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OBJETIVOS PLANTEADOS: (Transcribir los del proyecto original)

Objetivo 1. Estudiar el papel de los receptores dopaminérgicos en la muerte de las neuronas
estriatales inducida por metanfetamina.

Objetivo 2. Estudiar la neurotoxicidad inducida por metanfetamina en hipocampo y corteza: Papel
de los receptores dopaminérgicos

Objetivo 3. Estudio de la implicaciéon de la via de transcripcion calcio-aCREM-DREAM en la
neurotoxicidad inducida por metanfetamina.

Objetivo 4. Implicacion de los astrocitos (imagen de calcio) y de la somatostatina en la pérdida de
axones dopaminergicos inducida por metanfetamina.

EJECUTADO: Todos los objetivos han sido ejecutados en su totalidad. Las 22 publicaciones a que han
dado lugar se mencionan mas arriba. Para llevar a cabo los objetivos se han realizado técnicas como la
tincion amino—cuprico argéntica, inmunohistoquimica para TH, DAT, GFAP y Mac-1, cuantificacion de TH
y DAT mediante el programa AIS e ImageJ, asi como cuantificacion estereoldgica mediante el programa
stereo investigator e identificacion de células apoptéticas, analisis de PCR-cuantitativa, asi como la
evaluacion del posible efecto neuroprotector del fragmento Hc de la toxina tetanica, que es efectiva en
modelos animales del Parkinson..
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Objetivo 1. Estudiar el papel de los receptores dopaminérgicos en la muerte de las neuronas
estriatales inducida por metanfetamina.

Estudiar el papel de los receptores D1y D2 en la muerte de las neuronas estriatales

Para la realizacion de este objetivo, hemos puesto a punto en el laboratorio la técnica de plata amino-
cuprica argéntica (técnica de Olmos, de Olmos y cols. 1994). Esta técnica es esencial a la hora de
identificar neuronas en degeneracion irreversible. Con la tincion de Plata hemos podido observar que la
metanfetamina en ratones salvajes produce una reduccion muy leve (1% como maximo (0,7%) de las
neuronas estriatales, y que el dafio es dosis-dependiente Fig 1.

Utilizando ratones KO del receptor D1 o del receptor D2, observamos que la inactivacion de estos
receptores no produjo ningin cambio significativo en el porcentaje de neuronas estriatales de proyeccién
o interneuronas, que mueren tras metanfetamina, pese a la reduccién de la perdida de terminales
dopaminérgicas, como demostramos (Ares-Santos y cols, 2012, 2013, 2014), dentro del marco del
proyecto. Ademas hemos conseguido establecer de manera contundente, que la metanfetamina produce
la degeneracion de neuronas dopaminérgicas de la SN (Ares-Santos y cols, 2014).
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Figura 1. Cuantificacion mediantre estereologia de las células tefiidas con plata en el estriado de ratones
tratados con diferentes dosis de metanfetamina. Tomado de Ares-Santos y cols, 2014,
Neuropsycopharmacology, 2014. 39:1066-80.

Identificar el fenotipo molecular de las neuronas estriatales vulnerables a la metanfetamina.

Dado que el tratamiento de 1x30 fue el que mas degeneracién de neuronas estriatales produjo (aunque
no hubo diferencias significativas entre los regimenes de 3x10 y 1x30), elegimos este protocolo para el
estudio de identificacidon de la vulnerabilidad de las subpoblaciones estriatales. Para esto hemos utilizado
ratones transgénicos BAC que tienen marcadas las neuronas D1 con rojo tomate (D1-Tmt) y las D2 con
GFP tratandolos con metanfetamina 1x30. Se realizé la plata en combinacién con inmunohistoquimica
para Tmt o para GFP respectivamente. La cuantificacion de las neuronas degenerativas se llevé a cabo
mediante estereologia, contando el nimero de neuronas Tmt/plata, GFP plata o sdélo positivas para plata
en rodajas de estriado de estos ratones, sacrificados 1 dia después del tratamiento.

