degeneració retrògrada induïda per 6-OHDA desencadena una activació de 
caspases i un procés apoptòtic que, al menys en part, es pot frenar in vivo per la inhibició de 
les caspases (vegeu la figura 13C). Es van assajar diferents temps d’administració del zVAD 
després de la lesió. La protecció es va veure quan el zVAD s’administrava al cap de 10 -11 
dies post lesió, els resultats que s’ensenyen es refereixen a aquest temps (ANNEX 5).

Figura 13. Microfotografies òptiques d’una tinció immunohistoquímica anti TH de cervell de rata en A) es 

mostra un tall coronal a nivell del mesencèfal amb les dues substancies negra (la del cantó dret amb un rec-

tangle blanc) i les dues VTA amb marcatge positiu, B) Cèl·lules apoptòtiques amb tinció de TUNEL positiva 

de la SNc dreta a nivell del requadre en A, 12 dies després de l’administració intraestriatal de 6-OHDA i 24 

h després d’administrar solució salina o zVAD.fmk (C) en la SNc.
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Figura 13 D. Nombre relatiu de neurones TH + a la SNc al cap d’un mes de la lesió retrògrada amb 6-OH-

DA i al cap de 20 dies d’haver administrat zVAD estereotàcticament a la SNc. (** p<0,01 comparat amb 

els animals lesionats amb 6-OHDA i tractats amb zVAD.fmk; # p<0,05 respecte dels animals tractats amb 

SSF a l’estriat i a la SNc (vehicle). Control es refereix al costat contralateral intacte. Anàlisi de la variança 

(ANOVA) i test U-Mann-Whitney.

Amb un raonament semblant a l’anterior, i en col·laboració amb el grup de la Dra. Unzeta 
(dept. de Bioquímica, Medicina, UAB), es va assajar, en animals retrògradament lesionats 
amb 6-OHDA, l’efecte del tractament amb un nou inhibidor de la MAO-B, el PF-9601N, 
que havia mostrat un efecte neuroprotector en diferents models in vitro i in vivo (Sanz, 
2008). L’administració de 40 mg/Kg i.p. diària de PF-9601N va repercutir en una pro-
tecció significativa del nombre de neurones TH + en la SN

pc
, 18 dies després de la lesió 

estriatal amb 6-OHDA (vegeu la figura 14). El tractament amb diferents inhibidors de la 
MAO, especialment amb deprenil (IMAO-B) s’utilitza en el tractament de la malaltia de 
Parkinson amb resultats relativament incerts. PF-9601N va revelar tenir un efecte marcat 
in vivo (ANNEX 6).
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8. Implantació de CFM en animals lesionats amb MPP+ 
a l’estriat. Efecte sobre els nivells de DA estriatal

Els animals lesionats i.e. amb MPP+ presentaven al cap d’una setmana un marcat eixam-
plament dels ventricles cerebrals, amb pèrdua de teixit estriatal (vegeu la figura 15A), una 
situació més propera a una degeneració estriatal (com la que succeeix en la corea de Hun-
tington) que no a la degeneració dopaminèrgica pròpia de la malaltia de Parkinson. Tot i 
així es van utilitzar aquests animals per assajar les possibilitats de supervivència de CFM 
en el teixit preservat, tal com havíem fet anteriorment (vegeu figures 4 i 5). Al cap de dues 
setmanes de la lesió amb MPP+ es van implantar les CFM i dues setmanes després es van fer 
els estudis histològics, bioquímics o de microdiàlisi (el que suposava fins a tres operacions 
i.e. pels animals estudiats per microdiàlisi). La presència de cèl·lules dopaminèrgiques es va 
comprovar per tinció immunohistoquímica anti-TH. En la microfotografia ampliada de la 
figura 15A s’observa la disposició d’un grup abundant de cèl·lules TH+ (fletxes). 

La quantificació de la DA en el teixit estriatal va indicar un sensible increment de DA des-
prés de la implantació de CFM (gràfica esquerra de la figura 15B). La funcionalitat d’aques-
tes neurones es va comprovar per microdiàlisi, implantant la cànula on indica la fletxa de la 
figura 15A. Els continguts de DA extracel·lular s’havien parcialment normalitzat després 
de la implantació de CFM (gràfica dreta de la figura 15B) (ANNEX 7).

Figura 15. A. Microfotografia òptica d’un tall coronal de cervell de rata (esquerra) on s’aprecia l’eixampla-

ment del ventricle cerebral dret degut a la pèrdua tissular, una setmana després de la injecció estereotàctica 

de 12μg / 4μl de MPP+. La fletxa indica el lloc d’implantació de CFM i posteriorment de la cànula de micro-

diàlisi. En la imatge de la dreta s’amplia el petit rectangle estriatal mostrant la presència de cèl·lules TH+ 

(fletxes) desenvolupades a partir de les CFM implantades als 15 dies de la lesió.
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Figura 15. B. La gràfica de l’esquerra mostra les concentracions de DA determinades en el teixit estriatal de 

distints grups de rates (n = 8): control (C) tractades amb SSf i DMEM;  controls i implantades amb cèl·lules 

fetals mesencefàliques (C + CFM); lesionades amb MPP+ i tractades amb DMEM (MPP); lesionades amb 

MPP+ i implantades amb CFM al cap de 15 dies. **p< 0.01 respecte de C i C+CFM; #p< 0.05 respecte de 

MPP, test t de Student. 

La gràfica de la dreta mostra la concentració de la dopamina estriatal extracel·lular, mesurada en dialitzatsdels 

mateixos grups de rates que la gràfica esquerra. En groc es representa la depleció aguda de dopamina provo-

cada per la perfusió puntual de MPP+ 10 mM a través de la cànula de microdiàlisi en les rates lesionades amb 

MPP+ i en les lesionades i implantades amb CFM. La concentració de DA dels dialitzats s’expressa en nmols 

/ g ± S.E.M. (n= 3-4), *p< 0.05 respecte de MPP, test de Kruskall-Wallis + Test de Wilcoxon.

9. Repercussions de la lesió central amb MPP+ 

 o 6-OHDA sobre l’activació limfocitària perifèrica

Les repercussions perifèriques d’una lesió central era un tema que despertava i desperta 
encara considerable interès. En els malalts de Parkinson son múltiples les deficiències 
perifèriques  observades. Entre elles s’ha descrit una alteració en el contingut de limfòcits 
que es tradueix especialment en un augment de la població CD4+CD25+ (Bas et al, 2001). 
Per aquest motiu en rates lesionades bilateralment en el nucli estriat amb 6-OHDA o 
MPP+ es va estudiar per citometria de flux la quantitat d’aquestes cèl·lules immunitàries 
existents en ganglis perifèrics, al cap de dos dies de la lesió. Sorprenentment la lesió amb 
MPP+ va mostrar uns valors significativament més elevats de limfòcits CD4+CD25+, tal 
com s’havia descrit en humans (vegeu la figura 16). El control neuroendocrí del sistema 
immunològic sembla estar afectat doncs en la malaltia de Parkinson i aquest efecte es pot 
reproduir en rates amb una lesió estriatal no del tot selectiva sobre el sistema dopaminèr-

gic (ANNEX 8).
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Figura 16. Percentatge de limfòcits CD4+CD25+ (expressat en % de cèl·lules T CD4+) presents en ganglis 

perifèrics de rates lesionades bilateralment en la SNc amb 6-0HDA (n = 6) o bilateralment en l’estriat amb 

MPP+ (n = 6). Els animals controls van ser tractats bilateralment amb solució fisiològica en els mateixos 

nuclis (n = 12), * p< 0.0047, test U de Mann-Whitney (ANNEX 8 ).

10. Mecanismes de la lesió produïda pel MPP+  
observada en talls gruixuts d’estriat 

10.1. Depleció dopaminèrgica i selectivitat de la lesió

La toxicitat del MPP+ a diferents concentracions es va voler assajar directament sobre talls 
de teixit estriatal posats a incubar en solució PBS oxigenada durant 2h. 
Es va comprovar que una concentració de MPP+ 2 mM ja era suficient per a reduir la quan-
titat de DA estriatal en un 50%, a partir de MPP+ 100 mM la depleció de DA era d’un 
80% (vegeu la figura 17). 
En un temps de 2 hores, l’MPP+ depletava fins al 80% de la DA estriatal, aquest semblava 
ser l’efecte més immediat del MPP+ que, de fet,  ja s’havia observat in vivo per microdià-
lisi.
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*

Amb la incubació de seccions gruixudes de teixit estriatal es va poder estudiar la selectivi-
tat de l’efecte de MPP+ a distintes concentracions sobre les neurones dopaminèrgiques i les 
cèl·lules de la glia, utilitzant com a paràmetre representatiu de les terminacions dopami-
nèrgiques l’activitat enzimàtica tirosina hidroxilasa i com a indicatiu de les cèl·lules glials 
l’activitat enzimàtica glutamina-sintetasa (GS). L’activitat TH es reduïa significativament 
amb MPP+ 100 μM (no amb dosis inferiors), l’activitat GS es reduïa significativament 
només amb dosis a partir de MPP+ 1 mM (vegeu la figura 18) (Ambrosio et al., 1996. 
ANNEX 9).

