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Las lesiones en territorio subcortical (ganglios basales, tdlamo, corona radiata y
troncodel encéfalo) pueden interferiry modularlos procesos afectivos, conductuales
y cognitivos. Se estudia un grupo de pacientes conictus subcorticales (observable
en la difusién por resonancia magnética en las primeras 72 horas de su inicio). A
dichos pacientes se les administran pruebas neuropsicolégicas, una escala para
valorar los trastornos obsesivos compulsivos (n =68) y un escala para valorar los
estados depresivos (n="75). Se establece u punto de corte en laescalade trastornos
obsesivos compulsivos (MOCI)de>13,y se divide alos pacientes en dos subgrupos,
observandose que el subgrupo con puntuaciones superior a 13 manifiesta afectacion
de la memoria de aprendizaje, de las funciones ejecutivas, de la atencién y
perseveracion. Por otro lado, en el grupo de pacientes a los que se les administré
laescala de depresion Hamilton (HRS-D), con un una puntuacién de corte >7, se
observandiferencias estadisticamente significativas enlas puntuaciones directas en
los test cognitivos (memoria, atencion, fluencias y las capacidades ejecutivas con
enlentecimiento psicomotor). Delos resultados de las observaciones coneste grupo
depacientes, nose puede concluiry asegurar queel deterioro de los procesos afectivos
y cognitivos seauna consecuenciade las lesiones producidas porel ictus subcortical,
pero se puede suponer que el conocimiento de dicho deterioro, tanto afectivo como
cognitivo, complementa el diagndstico precoz y facilita el mejor tratamiento
(rehabilitacion cognitivay farmacoldgica), conel beneficio que ellorepresenta para
este tipo de pacientes.

P159. AREA 10 DE BRODMANN: METAANALISIS DE ESTUDIOS
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Introduccion. El progresivoaumento de estudios funcionales cerebrales con técnicas
de neuroimagen ha hecho crecer de forma importante el nimero de resultados
obtenidos en esta drea de conocimiento. Ademads, la creacion de bases de datos via
Internet han facilitado enormemente la realizacién de estudios comparativos y/o
metaanaliticos. Material y método. Como fuente de datos se ha utilizado un total
de 523 articulos, indexando un total de 2.161 experimentos, incluyendo 17.722
focos de activacion, procedentes de la base de datos BrainMap (Universidad de
Texas). Parael andlisis estadistico se ha utilizado SPSS para Windows, calculdndose
el test estadistico de Fisher para tablas de contingencia, buscando la existencia de
relaciones estadisticamente significativas entre el &rea BA10 y el resto de dreas
cerebrales, paracinco dominios funcionales: accion, cognicion, emocion, interocep-
ciény percepcion. Parala visualizacién delos resultados se harealizado un estudio
cartografico de los focos de activacion, usando paraello el programa Caret (http:/
/brainmap.wustl.edu/caret) y el Atlas Cerebral Human Colin (A. Toga ,UCLA).
Resultados. Se han encontrado relaciones estadisticamente significativas entre la
activacion de BA10 y otras dreas cerebrales segtin los distintos dominios
contemplados, siendo algunas de ellas muy significativas (a nivel cognitivo) y
coherentes con la bibliograffa consultada. Conclusiones. La metodologia ha
demostrado ser muy ttil paralarealizacion de estudios meta-analiticos basados en
estudios funcionales. Por otro lado, BrainMap es una excelente herramienta para
facilitarlaextraccién de conocimiento a partirdel metaandlisis de grandes colecciones
de este tipo de estudios.
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El presente estudio trata de mostrar (a) Lalocalizacion de los ritmos cerebrales, (b)
Si se modulan por atencién preparatoria (c) si las distintas dreas cerebrales tienen
frecuenciaespecificas. Paraello Seregistr6 el EEG de 11 sujetos desde electrodos
situados en 58 posiciones del cuero cabelludo. En el experimento se pidi6 a los
sujetos que respondieran con lamano derechaal S2 visual, avisado 1 seg antes por
unS1 también visual. Lapotenciaespectral del periodo pre-S1 y pre-S2 fue calculada.
Elalgoritmo LORETA fue aplicado alas bandas de frecuencias correspondientes a
Theta (5-8 Hz), alfa (10-12 Hz), beta bajo (14-18) y beta alto (24-28 Hz). Sélo se
analizaron las dreas cerebrales que estuvieron por encima de 2.5 veces el valor de
ladesviacionestandar sobre el valor medio de densidad de corriente paracadabanda,
Lasdreas cerebrales enlas cuales ladensidad de corriente fue maxima (2.5 SD) para
elrangode Thetaselocalizaron en dreas frontales y temporales. Parael rangode alfa
se localizaron en el I6bulo occipital. Para el rango de beta la localizacion fue en el
16bulo frontal. El perfodo pre-S2 frente pre-S 1 supusounamodulacién delos ritmos
alfaybeta. Los diagramas frecuencia-amplitud mostraron frecuencias especificas para
distintas dreas cerebrales. E1 EEG podria ser concebido en parte como la superpo-
sicion de osciladores en distintas frecuencias.

P161 DETERMINACION DEL PATRON DE CONECTIVIDAD CERE-
BRALA PARTIR DE EEG EN PACIENTES CONDANOS CEREBRALES
CON METODOS ESTADISTICOS Y DETERMINISTAS

N.Perales Castellanos ?, V. A. Makarov ®, J. M. Barroso Martin ¢, J. Leén Carrién ¢,
F. Panetsos®

“Dept Matematica Aplicada. Escuela Universitariade Optica. Universidad Complu-
tense de Madrid. Madrid. ® Dept Matemética Aplicada. Escuela Universitaria de
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Estetrabajo estd centrado en el estudio de electroencefalogramas (EEG) de pacientes
condafios cerebrales con la pretension de diferenciar distintos niveles de profundidad
del estadode coma. Dichoestudio conllevaunamejoraen lacapacidad de diagndstico
ydecisiéndel consecuente tratamiento. Paralograr nuestro objetivo se han estudiado
los EEG enfatizando en la conectividad funcional entre distintas dreas del cerebro
parabuscar posibles anomalias en el acoplamiento funcional entre zonas dafiadas,
tomando comoreferencia EEG de sujetos sanos. Se ha abarcado este andlisis desde
un enfoque estadistico y determinista. Como herramientas estocdsticas hemos
empleadolacoherenciaespectral parcial y el reciente método basado en modelos auto
—regresivos dDTF, funcién de transferenciadirigida. Parano cerrarnos alaideade
que dos estructuras interactian solo cuando estdn sincronizadas consideramos los
registros en un contexto determinista. Concibiendo el cerebro como una red
heterogénea de sistemas dindmicos que interactian entre si, hemos podido valorar
lamanifestacion macroscopicadelaconectividad funcional corticocortical. Cadauno
de los electrodos se trata como un sistema dindmico local cuyos pardmetros de
interaccién proporcionan la conectividad y donde ladimensién del espacio de fase
asociado es un estimador de lacomplejidad de cada estado. El estudio de los EEG
de 15 pacientes a través de estos métodos nos ha permitido establecer diferencias
entre los patrones de conectividad en los estados ojos abiertos —cerrados, estados
dereposo y diversos dailos cerebrales.
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P162. EFECTO DE LA HIPOXIA HIPOBARICA SOBRE PROCESOS
COGNITIVOS EN RATON
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GARCIA®

A DIVISION DENEUROCIENCIAS. AREA DE FISIOLOGIA. UNIVERSIDAD PABLO DE OLA-
VIDE.SEVILLA.” DIVISION DENEUROCIENCIAS. AREA DE FISIOLOGIA. UNIVERSIDAD
PABLODEOLAVIDE.SEVILLA, ESPA NA

Se pretende estudiar como la hipoxia hipobdrica aguda afecta a diferentes aspectos
cognitivos y motores en ratones adaptados y no adaptados a estas condiciones. Para
ello, sedetermin6laevolucion delaactividad enratones Swiss durante una progresiva
(aproximadamente 39 mmHg/min) descompresion hasta 266 mmHg, y posterior
recompresion, en cdmara hipobdrica, y se evalud esta actividad a presiones de 760,
550,470y 394 mmHg. Igualmente, serealizaron pruebas de reconocimientode objetos
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a 760 y 470 mmHg, y condicionamiento clasico del reflejo corneal a 760 mmHg
(control)y a394 mmHgen animales noadaptados y adaptados adicha presién durante
unasemanaen camarahipobdrica. Ladescompresion progresivaindujounadisminu-
ciéndelaactividad, queevoluciond conunretrasodeaproximadamente S min. respecto
alaaltura, seguido de un posterior aumento conforme progresélarecompresion. Las
medidas deactividad adiferentes presiones mostraron diferencias significativas con
respecto a la actividad control (760 mmHg) a partir de los 470 mmHg. Las pruebas
de reconocimiento de objetos mostraron que las capacidades de aprendizaje y/o
memoriase vieron afectadas enanimales sometidos ahipoxiahipobdrica, coincidiendo
conunadisminuciéndelaactividad. Elcondicionamiento clasico del reflejo corneal
mostré como lahipoxia hipobdricaretrasael aprendizaje en animales no adaptados,
aunque noenlos adaptados, los cuales mejoraron surendimiento conrespectoal grupo
control. Se concluye que lahipoxiahipobdrica afecta al aprendizaje y lamemoriaen
ratones no adaptados, aunque no a los adaptados a estas condiciones.

P163. CAMBIOS EN EL CONDICIONAMIENTO CLASICO
PALPEBRAL INDUCIDOS POR TRATAMIENTO CON ACIDO
RETINOICO EN EMBRIONES DE RATON

P. GARCIA SANZ, JM. DELGADO GARCIA, E. DOMINGUEZ DEL TORO
DIVISION DENEUROCIENCIAS. UNIVERSIDAD PABLO DEOLAVIDE. SEVILLA, ESPANA

Losestudios del desarrollo del tronco del encéfalo enratones transgénicos indican
que las redes neuronales implicadas en el control motor se especifican durante el
desarrollo temprano del rombencéfalo. Se sabe que el dcidoretinoicoexdgeno (RA),
quetiene efectos teratdgenos en los embriones, cambiala organizacién rombomérica
ylosdominios de expresion delos genes Hoxal y Hoxab1. Hemos demostrado en
unestudio preliminar sobre el control del ritmo respiratorio, que el tratamiento con
dosis no teratogénicas de RA origina una respiracién episddica caracteristica de
algunos sindromes humanos (Joubert, Cheyne-Stokes, alguno de los cuales presenta
ciertoretraso psicomotor). Parainvestigar si dicho tratamiento afecta al estableci-
miento de lared neuronal del puente, implicada en el control de la adquisicién de
respuestas motoras condicionadas, hemos estudiado las curvas de aprendizaje en
ratones tratados con RA (0,5mg/kg, administracién oral ahembras gestantes durante
los primeros estadios del desarrolloembrionario). Las camadas obtenidas contenfan
neonatos aparentemente normales que sobrevivian hasta el estado adulto. Los
resultados muestran que el tratamiento con dosis no teratogénicas de RA producen
unadisminucion del 50% en la adquisicion de respuestas condicionadas, bajando
elaprendizaje maximo (como porcentaje de respuestas condicionadas) desde un 60-
70% (ratones silvestres) hasta un 30-35% (ratones tratados). Hemos observado
igualmente una inhibicién por prepulso de la respuesta de sobresalto del 90% en
estos ratones, frente al 40-50% (ratones silvestres). Se sugiere que la desestructu-
racion de los patrones de expresion de los genes Hox durante el desarrollo
embrionario, afecta alaelaboracion de respuestas cognitivas.

P164. EFECTO DE LA INACTIVACION REVERSIBLE DEL
NUCLEO SUPRAMAMILAR MEDIAL EN LA MEMORIA DE
TRABAJO ESPACIAL

L.ARANDA GARRIDO*,J.A. AGUIRRE GOMEZ®, E. BURON GUTIERREZ,
A. BEGEGA LOSAP, J.L. ARIAS PEREZP, L.J. SANTIN NUNEZ¢
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Objetivo. El objetivo del presente experimento fue estudiar el efecto de la
microinfusion de tetrodotoxinaen el niicleo supramamilar medial (SuMm) enuna
tareade memoria de trabajo espacial. Material y métodos. Se implantd estereotdxi-
camente un canula guiaenel SuMmde 18 ratas Sprague Dawley machos (280-320
2). Todos los animales fueron entrenados en una tarea de emparejamiento demorado
conunlugar (DMTP)durante siete dias consecutivos. Los animales fueron asignados
aleatoriamente ados grupos: grupo SAL (microinfusion de suero salino 0,5 uL) (n
=9)y grupo TTX (microinfusién de 5 ng de tetrodotoxinaen 0,5 uL de suero salino)
(n=9). Seregistr6 el comportamiento de los animales después de lamicroinyeccién
(tetrodotoxina o suero salino) los dias4 y 6, mientras que el resto de dias el registro
serealizé sin microinyeccién. Durante el entrenamiento se registraron las latencias
deescapey el niimero de errores. Resultados. Los resultados obtenidos indican que
se produce unincrementoen el nimerode errores y en las latencias de escape durante
el ensayo de recuerdo, cuando se administré tetrodotoxina en el SuMm pero no
cuando se administr6 suero salino. Conclusion. La inactivacion reversible del
SuMm con tetrodotoxina perjudica gravemente la capacidad de los animales para
ejecutar una tarea de DMTP, indicando que es una regién cerebral critica en los
procesos de memoria de trabajo espacial.
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P165. SISTEMA INFORMATIZADO PARA VALORAR MEMORIA
VISUAL EN MONOS

M. J. GARCIA-MIGUEL*, F. GONZALEZ®, I. TORRES-ALEMAN €,
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Hemos diseiiado un sistema informatizado para entrenar y evaluar la conducta de
macacos adultos en un test de reconocimiento visual diferido. El sistemase compone
delos siguientes elementos: 1) panel frontal metdlico con tres ventanas circulares
dispuestas en tridangulo situadas frente al mono, 2) un pulsador debajo de cadauna
delasdos ventanas inferiores, 3) tubo metdlico paraadministrar larecompensa, 4)
ordenador con programas parael entrenamiento, control y registro de los pardmetros
del test, y 5) dos pantallas, una para presentar al mono la muestra y las opciones
de respuesta detrds de las ventanas, y la otra para el investigador. El sistema fue
adecuadoparaentrenaraunmacacoenunatareaenlaquedebiaelegirentre dosfiguras
(opciones de respuesta) tras la presentacion de una figura-muestra en la ventana
superior. Utilizamos dos figuras: un circulo y una cruz. Empleamos la siguiente
secuenciadetareas parael entrenamiento: 1) recogida de recompensa, 2) pulsacién
—recompensa, 3) muestra — figura igual a la muestra en diferentes posiciones —
recompensatras pulsarla posiciéncorrecta, 4) muestra—figuraigual onoalamuestra
—recompensa tras pulsar bajo lafiguraigual alamuestra, 5) muestra—dos figuras
simultdneas —recompensa tras pulsar bajo la figura igual ala muestra, 6) muestra
—tiempo deretardo sin figuras en ventanas —dos figuras simultdneas —recompensa
tras pulsar bajo la figura igual a la muestra.

P166. EL SISTEMA DE PROYECCIONES ASCENDENTES DESDE
EL NUCLEO INCERTUS AL HIPOCAMPO

F. E. OLUCHA-BORDONAU®, A. P. CERVERA FERRI®, A. PEREZ
VILLALBAC, R. T. AMPAROP, R. P. VERTES*®
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Elntcleoincertus selocalizaenla parte caudal del tegmento pontino ventromedial-
mente respecto alos niicleos tegmentales dorsales, es unaestructura par que se sittia
aambos lados de la linea media. Sus proyecciones se han descrito recientemente
y consistenen un amplio abanico de estructuras agrupadas en dos rutas ascendentes,
unaacabaen lacortezaprefrontal medial y laotraacabaen el hipocampo. La viaque
acabaen el hipocampo contiene sucesivamente el niicleo mediano del rafe, los nicleos
interpedunculares, niicleo supramamilar, nicleo reuniens, complejo septum medial
ehipocampo. Todas estas estructuras han sidorelacionadas ala generacién y control
del ritmo theta. En orden a estudiar si las proyecciones ascendentes de esta via
contactan con neuronas de proyeccion al hipocampo se hanrealizado inyecciones
defluorogolden el hipocampo dorsal e inyecciones de miniruby en el nicleo incertus.
Enelcomplejo septum medial, banda diagonal se observaron neuronas fusiformes
otriangulares marcadas retrogradamente que presentaban fibras con engrosamientos
arrosariados sobre las dendritas primarias y secundarias, los terminales sobre soma
fueron escasos. Los contactos sobre neuronas del reuniens fueron escasos pero
constantes al igual que sobre el niicleo supramamilar, en estos casos el marcaje se
presentaba sobre el soma. Los marcajes sobre el niicleo interpeduncular rostral y el
nicleodelrafe superior se produjeron sobre el soma. Estos datos refuerzanlaidea de
queelniicleo incertus juegaun papel importante enlagénesis y control del ritmo theta.

P167. EXPRESION C-FOS EN LOS CUERPOS MAMILARES EN
UNA TAREA DE MEMORIA DE TRABAJO ESPACIAL EN EL
LABERINTO DE HOYOS

E.BLANCO CALVO, R. MIRANDA GARCIA, A. BEGEGA LOSA, J.L. ARIAS
PEREZ

LABORATORIO DE PSICOBIOLOGIA. FACULTAD DE PSICOLOGIA. UNIVERSIDAD DE
OVIEDO. OVIEDO, ESPANA

En la neurociencia actual el estudio del substrato neurobiolégico de los procesos
deaprendizajeespacial esunaconstante, donde se sabe que el sexo es undeterminante
bioldgico que afecta la ejecucion de tareas de memoria espacial. Los Cuerpos
Mamilares son unaestructura hipotaldmica que mantiene importantes conexiones
conel Hipocampo, claramente relacionado con memoriaespacial. El objetivode este
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trabajo fue estudiar laimplicacién delos Cuerpos Mamilares en memoriade trabajo
espacial de ambos sexos en la expresion de c-fos mediante deteccién inmunohis-
toquimica de la proteina c-Fos. La inmunoreactividad c-Fos (c-fos IR) puede ser
usadacomounmarcador delaactividad neuronal en regiones cerebrales implicadas
en procesos de memoria. Como grupos experimentales, dos grupos de ratas Wistars
adultas (10ratas machoy 10 hembras) fueron entrenadas en una tarea de memoria
de trabajo (ensayo dependiente) realizadaen el laberinto de 16 hoyos (holeboard);
ademads, empleamos dos grupos controles (10 ratas macho y 10 hembras) para el
estudiodelaactivacion c-fos noespecificaal procesode memoriaestudiado. Después
del procedimiento inmunohistoquimico el nimero de nticleos neuronales c-Fos
positivos fue cuantificado en varios niicleos de laregién mamilar (nticleos mamilar
medial, mamilar lateral y supramamilar). Los resultados muestran un incremento
enelnimerodec-Fos IR enlos grupos entrenados, estableciéndose unaclararelacion
entre las neuronas de los cuerpos mamilares que expresan c-fos IR conlamemoria
de trabajo espacial, siendo mas evidente en los niicleos mamilares implicados en
memoriade trabajo espacial.