Observamos, que de todas las células tefiidas en degeneracion, un 34% eran neuronas de proyeccion de
la via directa (D1-Tmt), un 31% eran neuronas de proyeccién de la via indirecta (D2-GFP), y el restante
35% no eran ninguno de estos dos tipos neuronales (Figura 2), por lo que se trataria probablemente de
interneuronas, que pese a representar un menor porcentaje en el nimero de neuronas que existen en el
estriado, serian mas vulnerables a la neurotoxicidad de la metanfetamina (Ares-Santos y cols, 2014).
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Figura 2. Diferente vulnerabilidad de las neuronas estriatales del estriado frente a metanfetamina.
Alrededor del 34% son neuronas de la via directa (D1-Tmt), 31% de la via indirecta (D2-GFP), y 35% son
interneuronas. Tomado de Ares-Santos y cols, 2014, Neuropsycopharmacology, 2014. 39:1066-80

Objetivo 2. Estudiar la neurotoxicidad inducida por metanfetamina en hipocampo y corteza

La Meth produce degeneracion de terminales y neuronas en diferentes zonas de la corteza, como corteza
piriforme (figura 3), prefrontal o entorrinal, y en areas relacionadas con la amigdala. En estas areas se
observa marcaje de plata y neuronas marcadas pero no parece observarse diferencias entre las
diferentes dosis administradas de metanfetamina (3x10 mg/kg o 1x30 mg/kg). También observamos
marcaje de plata en el tubérculo olfativo, donde se observa un mayor marcaje de plata con dosis repetidas
frente a la inyeccidon de una Unica dosis de metanfetamina, ademas de verificarse que hay una mayor
sefal de plata 1 dia después de la administracion (figura 4).

También hemos demostrado que la metanfetamina produce neurotoxicidad en indusium griseum y en el
hipocampo en las regiones del giro dentado CA1 y CA3 de raton. Ademas, hemos demostrado que esta
neurotoxicidad va acompafiada de procesos de inflamacién con una activacion de los astrocitos y la
microglia. Estos datos vienen recogidos en Carmena y cols, (2015).

Figura. 3 Estudio de la tincion de plata tras la administracion de metanfetamina en varias zonas del
cerebro. La metanfetamina provoca marcaje de plata en el hipocampo y la corteza piriforme.
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Figura 4. Cuantificacion del area marcada por plata en el tubérculo olfativo tras la administracion
de metanfetamina. La metanfetamina produce en el tubérculo olfativo un aumento de degeneracion,
observado por un aumento del marcaje de plata, que es mas evidente 1 dia (1D) después de la dosis de
3x10 mg/kg de metanfetamina que con una dosis de 30mg/kg.

Una de las regiones analizadas en este estudio es la formaciéon hipocampica. Esta region
cerebral se encarga fundamentalmente de la memoria, y su deterioro conduce a un déficit cognitivo
importante. Puesto que los consumidores de metanfetamina presentan dafios no sélo fisicos, sino
también psicoldgicos y un deterioro cognitivo severo tras largos afios de consumo, tiene sentido estudiar
a nivel celular lo que ocurre después de su administracion. Se han estudiado las distintas regiones
hipocampicas con el objetivo de analizar si alguna de ellas es mas susceptible al dafio provocado por la
metanfetamina. Se han analizado el giro dentado (DG) y las regiones CA1 y CA3. En el DG se ha
detectado degeneracién de neuronas y terminales sinapticos en la zona ocupada por las neuronas
granulares (Figura 5). Este marcaje con plata se ha observado en ambos tratamientos, de modo que al
contrario de lo que ocurria en estriado, no parecen existir diferencias entre los animales tratados con una
dosis Unica y los que recibieron dosis multiples. En las regiones CA1 y CA3 se han encontrado algunos
cuerpos neuronales marcados con plata, pero son muy poco numerosas y no aparecen en todos los
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animales, sin embargo, si se han detectado terminales sinapticos dafiados en todos los ratones tratados.
Aunque la degeneracion del DG y de CA1 y CA3 puede considerarse menor que la estriatal, puede ser
igual de importante por las repercusiones que puede tener sobre las funciones cognitivas, como el déficit
de atencion, memoria o aprendizaje.
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Figura 5. La metanfetamina provoca degeneracion en el giro dentado del hipocampo de los ratones
tratados con la droga. Fotografias a gran aumento (20x) de giro dentado de ratones tratados con salino
o metanfetamina (dosis de 3x10 mg/kg y de 1x30 mg/kg sacrificados un dia y tres dias después de la
administracion). Se muestran secciones tefiidas con la técnica de plata (A-Cu-Ag), especifica para marcar
degeneracion. Tomado del trabajo fin de Master de Ana Carmena