Figura. 18.  Gràfica de l’efecte de MPP+ 100 μM i 1 mM sobre les activitats enzimàtiques tirosina hidroxila-

sa (TH) i glutamina sintetasa (GS) de slices estriatals incubats en tampó de Krebs-Ringer bicarbonat durant 

2 hores. Els resultats són la mitjana ± S.E.M. de tres experiments diferents. El test U-Mann-Whitney dona 

diferencies significatives en les dues activitats respecte dels controls (*p ‹ 0.05) amb MPP+ 1mM i sols de la 

TH amb MPP+ 0.1mM.

10.2. Producció de radicals lliures i NO

Amb els slices estriatals es va voler comprovar el possible increment de radicals lliures 
produït per l’MPP+, tal com s’havia postulat llavors per múltiples autors (Adams, 1993 
Chiueh, 1993), mesurant la producció del malondialdehid (MDA) acumulat durant la 
incubació (vegeu la figura 19). El MDA augmenta significativament ja amb dues hores 
d’incubació i es revertit per un segrestador de radicals lliures com el DMSO (1%). 

El DMSO també reverteix l’efecte d’inhibició de la MAO i del metabolisme de la dopami-
na produït per l’MPP+ 1mM en els slices, que s’evidencia per la disminució del DOPAC, 
així com la caiguda d’activitat GS, el que significa que contraresta l’efecte no selectiu, sobre 
la glia. El DMSO, en canvi, no protegeix la pèrdua de DA. La depleció de DA no sembla 

doncs dependre, al menys en un primer moment, de la producció de radicals lliures.
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Figura 19. Gràfica en percentatges respecte dels valors control, de l’efecte de MPP+ 1mM sobre la producció 

de radicals lliures (MDA), sobre la depleció de dopamina (DA), sobre la inhibició del metabolisme dopa-

minèrgic (DOPAC) i l’activitat inespecífica sobre la glia (GS). La concentració de DMSO és de 70 mM. Els 

valors són la mitjana de tres mostres distintes i tres experiments diferents. El test U-Mann-Whitney dona 

diferencies significatives respecte dels controls (p<0.05) per a tots els valors de les incubacions amb MPP+ 

1mM i de totes les incubacions amb MPP+ / DMSO respecte de MPP+ sol, excepte per la depleció de DA.

10.3. Protecció de l’efecte depletor de DA de l’MPP+ per inhibidors 
de la NOS

Com hem mostrat en la figura 17, MPP+ produïa la depleció de DA en els slices estriatals 
de forma dosidepenent, aquest efecte produït per les concentracions més baixes de MPP+ es 
va poder protegir amb distints inhibidors de la sintasa de l’òxid nítric (NOS): l’inhibidor 
específic de la NOS neuronal, 7- nitroindazol, i els més inespecífics, nitoarginina (NO-
Arg) i nitroarginina metilester (NAME),  indicant que l’efecte depletor de DA de l’MPP+ 
a les dosis més baixes (inferiors a 25 μM) implicava la producció de NO (vegeu la figura 
20) (Cutillas et al., 1998 – ANNEX 10). 
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Figura 20. A) Efecte dels inhibidors de la NOS sobre la toxicitat del MPP+ 5 μM en slices estriatals. EtOH, 

etanol usat com a vehicle del 7-NI; DMSO, dimetilsulfòxid usat com a quelant de radicals lliures; Inhibidors 

de la NOS: 7-NI, 7-Nitroindazol; NO-Arg: N -nitroarginina; NAME, N -nitroarginina metilester. B) 

Protecció de la depleció de DA amb 0.16 mM de 7-nitroindazol a concentracions de MPP+ inferiors a 25 μM. 

Els resultants són la mitjana de 4 mostres en tres distints experiments ± S.E.M. El test U-Mann-Whitney 

dona diferencies significatives (*p < 0.05) pels valors de 2, 5, 10 i 25 μM MPP+ +7-NI, respecte dels matei-

xos sense l’inhibidor de la NOS.

11. Mecanisme de la lesió pel MPP+ estudiat 
en mitocondris

Les tècniques aplicades a l’estudi dels mitocondris es van realitzar amb l’ajut de la Unitat 
de Biofísica del departament de ciències Fisiològiques II de la UB, concretament dels Drs. 

J. Boada i J. Bermúdez. 

11.1. Suspensions de mitocondris estudiades per citometria 
de flux

Per estudiar l’efecte que l’MPP+ podia tenir a nivell mitocondrial es van obtenir suspensi-
ons de mitocondris de fetge de rata que segons la literatura responen a la neurotoxina de 
forma similar a com ho fan els de cervell (Vyas et al., 1986), amb l’avantatge d’una més 
senzilla extracció tissular i un rendiment superior.  Per citometria de flux es va determinar 
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l’existència d’una població bastant homogènia de partícules que per la mida corresponia 
a mitocondris (vegeu la figura 21). La incubació de la suspensió amb MPP+ 5 mM desdo-
blava la població inicial, fent aparèixer una altra  que podia correspondre a mitocondris 
despolaritzats.

Figura 21. Gràfics de citometria de flux de suspensions de mitocondris aïllats de fetge de rata, indicant les 

dues poblacions de partícules que podrien correspondre a mitocondris polaritzats (esquerra) i despolaritzats 

(dreta) després de ser incubades amb MPP+ 5 μM.

11.2. Funcionalitat metabòlica dels mitocondris: dissipació de calor 
i viabilitat

La funcionalitat metabòlica dels mitocondris es va assajar: a) mesurant la dissipació de calor 
de la suspensió i b) mesurant la capacitat reductora de la mateixa amb MTT pigment que 
es sol utilitzar com a paràmetre indicatiu de la viabilitat de les cèl·lules senceres i que té la 
propietat de virar de color en ser reduït a MTT formazán. 

Es va incloure aquí, a més a més de MPP+ 5 μM, la condició donada per una concentració 
de DA de 70 μM, equivalent a la concentració total de DA en l’estriat, doncs suposàvem 
que aquesta seria la concentració de DA amb la que el mitocondri entraria en contacte en 
el cas que es buidessin totalment les vesícules dopaminèrgiques per efecte de l’MPP+. 

Les dues concentracions de MPP+ i de DA per separat no arribaven a donar una alteració 
significativa de la funcionalitat mitocondrial. En canvi, quan s’aplicaven conjuntament els 
dos paràmetres resultaven significativament disminuïts, com si MPP+ i DA s’estiguessin 
potenciant mútuament per exercir un efecte deleteri sobre el mitocondri (vegeu la figura 
22) (ANNEX 11). 
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Figura 22. A) Gràfica de la dissipació de calor dels mitocondris hepàtics durant 60 min, mesurada en suspen-

sions control (C), incubades amb MPP+ 5μM, amb DA 70μM o amb DA i MPP+. Els valors s’expressen en 

μW / mg pr ± S.E.M. Els resultats són la mitjana de 6 experiments (controls) i 4 experiments (DA i MPP+) 

distints. Els test U-Mann-Whitney dona una diferència significativa per a la última condició respecte dels 

controls (*p< 0.05). B) El poder reductor de la suspensió de mitocondris es va mesurar colorimètricament a 

550 nm. Detectant el MTT formazàn produït a partir de MTT 0.5 mg / ml afegit a la suspensió. Els resultats 

són la mitjana ± S.E.M. de 4 distints experiments. Els test U-Mann-Whitney dona una diferència significa-

tiva per a la última condició respecte dels controls (*p< 0.05). 

11.3. Mesura del potencial mitocondrial

El potencial mitocondrial es veu alterat per l’acció conjunta de l’MPP+ 5μM i la DA 70 μM 
(vegeu la figura 23) (però no per cadascun d’ells per separat).  La despolarització produïda 
per ambdós és força superior a la que fisiològicament es pot observar en les suspensions 
control. Això vol dir que el mitocondri s’està despolaritzant sense produir ATP, és a dir 
s’està dissipant calor inútilment.

11.4. Estudi de l’activitat del complex I de la cadena respiratòria 
mitocondrial sota l’efecte de l’MPP+ i la dopamina

El MPP+ ha estat extensament descrit com un inhibidor del complex I (NADH-DH) 
mitocondrial (Nicklas et al., 1985). Per aquest motiu es va assajar l’activitat NADH-
DH en homogenats de mitocondris en contacte amb MPP+ 5 μM i DA 70 μM,
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utilitzant NADH com a substrat a concentracions saturants. Ni la DA 70 μM ni l’MPP+ 
5 μM, per separat o conjuntament, són suficients per inhibir l’activitat NADH-DH. Cal 
arribar a una concentració 1mM de MPP+ per tenir una reducció de l’activitat NADH-
DH d’un 50%. Efectivament l’efecte inhibidor de l’MPP+ sobre la NADH-DH ha estat 
descrita a aquestes concentracions, però això indica que el MPP+ és un mal inhibidor de la 
NADH-DH. 