P168. EL. EFECTO DE LA SOBREEXPOSICION AL CONTEXTO
EN EL CONDICIONAMIENTO DE MIEDO AL CONTEXTO

A. PEREZ-VILLALBA*, N. J. MACKINTOSH®, A. CERVERA-FERRI*, V.
TERUEL*, F. E. OLUCHA-BORDONAU*, A. RUIZ-TORNER *

A DEPARTAMENTO DEANATOMIA Y EMBRIOLOGIA HUMANA. FACULTAD DEMEDICINA,
UNIVERSIDAD VALENCIA. VALENCIA.” DEPARTMENT OF EXPERIMENTAL PSYCHOLO-
GY.TRINITY COLLEGE. CAMBRIDGE, REINO UNIDO

El objetivo de este experimento fue el de probar el efecto de una larga exposicién
al contexto antes del condicionamiento de miedo al contexto. Ratas macho SD fueron
expuestas durante cinco minutos o durante toda la noche (grupo ON) ala cajaen
laque posteriormente serealizariaun inico ensayo de condicionamiento al contexto.
Las ratas del grupo ON mostraron un significativo nivel mds bajo de freezing en
eltestde aprendizaje que las ratas que fueron expuestas s6lo durante cinco minutos.
Eltest de aprendizaje se llevé a cabo una hora después del ensayo de condiciona-
miento. Dos grupos mds de ratas recibieron una exposicién larga al contexto como
la del grupo ON antes del condicionamiento, pero se les introdujo un espacio
temporal de cinco minutos (ON-5") ode 1 hora (ON-1H), entre la sobreexposicion
y elensayo de condicionamiento, en un contexto distinto, pero conocido. El grupo
ON-1H mostrd niveles parecidos de freezing alos animales que fueron expuestos
al contexto durante un breve periodo de tiempo (cinco minutos), mientras que el
grupo ON-5" mostr6 niveles de freezing superiores al grupo de cinco minutos en
eltestde aprendizaje. Los resultados muestran que la sobreexposicion al contexto
produce una inhibicién de la respuesta condicionada que es recuperada con la
insercién de un cambio de contexto breve o moderado previo al condicionamiento.
Estos resultados son discutidos en términos de una clara diferenciacion entre los
efectos de la exposicién larga al contexto y la inhibicién latente.

P169. EXPRESION DE C-FOS EN EL TRONCO DEL ENCEFALO
EN RATAS SOBREEXPUESTAS AL CONTEXTO ANTES DEL
CONDICIONAMIENTO DE MIEDO A UNA SENAL

A. PEREZ-VILLALBA, V. TERUEL, A. CERVERA-FERRI, F. E. OLUCHA-
BORDONAU, A. RUIZ-TORNER

DEPARTAMENTO DEANATOMIA Y EMBRIOLOGIA HUMANA. FACULTAD DEMEDICINA,
UNIVERSIDAD VALENCIA. VALENCIA,ESPANA

El principal objetivode este estudio es analizar laactividad de distintos nticleos del
troncoencéfalo através del marcaje de c-fos durante la adquisicion de condiciona-
miento de miedo alasefial. Estaexpresion de c-fos sehamedido en 30 ratas macho
SD que han sido expuestas al contexto de condicionamiento durante un corto o largo
periodo de tiempo antes del condicionamiento ala sefial. Las secciones de cerebros
fijadasy cortadas coronalmente fueron procesadas parael marcaje de c-fos mediante
inmunohistoquimica. Todos los niicleos del troncoencéfalo seleccionados mostra-
ron diferencias estadisticas en el marcaje de c-fos excepto el niicleo reuniens de
talamo. Los nticleos Dorsal del rafe e incertus muestran un marcaje que podria
relacionarlos con el grado de actividad motora y exploracién previa al aprendizaje.
El resto de nucleos (PL, LC, SuM, MnR) muestran diferencias en activacion
probablemente no relacionadas con el momento de adquisicién del miedo condi-
cionadoalasenal, sinomdsbien conel procesamientode larespuestaincondicionada.
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P170. IMPLICACION DEL NUCLEO INCERTUS EN EL RITMO
THETA HIPOCAMPICO EN LA RATA

A. CERVERA-FERRI?, V. TERUEL?, A. PEREZ-VILLALBA®, A. RUIZ-
TORNER*, F. E. OLUCHA-BORDONAU*, A. NUNEZ®

A DEPARTAMENTO ANATOMIA Y EMBRIOLOGIA HUMANA.® DEPARTAMENTOANATO-
MIAYEMBRIOLOGIA. FACULTAD DE. MEDICINA, UNIVERSIDAD VALENCIA. VALENCIA.
€ DEPARTAMENTO MORFOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA, UNIVERSIDAD AUTONO-
MADEMADRID. MADRID, ESPANA

Elobjetivodel presente estudio es probar la posible implicacion del nicleo incertus
(NI) enlarutamultisindptica generadora y/o moduladora del ritmo theta hipocdm-
pico. Actualmente, se postulacomo generador del ritmo theta al nicleo reticularis
pontis oralis (RPO) y al complejo septum medial-banda diagonal (SM/BD) como
marcapasos del ritmo. Sin embargo, no existe una conexion directa entre ambos.
ElNIproyectaal SM/BDy aotras estructuras implicadas: nicleo supramamilary
nicleo del rafe mediano. Para el estudio anatémico, se realizaron inyecciones de
trazadores anterogrados (BDA, BDA-fluoresceina, Minirruby) en RPOy retrégrados
(Fluorogold, CTB)en SM/BDy Nlderata. Se observaron, en NI, fibras procedentes
de RPO, que muestran aspecto de terminales, sobre neuronas retrogradamente
marcadas. Pudo verificarse asi la existencia de proyecciones desde RPO hasta NI
ydeésteal SM/BD. Registros electrofisiol6gicos unitarios de neuronas del NI, en
ratas anestesiadas con uretano, muestran correlacién en sus disparos con laaparicién
deondaslentas (3-6 Hz)en el EEG hipocdmpico, provocadas bien por estimulacion
eléctricadel RPO bien por estimulacion sensorial. La estimulacién eléctrica del NI
provocé también un aumento en dicho rango de frecuencias. Tras la supresién de
la actividad del NI, por lesién o inhibicién quimica (inyeccion de muscimol), se
observé una disminucién significativa de ritmo theta generado por estimulacién
eléctrica del RPO, pero no por estimulacién sensorial. El conjunto de resultados
demuestra la implicacién del NI en la generacién o modulacién del ritmo theta
hipocdmpico originado por estimulacién del RPO.

P171. DISMINUCION DE LA NEUROGENESIS ADULTA HIPO-
CAMPAL EN AUSENCIA DEL RECEPTOR DEL ACIDO LISO-
FOSFATIDICO LPA1

E. MATAS RICO*, P. FERNANDEZ-LLEBREZ ZAYAS®, E. GIL LARA®, P.
FERNANDEZ-LLEBREZC, F. RODRIGUEZ DE FONSECA®, G. ESTIVILL
TORRUS ®

A UNIDAD DEINVESTIGACION. FUNDACION IMABIS. MALAGA. ® UNIDAD DEINVESTI-
GACION. FUNDACION IMABIS. MALAGA. ¢ DEPT. BIOLOGIA CELULAR, GENETICA Y
FISIOLOGIA; FACULTAD DE CIENCIAS. UNIVERSIDAD DEMALAGA. MALAGA, ESPANA

El 4cido lisofosfatidico (LPA) es un fosfolipido que actia como mensajero
intercelular a través de receptores especificos (IpA1-4) acoplados a proteina-G. Sin
embargo, alin no se conoce totalmente el significado de sus mecanismos de
sefializacién en el sistema nervioso. El primer gen identificado parael receptor de
LPA,IpA1l, seexpresaintensamente durante el desarrollo de la corteza cerebral en
las regiones proliferativas. El LPA induce cambios en neuroblastos y aumenta la
actividad en neuronas hipocampales, sugiriendo funciones en procesos cognitivos.
Se ha sugerido una relacién entre dicha via de sefializacion y los procesos de
neurogénesis, especialmente aquellos asociados al aprendizaje y memoria, siendo,
enesalineaenlaque se encuentran enfocados nuestros estudios. Como metodologia,
se han utilizado ratones carentes de dicho receptor, disponibles en nuestro
laboratorio, y que, actualmente, nos han permitido demostrar también laimplicacién
de dicha via de sefializacion en la neurogénesis cortical embrionaria. Mediante el
uso de marcaje con BrdU (100 microg/g peso; 1 dosis/dfa, cuatro dias; 3 cada 2h
el dltimo dia) y sometiendo a los animales a situacion de aislamiento y de
enriquecimiento ambiental, , se analiz6 ladiferente respuesta de génesis neuronal
quetiene lugar en ausenciadel receptor de LPA, IpA 1. Los resultados demuestran
quelaausenciade dichoreceptor impide unarespuesta neurogénica adecuadaenel
girodentado. Paralelamente se harealizado caracterizaciéon inmunocitoquimicay
estudios de estereologia para el andlisis poblacional del hipocampo.
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P172. EFECTOS DEL CONDICIONAMIENTO CLASICO DEL
REFLEJO PALPEBRAL SOBRE LA EXPRESION EN EL HIPO-
CAMPO DE LAS MOLECULAS DE ADHESION CELULAR NCAM
Y L1

L. IMENEZ- DIAZ*, A. 1. HERRERO®, C. VENERO®, K. CAMBON®, K.
TOUYAROT?®, J. M. DELGADO-GARCIA€, C. SANDI®

4 CENTRO REGIONALINVESTIGACIONES BIOMEDICAS - FACULTAD MEDICINA. UNI-
VERSIDAD CASTILLA LA-MANCHA. ALBACETE.® DEPARTAMENTO PSICOBIOLOGIA.
UNED. MADRID. € DIVISION NEUROCIENCIAS. UNIVERSIDAD PABLO DE OLAVIDE.
SEVILLA.” LABORATORY OF BEHAVIORAL GENETICS. BRAINAND MIND INSTITUTE.
LAUSANNE, SUIZA

En este estudio se evalud si el condicionamiento clésico del parpadeo modula la
expresion, en el hipocampo, de las moléculasNCAM, PSA-NCAMy L1, un grupo
demoléculas de adhesién celular (CAM) queregulan las interacciones célula-célula
ysehanrelacionado con procesos de plasticidad sindptica. Ademas, se estudid si esta
regulacién se correlaciona con el grado de aprendizaje alcanzado. Los animales se
implantaron (parpado derecho) con electrodos: de registro electromiogréificoen el
musculoorbicular, y de estimulacion en el nervio supraorbitario para suministrarlos
estimulos condicionado e incondicionado. Las ratas (n = 57) se dividieron en tres
grupos: a) condicionado (n = 26), b) pseudocondicionado (n = 18), y ¢) control (n
=13). Un tercio de los animales de cada grupo se sacrificé 12 h despuésde 1,3 o
6sesiones de entrenamiento. Los niveles delas CAM, se midieron en sinaptosomas
crudosdehipocampo completo (derechoeizquierdo) mediante ELISA. Losresultados
mostraron que en los animales entrenados durante una sesion, laexpresionde L1y
PSA-NCAM aumentd significativamente en el hipocampo contralateral (izquierdo)
respecto tanto al hipocampo homolateral de este grupo, como alos dos hipocampos
delos controles (pseudocondicionados y contexto). Estadiferenciainterhemisférica
disminuy®d tras 3 sesiones y desaparecié después de 6. En las sesiones 1y 3 de
entrenamiento, los niveles de NCAM en los animales condicionados no variaron ni
entre hemisferios nirespectoalos grupos control, peroen lasexta sesion aumentaron
bilateralmente. Estos resultados sugieren que las CAM juegan un papel en la
remodelacién sindpticaen el hipocampo durante el aprendizaje asociativo.

P173. ESTUDIO FISIOLOGICO Y CONDUCTUAL DE ANSIEDAD
Y PANICO EN RATONES TS65DN MACHOS Y HEMBRAS, UN
MODELO DE SINDROME DE DOWN

N. RUEDA REVILLA %, J. FLOREZ BELEDO®, C. MARTINEZ-CUE PESINI®
* DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA Y FARMACOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA, UNI-
VERSIDAD DE CANTABRIA. SANTANDER.* DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA Y FARMA-
COLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA. SANTANDER, ESPANA

El ratén Ts65Dn (TS), el modelo animal mas utilizado de sindrome de Down, es
trisémico para un segmento del cromosoma 16 homdlogo a la region critica de
sindrome de Down (SD) del cromosoma 21 humano. Este ratén presenta muchas
delas caracteristicas fenotipicas de las personas con SD tales como alteraciones en
laneuromorfologia, neuroquimica, electrofisiologiay alteraciones conductuales y
cognitivas. Lahiperactividad es unacaracteristica frecuentemente descritaen el raton
TS en situaciones que provocan ansiedad como las pruebas de campo abierto y el
laberinto elevado en cruz. Aunque esta hiperactividad podria ser considerada como
unareducciéndelaansiedad, amenudo hasido interpretada como consecuenciade
faltade inhibicién conductual. Este trabajo analiz6 distintos componentes conduc-
tuales y bioquimicos de ansiedad y de panico en machos y hembras TS. Para ello
se evaluaron pardmetros bioquimicos y respuestas conductuales a un predador en
labaterfade tests de defensa de raton, un paradigma validado para analizar ansiedad
y panico en ratones cuando son confrontados con una amenaza natural como un
predador: larata. Se evalud lahuida, la valoracién deriesgo, conductas de ataque/
amenazadefensivas, e intentos de escape durante y después dela confrontacién con
unarata. Lashembras TS presentaron mayores niveles de corticosteronay mostraron
unincremento en las conductas defensivas que los machos, lo que indica mayores
niveles de ansiedad. Estos resultados ponen de manifiesto lanecesidad de considerar
el sexo como un factor importante en la evaluacion conductual del raton Ts65Dn.
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P174. RESCUE OF AMPHETAMINE-INDUCED COGNITIVE
DEFICITS AND IP3 LEVELS BY DOPAMINE D1 RECEPTOR
BLOCKADE IN THE PREFRONTAL CORTEX OF NONHUMAN
PRIMATE MODEL OF SCHIZOPHRENIA

F. JOSE CARBALLO*, S. CASTNER®

A CENTRO DE INVESTIGACIONES MEDICOSANITARIAS. FACULTAD DE MEDICINA,
UNIVERSIDAD DEMALAGA. MALAGA.® DEPARTMENT OF PSYCHIATRY. YALE UNIVER-
SITY OF MEDICALCENTER. NEW HAVEN, ESTADOS UNIDOS

FINANCIACION: MCYT (BFI2003-03464) Y PROGRAMA RAMON Y CAJAL

Although the behavioral and pharmacological consequences of amphetamine
(AMPH) have been extensively interrogated in rodents, nonhuman primates and
humans, understanding of the long-term consequences of repeated stimulant
exposure on cognition and neural signaling, particularly in cortical areas, is limited.
Inaddition to addictive, AMPH is long been known to induce psychotic reactions
such as loss in working memory in normal individuals and exacerbate these
symptoms in patients with schizophrenia. With the use of AMPH-sensitized
nonhuman primate model of cognitive dysfunction relevant to both schizophrenia
and substance abuse, we found that spatial working memory impairments induced
by AMPH sensitization were associated with a reduction in inositol triphosphate
(IP3)signaling in prefrontal cortex. Following chronic treatment with the selective
D1 antagonist, SCH-39166, spatial working memory performance and IP3 signaling
wererestored coincident with a marked up-regulation of dopamine D1 receptors. We
positthat these effects are manifestations of D1-mediated regulation of excitatory
transmission in local cortical networks. These findings link IP3 signaling to
cognitive performance and tothe D1 receptorin the cerebral cortex of aprimate model
of human cognition. It is concluded that regulation of IP3 signaling in prefrontal
cortex is an important biological correlate of cognitive impairment and recovery.

P175. EL INTERVALO INTERESTIMULAR EN EL APRENDIZAJE
AVERSIVO GUSTATIVO: EFECTOS SOBRE EL NUCLEO DEL
TRACTO SOLITARIO

C.MEDIAVILLA GARCIA *, A.BERNALBENITEZ®, A. PUERTO SALGADO ¢
* DEPARTAMENTO PSICOLOGIA EXPERIMENTAL Y FISIOLOGIA DEL COMPORTAMIEN-
TO.° DEPARTAMENTO PSICOLOGIA EXPERIMENTALY FISIOLOGIA DELCOMPORTA-
MIENTO. FACULTAD DE PSICOLOGIA. UNIVERSIDAD DE GRANADA. GRANADA.
? DEPARTAMENTO DE PSICOLOGIA. AREA DEPSICOBIOLOGIA. FACULTAD DEHUMA-
NIDADES. UNIVERSIDAD DEJAEN. JAEN, ESPANA

Elaprendizaje aversivo gustativo (AAG) se manifiesta en la tendencia arechazar
estimulos gusto-olfatorios asociados amalestar visceral. Este aprendizaje puede ser
inducidoatravés de modelos concurrentes o secuenciales que implican procedimien-
tos diferentes, sobre todo en el intervalo interestimular utilizado. Con el objetivo
dedestacarlarelevanciade esta caracteristica procedimental, se han examinado en
el Nicleo del Tracto Solitario (NTS) los correlatos neurales del aprendizaje en
contigiiidad y endemoraestimular utilizando 20 ratas Wistar que fueron distribuidas
entre los grupos experimental y control en ambas modalidades de aprendizaje.
Durante el proceso de aprendizaje, laingestadel estimulo gustativoeraasociadacon
laadministraciénintragéstricade CINahiperténico (Grupos Experimentales) o suero
fisiologico (Grupos Controles). Una vez establecido el aprendizaje, en unasesion
posterior se ofrece a todos los animales el estimulo gustativo y, transcurridas dos
horas, sonsacrificados y sus cerebros extraidos para el procesamiento inmunohis-
tolégico de c-Fos. Los datos comportamentales muestran que los grupos experimen-
tales reducen significativamente la ingesta del estimulo gustativo alo largo de las
sesiones sinque se observendiferencias entre ambos grupos. Sinembargo, el examen
delainmunorreactividad aFos demuestra diferencias significativasen el NTS, que
aparece densamente marcadoséloenel grupoexperimental con contigiiidad estimular.
Este estudio permite disociar, ahora mediante técnicas de registro de la actividad
cerebral, entre las bases neuroanatémicas de las distintas modalidades de AAG,
apoyandolaexistenciadediferentes sistemas neurobioldgicos paraaprender y recordar.