Otra area cerebral estudiada es el indusium griseum, relacionada con el hipocampo. El tratamiento
agudo produce una degeneracion de las neuronas del IG que fue similar un dia y tres dias después de la
administracion. Sin embargo, en el protocolo de dosis multiples la degeneracion es mayor a los tres dias
de la administracion (Figura 6). La degeneracion va acompafada de un aumento de gliosis, aunque los
terminales dopaminérgicos no se afectan (Carmena y cols, 2015).

En resumen, los resultados obtenidos en este estudio confirman la existencia de degeneracion en
diversas areas cerebrales incluyendo no sélo al estriado, sino también el hipocampo y la formacion
hipocampica de Indusium Griseum, asi como diversas zonas de la corteza y la amigdala, regiones
cerebrales claramente relacionadas con el sistema motor y funciones cognitivas como el aprendizaje y la
memoria, lo que podria explicar algunos de los efectos que se observan en los humanos consumidores.
Sin embargo, ninguno de los receptores dopaminérgicos parece estar implicado en esta degeneracion ya
que la inactivacion de los receptores no modifico la sefial de plata.
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Figura 6. La metanfetamina produce degeneracion en el indusium griseum. Fotografias a gran
aumento (20x) de Indusium Griseum de ratones tratados con salino o metanfetamina (dosis de 3x10
mg/kg y de 1x30 mg/kg). Se muestran secciones tefiidas con la técnica de plata (A-Cu-Ag). Modificado de
Carmena y cols., Neurotox Res. 2015; 27:209-16.
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Objetivo 3. Estudio de la implicacion de la via de transcripcion calcio-aCREM-DREAM en la
neurotoxicidad inducida por metanfetamina.

La unién del calcio a DREAM determina un cambio conformacional de la proteina DREAM que la hace
incapaz de unirse al sitio DRE y por lo tanto deja de reprimir la transcripcién de sus genes diana. Para
estudiar el papel de la via de transcripcion calcio-aCREM-DREAM en la neurotoxicidad inducida por
metanfetamina, hemos empleado ratones dominantes activos de DREAM (daDREAM). Estos ratones
tienen una forma activa de DREAM que hace que DREAM se mantenga siempre unido al sitio DRE,
inhibiendo de esta forma la transcripcion génica. El papel de aCREM en la neurotoxicidad inducida por
metanfetamina, lo hemos estudiado de manera indirecta, utilizando los ratones KO de DREAM.

En los ratones daDREAM la metanfetamina produjo un aumento de la temperatura corporal similar al de
los ratones WT (Figura 7) y se correlaciona con mayor dafio. Mientras que el en el caso de los ratones KO
DREAM tratados con metanfetamina se produce un aumento de la temperatura corporal similar al
observado en los ratones WT (Figura 7), y el dafio dopaminérgico producido también es similar,

—O— WTsal
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—/\— daDREAM sal
—A— daDREAM METH
—{1— KODREAM sal
—l- KO DREAM METH

Rectal temperature (°C)

Time (hours)
Figura 7. Temperatura corporal de los ratones daDREAM y KO DREAM tras la administraciéon de 3
inyecciones (marcadas con las flechas) de 5mg/kg de metanfetamina.