Per assolir una concentració 1 mM de MPP+ intramitocondrial, cal suposar que la toxina 
penetra en contra de gradient. Això de fet, està descrit: l’MPP+ és bombejat dins del 
mitocondri per un mecanisme no determinat però depenent de l’activitat mitocondrial 
(Davey et al. 1992). Si suposem que per a que es doni això la concentració de MPP+ 
extracel·lular és com a mínim de 0,1 mM i que aquest MPP+ prové del metabolisme de 
l’MPTP circulant per la sang, suposant una absorció del 100% i un pas de la barrera he-
matoencefàlica per difusió, això representaria una dosi de MPTP de al voltant 1 mg/Kg. 
Al ratolí s’administren normalment dosis de 30 mg/Kg de MPTP, Dosis repetides de 1,5 
mg/Kg administrades a primats i que resulten letals en humans (Colosimo et al, 1992), 
són, aproximadament equivalents a 5.3 μM, semblants a les dosis que estem assajant en 
els experiments amb talls estriatals (vegeu la figura 24). Aquestes dosis haurien d’acu-
mular-se 200 vegades en el mitocondri per tenir un efecte sobre l’activitat NADH-DH. 
(ANNEX 11).

Figura 23. Gràfica de la varia-

ció del potencial de la membra-

na mitocondrial mesurada per 

espectrofotometria a 660 nm, 

durant 20 min, en una suspen-

sió de mitocondris activats amb 

5 mM de succinat i 0.8 mM de 

ADP, controls (cercles blancs) 

o exposats a MPP+ 5 μM i DA 

70 μM (cercles negres) afegits 

quan indiquen les fletxes del 

gràfic. Cada punt és la mitja-

na ± S.E.M. de 4 experiments 

distints. El test ANOVA de-

mostra que les dues corbes són 

significativament distintes (*p< 

0.0001).
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Figura 24. Activitat NADH-DH en suspensions de mitocondris aïllats en presència de MPP+ i/o DA. La 

última barra del gràfic indica la inhibició aconseguida amb MPP+ 1 mM. Les dades són la mitjana ± S.E.M. 

de 12 preparacions mitocondrials diferents. El test U-Mann-Whitney dona diferencies significatives per a la 

última condició respecte dels controls (***p < 0.001)

11. 5. Distints efectes del MPP+ segons distintes concentracions

Dels resultats anteriors varem poder concloure que l’MPP+ a dosis molt baixes, inferiors a 
10 μM, afectava l’alliberament de DA, mentre que a dosis superiors a 100 μM exercia un 
efecte sobre l’activitat NADH-DH i la producció de radicals lliures, coincidint amb els 
efectes inespecífics de l’MPP+. Tot això fa pensar que la relació de l’MPP+ amb la malaltia 
de Parkinson s’ha de buscar a unes concentracions tissulars inferiors a 10 μM i molt pos-
siblement s’ha de relacionar amb la depleció de DA (vegeula figura 25) (Ambrosio, 1997 

– ANNEX 12).
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11.6. Consum d’oxigen dels mitocondris exposats a MPP+  
i DA oxidada

Encara que l’activitat NADH-DH no es veu alterada per l’MPP+ 5μM més la DA 70 μM 
quan es mesura in vitro amb un excés de NADH, el consum d’oxigen sí que es veu alte-
rat quan a la suspensió de mitocondris incubats amb MPP+ l’incorporem DA prèviament 
oxidada (DAox), que majoritàriament estarà en forma de dopaquinona (Boada, 2000 – 
ANNEX 11) (vegeu la figura 26). Això va fer pensar i es va demostrar posteriorment en el 
nostre laboratori (Gimènez-Xavier, 2006) que la DAox redueix l’activitat NADH-DH per 
manca de substrat, i en reduir el NADH mitocondrial està disminuint el poder reductor 
(MTT) mitocondrial 

Figura 26. Gràfiques del consum d’oxigen en mitocondris hepàtics aïllats incubats amb DA, DAox (70 μM) 

amb o sense MPP+ (5 μM). Els resultats són la mitjana de 3 experiments diferents. *p‹0,05 comparat amb C 

(test U de Mann-Whitney)
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12. Lesió de la via nigroestriatal amb DA in vivo

12.1 Oxidació de la DA in vitro, efecte de l’MPP+

A pH fisiològic o bàsic, la DA s’oxida espontàniament generant una sèrie de compostos 
com quinones, semiquinones i 5,6 dihidroxiindoles zwitterionics, tots ells molt reactius, 
que polimeritzen i rendeixen neuromelanina, aquest procés es veu activat per la presencia 
de ROS (Graumann et al., 2002), però varem poder comprovar que l’MPP+, fent de catalit-
zador del procés, també podia facilitar aquesta oxidació (vegeu la figura 27) in vitro.

Figura 27. Gràfica de l’absorbància a 450 nm de l’oxidació in vitro de la dopamina en solució tamponada 

amb PBS a pH 7 i a Tª ambient, en presencia o no de MPP+ 1 mM (relació 1:14, com la utilitzada en les 

incubacions de suspensions de mitocondris aïllats) al llarg de 24h.

12.2. Estudi histològic de la lesió amb DA a la substància negra

Els resultats anteriors feien pensar en un efecte lesiu de la DA per si mateixa, si patia una 
autooxidació en el citosol, és a dir a fora de les vesícules d’emmagatzemament. Es va pro-
cedir, doncs a administrar estereotàcticament una dosi de DA (2μl d’una solució de 3.8 μg/
μl) anàloga a la que s’havia utilitzat de 6-OHDA en la SNc de les rates (2μl d’una solució 
de 4 μg/μl). Al cap d’una setmana, es va poder observar una zona de teixit desestructurat 
al voltant de la lesió; en zones de la SNc adjacents a la lesió veiem l’activació de caspasa-3 

i degeneració neuronal (vegeula figura 28). 
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Figura 28. Imatge central: substancia negra 7 dies després de la lesió amb DA, s’indica amb X la zona 

analitzada. A) Tinció amb hematoxil.lina-eosina i B) immunomarcatge amb anti-caspasa-3 activa en el lloc 

d’administració de DA (marcat amb un asterisc). C) Tinció amb fluoro-jade indicant neurones en degeneració 

i D) immunohistoquímica anti caspasa-3 activa en la zona X a 0,5 mm del lloc d’injecció. Barra d’escala: 500 

μm. Les imatges son representatives de 4 animals tractats.

12.3. Estudi bioquímic i test rotacional de la lesió amb DA in vivo

L’ administració intranigra de DA hi redueix el nombre de neurones TH+ i el contingut 
de DA estriatal, en aproximadament un 50% al cap de tres setmanes de la seva aplicació. 
La DA resulta doncs lesiva encara que comparativament molt menys que la 6-OHDA, no 
arribant-se a una lesió suficient com per produir un comportament rotacional en les rates 

en el test amb apomorfina (vegeu la figura 29).
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Figura 29. A) Concentració de DA estriatal, B) Nombre de neurones TH+ en la substància negra i C) rota-

cions contralaterals amb apomorfina en rates tractades intranigra amb DA o 6-OHDA, al cap de 3 setmanes 

del tractament.

12.4. Signes d’autofagia en la lesió produïda per la DA in vivo

L’anàlisi de la lesió provocada per la DA va indicar una sobreexpressió d’un marcador d’ac-
tivació lisosomal com Lamp-1 i algunes figures autofàgiques, observades per microscòpia 
electrònica, que no es van veure amb 6-OHDA. De forma inversa, un marcador d’estrès 
reticular com GADD153, possiblement relacionat amb l’augment de radicals lliures i el 
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desencadenament d’apoptosi es va veure fortament incrementat per 6-OHDA però no per 
DA (vegeula figura 30).

Figura 30. Tractament intranigra amb DA. A) Increment de marcatge lamp-1 al voltant de la lesió. B) 

Imatge autofàgica representativa observada a la substància negra tractada. C) Increment de GADD-153 en la 

substància negra tractada amb 6-OHDA, però no amb DA (D).

12.5. Estudi de l’expressió de -sinucleïna  en la lesió per  
DA in vivo

La primera mutació gènica trobada en una població de malalts de Parkinson va ser el gen 
SYNA1, rebatejat PARK1, de l’ -sinucleïna. Això va incrementar exponencialment el 
interès per aquesta proteïna i la seva possible implicació en la degeneració o preservació 
de les neurones dopaminèrgiques. El seu paper fisiològic i la seva possible relació amb la 
DA no estan encara avui dia del tot aclarits. Nosaltres vàrem observar que el tractament 
intranigra amb DA hi incrementava considerablement l’expressió d’ -sinucleïna. Aquest 
augment d’expressió no es produïa precisament en les neurones dopaminèrgiques sinó en 
les fibres que envolten aquestes neurones i que resulten preservades en una degeneració 
dopaminèrgica (vegeu la figura 31). En aquest cas al menys podíem pensar que un augment 

de l’ -sinucleïna no estaria lligat a la degeneració sinó més aviat a la preservació.