P176. LA DIETA DE AYUNO INTERMITENTE POTENCIA EL
APRENDIZAJE A TRAVES DE MECANISMOS DEPENDIENTES
DE LA SUBUNIDAD 2B DEL RECEPTOR DE NMDA

A. FONTAN LOZANO, M. DE LOS SANTOS-ARTEAGA, JL. SAEZ-CASSA-
NELLI, SA. SIERRA-DOMINGUEZ, MC. INDA, J.M. DELGADO-GARCIA,
AM. CARRION-RODRIGUEZ

DIVISION DENEUROCIENCIAS. UNIVERSIDAD PABLO DE OLAVIDE. SEVILLA, ESPANA

Ladietade ayuno intermitente (DAI) produce un incremento en laesperanza de
vidade de diferentes especies de animales usados enlainvestigacion biomédica.
Ademds, la DAI reduce significativamente la incidencia de enfermedades
provocadas por el envejecimiento como son el cancer, las enfermedades cardio-
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vasculares, las deficiencias en el sistema inmune asi como las enfermedades
neurodegenerativas. Estos efectos beneficiosos parecen ser el resultado de una
respuestaneurondocrina, que incluyen el aumentode BDNFy el IGF-1. Ennuestro
estudio, ratones de entre 9-12 meses de edad sometidos a DAI muestran una
facilitacion en el aprendizaje de nuevas tareas cuando se les compara con sus
controles con dieta ad libitum (AL). Para profundizar en las bases celulares y
moleculares de este efecto de la DAI se analizé la expresion de las distintas
subunidades del receptor de NMDA en distintas dreas cerebrales de animales
sometidosaDAIoAL.Por RT-PCR e inmunohistoquimica, se detecto un aumento
de la expresién de la subunidad 2B del NMDA-R (NR2B) en hipocampos,
concretamente en lacapa CA1, de animales sometidos a DAI conrespecto alos
animales controles. Ademds, lainhibicion selectiva de la subunidad NR2B, con
R025-6981, restauro lamejora del aprendizaje de los animales sometidos a DAL,
volviéndolasimilaraladelos animales controles. Estos resultados muestran que
laDAlretrasalapérdidadelas funciones cognitivas que produce el envejecimiento
en ratones a través del aumento de la subunidad NR2B.

P177.PAPEL DEL RECEPTOR D1 EN EL APRENDIZAJE ESPACIAL
Y EN LA POTENCIACION SINAPTICA DURADERA
N.GRANADOMARTINEZ*,0.ORTIZSANCHEZ *, 1. RODRIGUEZMARTIN #,
L. M. SUAREZ GONZALEZ?, J. M. SOLIS TORRALBA®, R. MORATALLA
VILLALBA*

APLASTICIDAD NEURAL. INSTITUTO CAJAL, CSIC. MADRID. ® NEUROBIOLOGIA-IN-
VESTIGACION. HOSPITALRAMON Y CAJAL. MADRID, ESPANA

La dopamina es un neurotransmisor que se une a cinco tipos de receptores
dopaminérgicos, divididos farmacolégicamente en dos grandes familias, 1a familia
D1 (D1yDS5)ylaD2(D2,D3y D4). La dopamina juega un papel importante en
procesos de aprendizaje y memoria, sin embargo, se desconoce el papel que juega
cadaunodeestos receptores en los distintos aspectos del aprendizaje y lamemoria,
asi como los mecanismos moleculares que subyacen al proceso cognitivo. Para
estudiar el papel del receptor dopaminérgico D1 enlamemoriay enel aprendizaje
espacial, utilizamos el laberinto acudtico de Morris y la potenciacién sindptica
duradera (LTP) sobrerodajas de hipocampo en animales genéticamente modificados
paralainactivaciondel receptor D1 (D1-KO)en comparacién con animales salvajes
delamismacamada (WT). Los animales D1-KO presentan déficiten el aprendizaje
espacial en el laberinto acudtico de Morris que no aparece en los ratones salvajes.
En la regiéon CA1 del hipocampo, los D1-KO no muestran alteraciones en la
transmision sindptica basal ni en el fendmeno de facilitacién sindptica inducida
mediante pares de pulsos homosindpticos. Sin embargo, la magnitud de las fases
tempranay tardia de laLTP enlos animales D1-KO es inferior ala obtenida en los
individuos WT. Nuestros resultados indican que el receptor D1 es critico para el
aprendizaje y la consolidacion de lamemoria espacial y parala plasticidad neural
involucrada en el mantenimiento de la actividad sindptica a largo plazo. .

P178. LA INTERFERENCIA SENSORIAL DE LAS NEURONAS DE
LA CORTEZA SOMATOSENSORIAL PRIMARIA DE LA RATA ES
MODULADA COLINERGICAMENTE DESDE EL PROSENCEFA-
LO BASAL

A. ALENDA, A. NUNEZ MOLINA

DEPARTAMENTO DEANATOMIA, HISTOLOGIAYNEUROCIENCIA. FACULTAD DEMEDI-
CINA. UNIVERSIDAD AUTONOMA DEMADRID. MADRID, ESPANA

FINANCIACION: MCYT (BFI2003-00809)

Paraestudiarlos mecanismos basicos de lainteraccién sensorial enlacorteza cerebral,
serealizaron 249 registros extracelulares enla corteza somatosensorial primaria (SI)
enratas anestesiadas con pentobarbital. Se utilizaron estimulos tdctiles en su campo
receptivo (situado enla pata trasera) usando un émbolo accionado mecanicamente
(estimulo test). La respuesta de las neuronas de ST al estimulo test disminuyé al
aplicar simultdneamente otro estimulo tactil fueradel camporeceptivo, tanto enel
miembroipsilateral como en el contralateral (‘distraccion’ ipsiy contralateral). La
disminucién de la respuesta neuronal bajo estas condiciones fue denominada
‘interferenciasensorial’. Lainterferenciasensorial se observéenel 66%yenel 61%
delasneuronasregistradas (distracciénipsilateral y contralateral respectivamente).
Tras seccionar el cuerpo calloso, el 59% de las neuronas mostrd distraccién
contralateral, sugiriendo que las conexiones corticocorticales no son cruciales para
generar interferencia sensorial. Se inyectd bilateralmente IgG-saporina (0,25 mg/
mL; 1 mL) en el prosencéfalo basal para lesionar especificamente las neuronas
colinérgicas que proyectan ala corteza cerebral. En estos animales s6lo se observé
distraccionipsilateral enel51% delas neuronas y distraccién contralateral enel 32%
delas neuronas, indicando que las aferentes colinérgicas desde el prosencéfalo basal
estanimplicadasenla generaciondelainterferenciasensorial. Nuestros resultados
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indican quelainterferenciasensorial en SItiene unainfluenciacolinérgica, que quizds
se pueda extrapolar a procesos atencionales puesto que se aumenta la eficacia del
procesamiento sensorial.

MOTIVACION Y EMOCION

P179. COMUNICACION INTRAESPECIFICA EN HEMBRAS DE
RATON: PROPIEDADES REFORZANTES DE LAS FEROMONAS
SEXUALES

J. MARTINEZ RICOS *, M. AGUSTIN PAVON®, E. LANUZA NAVARRO®,
F. MARTINEZ GARCIAP

A DEPARTAMENTOBIOLOGIA FUNCIONALY ANTROPOLOGIA FISICA. FACULTAD DE
BIOLOGIA. UNIVERSITAT DE VALENCIA. BURJASSOT (VALENCIA).® DEPARTAMENTO
DEBIOLOGIA FUNCIONALYANTROPOLOGIA FISICA. FACULTAD DEBIOLOGIA, UNI-
VERSITATDEVALENCIA. BURJASSOT (VALENCIA).  DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
CELULAR.” DEPARTAMENTO BIOLOGIA FUNCIONALYANTROPOLOGIA FISICA. FA-
CULTAD DEBIOLOGIA, UNIVERSITAT DEVALENCIA. BURJASSOT. VALENCIA, ESPANA
FINANCIACION: MEC/FONDOS FEDER (BFU2004-04272/BFI)

Los roedores reconocen género y estatus social de sus conespecificos mediante
estimulos quimicos. Cuando pueden escoger entre virutalimpiay viruta previamente
utilizada por conespecificos (hembras de sucamada, hembras de diferente camada,
machos o machos castrados), las hembras de ratén exploran mas intensamente ésta
ultima (Experimento 1). Este comportamiento podriaestar indicando propiedades
reforzantes de las feromonas alli contenidas, sobretodo de las sexuales, pues las
hembras exploran mds intensamente la viruta de macho que la de hembra cuando
pueden elegirentre ambas en un mismo test. Comprobamos esta hipétesis mediante
el paradigmade place preference (Experimento2),empleando tres grupos dehembras
que tenian acceso ados recipientes: virutalimpiaenunlado de lacajaexperimental
y en el otro viruta de hembra, de macho o de macho castrado, respectivamente.
Después del test control (viruta limpia en ambos recipientes, C/C), las hembras
fueron expuestas a viruta con feromonas (cuatro exposiciones). Posteriormente,
testamos la preferencia por el lugar donde las feromonas habian sido localizadas,
mediante otro test C/C (test de place preference). Analizamos la extincion de este
aprendizaje los dfas siguientes (Experimento 3). Los andlisis estadisticos demos-
traron que las feromonas de macho son atractivas e inducen place preference. Dicho
aprendizaje se extingue rdpidamente. Sinembargo, ni las feromonas de hembra (muy
atractivas) nilas de macho castradolo generan. Laintensaexploracién de la viruta
de hembra se tratarfa de un comportamiento de countermarking que como otros
comportamientos agonisticos no parece reforzante.

P180. ;LA ATRACCION INNATA DE LAS FEROMONAS
SEXUALES DEPENDE DE LA DOPAMINA? EFECTO DE LESIONES
DEL AREA VENTRAL TEGMENTAL

J. MARTINEZ-HERNANDEZ*, E. LANUZA NAVARRO®, F. MARTINEZ-
GARCIA*

A DEPT. BIOLOGIA FUNCIONAL.* DEPT. BIOLOGIA CELULAR. UNIVERSITATDE VALEN-
CIA. BURJASSOT. VALENCIA, ESPANA

FINANCIACION: MEC Y FEDER (BFU2004-04272)

Dado que las feromonas sexuales son estimulos reforzantes, nos planteamos si
su valor atractivo, como el de otros estimulos apetitivos, depende de la via
dopaminérgicategmento-estriatal, cldsicamente asociada con el refuerzo. Paraello
utilizamos hembras de raton sin experiencia con estimulos quimicos de machos
adultos, que sometimos ainyecciones de 6-OHDA, neurotdxico exclusivo para
neuronas dopaminérgicas, en el drea ventral tegmental (grupo lesionado: n=16)
oainyecciones de vehiculo (grupo control: n=8). Los animales fueron sometidos
atests de movilidad, de preferenciade feromonas y de preferenciade sacarosa. Los
animales con deficiencias motoras fueron eliminados. Como esperdbamos, el
grupo control mostré preferencia por ambos estimulos reforzantes. Por el
contrario, el grupo lesionado mostré una clara reduccién de la preferencia por
sacarosa (F1,12=5,93; p <0,05), mientras que la preferencia por feromonas de
macho fue similar a la del grupo control (F1,12 = 0,36; p > 0,5). As{ pues la
atraccién innata por feromonas sexuales no depende del sistema dopaminérgico
tegmento-estriatal, mientras la preferencia por sacarosa si parece dopamina-
dependiente. Esto puede indicar que diferentes estimulos (gustativo/vomeronasal)
usan diferentes sistemas neurales del refuerzo. Alternativamente, nuestros resul-
tados indicarfan un papel de la dopamina en la asociacion refuerzo-estimulos
relacionados, que se darfaen el test de preferencia de sacarosa (48 horas durante
las que el animal aprende a asociar el sabor dulce con la botella que lo contiene)
y no en el de feromonas (test de 5 minutos).
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P181. SUSTRATO ANATOMICO DEL CONTROL AMIGDALINO
DE LAS RESPUESTAS DE MIEDO/ANSIEDAD Y REFUERZO/
ATRACCION

A. NOVEJARQUE GADEA A E. LANUZA NAVARRO®, F. MARTINEZ
GARCIA €

A DPT. BIOLOGIA FUNCIONALIANTROPLOGIA FISICA. FACULTAD DECC. BIOLOG[Q UES
/UNIVERSIDAD DE VALENCIA. BURJASSOT. VALENCIA.® DPT. BIOLOGIA CEL.LULAR.
€ DPT. BIOLOGIA FUNCIONALIANTROPOLOGIA FISICA. FACULTAD DECC. BIOLOGI-
QUES/UNIVERSIDAD VALENCIA. BURJASSOT. VALENCIA, ESPANA

Laamigdalamodula, entre otras, dos tipos de respuestas antagénicas: laexpresion
de miedo/ansiedad, mediante sus proyecciones sobre laamigdala central extendida
(CEA)yelrefuerzo/atraccion, mediante sus proyecciones sobre el nicleo accumbens
(Acb). Para estudiar 1a base anatomica de estas respuestas trazamos retrograda y
anterégradamente las proyecciones amigdalinas ala CEA (amigdala central, Ce;
nicleo delastria terminalis, BST) y el Acb. Los resultados revelaron que el nicleo
basal (B), basal accesorio (AB) y (en menor medida) la transicién amigdalohipo-
campica (AHA) proyectan masivamente al continuo CEA-Acb. Porel contrario, el
nucleo lateral, drea anterior amigdalina, cortex amigdalino y la transicién amigda-
lopiriforme proyectan a la CEA y, en menor medida, al Acb. La transicién
corticoamigdalinay laamigdala medial proyectan solamente alaCEA. Ademaésel
BST presentaconexiones reciprocas conel Acb y laCe (no conectados entre si). Asi
pues, los centros amigdalinos que controlan ambas respuestas emocionales
(mediante sus proyecciones alos dos polos antagénicos del estriado ventral, CEA-
Acb)estan segregados, aunque el BST podriacoordinar ambos sistemas funcionales.
Todas las estructuras amigdalinas podrian dar lugar arespuestas de miedo/ansiedad,
pero sélo algunas (B/AB/AHA y BST) podrian mediar respuestas de refuerzo/
atraccion. Los estimulos con valor bioldgico innato pueden generar respuestas de
miedo/ansiedad orefuerzo/atraccién através de proyecciones sobreel continuo CEA-
Acb. Ademds, vias indirectas a la amigdala basolateral permiten asociar estos
estimulos con cualquier otro, generando asirespuestas condicionadas (aprendidas)
mediante las proyecciones de la amigdala basolateral al continuo CEA-Acb.
Financiado por el MEC/FEDER (BFU2004-04272/BFI).
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P182. DIMORFISMO SEXUAL EN EL TAMANO DEL CEREBRO
Y DE LOS BULBOS OLFATIVOS DE LA LAGARTIJA IBERICA
(PODARCIS HISPANICA)

C. SAMPEDRO SIGALAT#, E. FONT BISIER ®, E. DESFILIS BARCELO®,
J. M. GARCIA VERDUGO®

A INST. CAVANILLES BIODIVERS. Y BIOL. EVOL. (UNIVERSIDAD VALENCIA). PATERNA
(VALENCIA).® - INSTITUTO CAVANILLES BBE. PATERNA (VALENCIA), ESPANA

Losreptiles han sido utilizados como modelos parael estudio del dimorfismo sexual.
Por regla general, los machos tienen cuerpos de mayores dimensiones que las
hembras, coloraciones mds vistosas y cabezas mds grandes. Sinembargo, adiferencia
de otros grupos de vertebrados, se conoce poco sobre la existencia de dimorfismo
sexual enel cerebro delosreptiles. Eneste trabajo estudiamos el dimorfismo sexual
en el tamafio del cerebro y de los bulbos olfativos en la lagartija ibérica Podarcis
hispanica. Capturamos 50 machos y 50 hembras en los que tomamos distintas
medidas delas dimensiones del cerebroy delos bulbos olfativos. Dado que el tamafio
del cerebro aumenta con el tamailo corporal y el tamafio de la cabeza, tuvimos en
cuenta estos parametros en las comparaciones entre sexos (ANCOVA). Nuestros
resultados indican que los machos poseen cerebros y bulbos olfativos més grandes
que los de hembras del mismo tamatfio corporal; sin embargo, estas diferencias no
se observan si comparamos ejemplares con cabezas del mismo tamafio. Estos
resultados nos conducen a dos explicaciones posibles: i) el dimorfismo sexual en
eltamario del cerebro y los bulbos olfativos es consecuenciade un efecto de escala
morfogenético ligado al dimorfismo sexual en el tamafio de la cabeza; ii) existen
presionesde selecciéndivergentes que conducen aundimorfismo sexual enel tamafio
del cerebroy delos bulbos olfativos, el cual determinaria las diferencias en el tamafio
delacabeza.
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P183. BEHAVIOURAL PROFILE OF CL 218872 IN AGONISTIC
ENCOUNTERS BETWEEN MALE MICE

E. BURON, L. ARANDA, M. MARTIN Y J.F. NAVARRO
DEPARTAMENTO DE PSICOBIOLOGIA Y METODOLOGIA. FACULTAD DE PSICOLOGIA.
UNIVERSIDAD DEMALAGA. MALAGA, ESPANA

Objective. GABA-A receptoris atransmembrane hetero-oligomeric protein which
consists of five subunits, the combination of which confers unique pharmacological
properties to the receptor. Itis well-known that the GAB Aergic systemis involved
in the modulation of aggression. Recent studies have suggested a possible
implication of alpha5 and alphal/GABA-A receptors in the regulation of aggressive
behaviour[1,2]. Inthis study, we examined the effect of CL 218872 (1.25,2.5,3.75
and 5 mg/kg, ip), abenzodiazepine partial agonist displaying selectivity foralphal
subunit-containing GABA-A receptors, on agonistic behaviour elicited by isolation
inmale mice. Methodology. Animals were randomly allocated to one vehicle group
receiving physiological saline (90%) plus DMSO (10%) and four experimental
groups receiving CL.218872. Ten min of diadic interactions were staged between
a singly housed and an anosmic mouse in a neutral area. These encounters were
videotaped, allowing us to estimate the accumulated time which subjects allocated
totenbroad behavioural categories. Besides other behaviours, the aggressive (threat
and attack) and motor behaviours were evaluated 30 min after injection using an
ethologically based analysis. As statistical analysis, nonparametric Kruskal-Wallis
and Mann-Whitney U tests were used. Results and conclusion. CL 218872 (3.75
and 5 mg/kg) produced asignificantincrease of threatbehaviours, as compared with
the control group (p<0.05). These findings indicate that alphal/GABA-A receptors
may be involved in the modulation of aggression. [ 1] Martin M, Navarro JF, Aggr
Behav 2002; 28: 416-25. [2] Navarro JF, Buron E, Martin M, Aggr Behav 2004;
30:319-25.
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P184. EXPRESION DE CFOS EN EL ESTRIADO TRAS LA ESTI-
MULACION QUIMICA DEL HIPOCAMPO VENTRAL DE LA
RATA: PAPEL DE LOS RECEPTORES DOPAMINERGICOS DEL
HIPOCAMPO

T.ZORNOZA SABINA*, M. J. CANO CEBRIAN*, F. MARTINEZ GARCIAP®,
A. POLACHE VENGUTES, L. GRANERO MACIA*

A DEP. FARMACIA YTECNOLOGIA FARMACEUTICA.? BIOLOGIA FUNCIONALYANTRO-
POLOGIA FISICA. UNIVERSIDAD DE VALENCIA. BURJASSOT. “ DEP. FARMACIA YTEC-
NOLOGIA FARMACEUTICA. UNIVERSITAT DE VALENCIA. BURJASSOT. VALENCIA,
ESPANA