Objetivo 4. Implicacion de los astrocitos (imagen de calcio) y de la somatostatina en la pérdida de
axones dopaminergicos inducida por metanfetamina.

Determinar la activacion de los astrocitos por metanfetamina y el papel de los receptores
dopaminérgicos D1 y D2 en esta activacion.

La metanfetamina aumenta la activaciéon de los astrocitos en las areas mas afectadas por la
metanfetamina como el estriado, como demuestra la expresion de la proteina marcadora acida fibrilar glial
(GFAP) que alcanza niveles maximos entre 3 y 7 dias después de metanfetamina (O 'Callaghan y Miller,
1994; Granado y cols. 2011). Se utilizaron KOD1 (D1R-/-) y KOD2 (D2R-/-). La inactivacién de estos
receptores redujo significativamente la activacion glial que produce la metanfetamina (Figura 8), lo que
pone de manifiesto que estos receptores estan implicados en los procesos de degeneracion inducidos por
metanfetamina (Ares-Santos y cols, 2012, 2013).
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Figura 8. Papel de los receptores dopaminérgicos D1 y D2 en la activacién astroglial tras metanfetamina.
El tratamiento con metanfetamina produce activacién de astrocitos reactiva, pero esto no ocurre en el
caso de los ratones KOD1 (D1R-/-) y KOD2 (D2R-/-).

Determinar si la inactivacion de la somatostatina, protege frente a la neuroinflamaciéon inducida
por metanfetamina. Realizado en colaboracion con el Dr Cadet del NIDA

Las particulas lentivirales para silenciar la somatostatina producidas en nuestro laboratorio mediante
vectores lentivirales de silencionamiento, redujeron la expresion de somatostaina, aunque no se redujo la
expresion de NOS. Por ofra parte, el silenciamiento de la somatostatina tampoco produjo una proteccion
significativa frente a la metanfetamina, ya que no modificé la reduccién de los niveles de TH estriatales
tras la metanfetamina. Debido a la ausencia de efecto de la silenciaciéon de la somatostatina, se decidid
junto con el Dr. Cadet, cambiar de estrategia y llevar a cabo el estudio del papel de la toxina tetanica
frente a la neurotoxicidad de la metanfetamina, utilizando el fragmento C-terminal de la toxina tetanica
(Hc-TeTx). Es un fragmento no toxico, que protege las neuronas dopaminérgicas en modelos animales de
la Enfermedad de Parkinson (EP), aunque su mecanismo de accién no se ha descrito.

En este estudio pudimos comprobar que la administracién del fragmento Hc-TeTx tanto administrado
antes como después de la metanfetamina ofrece una proteccién significativa de la perdida de terminales
TH inducida por metanfetamina en el estriado, Figura 9.
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Figura 9. La pre-administracion del fragmento Hc-TeTx atenué la disminucién de la expresion de TH
inducida por METH en el estriado. Tomado del trabajo Fin de Grado de Leticia Perrote
Estos resultados se validaron con la técnica de la tincién de plata que marca selectivamente degeneracion

irreversible, como se ha indicado en otros informes. Observamos que el fragmento administrado antes y
después de la metanfetamina reduce la sefal de plata inducida por metanfetamina Fig 10.
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Figura 10. La pre-administracion del fragmento Hc-TéTx atenta el aumento en la tiﬁcién de plata (A-Cu-
Ag) inducida por METH en el estriado de ratéon. Tomado del trabajo Fin de Grado de Leticia Perrote

Lo que indica una menor degeneracion del sistema dopaminérgico que se reflejo también en la reduccién
de la disminucion motora inducida por la pérdida de terminales dopaminérgicos en el estriado Fig 11.
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Figura 11: El fragmento Hc-TeTx previene frente al dafio en la conducta motora inducido por METH.
Tomado del trabajo Fin de Grado de Leticia Perrote y de Mendieta et al, 2016, International Journal of

Neuropsychopharmacology.