A B

C D
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Figura 31. Immunofluorescència per -sinucleïna (verd) i TH (vermell) en la substancia nigra després del 

tractament amb DA. S’observa un fort marcatge que es solapa només parcialment amb el de TH, l’increment 

s’observa sobretot en les fibres TH – de la nigra.

12.6. Estudi de incubació de -Sinucleïna i DA in vitro

Utilitzant -sinucleïna pura (Sigma) hem volgut comprovar si la DA interaccionava amb 
ella i podia explicar la seva pèrdua de solubilitat. Utilitzant H3-DA i H3-DAox es va com-
provar que la incorporació de marcatge a l’ -sinucleïna era baix i semblant al que tenia 
lloc de forma inespecífica a l’albúmina. En canvi, la incubació d’ -sinucleïna amb DA o 
amb DAox feia aparèixer una banda de doble pes molecular estable per Western-blot (ve-
geu la figura 32). Tot fa pensar que la presència de DA, sense necessitar de formar enllaç 
estable amb la -sinucleïna, catalitza la dimerització covalent d’aquest proteïna. Aquesta 
dimerització, mitjançant un pont de Tyr, s’ha descrit que té lloc especialment a partir de la 

-sinucleïna mutada i és el primer pas de la seva agregació anòmala i conseqüent precipi-

tació i pot estar vinculada amb la degeneració dopaminèrgica en la malaltia de Parkinson.

Figura 32. Western-blot de -sinucleïna 

purificada (PM 15 kDa). En presència de 

DA o DA oxidada (dopaminocrom o DAchr) 

apareix una banda de pes molecular exacta-

ment doble (30 kDa). Aquesta banda deixa 

d’aparèixer en presència de l’antioxidant N-

acetil-cisteïna, indicant un procés lligat a la 

oxidació de la DA.12h

15

30

kDA -sin -sin+DA -sin+DA+NAC -sin+DA chr
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Quan vaig iniciar aquests treballs, cap a l’any 1995, ja se sabia que la rata era un animal 
especialment resistent a l’acció de l’MPTP. Aquest compost, amb una important activi-
tat parkinsonígena en humans i en micos, administrat a rates gairebé no els feia efecte 
en el SNC (Boyce et al., 1984; Chiueh et al., 1984; Enz et al. ,1984; Fuller et al., 1985). 
Augmentant les dosis les rates s’acabaven morint per l’aturada cardíaca conseqüent a la 
depleció de la noradrenalina periférica (Algeri et al., 1987), sense que hi hagués afectació 
central. Se sabia també que l’MPTP havia de ser metabolitzat per la MAO-B al catió 
MPP+ per exercir el seu efecte tòxic neuronal, de manera que la inhibició de la MAO-B 
podia, en part, prevenir el seu efecte (Glover et al., 1986). Quant als mecanismes mo-
leculars d’actuació, el més clar era que l’MPP+ utilitzava els transportadors dopaminèr-
gics (DAT) per entrar dins la neurona (Javitch et al., 1985) i que era un inhibidor del 
complex I de la cadena respiratòria mitocondrial (Ramsay et al., 1989; Schapira et al., 
1990). Aquest fet semblava per si sol explicar la seva selectivitat i la seva elevada toxi-
citat sobre les neurones dopaminèrgiques. Les concentracions a les que l’MPP+ inhibia 
l’activitat mitocondrial eren, però, molt elevades per ser assolides in vivo (al voltant de 
1 mM) encara que aquest compost s’acumulés activament dins el mitocondri (Nicklas 
et al., 1992).

D’altra banda, des dels anys 60, el model clàssicament utilitzat per a destruir les neuro-
nes dopaminèrgiques in vivo consistia en l’aplicació estereotàctica de 6-OHDA en la via 
nigroestriatal de la rata (Ungerstedt, 1968). Tant la 6-OHDA com l’MPP+ entren dins la 
neurona dopaminèrgica a través dels DAT, especialment abundants en les terminacions 
dopaminèrgiques. Múltiples evidències en patologia recolzaven, a més, la hipòtesi segons 
la qual la degeneració nigroestriatal té un caràcter retrògrad, començant per les termina-
cions sinàptiques i avançant cap al cos de la neurona. Calia doncs preguntar-se si MPP+ i 
6-OHDA podien estar actuant de forma similar. 

El MPP+ no passa la barrera hematoencefàlica (Shimizu, 2001) i el MPTP no fa efecte a 
la rata. El motiu no esta del tot clar, però probablement resideix en una ràpida capacitat 
metabolitzadora perifèrica de l’MPTP a la rata, que no deixa arribar al cervell unes concen-
tracions suficients per resultar tòxiques i una menor activitat MAO-B cerebral, en aquest 
animal. La diferència d’efecte no residia en el mateix MPP+, doncs si aquest compost s’in-
jectava estereotàcticament en la SN o en el nucli estriat de la rata, provocava respectiva-
ment una destrucció de la via nigroestriatal o una important depleció dopaminèrgica. 
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La meva primera batalla amb l’MPP+ i les rates va consistir en posar a punt un model que 
va utilitzar la Dra. Anna Espino a la seva tesi: es tractava d’establir unes dosis de 6-OHDA 
i MPP+ que aplicades en l’estriat de la rata provoquessin una lesió comparable en termes de 
pèrdua de dopamina estriatal i comprovar com aquesta lesió evolucionava en el temps. Es 
va establir que l’administració intraestriatal de 3 μg/μl de MPP+ o de 8 μg/μl de 6-OHDA 
reduien els nivells DA a aproximadament un 40% al cap de 48h. Al cap de 7 dies els nivells 
de dopamina estriatals eren encara una mica inferiors (30-35%). Gairebé ja no disminuien 
més o molt poc en el cas de la 6-OHDA i al cap de 60 dies teniem aproximadament un 
20% de la dopamina estriatal control. En canvi, els animals lesionats amb MPP+, al cap 
de 60 dies teníem en l’estriat un 70% de la dopamina que hagués hagut d’haver. Ambdòs 
compostos són transportats retroaxonalment des de l’estriat fins la SN, però clarament els 
seus efectes han de ser diferents. En el cas de la 6-OHDA es destrueixen un 80% de les 
neurones dopaminèrgiques, corresponents al feix que s’ha lesionat per administració de la 
toxina en el centre de l’estriat, de manera que sols sobreviuen les neurones que no han en-
trat en contacte amb la 6-OHDA. En el cas del MPP+ hi ha una clara recuperació, malgrat 
la depleció o destrucció de les terminals sinàptiques estriatals. Una depleció de dopamina 
semblant no implica, doncs, una lesió semblant de la nigra. La 6-OHDA resulta més le-
siva, possiblement per la seva producció directa de radicals lliures derivats de l’oxigen, en 
condicions fisiològiques. L’MPP+, en canvi, és retrotransportat de manera que el seu efecte 
quedi atenuat, ja sigui perquè és metabolitzat ulteriorment o perquè queda vesiculat i no 
pot danyar ni el citosol ni els mitocondris.

Per microdiàlisi estriatal es va comprovar el comportament de la dopamina extracel·lular 
front a les lesions amb 6-OHDA o MPP+. La recolecció de mostres a través de la cànula 
de microdiàlisi ens permetia determinar els nivells extracel·lulars de dopamina i els seus 
metabòlits, DOPAC i HVA i a l’hora, ens permetia poder estudiar la resposta del teixit 
estriatal a la perfusió aguda l’MPP+ per la cànula, així, en un estriat sa, la perfusió de MPP+ 
produeix una depleció quasi immediata de DA que es detecta per l’augment de la seva 
concentració en unes 50 vegades, en les mostres recollides. En els estriats lesionats amb 
MPP+ o 6-OHDA els nivells extracel.lulars de dopamina disminuien només en un 30-40% 
respecte de l’estriat control no lesionat. La perfusió amb MPP+ però denotava lesió tissular 
en quant que la concentració de la DA recollida augmentava només entre 2 i 4 vegades. 
Aquest efecte es mantenia en els animals lesionats amb 6-OHDA al cap de 60 dies. En 
canvi, en els lesionats amb MPP+ la resposta del teixit a la perfusió aguda de MPP+ per la 
cànula era gairebé igual que la dels animals control. Els metabòlits de la DA, DOPAC i 
HVA, revelaven també una normalització al cap de 60 dies de la lesió amb MPP+ però no 
amb la de 6-OHDA. 
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Tot plegat indicava una recuperació en la lesió amb MPP+ que no es donava en la lesió amb 
6-OHDA. 