Trabajos recientes indican que los receptores dopaminérgicos ubicados en el
hipocampo ventral (VH) pueden modular las respuestas neuroquimicas y compor-
tamentales inducidas porla estimulacion quimica (mediante el empleo de n-metil-
D-aspartato (NMDA)) del VHen larata. Enel presente trabajo se analiza, mediante
técnicas inmunohistoquimicas, lacapacidad moduladorade los receptores D1/D5
yD2ubicados en VH sobre laexpresion inducida porel NMDA de la proteina cFos
entresregiones diferentes del estriado: niicleo accumbens (NAc) enlas subregiones
shell (NAcs)y core (NAcc), asi como en lazonadorsal del estriado (CPu) delarata.
EINMDA (50 mM) se administré mediante retrodidlisis en VH en ausencia o en
presenciade SCH 23390 (100 uM 0 250 uM) o de raclopride (100 uM 0 250 uM).
EINMDA indujounincrementorobustoy significativo (25-30 veces) enlaexpresién
de cFos en NAcs tanto en el hemisferio ipsilateral a la estimulacién, como en el
contralateral. Los incrementos detectados en NAcc y CPu (en torno a5 veces) no
fueronsignificativos. Lacoperfusion de SCH 23390 (ambas concentraciones) redujo
précticamente alamitad (entre40-60%) laexpresion de cFos en NAcs. Elraclopride,
sin embargo, fue incapaz de atenuar su expresion. Nuestros resultados confirman
quelosreceptores D1 ejercenunaaccién potenciadoraténicaanivel delosreceptores
NMDA del VH; subloqueo mediante antagonistas selectivos es capaz de modular
las respuestas bioldgicas, neuroquimicas y comportamentales derivadas de la
estimulacién de los receptores NMDA del VH.
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P185. EL BLOQUEO SELECTIVO DE LOS RECEPTORES DOPA-
MINERGICOS PRODUCE DESCENSOS INTRA-SESION EN LA
AUTOESTIMULACION DE LA CORTEZA PREFRONTAL

R. MONTES RAMIREZ*, E.H. CHAATOUF ®, . TOVAR MARTIN®, J.M.
GARCIA LEIVAS, .M. RODRIGUEZ FERRER*

A INSTITUTO DENEUROCIENCIAS Y DEPARTAMENTO DEFISIOLOGIA.” DEPARTAMENTO
DEFISIOLOGIA. ¢ INSTITUTO DENEUROCIENCIAS. UNIVERSIDAD DE GRANADA. GRA-
NADA, ESPANA

Laadministracién aguda de antipsicéticos con potente accion antagonista sobre los
receptores dopaminérgicos D2 0 D1/D2, induce de forma caracteristicadescensos
intra-sesion en conductas operantes, incluidala autoestimulacion (ICS) obtenidaen
lacorteza prefrontal medial (CPFm). Con el objeto de dilucidar la participacion de
estos receptores dopaminérgicos en el efecto intra-sesién producido por los
antipsicéticos enestaconducta, se estudié el patrén temporal de laICS enla CPFm
tras la administracién sistémica de SCH 23390 y de sulpiride, antagonistas
selectivos delosreceptores D1y D2, respectivamente. Se implantaron electrodos
monopolares en la CPFm de ratas Wistar. Tras finalizar el proceso de aprendizaje,
se llevaron a cabo sesiones experimentales de 15 min, donde se midi6 la tasa de
autoestimulacion en 5 periodos consecutivos de 3 min. Todas las dosis de SCH
23390 estudiadas (0,02, 0,04,0,08 y 0,16 mg/kg i.p.) produjeron descensos intra-
sesion significativos, asi como las dos dosis mayores de sulpiride (50y 75 mg/kg
i.p.). Estos resultados muestran por primera vez que el bloqueo selectivo de
receptores dopaminérgicos D1 0 D2 produce descensos intra-sesionenlaICS dela
CPFm y que ambos subtipos de receptores dopaminérgicos estan implicados en
dichoefecto. Porotraparte, los presentes resultados sugieren que los descensos intra-
sesion en la ICS de la CPFm descritos previamente con farmacos antipsicéticos,
puedendeberse, almenos en parte, a su capacidad de antagonismo de los receptores
dopaminérgicos D1 y/o D2.

P186. IMPLICACION DEL RECEPTOR DEL ACIDO LISOFOSFA-
TIDICO LPA1. EN LA INDUCCION DEL DOLOR

C. PEDRAZA BENITEZ*, L. SANTIN®, I. DEL ARCO®, J. CHUNP, F.
RODRIGUEZ DE FONSECA €, G. ESTIVILL TORRUS ©

A DEPT. DE PSICOBIOLOGIA Y METODOLOGIA DE CC.* DEPT. DE PSICOBIOLOGIA Y
METODOLOGIA DELAS CC. FACULTAD DE PSICOLOGIA, UNIVERSIDAD DEMALAGA.
MALAGA. © UNIDAD DEINVESTIGACION. FUNDACIONIMABIS. MALAGA, ESPANA.P DEPT.
MOLECULAR BIOLOGY. THE SCRIPPS RESEARCH INSTITUTE. LA JOLLA, ESTADOS
UNIDOS

El 4cido lisofosfatidico (LPA) es un fosfolipido de sefalizacion a través de
receptores especificos (LPA 1-3) unidos a proteinas-G. La delecién del receptor
LPA1hademostrado suimplicacion enel crecimiento cerebral. Aunque se conoce
poco sobre su papel en neurotransmision, se ha sugerido que puede estar
mediatizando la nocicepcién inducida por el LPA. Hemos analizado la funcién
delreceptor LPA1enlanocicepcion mediante a) la valoracién del umbral de dolor
mediante el test de la placa caliente (hot plate) y un test neuroldgico de la
somaestesia, en animales knockout carentes del receptor LPA1; y b) el efecto de
laadministraciénicv de LPA enlaexpresion c-fos de laregion dorsal de sustancia
gris periacueductal, componente importante de 1a via descendente inhibitoria del
dolor. Para ello se ha utilizado ratas macho Wistar , distribuidas en tres grupos
experimentales: control, vehiculoy LPA 18:1 (2 ug/5uL/5 min). Los resultados
ponen de manifiesto la existencia de un aumento de analgesia en los animales
knockout para LPA1 en el testde la placa caliente y en conducta de somaestesia
(p <0,05). Por otro lado, la administracion icv de LPA induce un aumento en
laexpresion de c-fos en la sustancia gris periacueductal. Estos resultados parecen
indicar que la viade sefializaciéon mediada por el receptor LPA 1 estarfaimplicado
en la induccién dolor, lo que podria constituir un blanco terapéutico para la
modulacién de lanocicepcion.

P187. EFFECT OF ZOLPIDEM ON ANXIETY OF ISOLATED AND
GROUP-HOUSED MALE MICE IN THE ELEVATED PLUS-MAZE
TEST

E. BURON, L. ARANDA, M. MARTIN Y J.F. NAVARRO

DEPARTAMENTO DEPSICOBIOLOGIA Y METODOLOGIA. FACULTAD DEPSICOLOGIA.
UNIVERSIDAD DEMALAGA. MALAGA, ESPANA

Objective.Itis well-known that GAB Aergic systemis involved in the modulation
of anxiety. Recent studies have suggested thathousing conditions may modulate
the anxiolytic/anxiogenic activity of different drugs. This study examined the
effects of zolpidem (0.75, 1.25, 1.75 and 2.25 mg/kg, ip), a benzodiazepine
agonist with high selectivity for alpha-1 subunit containing GABA-A receptors
and very high intrinsic activity, administered to isolated (30 days) and group-
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housed male mice on anxiety tested in the elevated plus-maze. Methodology.
Animals were randomly allocated to one vehicle group receiving physiological
saline and four experimental groups receiving zolpidem. A number of classical
parameters were collected: (a) Open arm duration; (b) Closed arm duration; (c)
Central platform duration; (d) Open arm frequency; (¢) Closed arm frequency; and
(f) Total number of entries in the arms. Likewise, different ethological measures
were also obtained (rears, head-dipping [HD], stretched attend posture [SAP] and
immobility). Results. Isolated mice treated with saline showed a significant
decrease in the frequency and time spent in open arms as well as an increase in
the number of SAP protected and time spent in closed arms, as compared with
grouped mice (p <0.01). Zolpidem-induced immobility was significantly greater
inisolated vs grouped mice (p <0.001). Drug also affected differentially classical
and ethological parameters in isolated vs grouped mice. Conclusions. Isolation
in mice is related with an increase of anxiety. Likewise, zolpidem produces
different actions on anxiety in isolated and grouped mice, probably due to
functional changes in alphal/GABA-A receptors induced by isolation.

P188. EFECTO DE AGONISTAS Y ANTAGONISTAS DE LA DO-
PAMINA EN LA ATRACCION INNATA DE LAS HEMBRAS DE
RATON POR FEROMONAS DE MACHO

M. C. AGUSTIN PAVON A, J. MARTINEZ RICOS ®, F. MARTINEZ GARCIA €,
E. LANUZA NAVARROP

ADEPT. BIOLOGIA CEL-LULAR. FACULTAT BIOLOGIA,” DEPT. BIOLOGIA CEL-LULAR,
FACULTATBIOLOGIA. UNIVERSITAT DE VALENCIA. BURJASSOT(VALENCIA).® DEPT.
BIOLOGIA FUNCIONAL, FACULTATBIOLOGIA. UNIVERSITAT DE VALENCIA. BURJAS-
SOT(VALENCIA).€ DEPT. BIOLOGIA FUNCIONAL, FACULTATBIOLOGIA. UNIVERSITAT
VALENCIA. BURJASSOT (VALENCIA), ESPANA

Las hembras de rat6n sin experiencia previa con sefiales quimicas derivadas de
machos adultos exploran intensamente la viruta usada por machos, y la prefieren
frente alade hembras. De hecho, las feromonas de macho constituyen un estimulo
reforzante para ellas (Martinez-Ric6s et al, FENS Abstr 2004; 2: A152.19). El
objetivo del presente trabajo es caracterizar la base neuroquimica de este
comportamiento. Dado el conocido papel de la dopamina en el refuerzo
(especificamente en el nicleo accumbens), hemos investigado la funcién de la
transmision dopaminérgicaen el refuerzo mediado por feromonas de macho. Para
ello, analizamos el efecto de inyecciones intraperitoneales de agonistas genéricos
deladopamina (D-anfetamina: 0,5y 2 mg/kg) y de antagonistas de los receptores
D1 (SCH 23390, 0,02 mg/kg) y D2 (sulpiride, 20 mg/kg) en la preferencia por
feromonas de macho. Sorprendentemente, los antagonistas no disminuyeron la
preferenciapor la virutade macho. De hecho, el sulpiride aument6 significativa-
mente el tiempo de exploracion de esta viruta. Por el contrario, la administracién
de las dos dosis de anfetamina eliming esta preferencia. Un test de habituacion-
deshabituacién a olores revelé que la dosis alta de anfetamina disminuia la
sensibilidad olfativa, no asi la dosis baja. Los datos histolégicos sugieren que
este efecto se daen el bulbo olfativo. En conclusién, los resultados sugieren que
laactivacién dereceptores D2 reduce el refuerzo mediado por feromonas. Ademds,
laanfetamina podria disminuir la sensibilidad del sistema vomeronasal, aunque
nuestros datos histolégicos no refuerzan esta hipédtesis. Financiado por fondos
MEC-FEDER (BFU2004-04272/BFI).

P189. CORTEZA PREFRONTAL Y EFECTOS INTRA-SESION DE
LOS ANTIPSICOTICOS

JM. RODRIGUEZ FERRER, E.H. CHAATOUF, R. MONTES RAMIREZ
INSTITUTO DENEUROCIENCIAS Y DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA. UNIVERSIDAD
DEGRANADA. GRANADA, ESPANA

Enestudios previos hemos mostrado que laadministracién sistémica de haloperidol
y de diversos antipsicéticos atipicos, como la risperidona, la olanzapina y el
sertindol, producendescensos intra-sesién enlaconductade autoestimulacién (ICS)
obtenida en la corteza prefrontal medial (CPFm) de la rata. Estos descensos
intrasesion (DIS) se caracterizan por una inhibicién progresiva de la tasa de
autoestimulacion durante la sesion experimental, y parecen estar mediados por la
actividad antagonista dopaminérgica de dichos farmacos, yaque laadministracion
intraperitoneal de antagonistas selectivos delos receptores dopaminérgicos D1 (SCH
23390) o0 D2 (sulpiride) producen efectos similares a los antipsicéticos en la ICS
delaCPFm. Conel objeto de investigar laimplicacion dela CPFmen lainduccion
de DIS porantipsicéticos y/o antagonistas dopaminérgicos administrados perifé-
ricamente, se estudiaron los efectos sobre 1aICS de laCPFm de lainyeccién (1ul)
en esta drea cortical de haloperidol (5,10 pg), risperidona (4,8 ug) y SCH 23390
(1.875,5 ng). Los resultados muestran que: 1) laadministracionlocal de haloperidol
y SCH 23390, pero no de risperidona, produce una inhibicion dosis-dependiente

61

17.09.05



-—
N
o
=
o
a1

XI CONGRESO SENC. POSTERS: 2. ALTERACIONES NEUROLOGICAS Y PSIQUIATRICAS

delatasadeICSy2)quesdloel SCH23390induce DIS. Estos resultados demuestran
porprimera vezque laCPFm participadirectamente enla producciénde DIS, através
del antagonismo de los receptores D1 dopaminérgicos y que los efectos tras la
administracion periféricadel haloperidol y risperidona sobrelaICS dela CPFmno
se deben a una accién directa sobre esta drea cortical.

P190. BENEFICIOS DEL DONEPECILO EN LA AFASIA TRAS
ICTUS: ESTUDIO DOBLE-CIEGO, ALEATORIZADO, PARALELO
Y CONTROLADO CON PLACEBO

M. L. BERTHIER *, J. HINOJOSA®, M. D. C. MARTINC, I. FERNANDEZC,
C. GREEN P, C. HIGUERAS"

A NEUROLOGIA COGNITIVA. CENTRO DE INVESTIGACIONES SANITARIAS (CIMES)
UNIVERSIDAD DE MALAGA. MALAGA. ® HOSPITALMARITIMO DE TORREMOLINOS.
SERVICIO ANDALUZ DE SALUD. MALAGA. € CENTRO DE REHABILITACION DEL
LENGUAJE. CIMPER. MALAGA.” NEUROLOGIA COGNITIVA. CENTRO DE INVESTI-
GACIONES MEDICO-SANITARIAS (CIMES), UNIVERSIDAD DE MALAGA. MALAGA,
ESPANA

Un estudio abierto ha demostrado que el donepecilo (DP) es eficaz y seguro en
el tratamiento de laafasiatrasictus y que los beneficios se mantienen alargo plazo
(Berthier ML, Drugs Aging 2005; 22: 163-182). Sin embargo, estos hallazgos
son preliminares y requieren ser replicados en ensayos controlados con placebo.
Se presentan los resultados de un estudio de 20 semanas doble-ciego, aleatorizado,
paralelo y controlado con placebo de DP en las afasia crénica tras ictus. Se
incluyeron 26 pacientes con afasia crénica (> de 1 afio de evolucion) tras ictus.
Las variables primarias de eficacia fueron el cambio de la media en el Cociente
de Afasia (CA)dela Western Aphasia Battery y en el Communicative Activity Log
(CAL). Trece pacientes recibieron placebo (Grupo PL) y 13 pacientes DP (grupo
DP). No hubo diferencias significativas basales entre los grupos en los datos
demogrificos, CA y CAL. Ambos grupos mejoraron de forma significativa (visita
1 vs. visitas 2 [DP o PL, 5 mg/dia] y 3 [DP o PL, 10 mg/dia]) (p < 0,0001) en
el CA aunque la mejoria fue mds evidente en el grupo DP (p =0,02). Enel CAL
el grupo DP mostré una mejoria significativa al comparar la visita 2 (DP: 5 mg/
dia) conlavisita 3 (DP: 10 mg/dia) (p=0,007), mientras que el grupo PL mostré
dicha mejoria al comparar la visita 2 (PL: 5 mg/dia) con la visita 4 (lavado) (p
=0,02). Nuestros hallazgos demuestran que el DP es eficaz en el tratamiento de
la afasia tras ictus.

P191. ALTERACIONES ESPECIFICAS DEL METABOLISMO OXI-
DATIVO CEREBRAL INDUCIDAS POR FARMACOS ANSIOLITI-
COS E HIPNOTICOS

H. GONZALEZ PARDO, N. CONEJO JIMENEZ, J. L. ARIAS PEREZ
LABORATORIO DENEUROCIENCIAS. FACULTAD DE PSICOLOGIA, UNIVERSIDAD DE
OVIEDO. OVIEDO, ESPANA

Para conocerlos efectos sobre la actividad cerebral de psicofdrmacos ansioliticos e
hipnéticos de uso habitual, empleamos la histoquimica del enzima citocromo ¢
oxidasa(CO)comounindice delaactividad metabdlicaneuronal. Se formaron cuatro
grupos de ocho ratas macho cada uno, que recibieron respectivamente una sola
inyecciénintraperitoneal de diazepam (5 mg/kg), alprazolam (0,5 mg/kg), zolpidem
(2mg/kg)y vehiculo (tween-80al 10% en solucién salina). Seis horas después, los
animales fueron decapitados y sus encéfalos extraidos, congelados y almacenados
a —80 °C. En secciones obtenidas mediante un criostato, se realizé la tincion
histoquimica parala CO siguiendo el método de Wong-Riley (1979). Posteriormen-
te, secuantificé laintensidad de tincion por densitometria dpticaen distintas regiones
cerebrales mediante unsistemade andlisis deimagen (Leica Q-550). Los resultados
indican una disminucién estadisticamente significativa (p <0,05) de la actividad
CO enlos grupos tratados frente al grupo que recibié el vehiculo en lamayoria de
lasregiones limbicas analizadas (cuerpos mamilares, tdlamo anterior, hipocampo
y amigdala). El grupo que recibi6 zolpidem mostré las mayores disminuciones de
actividad CO entodas lasregiones. Sinembargo, las ratas tratadas con alprazolam
mostraron unaactivaciéndelacorteza prefrontal, probablemente relacionadaconel
efectoactivadoro antidepresivo de estabenzodiacepina. Portanto, estatécnica puede
ser titil no sélo para detectar el lugar de accion de los psicofarmacos en el cerebro,
sino también para discriminar los efectos conductuales de éstos.
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P192. MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS EN LA
PREVENCION POR UN ANTAGONISTA 5-HT1A DE LOS DEFICIT
DE APRENDIZAJE INDUCIDOS POR BLOQUEO DE RECEP-
TORES AMPA EN DOS MODELOS ANIMALES

A. M. SIMON, L. SCHIAPPARELLI, J. DEL R{O, D. FRECHILLA
DIVISIONDENEUROCIENCIAS. CIMA, UNIVERSIDAD DENAVARRA. PAMPLONA, ESPANA

Los antagonistas de receptores serotonérgicos 5-HT1A pueden prevenir déficit
cognitivos inducidos por distintas manipulaciones farmacoldgicas o quirdrgicas.
Puesto que estudios previos de este laboratorio han puesto de manifiesto que los
antagonistas 5-HT 1 A aumentanlaexpresiéndereceptores AMPA enmembranas de
hipocampo, hemos analizado lacapacidad del antagonista S-HT 1A selectivo WAY-
100635 de prevenir déficit cognitivos en rata derivados del bloqueo de receptores
AMPA, asi como los mecanismos implicados. Utilizandolos tests de reconocimien-
to de objetos y aprendizaje de evitacion pasiva, se observo que la administracién
previaal entrenamiento del antagonista AMPA, NBQX (5-10 mg/kg), produjo un
claro déficit 3-24 h mas tarde en laretencion del aprendizaje en ambos tests, y que
el pretratamiento con WAY-100635 (0,5 mg/kg) previno el déficit cognitivo
ocasionado. Tras la sesion de retencion, los animales fueron sacrificados y se
midieron los niveles de subunidades del receptor AMPA en extractos de membranas
dehipocampo. El procesode aprendizaje en los dos modelos considerados aumenté
laactividad Ca2+-independiente de CaMKII, asi comolos niveles de las subunidades
GluR2/3,GluR1 y de sus formas fosforiladas pGluR 1(Ser831) y pGluR 1(Ser845),
no produciéndose este aumento en las ratas tratadas con NBQX antes del
entrenamiento. Por otro lado, en las ratas tratadas con WAY-100635+NBQX se
observaronincrementos asociados al aprendizaje en actividad CaMKII 'y subunidades
AMPA similares alos del grupo control. Los datos obtenidos contribuyen aexplicar
los mecanismos determinantes de la capacidad de los antagonistas 5-HT1A para
prevenir déficitcognitivos.