Per llavors i en col·laboració amb els serveis de neurologia i de immunologia de l’Hospital 
de Bellvitge, estàvem estudiant la implicació del sistema immunològic en la malaltia de 
Parkinson. Marcadors limfocitaris com CD4+CD45RA+ (limfòcits T helper immadur) 
o CD4+CD29+ (limfòcit T helper de memòria) es trobaven significativament reduits, 
mentre altres com CD4+CD25+ (limfòcit T helper activats) estaven augmentats en una 
població de 64 pacients amb la malaltia, independentment del tractament que estiguessin 
seguint. En els nostres animals lesionats amb MPP+ o amb 6-OHDA es varen estudiar 
aquests paràmetres en els ganglis mesentèrics intestinals. Efectivament en el cas de l’MPP+ 
es varen trobar uns valors de CD4+CD25+ significativament elevats. La connexió entre la 
lesió central i el sistema immunològic no està clar què significa. L’aparició de CD25 en la 
membrana limfocitària indica normalment activació dels limfòcits mediada per interleu-
quina-2. Encara que ara mateix és merament especulatiu s’ha hipotetitzat que un augment 
d’IL-2 podria ser un dels detonants de la degeneració neuronal per apoptosi en el SNC, de 
la mateixa manera que condueix els limfòcits T a entrar en apoptosi (Fournel, 1996). És 
interessant que la lesió causada per MPP+ en l’estriat, encara que reversible i no tant dràs-
tica com la provocada per 6-OHDA, condueixi a una activació limfocitària. Possiblement 
una certa disrupció de la barrera hematoencefàlica té aquí un important paper que no es 
pot extrapolar a la malaltia de Parkinson. Ara bé, en la PD hi ha una activació microglial 
(McGeer, 1988; Liu, 2003) i una activació limfocitària perifèrica (Fiszer, 1994), motiu pel 
que el paper del sistema immunològic precedint o acompanyant la degeneració dopami-
nèrgica no es pot descartar. En tot cas l’activació limfocitària no seria deguda a la pèrdua de 
dopamina central, ja que no es reprodueix amb 6-OHDA però sí que podria estar vinculada 
al procés de degeneració.
Aquests resultats es van publicar en el J. Immunol. (Bas, 2001), en el que es realitzava 
una comparació entre les dades obtingudes en pacients de PD i en rates tractades amb 
6-OHDA o MPP+.

La utilització de cèl·lules fetals mesencefàliques (CFM) per a intentar compensar la pèrdua 
de DA estriatal en la PD s’ha estat proposant des dels anys 80 i s’ha assajat experimen-
talment i clínicament (Bjorklund, 2000) especialment durant els anys 90, abans inclús 
d’abocar-se els esforços al control i a la utilització de les cèl·lules progenitores o cèl·lules 
mare. Amb la Dra. Mónica Espejo vàrem assajar la supervivència i recuperació dopaminèr-
gica en rates lesionades amb MPP+ al cap de 15 dies de la implantació cel·lular. Encara que 
el nombre de cèl·lules que sobreviuen és molt baix, resulta suficient per incrementar els 
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nivells tissular i extracel·lular de dopamina, respectivament en un 20% i en un 200%. La 
depleció provocada per perfusió aguda de MPP+ també ens indica una major concentració 
de DA en l’estriat implantat amb CFM. Encara que l’increment sigui relativament petit, 
hem de tenir en compte que la simptomatologia parkinsoniana apareix amb un grau de 
lesió d’aproximadament el 80% de pèrdua de DA, de manera que un restabliment ni que 
sigui d’un 10% pot ser clínicament important.
Aquests resultats es van publicar a Neurochem. Res. (Espejo, 1998).

Continuant amb els mecanismes de lesió retrograda es va comprovar, en animals lesionats 
amb 6-OHDA, que la pèrdua de neurones a la SN era gradual durant 30 dies després de 
la lesió i que a la SN anaven apareixent cèl·lules TUNEL positives, indicant la possibilitat 
d’un mecanisme apoptòtic de mort programada. Els animals lesionats amb 6-OHDA a 
l’estriat es van tractar estereotàcticament a la SN amb zVAD , un inhibidor genèric de les 
caspases, a diferents temps després de la lesió i es va comprovar que quan el zVAD s’admi-
nistrava 11 dies després de la lesió hi havia una prevenció significativa de la mort neuronal. 
Podiem doncs afirmar que, al menys un 50% de les neurones que degeneraven retrògrada-
ment per efecte de la 6-OHDA ho feien per mecanismes d’apoptosi.

Els inhibidors de la MAO-B s’inclouen habitualment en el tractament DATATOP de la PD 
(levodopa + selegilina + vitamina E). Els motius d’incloure aquests compostos en el tracta-
ment de la malaltia no deixen de ser bastant empírics, havent-se demostrat pel deprenil  
(selegilina) un efecte neuroprotector (Mytilineou, 1997; Ebadi, 2002) que encara no se 
sap del tot en què consisteix. La descripció del deprenil com a compost que prevenia la 
toxicitat de l’MPTP en micos i en ratolins va reforçar aquests arguments (Langston, 2000). 
Sembla que segons la dosis en que s’utilitzi el deprenil pot tenir un efecte IMAO-B, un 
efecte de bloqueig de DAT o un efecte antioxidant. Els mateixos criteris poden resultar ex-
tensibles a altres IMAOs-B que al metabolitzar-se no donen lloc a amfetamina, que és el cas 
del deprenil. Nosaltres hem estudiat i hem descrit l’efecte neuroprotector del PF-9601N, 
[N-(2-propynyl)-2-(5-benzyloxyindolyl) methylamine], un compost d’aquestes caracterís-
tiques amb una selectivitat i afinitat per a la MAO-B superior al deprenil, tal com ha estat 
descrit pel grup de la Dra.Unzeta de la UAB en col.laboració amb el qual s’ha realitzat 
aquest treball. En rates lesionades amb 6-OHDA intraestriatal la pèrdua de neurones do-
paminèrgiques a la SN s’ha reduit en un 50% pel tractament continuat durant uns 20 dies 
amb PF9601N administrat per via enteral. No deixa de resultar sorprenent l’efecte de la 
inhibició de la MAO-B, ja que no afecta el metabolisme de la DA, en el que està implicada 
especialment la MAO-A. La MAO-B, com s’ha esmentat anteriorment es va descriure com 
a necessària per a l’efecte tòxic del MPTP, però va resultar que la seva inhibició protegia no 
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tan sols dels efectes in vivo del MPTP sinó també, al menys parcialment, dels efectes del 
MPP+ en cultius cel·lulars (Wu, 2000). La MAO és un enzim que, per la seva mateixa fun-
ció fisiològica, dona com a productes no tan sols el sobstrat monoamino oxidat sinó també 
amoníac i peròxid d’hidrogen, essent per tant una font de radicals lliures d’oxigen. A més 
la MAO-B, al menys en rosegadors, no està present en les neurones catecolaminèrgiques 
però el cert és que la seva inhibició té un efecte neuroprotector sobre aquestes neurones.

A través d’esbrinar els mecanismes pels que determinades toxines destrueixen la neurona 
dopaminèrgica, preteníem acostar-nos a una explicació de com deu degenerar aquesta neu-
rona en una situació patològica. La 6-OHDA simplement al dissoldre’s en solució aquosa 
a pH neutre i temperatura fisiològica es va alliberant d’un hidroxil i va oxidant el grup 
catecol a quinona. Així doncs l’acció de la 6-OHDA sembla prou clarament associada a una 
situació d’estrès oxidatiu (Olanow, 1999). Quedava per esbrinar quines alteracions molecu-
lars es produien en l’estriat per acció del MPP+. Ja haviem comprovat in vivo que l’efecte de 
l’MPP+ intraestriatal quedava bastant limitat a l’estriat. Per anar més enllà es van utilitzar 
talls d’estriat de 300 μm de gruix que s’incubaven a 37ºC en una solució oxigenada i en 
agitació. Mantinguts d’aquesta manera els talls estriatals sobreviuen bé durant unes dues 
hores. L’anàlisi dels talls per aquest procediment ens indica que ja a una concentració de 
MPP+ 2μM les concentracions de DA es redueixen a aproximadament la meitat, lo qual 
es pot interpretar com que aquestes concentracions són suficients per depletar la meitat de 
la DA. Concentracions creixents de MPP+, fins a 10 mM, ens redueixen la DA a un 20%, 
però hi ha un remanent de DA que no s’arriba a depletar. Les terminacions dopaminèr-
giques no semblen comportar-se de forma homogènia front al MPP+. De fet sembla que 
les terminacions de la matriu o dels illots estriatals tenen una sensibilitat diferent front al 
MPP+ i possiblement també es pot trobar un diferent efecte topològic des de l’estriat dorsal 
a l’estriat ventral (Turner, 1988). Quan en aquestes slices es mesura la peroxidació lipídica 
mitjançant la formació de malodialdehid es troba un augment significatiu solament per 
sobre de concentracions 1 mM de MPP+. En aquestes concentracions es perd l’efecte se-
lectiu de la DA sobre les terminacions dopaminèrgiques, el que es pot determinar per la 
mesura de l’activitat glutamina sintetasa (GS), d’origen especialment glial. Disminuint la 
formació de radicals lliures, per exemple amb un quelant de radicals com és el DMSO, es 
redueix l’efecte inespecífic (activitat GS) però no es redueix la pèrdua de DA ni de tirosina 
hidroxilasa (TH). A més a més, amb DMSO i amb salicilat també es protegeix l’efecte del 
MPP+ com a inhibidor de la MAO (producció de DOPAC), que pot ser doncs atribuible a 
una modificació enzimàtica mediada pels radicals lliures.
Diferents inhibidors de la NOS, més o menys específics per a la nNOS, com el 7-Nitroin-
dazol (7-NI, NO-Arg, NAME) bloquejen l’efecte depletor del MPP+ a les concentracions 
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més baixes (2-5 μM), l’atenuen a 10 μM i ja no tenen efecte a 25 μM. Sembla doncs que 
la producció de NO té un paper amplificador en l’efecte del MPP+, que a concentracions 
molt baixes, afavoreix l’alliberament de DA sense mediar una producció de radicals lliures 
quantificable. Els inhibidors de la nNOS no atenuaven els efectes provocats per l’inhibició 
mitocondrial amb rotenona, usada en els slices per reproduir una depleció de DA similar a la 
del MPP+ a dosis baixes. Aquest era ja un primer indici de que el mitocondri no intervenia 
en la toxicitat del MPP+ a les concentracions que ja eren suficients per depletar la DA.