2. ALTERACIONES NEUROLOGICAS Y PSIQUIATRICAS

ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

P193. BILATERAL DISTRIBUTION OF AMINOPEPTIDASE M IN
STRIATUM OF NORMOTENSIVE AND HYPERTENSIVE 6-
HYDROXYDOPAMINE LESIONED RATS

I. BANEGAS FONT*, I. PRIETO GOMEZ®, A. B. SEGARRA ROBLES *, R.
DURANC, F. ALBA ARAGUEZC, F. VIVES MONTERO®, M. RAMIREZ
SANCHEZ®

4 AREA DEFISIOLOGIA/DEPARTAMENTO C.C. DELASALUD/FACULTAD DEC.C. EXPE-
RIMENTALES.® AREA DE FISIOLOGIA/DEPARTAMENTO C.C. DELA SALUD/FACULTAD
DE C.C. EXPERIMENTALES. UNIVERSIDAD DE JAEN. JAEN. € INSTITUTO DENEURO-
CIENCIAS FEDERICO OLORIZ. UNIVERSIDAD DE GRANADA. GRANADA, ESPANA

Angiotensin peptides coexistin striatum where may participate in blood-pressure
(BP) control. Ang ITI, generated from Ang I by means of aminopeptidase M (AP
M), is the main effector’s peptide in brain. The striatal function is asymmetrically
organized. Changes in this pattern may suggest and/or lead to disorders in brain
function. Parkinson’s disease (PD) s characterized by degeneration of dopaminergic
neurones in the nigrostriatal system. PD is also accompanied by cardiovascular
disorders. Toevaluate the bilateral response of AP M in the ST of normotensive and
hypertensive rats (SHR), we studied the effect of the administration of 6-
hydroxydopamine (6-OHDA) or salineinto the leftand right ST. APM was measured
fluorimetrically, using an arylamide as substrate. Results demonstrated that in
normotensiverats there was asymmetry, with left predominance, after injection of
6-OHDA or saline into the left or right ST. In contrast, in hypertensive rats there
was asymmetry withright predominance afterinjection of 6-OHDA into the leftand
right ST and after saline administrationinto the left ST. Comparing lesioned and sham
groups, there was anincrease of AP Min lesionedrats. Changes in the bilateral pattern
of AP M in ST of normotensive or hypertensive rats may reflect changes in the
distribution of their substrates and consequently, the functions they are involved in.
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P194. EL CANNABINOIDE OLEILETANOLAMIDA (OEA) POSEE
EFICACIA NEUROPROTECTORA EN UN MODELO RETRO-
GRADO DE PARKINSONISMO ANIMAL

E. FERNANDEZ-ESPEJO A F. RODRIGUEZ DE FONSECA B S. RAMIRO®,
J. A. FLORES®, B. GALAN-RODRIGUEZ*

4 DEPARTAMENTO DEFISIOLOGIA MEDICA.© DEPARTAMENTO DEFISIOLOGIA MEDI-
CA. UNIVERSIDAD DESEVILLA. SEVILLA.® FUNDACION IMABIS. HOSPITAL CARLOS
HAYA.MALAGA, ESPANA

Hay evidencias que indican que los cannabinoides endégenos comolaoleiletano-
lamida (OEA) podrian actuar como neuroprotectores. De hechola OEA se acumula
anivel cerebral tras isquemia olaadministracion de neurotoxinas. Este cannabinoide
podria ser neuroprotector en modelos animales de parkinsonismo (PD). Se ha
empleado el modelo retrégrado de PD por medio de la inyeccion intraestriatal de
6-OHDA, dondelasustancianegradegeneraprogresivamente. Lasratas se pretrataron
conOEA (0,0,5, 1 pM) inyectado en el estriado derechoy vehiculo en el izquierdo,
30 min antes de 6-OHDA bilateral (Spg/uL, 2uL). La neurodegeneracion y la
apoptosis se evaluaronen ambos estriados y sustancias negras (SN)48 h (corto plazo)
y 30 dias (largo plazo) tras la lesion. A corto plazo, la sefial de hemoxigenasa-1
(marcador de estrés oxidativo) y de GFAP (marcador de activacion glial) eran
significativamente menores en el estriado pretratado con 1 uM OEA (p <0,05). A
largo plazo, la densidad TH+ en el estriado pretratado con 1 pM OEA era mayor
que en el contralateral (p < 0,05). El porcentaje de muerte neuronal en la SN
homolateral al estriado con OEA era 23,9%, y del 33,2% en la contralateral (p <
0,05). Ladensidad de fluorojade-B (marcador de apoptosis) en la SN homolateral
aOEA erasignificativamente menor que enel otrolado (p <0,01). La OEA parece
tener capacidad neuroprotectoray antiapoptdticaenun modelode PD. Ayudas aEFE
de PND, y a EFE y FRF de Junta de Andalucia y RED de trastornos adictivos
(Instituto Carlos III).

P195. EXPRESION ESTRIATAL DE GDNF Y VULNERABILIDAD
DIFERENCIAL DE LAS NEURONAS DOPAMINERGICAS ME-
SENCEFALICAS

I. CRUZ-MUROS*, P. BARROSO-CHINEA®, M. S. AYMERICH®, D.
AFONSO-ORAMAS?®, J. L. LANCIEGOP®, M. RODRIGUEZ-DIAZE, T.
GONZALEZ-HERNANDEZ?

A DEPARTAMENTO DEANATOMIA. FACULTAD DEMEDICINA, " DEPARTAMENTO DE
FISIOLOGIA. UNIVERSIDAD DELALAGUNA. LALAGUNA, TENERIFE.” DEPARTAMENTO
DEANATOMIA. UNIVERSIDAD DELALAGUNA. LALAGUNA, TENERIFE. € DEPARTAMENTO
DEBIOQUIMICA, CIMA.” DEPARTAMENTO DEANATOMIA, CIMA. UNIVERSIDAD DE
NAVARRA. PAMPLONA, ESPANA

El factor neurotréfico derivado de una linea celular glial (GDNF) administrado
exdgenamente ejerce un potente efecto tréfico sobre las neuronas dopaminérgicas
(daérgicas). Sinembargo, desconocemos si el GDNF constitutivamente expresado
enel cerebro adultojuegaun papel neuroprotector. Utilizando técnicas morfol6gicas
ymoleculares, y unmodelo de enfermedad de Parkinson en ratas, hemos observado
que: 1) Aunque todas las neuronas daérgicas expresan ambos componentes del
receptorde GDNF (GFRal y Ret), las localizadas en el dreategmental ventral (VTA)
y laregion dorsomedial de sustancia negra compacta (SNrm) también contienen
GDNF perono sumensajero. 2) Los nivelesde GDNFmRNA sonsignificativamente
mayores en el estriado ventral (vSt), regién diana de las neuronas de VTA y SNrm,
queen el estriado dorsal (dSt), regién diana de 1as neuronas de 1a SN caudoventral
(SNcv). 3) Tras inyectar fluoro-gold en el estriado, las neuronas DAérgicas de VTA
y SNrmmuestran triple marcaje (TH, GDNFy fluoro-gold), y tras inyectar colchicina
enel ventriculo lateral, pierden lainmunorreactividad para GDNF, sugiriendo que
el GDNF de los somas de las neuronas mesencefalicas procede del estriado. 4) Las
neuronas daérgicas de VTA y SNrm (que transportan GDNF) son mds resistentes
que las de SNcv a la inyeccidn intraventricular de 6-OHDA, como ocurre en la
enfermedad de Parkinson. Por tanto, podemos sugerir que el hecho de proyectara
vSt,donde laexpresion de GDNF es mayor que en el dSt, es un factor de proteccién
implicadoenla vulnerabilidad diferencial de las neuronas daérgicas mesencefalicas.
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P196. MECANISMOS DE TOXICIDAD DE LA DOPAMINA EN
CELULAS DE NEUROBLASTOMA HUMANO

P.GIMENEZ XAVIER *,C. GOMEZ SANTOS ¥, M. BARRACHINA CASTILLOS,
I. FERRER ABIZANDAC, S. AMBROSIO VIALE"

* UNIDAD DEBIOQUIMICA. UNIVERSIDAD DEBARCELONA. HOSPITALET DELLLOBRE-
GAT.” UNITAT DE BIOQUIMICA. CIEN. HOSPITALET DEL LLOBREGAT. “ UNITAT DE
NEUROPATOLOGIA.” UNITAT DE BIOQUIMICA. UNIVERSITAT DE BARCELONA. HOSPI-
TALETDELLLOBREGAT. BARCELONA, ESPANA

Ladopamina(DA) puede tener un papel paradéjicoenladegeneracién delaneurona
dopaminérgicaenlaenfermedad de Parkinson y otras enfermedades neurodegene-
rativas. Los mecanismos implicados en la toxicidad de ladopaminano se conocen
exactamente. En el presente trabajo se han utilizado células de neuroblastoma SH-
SYSY, sensibles a DA, con el objetivo de profundizar en los mecanismos por los
cuales la DA podria dafiar las células. La DA entra en la célula por un mecanismo
dosis-dependiente y saturable. Una vezdentro, disparaun ciclorédox que causaun
moderadoincremento enla peroxidaciéon (DCFH) y unareduccién del poderreductor
delacélula, que puede ser analizado por MTT, concentracion de NADH y larelacion
GSH/GSSG. Tal efecto quedareflejadoen: unadisminucién de la viabilidad celular
yundescensodel consumode oxigeno. p38 y INK son activadas de forma transitoria.
Losfactores de transcripcién C/EBP GADD153/CHOP incrementan su expresion.
La alfa-sinucleina incrmementa también su expresion, de forma probablemente
inducida por el factor de transcripcién C/EBP pardmetros de estrés de reticulo
endoplasmdtico (grp78)y se observa autofagiautilizando marcadores lisosomales
y microscopiaelectrnica. Segtin los resultados hallados en estalinea de neuroblas-
toma, laDA podria disparar un programa de muerte celular cuando se acumulaen
el citoplasma de la célula. Esto podria ocurrir en las neuronas dopaminérgicas al
desestabilizarse el equilibrio entre el almacenamiento en vesiculas, el metabolismo
intramitocondrial y la recaptacién citoplasmética de DA, produciéndose en
consecuencia un aumento de la concentracion de DA en el citoplasma.

P197. COEXPRESION DE TAU HUMANO CON MUTACIONES
TIPO FTDP-17 Y GSK-3BETA EN RATONES TRANSENICOS
INDUCE DE FORMA SINERGICA POLIMERIZACION DE TAU Y
NEURODEGENERACION

T. ENGELA, P. GONI OLIVER™*, J. J. LUCAS ®, P. GOMEZ-RAMOS €, M. A.
MORANE, J. AVILA B, F. HERNANDEZ*

4 CENTRODEBIOLOGIAMOLECULAR.€ DEPARTAMENTO DEMORFOLOGIA. UNIVERSI-
DADAUTONOMA DEMADRID. MADRID.® CENTRO DE BIOLOGIA MOLECULAR. CSIC.
MADRID, ESPANA

Las principales marcas neuropatoldgicas de la enfermedad de Alzheimer son la
presencias de placas seniles, formadas por el péptido beta-amiloide, y los ovillos
neurofibrilares, formados porlaproteina tau hiperfosforilada. GSK-3 es laprincipal
cinasaresponsable delahiperfosforilacion de tau enlaenfermedad de Alzheimer;
porotrolado, 1a hiperfosforilacion de tau y la neurodegeneracién consiguiente no
sonexclusivas de estaenfermedad, sino que constituyen el nexo comtin que agrupa
auna serie de enfermedades denominadas tauopatias. Entre estas se encuentra la
demencia frontotemporal ligada al cromosoma 17 (FTDP-17), en la que distintas
mutacionesenel genque codifica paratau sonresponsables delaneurodegeneracion.
Paraestudiar siambos tipos de modificaciones dela proteina tau, esto es fosforilacion
y mutacion, pueden actuar sinérgicamente, hemos cruzadoratones Tet/GSK-3beta
que sobreexpresan GSK-3beta (EMBOJ. 20: 27,2001) con ratones transgénicos
que sobreexpresan la proteina tau con tres mutaciones tipo FTDP-17 (Mol Cell
Neurosci2001;18:702). Enlosratones Tet/GSK-3beta/ VLW resultantes se observo
una fosforilacion sinérgica de tau inicamente en el hipocampo, drea donde ambas
proteinas transgénicas se sobreexpresan. Ademas, se obtuvieron filamentos de tau,
asi como neuronas tioflavina-S positivas inicamente enlos ratones Tet/GSK-3beta/
VLW. Enel giro dentadola sobreexpresion de tau mutante acelero laneurodegene-
racién observadaenlos animales Tet/GSK-3beta. Todos estos datos morfolégicos
y bioquimicos demuestran que existe un sinergismo entre ambas proteinas para
inducirunaneurodegeneracion similaralaencontradaenlaenfermedad de Alzheimer
y tauopatias relacionadas.

P198. LA MAQUINARIA MOLECULAR DE LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER EN EL DELFIN

M. SARASA, C. GALLEGO

LABORATORIO DENEUROBIOLOGIA. UNIVERSIDAD DEZARAGOZA. ZARAGOZA, ESPANA
FINANCIACION: MEC AL PROYECTO SAF2003-08444

Laenfermedad de Alzheimer es la principal causa de demenciarelacionadaconel
envejecimiento. Dadalalongevidad delos cetidceos, hemos considerado lahipétesis
de que algunos de sus varamientos podrian deberse a causas neurodegenerativas,
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asociadas alaedad, que provocarian un trastorno en la ecolocalizacién llevando al
animal a una completa desorientacién. Hemos analizado la presencia de placas
amiloides en cerebros con anticuerpos especificos frente al péptido B-amiloide
humano y hemos visto que algunos ejemplares las presentan. Hemos clonado y
secuenciado la region codificante de los péptidos B-amiloides de los delfines
Tursiops truncatus (delfin mular), Grampues griseus (calderdn gris) y Stenella
coeruleoalba (delfin listado) y hemos comprobado que su secuenciaaminoacidica
esigual aladel hombre. Hemos clonado y secuenciado la proteina precursora del
amiloide (APP) en Stenella coeruleoalba y hemos visto que presenta una nueva
isoforma de 749 aminodacidos, con una similitud de un 95% con la isoforma APP-
770 humana. También hemos visto (tras clonacion y secuenciacion de fragmentos
de cDNA) que el delfin expresalas proteinas mds directamente involucradas en el
procesamiento dela APP para producirel péptido amiloide, como sonla B-secretasa
BACE, y las presenilinas 1 y 2, componentes principales de la gamma-secretasa.
Losresultados de nuestroestudiorevelan que el delfin presentalamismamaquinaria
molecularde procesamiento de APP que el hombre y que el varamiento de algunos
delfines podria ser consecuenciade su neurodegeneracién y demencia.

P199. ACTIVIDAD NEURONAL Y SENSIBILIDAD A FARMACOS
ANTIDEPRESIVOS EN RATA PARKINSONIZADA

C.MIGUELEZ PALOMO, L. GRANDOSO FERRERAS, L. UGEDO URRUELA
FARMACOLOGIA. UNIVERSIDAD DELPAIS VASCO. LEIOA. VIZCAYA, ESPANA
FINANCIACION: UPV/EHU 9/UPV /00026-327-13590/2001 Y FIS PI021600 C. MIGUE-
LEZESBECARIADELGOBIERNO VASCO

En la enfermedad de Parkinson, ademds de la sintomatologia motora, una alta
proporcion de pacientes presenta cuadros depresivos (46%). Dado que el locus
coeruleus tiene un importante papel en laetiopatogeniade ladepresion, el objetivo
deesteestudio fueevaluarlos posibles cambios eneste nticleo. Paraello serealizaron
registros uni-extracelulares en animales control y lesionados con 6-OHdopamina
(modelo animal de parkinsonismo) y se estudiaron las propiedades electrofisiol 6-
gicas, asi como los posibles cambios en la sensibilidad de los adrenoceptores a, y
larespuesta alos farmacos antidepresivos enlas neuronas noradrenérgicas. Sibien
elniimero de neuronas activas encontrado enratas parkinsonizadas fue similaral del
grupo control (2,56 + 0,69 y 3,76 + 0,65 neuronas/trayecto, respectivamente) su
frecuencia de disparo fue menor (1,60 = 0,13 Hz y 2,17 + 0,16 Hz p <0,01,
respectivamente). Tanto la sensibilidad al firmaco agonista de los adrenoceptores
a,, clonidina, como al farmaco antidepresivo inhibidor de la recaptacién de la
noradrenalina, reboxetina, no se modificé (EDs5y=2,93 £0,39 ug/kgy 2,24 +0,35
pg/kg para la clonidina y (EDs, = 0,07 £0,02 pg/kg y 0,11 + 0,02 pg/kg para la
reboxetina, respectivamente). Sinembargo, lasensibilidad al firmaco antidepresivo
inhibidor de laserotonina, fluoxetina, fue menor en el grupo de animales lesionados
(Enax =23,7% y 49,7% p <0,05, respectivamente). Estos resultados sugieren que
la degeneracién de la via nigroestriatal estd asociada a una disminucién en la
sensibilidad a los farmacos antidepresivos inhibidores de la recaptacién de
serotonina.