Les concentracions 5-10 μM de MPP+ resultaven particularment interessants ja que eren 
les que es podia esperar que s’assolissin en el cervell d’animals (ratolins C-57) tractats amb 
dosis de MPTP suficients per depletar la DA cerebral (30 mg/Kg i.p. en Przedborki, 1996). 
Per aconseguir concentracions cerebrals superiors, els animals s’haurien de tractar amb do-
sis més elevades que reduirien molt la seva supervivència. Era doncs important establir si 
veritablement en aquestes concentracions el MPTP/MPP+ podia estar alterant l’activitat 
mitocondrial. Restringint cada cop més el camp d’actuació del MPP+ varem estudiar el seu 
efecte directament sobre els mitocondris aïllats de fetge de rata. El paràmetre inicialment 
estudiat per valorar l’activitat mitocondrial va ser la capacitat de consumir oxigen per part 
d’aquests orgànuls en una càmera de Clark. 
Els mitocondris obtinguts a partir del cervell o del fetge de rata mostren una sensibilitat 
semblant front al MPP+ (Vyas et al., 1986). A partir d’aquí es va continuar l’estudi amb 
mitocondris hepàtics per comoditat de procediment i perquè les suspensions eren més ho-
mogènies, ja que en les preparacions de mitocondris a partir de cervell resulta més difícil 
acabar de separar els mitocondris dels sinaptosomes. 
La viabilitat dels mitocondris front a MPP+ es va detectar per citometria de flux, per calo-
rimetria i per assaig amb MTT, compost que ens dona una mesura del potencial reductor 
i per tant de la capacitat d’utilitzar el NADH. Utilitzant succinat i ADP com a substrats 
energètics del mitocondri es va comprovar que una concentració de MPP+ 5 μM no era 
suficient per alterar l’activitat o la viabilitat mitocondrial. Es necessitava augmentar les 
concentracions de MPP+ fins a 1 mM per a tenir una disminució de l’activitat NADH-
DH d’un 50%. És difícil saber quines concentracions de MPP+ es poden assolir a l’interior 
mitocondrial si la toxina és transportada cap a l’interior en mitocondris polaritzats actius 
(Liu et al., 1992). Caldria però que l’acumulació intramitocondrial fos de 200 vegades per 
arribar a explicar l’efecte de l’MPP+ per aquest camí. 

En les terminacions dopaminèrgiques, poc o molt, hem de considerar que els mitocondris 
estaran també en contacte amb la dopamina, entre altres motius perquè la dopamina s’ha 
de metabolitzar en els mitocondris per acció de la MAO i no oblidem que a partir de la 
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MAO es poden produir peròxid d’hidrogen i radicals lliures. Es va assajar per tant què li 
passava a un mitocondri posat en contacte amb una concentració de dopamina 70 μM. 
Aquesta és la concentració màxima tissular que es podria assolir en un nucli estriat si tota 
la dopamina es depletés. La concentració citosòlica al voltant d’un mitocondri seria en tal 
cas superior i difícil de precissar, però podria arribar a 1 mM. Per evitar els efectes addi-
cionals de la MAO metabolitzant la DA es va afegir tranilcipromida (TCP) a les mostres 
d’estudi. Aquestes concentracions de DA no afectaven la viabilitat, el consum d’oxigen, la 
dissipació de calor ni l’activitat del complex I mitocondrial. En canvi, quan s’incubaven els 
mitocondris en presència de MPP+ i de DA a les concentracions esmentades (que per sí so-
les no feien res), la viabilitat i la dissipació de calor es reduien en aproximadament un 50%. 
A més a més varem comprovar que MPP+ més DA provocaven una inflor dels mitocondris 
(swelling mitocondrial) i una reducció significativa del potencial mitocondrial. L’efecte 
del MPP+ a concentracions baixes resultava doncs potenciat per la presència de dopamina. 
La dopamina podia tenir bona part de la culpa de la toxicitat del MPP+ i possiblement 
de la mateixa degeneració dopaminèrgica. Els efectes eren encara més marcats utilitzant 
dopamina deixada oxidar espontàniament, és a dir una barreja d’aminocroms, quinones i 
polímers de neuromelanina. La oxidació de la dopamina podia tenir un paper clau en la 
toxicitat del MPP+ malgrat que la formació de radicals lliures no augmentava significati-
vament en les concentracions utilitzades.

La tendència de la dopamina a partir autooxidació espontània a pH fisiològic i la seva 
capacitat per a produir radicals lliures, quan no es troba dins les vesícules acídiques que 
normalment l’emmagatzemen dins els terminals dopaminèrgics, poden ser responsables de 
la neurodegeneració nigroestriatal de la PD (Barzilai, 2001; Barzilai, 2003). La toxicitat 
de la DA a concentracions fisiològiques ha estat demostrada tant en línies cel·lulars (Lai, 
1997) i cultius primaris (MacLaughlin, 1998) com in vivo, en lesions intraestriatals (Fi-
lloux, 1993; Hattori 1998).
Buscant paral·lelismes fisiològics a la injecció de dopamina a la SN que encara no s’havia 
provat, pensàvem en l’ús de la levodopa pel tractament de la PD o les drogues d’abús tipus 
amfetamina que augmenten les concentracions extracel·lulars nigrals de DA en un 1.500% 
(Bustamente, 2002).
Nosaltres, treballant amb una sola dosi equimolar de dopamina o de 6-OHDA injectada 
directament a la SN de les rates, trobàvem que ambdues eren neurotòxiques a les tres 
setmanes de la injecció, però en distint grau, de manera que la depleció de DA estriatal 
(35-40%) i la pèrdua de cèl·lules TH+ nigrals (40% aprox.) provocada per la injecció de 
la DA era bastant menor que les corresponents alteracions induïdes per la de 6-OHDA, 
93% i 90%. Aquesta diferencia era ja previsible a partir del resultat del test rotacional amb 
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apomorfina que sols era positiu en les rates tractades amb 6-OHDA. Així, no podíem con-
siderar la lesió amb dopamina com un model de parkinsonisme però sí que podíem afirmar 
que la DA és un compost endogen potencialment perillós.
La concentració de DA administrada en aquests experiments era de 25 mM (com la que 
s’administra de 6-OHDA en el model animal clàssic de parkinsonisme de Ungerstedt, 
1968). De entrada, tanta dopamina podia semblar poc fisiològica, donat que en la SNc dels 
mamífers s’estima en 0.01 mM i de 10-100 mM en el interior de les vesícules sinàptiques 
(Kopin, 1993). Però, segons els nostres càlculs, a 2 mm del punt de injecció, distancia a 
la que realment podem veure els efectes específics de qualsevol toxina administrada, la 
concentració de DA seria de 0,2 mM, molt més real. Hi ha autors que injecten DA 1M 
a l’estriat de les rates per mimetitzar les que se suposen que apareixen en situacions de 
isquemia/hipoxia.
Per una altra banda, la Dopamina intranigra feia aparèixer cèl·lules apoptòtiques una mica 
allunyades del punt de lesió, com ja havíem comprovat in vitro pel MPP+ (Gómez et al., 
2001) i també estava descrit per la 6-OHDA (Liang et al., 2004) i per la pròpia DA (Junn 
et al., 2001). In vivo amb 6-OHDA intraestriatal també ho havíem descrit (Cutillas et 
al., 1999). En canvi desprès de l’administració de DA, la substancia nigra no mostrava 
cèl·lules reactives per GADD153. Aquesta proteïna, que sí vèiem augmentada en la lesió 
per 6-OHDA, es relaciona amb l’estrès del reticle endoplasmàtic lligat a un augment dels 
radicals lliures de l’oxigen (Conn et al., 2002) que seria coherent amb el mecanisme d’acció 
i el grau de lesió provocat  per aquesta neurotoxina.
A pesar que distintes mutacions en el gen de la -sinucleïna s’han relacionat amb les for-
mes familiars de la PD i que aquesta proteïna polimeritzada és el principal component dels 
característics cossos de levy de la malaltia esporàdica, encara no està clara ni la seva funció 
fisiològica ni el seu paper en la patogènica de la malaltia. En animals tractats amb MPTP 
(Vila et al. 2000) i en el nostre laboratori, amb línies cel·lulars de neuroblastoma humà 
(Gómez et al., 2001) s’havia vist un increment de l’expressió de la proteïna. Després de la 
lesió puntual de la SN amb DA, nosaltres observàvem un augment transitori, no perma-
nent, de la expressió de la -sinucleïna en algunes neurones TH+ i sobre tot en fibres de 
la SN reticulata no reactives al immuno marcatge amb TH, que interpretàvem com una 
resposta a l’agressió cel·lular (Sidhu et al. 2004) més que la causa de la neurodegeneració 
dopaminèrgica. S’ha de dir que la part reticulada de la SN és pobre en transportadors de 
DA, però rep aferències de la part compacta, de manera que l’augment de la -sinucleïna 
possiblement estaria mediat per receptors.
Per últim, incubant -sinucleïna i DA in vitro, volíem apropar-nos al que succeiria en el 
medi intracel·lular si ambdues augmentaven, altres autors (Conway et al. 2001) descrivien 
la formació d’adductes després de varius dies de incubació, en el nostre cas, després de 12 
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hores de incubació, el que observàvem per western blot era l’aparició d’una banda que po-
dia correspondre a un dímer de -sinucleïna, quelcom més marcada amb la dopaminocrom 
que amb dopamina y que es prevenia si incubàvem amb l’antioxidant NAC. D’acord amb 
Norris et al., 2005, nosaltres suggeríem que la DA oxidada podia catalitzar la dimeritza-
ció de la -sinucleïna, el que interrompria la seva normal polimerització com mecanisme 
protector front a l’agressió.