P200. PRENSION Y SUPINACION EN ENFERMOS CON
ENFERMEDAD DE PARKINSON. ESTUDIO EXPERIMENTAL EN
EL AMBITO DE LA REALIDAD VIRTUAL

C.NOMBELA OTERO*,J.L.PEDRENOMOLINA ?,J. MOLINA VILAPLANA €,
F.ROS BERNALP”, M. GOMEZ GALLEGOP, M. T. HERRERO EZQUERROP,
J. LOPEZ-CORONADO®

A NEUROLOGIA EXPERIMENTAL(NYNE). DEPARTAMENTO ANATOMIA HUMANA Y PSI-
COBIOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA. MURCIA.® DEPARTAMENTO INGENIERIA DE
SISTEMAS YAUTOMATICA. DEPARTAMENTO DESISTEMAS YAUTOMATICA. ESCUELA
DEINGENIERIA. UNIVERSIDAD POLITECNICA DE CARTAGENA. CARTAGENA (MURCIA).
° NEUROLOGIA EXPERIMENT. 'AL(NYNE). DEPARTAMENTOANA TOMIA HUMANA Y PSI-
COBIOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD DEMURCIA.MURCIA.F ESCUELA
DEINGENIERIA. UNIVERSIDAD POLITECNICA DE CARTAGENA. CARTAGENA (MUR-
CIA), ESPANA

Objetivos. Andlisis de precision de diferentes aspectos del movimiento: alcance/
prension (fuerzadeagarre, grip force, GF), supinacion (fuerzade carga, loadforce,
LF), pronacién/liberacion en pacientes con enfermedad de Parkinson (EP)enony
off. Material y métodos. Sujetos 20,7 aios, y 27 experimentales: 27 controles (16
mujeres, 11 varones, 61,2 10,4 afios) en on y off. Pacientes con EP (17 mujeres,
10 varones, 62.7). Se utilizé un guante de realidad virtual (mide la inclinacién de
cadafalange y la separacion entre las mismas) con un acelerémetro a nivel carpial
y un sensor de fuerza sobre la yema del dedo indice. Tarea experimental: alcanzar
y agarrar con los dedos pulgar e indice 4 objetos (de diferentes pesos y texturas),
alzarlos hasta una altura fijada y bajarlos a la posicion inicial. Resultados. Los
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pacientes con EP (on/off) respecto acontroles, significativamente: i) necesitan mas
tiempo para completar la tarea; ii) alcanzan datos menores en aceleracién, en GF,
en velocidad de aplicacién de 1a GF y en LF ; iii) muestran descoordinacion GF/
LFyiv)presentanretrasoenlos movimientos de descenso del objeto. Conclusiones.
El tratamiento no mejora el movimiento fino en ningtin parametro. Los retrasos
encontrados en EP serfan un fenémeno freezing que tenga lugar al inicio de las
diferentes fases de agarre de latarea experimental. Esta aproximacion indicanuevas
formas de explorar el movimiento y sus alteraciones.

P201. ALTERACIONES EN EL PROTEOMA DEL HIPOCAMPO
EN UN MODELO TEMPRANO DE ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
J. F. CABODEVILLA ARETA*, M. CUADRADO-TEJEDOR®, F. J. GIL-
BEAC, T. GOMEZ-ISLA®, J. DEL RIOF, A. PEREZ-MEDIAVILLA®

A NEUROCIENCIAS. CENTRO DE INVESTIGACION MEDICA APLICADA/FUNDACION
PARALAINVESTIGACIONMEDICAAPLICADA. PAMPLONA.® LABORATORIO DENEURO-
BIOLOGIA DELALZHEIMER.“IABORATORIO DENEUROFARMACOLOGIA. CENTRODE
INVESTIGACIONMEDICAAPLICADA. PAMPLONA. € DEPARTAMENTO DE FARMACOLO-
GIA. FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD DENAVARRA. PAMPLONA.” NEUROLOGIA.
HOSPITALSANTA CREUISANT PAU. BARCELONA, ESPANA

Introduccion. Alaedad de 7 meses el modelo de enfermedad de Alzheimer (EA)
APPsw Tg2576 basado en la sobreexpresion de APP no presenta un incremento
significativo de placas seniles, pero los niveles de A-beta(1-42) son 14 veces
superiores alos presentes en los animales no transgénicos. Ello convierte a estos
animales en un modelo para estudiar las alteraciones moleculares inducidas por
lasobreproduccién del péptido A-betay que son previas al fenotipo histopatol6-
gico caracteristico de edades avanzadas. Objetivos. Analizar e identificar los
cambios en el patron de expresion de proteinas que subyacen ala sobreproduccion
del péptido A-beta(1-42). Metodologia: la expresién diferencial se estudié
mediante electroforesis bidimensional a partir de homogenizados de hipocampo
procedentes de ratones Tg2576 a la edad de 7 meses compardndolos con sus
correspondientes controles no transgénicos. La identificacién de las proteinas
diferenciales se hizo mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF). Resulta-
dos. Hemos encontrado 88 diferencias en el patrén de expresion de proteinas en
el hipocampo de ratones Tg2576 comparados con animales no transgénicos del
mismo sexo y edad. De todas ellas se han identificado un total de 58. Tras
clasificarlas y agruparlas siguiendo el criterio del Gene Ontology Consortium se
comprueba que la mayoria estdn implicadas en procesos de estrés, homeostasis
mitocondrial, apoptosis y organizacién intracelular. Ademas se compruebaque los
patrones son diferentes en funcién del sexo. Conclusiones. este andlisis proted-
mico, realizado en un modelo in vivo de EA previo a la aparicion de depdsitos,
proporciona una aproximacion a las alteraciones moleculares mas incipientes
provocadas por la sobreproduccion del péptido A-beta(1-42).

P202. DEGENERACION RETINIANA ASOCIADA A HIDROCE-
FALIA CONGENITA DEBIDA A MUTACION EN EL GEN QUE
CODIFICA ALFA-SNAP

AJ. JIMENEZ *, D.S. BOOMGAARDE®, P. RIVERO®, R.C. REDINGE, J.M.
PEREZ-FIGARES®

A DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, GENETICAYFISIOLOGIA. FACULTAD DE
CIENCIAS. UNIVERSIDAD DE MALAGA. MALAGA.® DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CE-
LULAR, GENETICAYFISIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS, UNIVERSIDAD DE. MALA-
GA.MALAGA, ESPANA

FINANCIACION: F. IS, P1030756 YRED CIEN C/0306, INSTITUTO DESALUD CARLOSIII,
YSERVICIOANDALUZDESALUD

Enelraton mutante hyh existen bajos niveles funcionales dela proteina alfa-SNAP
para interaccionar con el complejo SNARE implicado en el trafico vesicular
intracelular, afectdndose el proceso de secrecién y adhesion celular durante al
desarrollo del sistema nervioso central. Consecuentemente, los ratones mutantes
manifiestan hidrocefaliacongénita por desprendimiento del neuroepitelio, proba-
blemente debido a alteraciones en la adhesién. Algunos sindromes humanos
presentan hidrocefalia asociadaa defectos retinianos, como el sindrome de Walker-
Waburg, condisplasiaretiniana. Lahidrocefalia del raton 2yh hademostrado serun
modelorepresentativodelahumana, y poresoel estudio de sudegeneraciénretiniana
asociada puede arrojar luz sobre defectos parecidos en lahidrocefaliahumana. Se
hanestudiado las retinas de ratones mutantes con laenfermedad cronificadaque han
podido sobrevivir hasta edades avanzadas. Las retinas de ratones normales y
mutantes, desde el nacimiento hasta 180 dias postnatales, se procesaron para
reconocer sus distintos tipos celulares e identificar los que mueren. Se estudié la
expresiénde alfa-SNAPy laimplicacion del citoesqueleto y moléculas de adhesion
enladegeneracion, asi como el papel que desempefiaen el proceso degenerativo la
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microglia/macréfagosy losastrocitos. Seencontrarondiversos defectos enlasretinas
delos animales hidrocefalicos, consistentes en muertes de fotorreceptores y otros
tipos celulares, destacando la ausencia casi total de conos y bastones y de la capa
plexiformeexterna.

P203 COMPLETA PROTECCION DE LA ViA DOPAMINERGICA NI-
GROESTRIATAL TRAS EL TRATAMIENTO CON UN INHIBIDOR DE
LA COX-2 EN EL MODELO EXPERIMENTAL DE PARKINSONISMO
DEL MPTP EN RATONES

J.A. AGUIRRE*, S. FERNANDEZ?, R. CUETO*, F.J. MINANO €, R. RUIZ-
CRUCES D, A.D. MEDHURST F‘, K. FUXEF

4 DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA HUMANA.® DEPARTAMENTO DE FISOLOGIA HU-
MANA. FACULTAD DEMEDICINA. MALAGA. ¢ DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA.
H.U.DE VALME. SEVILLA. ” CENTRO DE INVESTIGACIONES MEDICO-SANITARIAS.
UNIVERSIDAD DEMALAGA. M/—‘ILAGA, ESPANA.” NEURODEGENERATIONRESEARCH,
NEUROLOGY-GICENTRE OF EXCELLENCE FORDRUG DISCOVERY. GLAXOSMITHKLI-
NE. ESSEX, REINO UNIDO." DEPARTAMENTO DENEUROCIENCIAS. INSTITUTO KARO-
LINSKA. ESTOCOLMO, SUECIA

Se ha sugerido recientemente que la inhibicién de la ciclooxigenasa-2 (COX-2)
protege las neuronas dopaminérgicas (DA) de la sustancia negracompacta (SNc)
afectadas porlaneurotixicidad del 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP).
Hemosestudiadoel efectodel inhibidordelaCOX-2 (iCOX-2: GW637185X) sobre
elnimero total de neuronas DA dela SNcy sobre las terminaciones DA del estriado
dorsal en dicho modelo. Se utiliz6 la técnica inmunohistoquimica antitiroxina
hidroxilasa (THIR) combinada con estudio estereolégico y evaluacién microden-
sitométrica. Se hicieron 6 grupos (n = 6) de ratones (C57bl/6, 10 semanas, 25 +
2 g): 1) solventes; 2) iCOX-2 (3 mg/kg i.p., 30 min antes del MPTP); 3) iCOX-
2 (10 mg/kg i.p., 30 min antes del MPTP); 4) solvente + MPTP (40 mg/Kg, s.c.),
5)iCOX-2 (3 mg/kg) + MPTP; 6) iCOX-2 (10 mg/Kg) + MPTP. Tras 10 dias de
supervivencia se procesaron los cerebros siguiendo el protocolo para el estudio
estereoldgico o microdensitométrico. Los resultados muestran que el MPTP redujo
el ndmero total de somas DA TH IR de 17.647 + 859 a 8.391 + 540 (47%). Esta
diferencia fue reducida significativamente (p < 0,001) en los grupos tratados
previamente con iCOX-2 tanto con 3 mg/kg (16.026 + 1.176) como con 10 mg/
kg (16.410+807). Enelestriadodorsal s6loladosis de 10 mg/kg fue efectiva para
proteger del MPTP. Sugerimos que los inhibidores de la COX-2 podrian tener un
papel neuroprotectorenladegeneracién delas neuronas DA y terminales estriatales
originada por MPTPy probablemente también en los procesos neurodegenerativos
delaenfermedad de Parkinson. Subvencionado por Neurology-GI CEDD Glaxo-
SmithKline (UK) y por la DGICYT (PM99-0159).

P204 ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA PIRROLIDON CAR-
BOXIL PEPTIDASA EN EL SUERO DE ENFERMOS DE ALZHEIMER
JT.M.MARTINEZMARTOS *,M.COBOACEITUNO ®,B. CAMACHOMUNOZ®,
S.DELACHICARODRIGUEZ* P CORTESDENIA *, M.J.RAMIREZEXPOSITO*
A DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA SALUD/FISIOLOGIA. UNIVERSIDAD DEJAEN.
JAEN.® NEUROLOGIA. HOSPITAL UNIVERSITARIO DEJAEN. JAEN, ESPANA

Lademenciatipo Alzheimer (DTA) es un conjunto de desérdenes neurodegene-
rativos caracterizados por el depdsito progresivo de péptidos B-amiloides (Af3) en
el cerebro, paraformar placas seniles. Algunas formas de A3 m4s cortas comienzan
con unresiduo que se cicladando lugar a péptidos neurotdoxicos piroglutamilo-
teminales, sustratos especificos del enzima pirrolidén carboxil peptidasa (Pcp),
detectable en suero, y que podria representar un método bioquimico para el
diagndstico precoz y noinvasivodelaDTA. Se ha analizado la actividad Pcpen
suerode individuos diagnosticados de DTA (criterios NINCDS-ADRDA y escalas
cognitivas Minimental, Blessed y FAST paraestratificar alos pacientes segtin los
estadios evolutivos) y en controles. Laactividad Pcp sérica se encuentra aumentada
(p<0,05) enlosindividuos con DTA. Ademds, existe una buena correlacién entre
los niveles de Pcp sérica, el tiempo de evolucién de la enfermedad y los valores
obtenidos conlaescalacognitiva FAST. Aunque se desconoce el origen de la Pcp
sérica, esta podria derivar de la escisién de la forma unida a membrana. El
incremento encontrado indicarfa pérdida de actividad Pcp anivel de las membranas
celulares delas células cerebrales, conlo que disminuiriala capacidad de degradar
las formas piroglutamilo-terminales de AB, favoreciendo la fibrilogénesis y la
formaciénde placas seniles. Por tanto, alteraciones de la actividad Pcp explicarfan
el depdsito de Af} caracteristico de la DTA. Ademads, la actividad Pcp seria un
método diagndstico bioquimico rapido y podria considerarse como diana
farmacoldgica especifica en el tratamiento de la DTA.
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P205. ESTUDIO COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD PIRROLIDON
CARBOXIL PEPTIDASA EN NEURONAS Y ASTROCITOS EN
CULTIVO: EFECTO DE LA DESPOLARIZACION Y CALCIO-
DEPENDENCIA

S. DE LA CHICA RODRIGUEZ*, M. COBO ACEITUNO®, M.J. RAMIREZ
EXPOSITO*,B. CAMACHOMUNOZ®,P. CORTES DENIA *, ].M. MARTINEZ
MARTOS *

A DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DELA SALUD/FISIOLOGIA. UNIVERSIDAD DEJAEN.
JAEN.® NEUROLOGIA. HOSPITALUNIVERSITARIO DEJAEN. JAEN, ESPANA

El depésito de péptidos b-amiloides en el cerebro, que da lugar a la formacion de
las placas seniles, es uno de los fendmenos més caracteristicos de laenfermedad de
Alzheimer. Entre estos péptidos destacan unas formas mds cortas que presentan
residuos glutamilo en su extremo amino-terminal, los cuales pueden ciclarse para
dar lugar a residuos piroglutamilo. Estos péptidos piroglutamilo-terminales, que
presentan unacapacidad de agregacién muy superior aotras formas de b-amiloide,
son susceptibles de ser hidrolizados por el enzima pirrolidén carboxil peptidasa
(Pcp), cuyaactividad podriaevitar su agregacion. Enel presente trabajo analizamos
laactividad especifica Pcp de neuronas y astrocitos en cultivo, utilizando las lineas
celulares humanas de neuroblastoma NB69 y astrocitoma U373, en condiciones
basalesy despolarizantes y en presenciao ausenciade calcioenel mediode cultivo.
El ensayo se ha llevado a cabo mediante técnicas fluorimétricas, utilizando
piroglutamil-b-naftilamida como sustrato. Los resultados obtenidos muestran un
comportamiento similar de la actividad especifica Pcp en neuronas y astrocitos,
observandose unimportante incremento de dicha actividad en condiciones despo-
larizantes y en ausenciade calcio enel medio de cultivo, siendo este incremento mas
significativo en astrocitos. Por tanto, no solo las neuronas, sino también las células
delaglia, podrfan tenerun papel importante en los mecanismos, bien de deposicion,
bien de eliminacion, de los depdsitos de péptidos b-amiloides piroglutamilo-
terminales, a través de la Pcp y de forma calcio-dependiente.

P206. INCREMENTO DE LA EXPRESION DE COX-2 EN LA
SUSTANCIA NEGRA DE PRIMATES NO-HUMANOS TRAS
ADMINISTRACION AGUDA Y CRONICA DE MPTP

M. VAZQUEZ CLAVERIE*, L. SALDISE ELIZONDO®, P. GARRIDO GIL *,
I. MARCILLA GARCIA *, W.SAN SEBASTIANRAMIREZ*, S. BELZUNEGUI
RONCAL®*, A. IZAL AZCARATE*, M. R. LUQUIN PIUDO*

A LABORATORIO DENEUROBIOLOGIA DELPARKINSON.? LABORATORIO DENEUROBIO-
LOGIA DELPARKINSON. UNIVERSIDAD DENAVARRA. CIMA. PAMPLONA. NAVARRA,
ESPANA

Introduccion. Hallazgos recientes sugieren laimplicacién de mecanismos inmu-
nes en lapatogénesis de laneurodegeneracion dopaminérgicaen laenfermedad de
Parkinson. Una produccion excesiva de enzimas proinflamatorias como la
ciclooxigenasa tipo-2 (Cox-2) podria contribuir a la muerte progresiva de las
neuronas dopaminérgicas. Objetivo. Investigar el patrén de distribucién dela Cox-
2 en la sustancia negra (SN) de primates no-humanos y su modificacién tras
administraciénaguday crénicade MPTP. Materialy métodos. 5 macacos tratados
con4dosisde MPTP (0,25 mg/kg), 5 animales tratados cronicamente con MPTP
(0,25-0,6 mg/kg) y 2 animales sanos. Se procesaron 5-7 secciones que contenian
SN contécnicas inmunocitoquimicas dobles para Cox-2y TH. Laintensidad de
inmunofluorescencia (IF) para Cox-2 enlas neuronas dopaminérgicas de la SN
y del drea tegmental ventral (ATV) se cuantificé mediante densitometria.
Resultados. En los animales control, la expresion de Cox-2 en las neuronas
dopaminérgicas de la SN fue heterogénea, con niveles mds altos en ATV y
SNdorsal. En el grupo agudo, la IF para Cox-2 se incrementé en todas las zonas
dela SNy ATV. En los animales crénicos, esa expresion se mantuvo elevada en
el ATV y SNdorsal, mientras que en la SNventral y SNlateral los valores de
expresion de Cox-2 fueron similares a los animales control. Conclusion. La
inflamacion puede desempeiiar un papel importante en ladegeneracion aguday
crénica de las neuronas dopaminérgicas inducida por MPTP en macacos.
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P207. FILAMENTOS Y INCLUSIONES PURIFICADOS DE UN
MODELO TRANSGENICO CONDICIONAL DE LA ENFERMEDAD
DE HUNTINGTON EVIDENCIAN QUE LA INHIBICION DEL
PROTEASOMA ES DEPENDIENTE DEL GRADO DE AGREGA-
CION DE LA HUNTINGTINA

A.G.VALERA*, M. DIAZ-HERNANDEZ®, Z. ORTEGA €, F. HERNANDEZ ",
J. J. LUCAS*®

A CENTRO DE BIOLOGIA MOLECULAR, CSIC/UAM.® CENTRO DE BIOLOGIAMOLECU-
LAR.€ CENTRO DEBIOLOGIA MOLECULAR SEVERO OCHOA. CONSEJO SUPERIOR DE
INVESTIGACIONES CIENTIFICAS. MADRID.” CONSEJO SUPERIOR DEINVESTIGACIO-
NES CIENTIFICAS. CENTRO DE BIOLOGIA MOLECULAR SEVERO OCHOA, CSIC/UAM.
MADRID.® CENTRO DE BIOLOGIA MOLECULAR. CONSEJO SUPERIOR DEINVESTIGA-
CIONES CIENTIFICAS. MADRID, ESPANA

Elmarcador histopatolégico de laenfermedad de Huntington (EH) son los cuerpos
de inclusién (CI) formados por huntingtina con una poliglutamina expandida
(poliQ). Los CI también contienen componentes del sistema ubiquitina-proteasoma
(SUP). Esto llevé a postular una inhibicién del SUP como causante de la EH. Sin
embargo, no estd claro si el SUP se inhibe en la EH, ni cudl serfa la forma téxica
de huntingtina segun grado de agregacion. Estudios in vitro demuestran que el
proteasoma es incapaz de proteolizar poliQ sintética en solucién (Mol Cell 2004;
14:95-104), que quedariaretenidainhibiendo al proteasoma. Curiosamente, ensayos
similares con poliQ agregada in vitro no detectaron inhibicién (Mol Cell 2005; 17:
351-65). Estas formas de poliQ sintéticas carecen del contexto y de modificaciones
postraduccionales que presentalahuntingtina en las neuronas afectadas. Reciente-
mente describimos la purificacion de filamentos de huntingtina (J Neurosci 2004;
24:9361-71) de cerebros de nuestro modelo condicional de EH (Cell 2000; 101:
57-66). Aqui reportamos que estos filamentos no inhibieron al proteasoma 208S in
vitro, pero sial 26S. Esto contrasta con nuestros datos previos de no inhibicién en
homogenados de cerebro con CI (J Neurosci 2003;23: 11653-61). Los CI, por tanto,
podrian ser una respuesta protectora contra la toxicidad de formas agregadas
intermedias. Mediante un novedoso protocolo de purificacién de CI, aqui mostramos
que éstos no interfieren con la actividad del proteasoma. Concluimos que los
filamentos de huntingtina pueden inhibir el SUP, que la inhibicién requiere la
subunidad 19S y que desaparece cuando los filamentos son atrapados en CI.