Amb la lesió estereotàctica unilateral de l’estriat de la rata amb 6-OHDA s’aconsegueix 
reproduir els següents trets anatomopatològics de la PD:

La pèrdua local de terminals dopaminèrgiques. 1) 
La disminució de la DA, DOPAC i HVA a l’estriat lesionat i a la SN ipsilateral.2) 
L’afectació tissular, retrògrada dels nuclis accumbens, SNc i VTA ipsilaterals i lleuge-3) 
rament, la SNc i VTA contralaterals a l’estriat lesionat, observat per autorradiografia. 
La reducció moderada de receptors dopaminèrgics D1 (postsinàptics) a la zona medial 4) 
de l’estriat lesionat i a la SNc corresponent i l’augment compensador dels receptors 
dopaminèrgics D

2
 (pre i postsinàptics) a la regió lateral de l’estriat lesionat  (Cadet et 

al., 1992).
Degeneració de cossos neuronals en la SNc, observada per microscòpia electrònica i 5) 
immunocitoquímiques, permanent quan la lesió és extensa (>95%).
Resposta inflamatòria amb activació de la micròglia al llarg de la via nigroestriatal 6) 
i detectable a SNc, fins i tot abans que la màxima degeneració assoleixi els cossos 
neuronals de la mateixa, al voltant de la 4ª setmana postadministració de la toxina,  
(Armentero et al., 2006).
Canvis metabòlics dels GB ipsilaterals a la lesió, mesurats per l’activitat de la citocrom 7) 
oxidasa mitocondrial com a marcador de l’activitat metabolica neuronal que es concre-
ta a les 4 setmanes de la lesió en un augment d’activitat al GP, nucli entopeduncular, 
SNr  i STN. (Blandini, 2008).

Quan als efectes del MPP+ són múltiples i molt depenents de les concentracions utilitza-
des, com varem publicar en una revisió a Current Trends Neurochem. (1997):

- A concentracions suficientment baixes (2-5 μM) el MPP+ estimula l’alliberament de 
DA sense afectar l’activitat mitocondrial, possiblement afectant l’estructura citoes-
quelètica o les proteïnes sinàptiques, en un procés que necessita nNOS.

- L’alliberament de dopamina pot proporcionar la suficient dopamina lliure en el cito-
sol per incrementar l’efecte del MPP+ i revertir en dany mitocondrial.

- A concentracions superiors a 25 μM el MPP+ no requereix nNOS i possiblement 
s’acumula suficientment en el mitocondri com per reduir l’activitat NADH-DH.
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- A concentracions superiors a 1 mM l’acció del MPP+ és poc selectiva: es produeixen 
radicals lliures, el mateix MPP+ pot ser la font d’un cicle que produeix MPP.  I en 
resulten afectades tota una sèrie d’activitats enzimàtiques tant en la neurona dopa-
minèrgica com fora d’ella.

Validesa dels models amb 6-OHDA i MPTP per assajar teràpies 
simptomàtiques

De cara al desenvolupament de teràpies noves, el model animal ideal ha de tenir la mateixa 
etiologia i patogènia que la malaltia humana que vol reproduir. Quan la causa de la malal-
tia humana és desconeguda o multifactorial com sembla ser la de la malaltia de Parkinson, 
si el tal model ens apropa a la comprensió dels processos que poden estar involucrats en la 
corresponent malaltia humana, es pot considerar rellevant i vàlid. De fet, molts dels abor-
datges in vitro, incubacions ex vivo de seccions de teixits, preparacions de sinaptosomes o 
cultius tissulars i cel·lulars, que tanta informació aporten al coneixement bioquímic, dei-
xarien de fer-se si en ciència sols es treballés amb models homòlegs totalment rellevants, 
però massa escassos. (Heikkila, 1986).
Els assajos clínics amb drogues antiparkinsonianes en humans han d’anar precedits dels 
mateixos en models animals, però es dona la paradoxa que molts fàrmacs estudiats (inhi-
bidors no selectius de la recaptació de monoamines, agonistes parcials dels receptors dopa-
minèrgics D

2
, antagonistes dels receptors de adenosina A2A, antagonistes 

2A
 adrenèrgics 

i agonistes de 5-HT
1A)

 redueixen el dèficit motor i les discinèsies tardanes per L-dopa en 
els model animals i en canvi en el humà han produït una millora funcional molt limitada 
o nul·la i molts efectes col·laterals, en alguns casos empitjorant la simptomatologia i les 
discinèsies motores (Linazasoro, 2004). Problemes amb la biodisponibilitat, la tolerància 
o la manca de especificitat han estat raons esgrimides per justificar aquests errors, però és 
probable que les diferències que es donen entre els models i la malaltia puguin, en part, 
ser-ne responsables.

Els aspectes més problemàtics dels models neurotòxics de la malaltia de Parkinson són:
1) El perfil temporal o cronològic. En la PD hi ha un deterior crònic, lent i progressiu 

del sistema dopaminèrgic amb mecanismes compensadors des del inici clínic (60% 
de dèficit DA) fins les etapes finals (dèficit DA del 90%), els models neurotòxics, en 
canvi, reprodueixen les etapes finals de forma aguda, estàtica, no compensada i per-
manent a partir de la segona setmana post lesió, en el cas de la 6-OHDA i després 
d’uns pocs dies en el model de MPTP. Per aconseguir quadres més restrictius o més 
graduals són necessaris distints règims de intoxicació.

2) Els models animals neurotòxics recreen una lesió dopaminèrgica molt selectiva men-
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tre que l’afectació neuropatològica de la malaltia humana és més heterogènia amb 
altres dèficits monoaminèrgics a nivell estriatal, com el de serotonina per pèrdua 
neuronal en el nucli dorsal del Rafe i el de noradrenalina per neurodegeneració del 
locus coeruleus. L’afectació d’aquests sistemes per les neurotoxines és molt variable.  
En canvi en la PD, la seva alteració podria cronològicament precedir la dels nuclis 
mesencefàlics responsables dels símptomes motors característics (Braak et al., 2002; 
Pan-Montoj et al, 2010) 

3) La manca de reproductibilitat dels LB, que són la marca anatomopatológica caracte-
rística de la PD, és un altre inconvenient. Ni la 6-OHDA, ni l’MPP+ en rosegador, ni 
el de MPTP en mico indueixen l’aparició de LB, tot i que en aquest últim hi ha una 
certa acumulació de -sin sense morfologia dels LB, en els animals vells. La diferèn-
cia d’edat entre els afectats per la PD i l’edat dels animals d’experimentació pot ser 
la responsable. Els animals emprats solen ser adults joves, per facilitar l’estabulació, 
la cura i la supervivència, sobre tot si les lesions són completes i molt limitants.