P208. EFECTO PROTECTOR DE LA SULFADIACINA SOBRE EL
SISTEMA SOMATOSTATINERGICO CORTICAL DE LA RATA
FRENTE AL PEPTIDO BETA-AMILOIDE (25-35)

E. BURGOS RAMOS*, L. PUEBLA JIMENEZ", D. AGUADO LLERA®, A.
M. HERNANDEZ PINTO®, E. ARILLA FERREIRO*

* DEPARTAMENTO BIOQUIMICA Y BIOLOGIAMOLECULAR.” DEPARTAMENTOBIOQUI-
MICAYBIOLOGIAMOLECULAR. FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD DEALCALA.
ALCALA DE HENARES. MADRID, ESPANA

Lasulfadiacinaesunasulfamidaconactividad antibacteriana y antiinflamatoria. El
péptido beta-amiloide (bA) promueve y mantiene la respuesta inflamatoria. El
objetivodel presente estudio fue evaluar si la sulfadiazina puede prevenir el efecto
del bA (25-35) sobre el sistema somatostatinérgico presente en la corteza temporal
delarata. Ratas Wistar machorecibieronunainyeccionintraperitoneal (i.p.) de salino
ode sulfadiazina (160mg/kg). Dos dias después, se les implant6 una cdnulaen el
ventriculo lateral derecho conectada a una minibomba osmética através delacual
se les administré el bA (25-35) (300 pmoles/dia) o salino durante 14 dfas. A los
12 dfas derecibirel bA, las ratas tratadas con sulfadiacinarecibieron una segunda
inyeccion i.p. de sulfamida (80mg/kg). Los animales se sacrificaron alos 14 dias
de la infusion del bA (25-35) o un periodo similar en los grupos controles. La
administracién de sulfadiacina previnoladisminucién del niimero de receptores de
SRIFyladeplecién de SRIF inmunorreactiva inducida por el bA (25-35) descrita
pornuestro grupo. Este efecto sobre el niimero total de receptores de SRIF se puede
deber parcialmente a que dicha sulfamida también impidi6 la disminucion de los
niveles de sst2 inducido por bA (25-35). Asimismo, la sulfadiacina impidi6 la
reduccién del efecto inhibidor de la SRIF sobre la actividad adenilil ciclasa
provocadaporel bA (25-35). En conclusion, este estudio indica que la sulfadiacina
previene el efectodel bA (25-35) sobre el sistema somatostatinérgicoenla corteza
temporal de la rata.
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P209. ALTERACION DEL SISTEMA GABABERGICO CORTICAL
EN FASES TEMPRANAS DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.
ESTUDIO EXPERIMENTAL EN RATONES TRANSGENICOS.

I. MORENO GONZALEZ*, 1. MORENO GONZALEZ?, J. C. DEL RIO€, D.
BAGLIETTO VARGASP, J. F. LOPEZ TELLEZ*, B. RAMOSE, S. IMENEZF,
C.CABALLEROF®, D. RUANOF, Z. KHAN, J. VITORICA ¥, A. GUTIERREZ *
A DEPT. BIOLOGIA CELULAR, GENETICA Y FISIOLOGIA. * DEPT.BIOLOGIA CELULAR,
GENETICA Y FISIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS (UNIVERSIDAD DE MALAGA).
MALAGA.€ DEPT.BIOQUIMICA, BROMATOLOGIA Y TOXICOLOGIA.” DEPT. BIOQUIMICA,
BROMATOLOGIA YTOXICOLOGIA. FACULTAD DE FARMACIA (UNIVERSIDAD DESEVI-
LIA).SEVILLA.” DEPT. BIOLOGIA CELULAR, GENETICA Y FISIOLOGIA. FACULTAD DE
CIENCIAS(UNIVERSIDAD DEMALAGA). MALAGA.” DEPT. BIOQUIMICA, BROMATOLO-
GIAYTOXICOLOGIA. FACULTAD DE FARMACIA ( UNIVERSIDAD DESEVILILA). SEVILLA.
S CIMES/DEPT. MEDICINA. FACULTAD DE MEDICINA (UNIVERSIDAD DE MALAGA).
MALAGA, ESPANA

Laslesiones cerebralesenlaenfermedad de Alzheimer (AD) empiezanenlacorteza
entorrinal y enel hipocampo, estructuras que tienen un papel crucial en los procesos
dememoria. LaAD se caracteriza por la presenciade placas amiloides extracelulares,
agregados fibrilares intracelulares y por una pérdida neuronal extensa. Los ratones
transgénicos (tg) parauno o varios genes humanos implicados en AD constituyen
modelos muy valiosos paraestudiar cambios neurodegenerativos y evaluarin vivo
posibles moléculas con valor terapéutico. Nuestro principal objetivo es identificar
marcadores moleculares tempranos de neurodegeneracién en modelos transgénicos
de AD. Recientemente, hemos determinado que los neuropéptidos SOM y NPY son
excelentes marcadores tempranos en el hipocampo de ratones PS1xAPP, y que
afecta selectivamente a las interneuronas OLM y HIPP. En este trabajo, hemos
analizado mediante RT-PCR, inmunocitoquimica y técnicas estereoldgicas
poblaciones de interneuronas corticales en funcién de su contenido en neuropép-
tidos (SOM, NPY) y proteinas ligadoras de calcio (CR y PV) en ratones PS1y
PS1xAPP de 2 a 18 meses de edad. Los resultados muestran una disminucién
acusada del mRNA para SOM, asi como una pérdida significativa de neuronas
SOM positivas en la corteza entorrinal a edades tempranas en los ratones
PS1xAPP. Estas interneuronas estdn implicadas en la formacién de la memoria
y el almacenamiento de informacion, por lo tanto una pérdida de estas células
podriaestar directamente relacionada con los déficits de memoria/aprendizaje de
las fases tempranas de AD. Financiado por FISP1030214 (AG), SAF2002-03448
(JV), FIS P1030177 (DR) y Sanofi-Aventis (AG y JV).

P210. PARALISIS SUPRANUCLEAR PROGRESIVA: COMPLEJI-
DAD EN EL PATRON DE TAU HIPERFOSFORILADA

B. PUIG MARTORELL*, G. SANTPERE BAROP®, 1. FERRER ABIZANDA®
A INSTITUT DENEUROPATOLOGIA. HOSPITAL UNIVERSITARIO DE BELLLVITGE. HOS-
PITALETDE LLOBREGAT(BARCELONA).” INSTITUT DENEUROPATOLOGIA. HOSPITAL
UNIVERSITARIDE BELLVITGE. HOSPITALET DE LLOBREGAT(BARCELONA), ESPANA

Elpropésito del siguiente estudio es determinarla posible variabilidad enlos perfiles
de tau en cinco casos de pardlisis supranuclear progresiva (PSP) con demencia y
patologia cortical probada. Mediante electroforesis y western blot en fracciones
sarkosil-insolubles, y cinco anticuerpos fosfoespecificos dirigidos contradiferentes
sitios de fosforilacién de tau (Thr181, Ser202, Ser214, Ser396 y Ser422) se han
estudiado cuatro regiones que incluyen corteza frontal (drea 8), sustancia blanca
subcortical del16bulo frontal, caudado/putamen: estriado y bulbo. Aunque el clasico
patrén de 2 bandas de tau hiperfosforilada de 68 y 64/62 kDa se observan en casi
todaslasregiones, laintensidad relativaentre labandaalta y labandabaja dependen
del anticuerpo fosfoespecifico utilizado. Ademas bandas de 72,50/55 y 37 kDa se
encuentran cominmente en PSP mientras que otras bandas de aproximadamente 60,
42, 33 y 29 kDa no aparecen de forma constante. El patrén de bandas difiere
ligeramente de un caso a otro, de una regién a otra y segin el anticuerpo
fosfoespecifico utilizado. Estos resultados sugieren que diferentes especies de tau
estan variablemente fosforiladas en un determinado momento en unadeterminada
region, y que los agregados en esta enfermedad se componen tanto de isoformas
completas fosforiladas como de formas truncadas de proteina tau.
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P211. ALTERACIONES EN LA HOMEOSTASIS DE GLUTATION
EN RATONES MUTANTES PARA EL GEN DE LA PARKINA.
EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO

J.A. RODRIGUEZ NAVARRO®, J. MENENDEZ-CUERVO HURLE ®, R.M.
SOLANO HAROC, M.J. CASAREJOS FERNANDEZ €, M.A. MENA GOMEZ
A NEUROBIOLOGIA-INVESTIGACION. ° NEUROBIOLOGIA-INVESTIGACION. HOSPITAL
RAMONY CAJAL. MADRID.® NEUROBIOLOGIA-INVESTIGACION. HOSPITALRAMON Y
CAJAL. MADRID, ESPANA

FINANCIACION: FIS 2002/P120265, FIS 2004/PI 040306, RED CIEN 03/06

Lasmutaciones que causan faltade funciéndel gen de parkinasonlacausamayoritaria
de Parkinson juvenil autosémico recesivo. Los ratones a los que se ha inactivado
este gen (parkina—/—) tienen deficiencias cognitivas, motoras y en laneurotransmi-
sion dopaminérgica, aunque nosehaobservado perdidade neuronas dopaminérgicas,
posiblemente debido aquelos niveles de GSH estdn incrementados (Itieretal 2003;
Serranoetal 2005). El objetivo de este trabajo es estudiar si el envejecimiento afecta
alahomeostasis del glutation y a la capacidad detoxificante en estos ratones. Los
niveles de glutation y las actividades enzimaticas glutatién peroxidasa (GPx) y
catalasa se miden espectrofotométricamente en homogeneizados de las regiones mas
ricas en dopamina (estriado, mesencéfaloy sistemalimbico) de cerebros de ratones
parkina —/—y controles de dos meses y dos afios de edad. Los ratones parkina —/
— tienen una menor esperanza de vida y su actividad motora espontinea es
significativamente menor que lade los ratones controles tanto enlos ratones jévenes
como en los viejos. Los ratones jovenes parkina —/— tienen mayores niveles de
glutatién reducido (GSH) que los ratones controles, lo que se ha propuesto como
mecanismo compensatorio del estrés oxidativo producido por las disfunciones en
laliberacién de dopaminay el aumento de actividad MAO-B. Conel envejecimiento
este mecanismo compensatorio del estrés oxidativo se altera, enlos ratones PK-KO
disminuyen los niveles de GSH y aumenta la actividad GPx.

P212. IDENTIFICACION DE DOS NUEVAS PROTEINAS
MEDIANTE EL SISTEMA DOBLE HIBRIDO EN LEVADURA, QUE
INTERACCIONAN CON DJ-1, IMPLICADA EN LA ENFERMEDAD
DE PARKINSON

D. SANCHEZ CENTELLAS*, A.J. MINANO MOLINA®, J. GONZALEZ
CASTANO€, J. RODRIGUEZ ALVAREZP

AINSTITUTO DE NEUROCIENCIAS Y DEPARTAMENTO DE BIOQUiMICA YBIOLOGIA
MOLECULAR.® INSTITUTO DENEUROCIENCIAS Y DEPARTAMENTO DE BIOQUiMICA Y
BIOLOGIAMOLECULAR.” INSTITUTO DENEUROCIENCIAS DEPARTAMENTO DEBIO-
QUiMICA YBIOLOGIAMOLECULAR. UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BARCELONA. BE-
LIATERRA-CERDANYOLA DELVALLES (BARCELONA). ¢ DEPARTAMENTODE. BIOQUi—
MICA, FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD A UTONOMA DEMADRID. MADRID,
ESPANA

Laenfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza porrigidez, bradiquinesia, temblor,
einestabilidad postural y es causada por degeneracién de las neuronas dopaminér-
gicas de la substancia nigra. Hoy en dia se conocen algunos genes implicados en
formas precoces de EP. A este respecto, estudios genéticos en el locus PARK7
asignaron las mutaciones del gen de DJ-1 auna forma de EP precoz. Con el fin de
dilucidarlas funciones de DJ-1 en EP, buscamos interacciones proteina-proteinaque
puedan suscitar mayor relevancia sobre dicha funcién. Elabordaje metodolégico de
las interacciones se realiza mediante el ensayo Doble Hibrido. En este sistema en
Saccharomyces cerevisiae,conseguimos coexpresar por una parte nuestra proteina
deinterés y porotraparte, cualquier proteina proveniente de una genoteca de cerebro
de raton. Cada una de estas partes estd fusionada a cada uno de los dominios
complementarios de GALA4: si existe interaccién, GAL4 queda complementada
induciendolaactivacién de genes reporteros. Hemos obtenido varios positivos en
esteensayoy porelmomento hemosidentificado dos nuevas proteinas de interaccién
con DJ-1: una denominada LUC-7 like (LUC71), implicada en el metabolismo y
splicing del mMRNA (interaccion similar a otras ya descritas de DJ-1 con proteinas
de union aRNA) ; y por otra parte citocromo C oxidasa, proteina que responde a
la toxicidad por dopamina y de la que ya se ha encontrado interaccion con otras
proteinas implicadas en EP.
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P213. EFECTOS DE DROGAS HIPOTENSORAS SOBRE
NEURONAS DE LA CAPA GANGLIONAR DE LA RETINA EN UN
MODELO EXPERIMENTAL DE PRESION INTRAOCULAR
F.DIAZSOTO*, A. VILLENA GARCIA-CABRERA *, M. MORENO VILLENA ?,
L. VIDAL MIRALLES*, C. PARRADO ROMERO®, J. GARCIA CAMPOS®,
I. PEREZ DE VARGAS FERRONI*

A DEPARTAMENTO DE HISTOLOGIA Y ANATOMIA PATOLOGICA.® DEPARTAMENTO DE
OFTALMOLOGIA. FACULTAD DE MEDICINA/UNIVERSIDAD DEMALAGA. MALAGA,
ESPANA

FINANCIACION: PROYECTO FIS P1021295

Se valoran los efectos de drogas hipotensoras sobre la capa ganglionar de laretina
(CGR) en un modelo experimental de presion intraocular (PIO) elevada. Se han
utilizado 28 ratas albinas divididas en cuatro grupos: (1) control; (2) experimental
sometido a cauterizacién de tres venas episclerales que provocaba inmediata
elevaciondelaPIO; (3)y (4) con PIO elevadatratados topicamente durante tres meses
conunb-bloqueante, timolol y una prostaglandina, latanoprost, respectivamente.
Los globos oculares seincluyeronen parafinay se realizaron secciones horizontales
de 6 pm que fueron incubadas con un anticuerpo anti Neu-N (Chemicon, USA;
dilucién 1:500) como marcador neuronal. En el grupo control obtuvimos una PIO
de 14,85 +0,65 mmHg mientras que en el grupoexperimental es 1,25 veces superior
(33,5+ 1,06 mmHg). En los grupos tratados las PIO estaban elevadas inmediata-
mente tras la operacién (34,91 + 1,12 mmHg y 32,22 + 0,99 mmHg, respectiva-
mente) retornando a valores normales una vez comenzados los tratamientos. El
nimero medio de neuronas de laCGR/mm? en los grupos control y experimental
fuede423 + 11 neuronas/mm?”y 283 + 10 neuronas/mm?, lo que sugiere una pérdida
neuronal del 33%. Traslos tratamientos con timolol y latanoprostla pérdidaes menor
(331 £ 10 neuronas/mm?y 360 + 15 neuronas/mm?>, respectivamente), aunque no
se recuperan los valores normales. Por tanto, el modelo experimental utilizado
provocaunaelevaciéndelaPIOy demuestraquelaaplicacion de drogas hipotensoras
minimiza la pérdida de neuronas de la CGR.