4) La recuperació progressiva de l’activitat motora en els animals amb lesions neurotòxi-
ques parcials és un altre inconvenient de cara a determinar l’efectivitat dels fàrmacs 
per revertir la pèrdua funcional.

5) La dificultat en reproduir alguns signes motors com la tremolor i els dèficits cogni-
tius i psiquiàtrics com la depressió o l’alteració de la son. 

6) La dificultat en reproduir i caracteritzar les complicacions motores (discinèsies) de-
gudes al tractament crònic amb L-DOPA, sobre tot en el model 6-OHDA en rata 
són altres inconvenients que s’han de tenir en compta a l’hora de (Lane and Dunnet, 
2008). 
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Conclusions

1. L’administració intranigra d’un volum de 3 μl de 6-OHDA (21 μg) o MPP+ (9 μg) pro-
voca una lesió de forma més o menys específica que abasta unes 3/4 part de la SN. 
La rotació assoleix els nivells acceptables (40 girs en 10 min) quan la destrucció de les 
neurones amb 6-OHDA supera el 50 % (amb pèrdua de DA estriatal superior al 70 %). La 
destrucció inferior al 50 % no repercuteix en rotació acceptable pel test rotacional. 
La lesió amb MPP+ produeix una lesió d’abast semblant però menys selectiva, ja que les 
rates responen només al test amb amfetamina.
El temps mínim per a evidenciar l’efecte de la 6-OHDA és de 14 dies, però no hi ha recu-
peració estriatal.
L’efecte de l’MPP+ s’observa ja als 7 dies, a partir dels quals s’observa una lleugera recupe-
ració estriatal.

2. Les lesions en el nucli estriat amb 32 μg/4 μl de 6-OHDA ó 12 μg/4 μl de MPP+ reper-
cuteixen al cap d’unes dues setmanes en la SN, en una regió topològicament corresponent 
a la part central d’aquest nucli. La lesió amb 6-OHDA és força selectiva a la SN (no així a 
l’estriat) i avança gradualment fins a un 50% de pèrdua neuronal. En el cas de les lesions 
estriatals amb MPP+, la reducció de neurones nigrals tot just era significativa i la lesió 
estriatal molt poc selectiva. 
Per microdiàlisi també es va demostrar una major selectivitat de la 6-OHDA i una recu-
peració en el cas del MPP+.

3. L’aplicació de MPP+ per cànules de microdiàlisi va resultar un bon procediment per de-
pletar de forma immediata i dràstica el contingut de dopamina estriatal, resultant aquesta 
resposta proporcional al nombre de terminacions supervivents i podent-se relacionar doncs 
amb el grau de lesió.

4. Les cèl·lules CFM extretes d’embrions E14 són fiables durant unes 4h en condicions òp-
times. La seva supervivència al cap de 7 dies en el nucli estriat (tant lesionat amb 6-OHDA 
com MPP+) és mínima (1-2%) però augmenta fins a un 10-20% quan són tractades amb 
factors tròfics del tipus NT3, GDNF i BMP-2. La implantació cel·lular va sempre acom-
panyada d’una reacció immunitària amb infiltració de macròfags i una important reacció 
astrocitària.
El GDNF va ser el factor més efectiu en estimular la plasticitat neuronal. 
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5. La degeneració retrògrada de les neurones dopaminèrgiques condueix a una lenta i pro-
gressiva degeneració de la SN per activació de caspases i conseqüent apoptosi, procés que 
es pot reduir amb inhibidors no selectius de caspases.

6.  La lesió menys selectiva del MPP+ a l’estriat provoca a nivell immunològic perifèric un 
augment lleuger però significatiu del marcador limfocitari CD4CD25, indicant una impli-
cació de l’eix neuro-endocrí-immunològic en la patologia.

7. L’MPP+ en contacte amb el teixit estriatal te un efecte depletor de DA per sobre de con-
centracions de 2 μM. L’especificitat sobre les neurones dopaminèrgiques es manifesta fins 
a unes concentracions de 0,1 mM. A concentracions de 1 mM perd especificitat sobre els 
cossos neuronals (GABA) i astròcits (GS) i es manifesta un augment de ROS. En canvi, per 
sota de 25 μM ja hi ha una producció de NO que contribueix a la lesió.

8. L’activitat mitocondrial no s’afecta seriosament fins a concentracions de MPP+ de aproxima-
dament 1mM, és a dir que el MPP+ s’ha d’arribar a concentrar en el mitocondri a aquestes con-
centracions per exercir la seva inhibició sobre el complex mitocondrial NADH-DH. És doncs 
un mal inhibidor d’aquesta activitat. Tot i el sistema de transport actiu demostrat quan el mi-
tocondri és funcional, s’ha de tenir en compte que aquestes són concentracions difícils d’assolir 
in vivo amb els tractaments perifèrics habituals amb MPTP (30 mg/Kg i.p. en ratolí).

9. La presència de DA i especialment de DA oxidada (aminocrom, dopaquinona) tendeix a 
augmentar la toxicitat del MPP+ quan tots dos s’utilitzen a dosis subtòxiques: es disminu-
eix el potencial mitocondrial, es redueix el consum d’oxigen, el poder reductor i la dissipa-
ció de calor per part del mitocondri. La DA mateixa pot jugar un paper en la degeneració 
dopaminèrgica.

10. La DA introduïda en la SN amb una dosi equimolar a la de 6-OHDA produeix una le-
sió mesurable en l’estriat, amb una pèrdua de DA d’un 40-60%, insuficient per respondre 
al test rotacional.
Aquesta lesió va acompanyada de paràmetres d’autofàgia i d’un increment de la -sinucleïna 
en neurones dopaminèrgiques i no dopaminèrgiques.

11. La incubació de -sinucleïna purificada amb DA marcada fa aparèixer una banda es-
table corresponent a un pes doble del de la -sinucleïna, que es pot relacionar amb la for-
mació del dímer estabilitzat per un pont de Tyr desencadenant de l'agregació anòmala de 

-sinucleïna en les sinucleïnopaties.   
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Abreviatures 

6-OHDA ..........................................6-hidroxidopamina
AADC ..............................................Descarboxilasa dels aminoàcids aromàtics
BMP-2 .............................................Proteïna morfogènica òssia-2
BHE .................................................Barrera hematoencefàlica
CFM .................................................Cèl·lules fetals mesencefàliques
COMT .............................................Catecol-O-metil transferasa
CSF ..................................................Fluid cerebroespinal
DA ...................................................Dopamina
DAT .................................................Transportador de dopamina
DBS .................................................Estimulació cerebral profunda
DDC ................................................Dopa-descarboxilasa
DMEM .............................................Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DOPAC ............................................Àcid 3,4-dihidroxifenil acètic
DYN ................................................Dinorfina
E14 ..................................................fetus de rata de 14 dies postfecundació
ENK ................................................Encefalina
GB ...................................................Ganglis basals
GABA ..............................................Àcid gamma- aminobutíric
GDNF ..............................................Factor neurotròfic derivat de glia
GFAP ...............................................proteína fibrilar acídica de la glia
GPe ..................................................Globus pàl·lid extern
GPi ..................................................Globus pàl·lid intern
GSH/GSSG ......................................Glutatió reduït/oxidat
HVA ................................................Àcid homovaníl·lic
HPLC ...............................................Cromatografia líquida de alta definició
I-MAO .............................................Inhibidors de la monoamino oxidasa
KO ...................................................knockout
LB ....................................................Cossos de levy
L-DOPA o levodopa .........................L-3,4-dihidroxifenilalanina
LN ...................................................Neurites de levy
LC ....................................................Lloc ceruli
MFB .................................................Feix prosencefàlic medial
MPTP ..............................................1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
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MPP+ ...............................................ió 1-metil-4-fenilpiridinium
NAc .................................................Nucli accumbens
NADH-DH .....................................NADH deshidrogenasa
nDAm ..............................................neurones dopaminèrgiques mesencefàliques
NM ..................................................Neuromelanina
PARK ..............................................Gens relacionats amb les formes familiars de la PD
PD ...................................................Malaltia de Parkinson idiopàtica o esporàdica
PFA ..................................................Paraformaldehid
PL ....................................................Cossos pàl·lids
ROS .................................................Radicals lliures derivats de l’oxigen
RNS .................................................Radicals lliures derivats del nitrogen
RPMI ...............................................medi Roswell Park Memorial Institute
SN ....................................................Substància negra
SNc o SNpc ......................................Part compacta de la substància negra
SNC .................................................Sistema nerviós central
SNr o SNpr ......................................Part reticulada de la substància negra
SP .....................................................Substància P
SQ ....................................................semiquinones
SSF ...................................................Sèrum salí fisiològic
STN .................................................Nucli subtalàmic
TH ...................................................Tirosina hidroxilasa
UPS ..................................................Sistema ubiqüitina-proteasoma
VMAT2 ............................................Transportador vesicular de dopamina
VTA .................................................Àrea ventrotegmental