P214. REDUCCION DE LA POBLACION DE OLIGODENDROCITOS
EN CULTIVOS CELULARES. IMPLICACIONES EN LA REMIELI-
NIZACION

C. CID SANCHEZ?*, J.C. ALVAREZ CERMENO®, M. GOMEZ CALCE-
RRADAC, M. SALINAS*, A. ALCAZAR €

A DEPARTAMENTO INVESTIGACION.® NEUROLOGIA.€ DEPARTAMENTO DEINVESTIGA-
CION. HOSPITALRAMONY CAJAL. MADRID, ESPANA

Las deficiencias en la remielinizacion de lesiones del SNC son una de las causas
de disfuncion neuroldgica en pacientes con esclerosis miltiple (EM). En este
proceso, laincapacidad delas células precursoras de oligodendrocitos (OPC) para
llevar a cabo la remielinizacién parece ser un factor clave en este proceso.
Recientemente hemos descrito en pacientes con EM la existencia de anticuerpos
contrala proteina Hsp (heat shock protein) 90b que reconocen a su antigeno en la
superficie de las OPC. Estos anticuerpos inducen la muerte de las OPC en cultivo
porunmecanismo que es totalmente dependiente de complemento. Lamuerte celular
mediada por complemento e inducida por anticuerpos anti-Hsp90b solo tiene lugar
enestas células y causaunaimportante reduccion del nimero de oligodendrocitos
04 positivos (preoligodendrocitos). Los cultivos de OPC adultas también expre-
saron Hsp90b en su superficie celular y fueron atacados por los anticuerpos anti-
Hsp90b dando lugar aunasignificativareduccién de la poblacion de preoligoden-
drocitos. En presenciade bajos niveles de anticuerpos anti-Hsp90b, laconcentracion
de complemento fue critica paraque lapoblacién de oligodendrocitos disminuyera
(como consecuencia del ataque a las células precursoras). Asi, la poblacion de
preoligodendrocitos llegé a extinguirse en presencia de altas concentraciones de
complemento y de anticuerpos anti-Hsp90b. El inhibidor C1-EI (complement 1-
esterase inhibitor) del componente c1 del complemento previno estos efectos sobre
la poblacién de preoligodendrocitos. Estos resultados demuestran un posible
mecanismo por el cual disminuye la produccion de nuevos oligodendrocitos,
limitando la capacidad de remielinizacion.
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P215. ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO EN ACIDOS GRASOS
POLIINSATURADOS DE LOS FOSFOLIPIDOS DE LINEAS
CELULARES NEURONALES

M. V. MARTIN MARTIN*, N. FABELO PULIDO®, E. ALMANSA BERRO®,
R. MARIN CRUZADOP, R. ALONSO SOLISE, M. DIAZ GONZALEZF

A INVESTIGADORA POSTDOCTORAL.* ALUMNA PREDOCTORAL. € DOCTOR.” PROFESOR
TITULAR . DEP. BIOLOGIA ANIMAL UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA. LA LAGUNA.
P INVESTIGADORA RAMONY CAJAL.® CATEDRATICO DEFISIOLOGIA. DEP. FISIOLOGIA
UNIVERSIDAD DELALAGUNA. LALAGUNA. TENERIFE, ESPANA

FINANCIACION: SAF-3614-C03-01/02, FUNCIS-PI84/04, FIS-PI042460 Y RED CIEN

Objetivos. Hemos determinado el perfil lipidico de dos lineas neuronales con el
objeto de investigar el efecto que el cultivo a largo plazo tiene sobre los niveles
de dcidos grasos poliinsaturados en lafraccion de fosfolipidos celulares. Material
y métodos. Para el estudio se emplearon células SN56, derivadas de septum de
ratén, y células HT22, derivadas de hipocampo. El medio de cultivo fue
suplementado con los 4cidos grasos 22:6n-3 y 20:4n-6 (70%/30%) a diferentes
concentraciones durante 48 horas. Resultados. En comparacion con el cerebro o
el hipocampo de ratén, las lineas celulares presentan contenidos inferiores de
4cidos grasos saturados y poliinsaturados (20:4n-6 y especialmente 22:6n-3), asi
como un mayor contenido de monoinsaturados (principalmente 18:1n-9). La
suplementacién del medio de cultivo con 22:6n-3 y 20:4n-6 increment6 los
contenidos de saturados y poliinsaturados, y disminuy6 los monoinsaturados, en
los fosfolipidos de las lineas celulares. Conclusiones. Hemos encontrado que el
enriquecimiento del medio de cultivo con 22:6n-3 y 20:4n-6 en células SN56 y
HT22, aconcentraciones de 50 uM y 25 uM, respectivamente, modificé no solo
los titulos de 22:6n-3 y 20:4n-6, sino que paralelamente alterd los de otros dcidos
grasos, incluyendo saturados y monoenos. El enriquecimiento acercé los
porcentajes de la mayoria de los dcidos grasos en los fosfolipidicos a valores
comparables a los de cerebro e hipocampo. Claramente, los procedimientos
descritos son relevantes para una mejor adaptacion de los modelos celulares ala
fisiologia de la membrana neuronal in vivo.

P216. POSIBLE PAPEL DE LA SUPEROXIDO DISMUTASA EN LA
NITRACION DE PROTEINAS EN LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER: COMPARACION CON UN MODELO EXPERI-
MENTAL POR INYECCION DE b-AMILOIDE EN LA RATA

B. G. RAMIREZ*, J. A. GONZALEZ-CORREA®, M. L. DE CEBALLOS"
* GRUPO DENEURODEGENERACION. INSTITUTO CAJAL, CSIC. MADRID.” DEPARTA-
MENTO DEFARMACOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA, UMA. MALAGA, ESPANA

Unexceso en la generacién del radical superéxido podria dar lugar a incrementos
en los niveles de peroxinitrito y a la nitracion proteinas. Las alteraciones en la
actividad delasuperdxidodismutasa (SOD) descritas enlaenfermedad de Alzheimer
(EA) son contradictorias aunque existe consenso en que ocurre un aumento de
proteinas nitradas en tirosina. Poco se sabe en los modelos de esa enfermedad in
vivo. Hemos valorado laactividad de1a SOD, niveles de nitritos+nitratos (NOx)y
laexpresiénde proteinas nitradas (WB con anticuerpos frente anitro-Tir) en corteza
frontal de pacientes de EA (y sujetos control) y de ratas inyectadas con b-amiloide
(bA, 20 pg/rata/diaicv durante 7 dfas) cuando muestran déficit cognitivo (2 meses
iniciado el tratamiento) o con un péptido control. En la EA encontramos una
disminucién en la actividad de las dos isoformas de la SOD, que fue significativa
enelcasodelaMn-SOD (aprox 40%), un aumento en proteinas nitradas y los niveles
de NOx no cambiaronrespecto alos controles. En cambio en las ratas tratadas con
BA el tinico cambio fue un marcado aumento en la actividad de laCu/Zn-SOD (c?).
Losresultados sugieren que en ausenciade cambios en la generacién de NO, ajuzgar
por los niveles de NOX, la actividad de 1a SOD es determinante en desencadenar
nitracién de proteinas.

P217. REGULACION MEDIADA POR PRESENILINAS DE LA
SENALIZACION DEL RECEPTOR DE EGF

V. ROCHER*, C. SAURA ANTOLIN®

A ROS. INSTITUT DENEUROCIENCIES, DEPTBIOQUIMICA IBIOLOGIA MOLECULAR.
BELLATERRA.” PH D. INSTITUTO DE NEUROCIENCIAS. BELLATERRA. BARCELONA,
ESPANA

Mutaciones enlos genesdelas Presenilinas (PS) sonlaprincipal causadel Alzheimer
familiar hereditario. Las PS (PS1y PS2) forman parte del complejo enzimatico g-
secretasa, cuya actividad es responsable de 1a proteolisis de la APP para formar el
péptido b-amiloide (Ab). La acumulacién y deposicién del péptido Ab en placas
amiloides es un proceso clave enlaneurodegeneracion y lapérdida de memoriaen
esa enfermedad. Para estudiar las vias de sefializacion reguladas por las PS,
utilizamos fibroblastos deficientes en PS1y PS2 (PS —/-) y fibroblastos control.
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De este modo, hemos observado que deficiencias en PS causan cambios drasticos
enlaproliferacion, adhesién y morfologia celular. Debido al importante papel del
factor de crecimiento epidérmico (EGF) en estos eventos celulares, analizamos la
viade sefalizacion del receptor de EGF (EGFR) en esas células. Experimentos de
estimulacion con EGFrecombinante adistintos tiempos y anélisis mediante western
blot de lisados celulares han puesto de manifiesto un incremento sostenido en la
fosforilacién del EGFR en las células PS-/-. Ademads, observamos una mayor
fosforilacion de Raf, MEK y ERK en las células PS —/—, lo que indica una
sobreactivacién dela viade sefializacién de EGFR en estas células. En condiciones
normales, 1as células deficientes en PS muestran unincremento enlaexpresién del
EGFR, lo que sugiere que las PS pueden estar implicadas en la regulacion de la
expresion de este receptor. Actualmente, estamos evaluando como las presenilinas
regulan la transcripcion, estabilidad o degradacion del EGFR.

P218. BDNF MODULA LAS ALTERACIONES GLUTAMATERGI-
CAS CORTICOESTRIATALES DE LA ENFERMEDAD DE
HUNTINGTON

J. F. TORRES-PERAZA, J. M. CANALS , J. ALBERCH

DPT. DE BIOLOGIA CEL-LULAR I ANATOMIA PATOLOGICA. DPT. DE BIOLOGIA
CEL-LULARIANATOMIA PATOLOGICA. FACULTAT DEMEDICINA DELA UNIVERSITAT
DEBARCELONA. BARCELONA, ESPANA

Estudios previos demuestran que el BDNF modula la severidad y el inicio de los
sintomas motores de la enfermedad de Huntington (EH) relacionados con la
degeneracion selectiva de las neuronas de proyeccion del nicleo estriado. Sin
embargo, se desconocen los mecanismos que regulan la mayor vulnerabilidad de
estas neuronas en la EH. El presente estudio tiene como objetivo analizar el efecto
del BDNF sobre las alteraciones de los receptores NMDA (NMDAr) y las PSD-95
y SAP-102, proteinas que regulan la actividad de los NMDAr. Para ello se
cuantificaronlos niveles de NMDAr,noNMDAr, PSD-95y SAP-102, enel estriado
deratones transgénicos delaEH (R6/1) con niveles normales de BDNFy R6/1 con
niveles reducidos de BDNF (dobles mutantes: DM). Aunque a las 12 semanas de
edad, tantolos R6/1 (presintomaticos) como los DM (sintomdticos) presentan una
reduccion similar de PSD-95, dicha disminucion se acentda en los DM a las 30
semanas (R6/1: 75 + 12% y DM: 46 + 9% respecto al control). Ademads, los DM
de 12y 30 semanas presentaron niveles reducidos de SAP-102 (76 £ 5% y 69 +
6% respecto al control, respectivamente) y de la subunidad NR2b de los NMDAr
alas 30 semanas (65 = 7% del control). Interesantemente, estas alteraciones estan
acorde con lamayorresistencia de los DM alalesion exitotoxica producida por la
inyecciénintra-estriatal de un agonistaNMDA. Nuestros resultados sugieren que
elincremento de las alteraciones glutamatérgicas es un posible mecanismo por el
cual la disminucién de BDNF modula la severidad de la EH.

P219. TAUPATIAS VS SINUCLEINOPATIAS: AGREGACION DE
ALFA-SINUCLEINA EN LA ENFERMEDAD DE PICK (PID)

E. DALFO CAPELLA*, A. MARTINEZ CASALS?®, I. FERRER ABIZANDA ©
*CONTRATADO. FACULTAD DEMEDICINA, CAMPUS BELLVITGE. L’HOSPITALET DE
LLOBREGAT, BARCELONA.” BECARIA PRE-DOCTORAL. FACULTATDEMEDICINA, CAM-
PUS BELLVITGE. L’HOSPITALET DE LLOBREGAT, BARCELONA. € CATEDRATICO DE
UNIVERSIDAD, DIRECTOR DEL INSTITUTO DE NEUROPATOLOGIA. FACULTAD DE
MEDICINA, INSTITUT DENEUROPATOLOGIA. L’'HOSPITALET DELLOBREGAT. BARCE-
LONA, ESPANA

La proteina presindptica alfa-sinucleina caracteriza a un amplio grupo de
enfermedades neurodegenerativas llamadas sinucleinopatias. Forman parte de las
sinucleinopatias laenfermedad de Parkinson, lademencia con cuerpos de Lewy
olaatrofia multisistémica, encontrdndose en estas tres patologias lainteraccién
andémala de alfa-sinucleina con la proteina sindptica Rab3a. Asi mismo también
se ha hallado esta interaccién en un modelo de raton transgénico para la forma
mutada humana de alfa-sinucleina (A30P), que caracteriza una forma familiar de
laenfermedad de Parkinson. Esta interacciéon andmala, junto con la acumulacién
y posterior agregacion de alfa-sinucleina podria tener sus consecuencias en la
transmision sindptica, tan afectada en este grupo de patologias. La proteinatau,
de asociacién a microtiibulos, estd implicada en la patofisiologia de un grupo de
enfermedades neurodegenerativas llamadas taupatias. La enfermedad de Pick
(PiD) es una taupatia caracterizada por unaatrofia severade los I6bulos temporal
y frontal , que se acompaiia de pérdida neuronal ademds de inclusiones
intraneuronales inmunoreactivas parala proteina tau fosforilada, llamados cuerpos
de Pick, presentes sobretodo en el hipocampo, amigdala, nicleo septal y capas
superiores dela cortezaentorrinal eisocorteza. En el siguiente trabajo demostramos
la acumulacion de alfa-sinucleina, asi como el aislamiento bioquimico de
oligémeros en laenfermedad de Pick. También demostramos que esta neurode-
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generacion, igual que otras sinucleinopatias presenta la interaccion anémala de
alfa-sinucleina con la proteinarab. Se establece asi una relacién entre taupatias
y sinucleinopatias, hasta ahoramuy separadas entre si pero que podrian compartir
mecanismos de neurodegeneraciéon comunes.

P220. FACTOR DE CRECIMIENTO DEL HIGADO COMO FACTOR
DE PROLIFERACION, MIGRACION Y DIFERENCIACION DE
LAS CELULAS MADRE NEURALES Y SU POSIBLE UTILIDAD EN
ENFERMEDAD DE PARKINSON

E.BAZAN IZQUIERDO*, D. REIMERS CERDA *, A. SANCHEZ HERRANZ ,
J.J.DIAZ GIL® R. GONZALO-GOBERNADO*,R. ALONSO CABANILLAS *,
M. J. ASENSIO VEGA*

A NEUROBIOLOGIA-INVESTIGACION. HOSPITALRAMONY CAJAL.® BIOQUIMICA EXPE-
RIMENTAL. CLINICA PUERTA DE HIERRO. MADRID, ESPANA

Elfactorde crecimiento de higado (LGF) es un factor de proliferacion y regeneracion
endistintos tipos celulares, y estudios preliminares fundamentan su posible usoen
terapias neuroregenerativas. El objetivo del trabajo ha sido comprobar si el LGF
estimulala proliferacion celulary laneurogénesis enel modelo experimental enrata
de enfermedad de Parkinson (EP) de lesion con 6-OHDA. La administracion
intraventricular de LGF increment6 laincorporacién de bromodeoxiuridina (BrdU)
ylaexpresiondelos marcadores de células madre neurales (CMN) nestinay proteina
dcidadelaglia, observandose células doblemente marcadas paraBrdU y nestinaen
lazona subventricular y el parénquima estriatal. Sin embargo, no se encontraron
células BrdU-positivas/ b tubulina III-positivas, sugiriendo que el LGF no es un
factor neurogénico paralas CMN delazonasubventricular. Lainfusiénintraestriatal
de LGF no afect6 a la proliferacion celular, pero aumentd significativamente el
nimero de terminales tirosina hidroxilasa positivos en el estriado denervado y
mejord laconductarotacional provocada por apomorfina. Las conclusiones son: 1)
la infusién intraventricular de LGF estimula la proliferacion y migracion de las
CMN; y2)lainfusionintraestriatal de LGF estimulalaregeneraciondelos terminales
dopaminérgicos dafiados, lo que podria explicar la discreta mejoria conductual
observadaen estos animales.

P221. EXPRESION DE MARCADORES MONOAMINERGICOS
EN LA ENFERMEDAD DE LOS GRANOS ARGIROFILOS

A. MAZO RIERA*, G. MENGOD ®, E. MARTINEZ*, M. TOLNAYS, P.
ALPHONSEC, R. CORTES "

* DEPARTAMENTO DENEUROQUIMICA.” DEPARTAMENT DENEUROQUIMICA. INS-
TITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS DE BARCELONA. BARCELONA.
# DEPARTAMENTO DENEUROQUIMICA. INSITUTO DEINVESTIGACIONES BIOMEDI-
CASDEBARCELONA. BARCELONA.  DEPT. NEUROPATHOLOGIE. INSTITUT FUR PA-
THOLOGIE. UNIVERSITAT BASEL. BASEL, SUIZA

FINANCIACION: CICYT, SAF 2000-0212 Y SAF 2003- 02083

Laenfermedad delos granos argirdfilos (EGA) es unademencia de aparicion tardfa
deltipo delas tauopatias. Neuropatolégicamente se caracteriza por la presenciaen
el neurdpilo de pequefios granos fusiformes de material argirdfilo. Estos granos son
abundantes en hipocampo, amigdala, corteza entorrinal e hipotdlamo, y ocasional-
mente se encuentran también en algunos nicleos del tronco encefélico como el rafe
oellocus coeruleus. Existen pocos datos sobre cambios bioquimicos en la EGA.
Nuestro objetivo ha sido analizar si en la EGA se producen alteraciones en los
sistemas de neurotransmisores aminérgicos que pudieran sugerir dianas terapéuticas
parael tratamiento de esta enfermedad. Como método, hemos utilizado latécnica
de hibridacion in situ para detectar los mRNAs del transportador de serotonina y
de diversos enzimas que participan en la sintesis de monoaminas, en substantia
nigra, locus coeruleus y rafe dorsal, en una muestra de tejidos procedentes de 9
pacientescon EGA, 11 pacientes con Alzheimery 11 controles. Nuestros resultados
no revelan mayores cambios en la expresion de tirosina hidroxilasa (TH) o
aminoacido decarboxilasa(AADC)enlas células dopaminérgicas dela substantia
nigra,nien TH, AADCy dopamina-b-hidroxilasaenlas células noradrenergicas del
locus coeruleus. En cambio observamos importantes disminuciones en laexpresion
detriptéfanohidroxilasa, AADC, y transportador de serotoninaen células serotonér-
gicasdelrafedorsal,encomparaciénconlos grupos control y Alzheimer. Enconclusion,
estos datos sugieren una disfuncién del sistema serotonérgico en la EGA.
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P222. MODIFICACIONES EN LA RETINA INTERNA DE UN
MODELO MURINO DE RETINOSIS PIGMENTARIA

M. MARCHENA FERNANDEZ*, E. HERNANDEZ GALILEA®, J. AIJON
NOGUERA®*, J. LARA PRADAS*, A. VELASCO ARRANZ*

4 DEPARTAMENTO BIOLOGIA CELULAR Y PATOLOGIA. INSTITUTO DENEUROCIEN-
CIAS DE CASTILLA Y LEON. UNIVERSIDAD DE SALAMANCA. SALAMANCA. ® DE-
PARTAMENTO DE OFTALMOLOGIA. HOSPITAL CLINICO DE SALAMANCA. SALAMAN-
CA, ESPANA

FINANCIACION: JCYL, MEC, FUNDALUCE Y FUNDACION MEMORIA DE D. SAMUEL
SOLORZANO BARRUSO

Los ratones con la mutacién PCD (purkinje cell degeneration) sufren una lenta y
progresivadegeneracion delos fotorreceptores, comparable alaretinosis pigmentaria
humana. El objetivo es analizar las modificaciones estructurales y neuroquimicas de
las poblaciones neuronales y gliales de la retina interna durante la pérdida de los
fotorreceptores yaque suestadoesun factordeterminanteenlaaplicaciéndeestrategias
terapetticas. Sehanusadoratones delalinea C57/BL6 portadores de lamutacion PCD
en homocigosis y ratones sin mutacién como controles. Los animales fueron
sacrificados con 60, 90, 180 y 270 dias postnatales. Para el andlisis de la glia se han
utilizado anticuerpos contrala calbindina, glutamina sintetasa, GFAPy el MHCIl y
para las poblaciones neuronales contra PKC RT97, sintaxina y sinapsina. Las
poblaciones de células gliales reaccionan intensamente. Tanto las células de Miiller
como los astrocitos se vuelvenreactivos y cambian su patrén de expresion de GFAP
y GS. Lamicroglia experimenta un aumento notable de su niimero y aparecen entre
los nticleos y los segmentos de los fotorreceptores. En cuanto a las neuronas, las
bipolares pierden paulatinamente la expresion de PKC en sus penachos dendriticos.
Enelrestode poblaciones neuronales no se hanencontrado diferencias significativas
en el patrén de expresion de los marcadores proteicos usados. Concluimos que las
neuronas de las capas internas presentan escasas modificaciones, mientras que las
células gliales responden intensamente ala degeneracion de los fotorreceptores.

P223. EFECTOS DEL PEPTIDO BETA-AMILOIDE EN LA
EXPRESION DE RECEPTORES COLINERGICOS Y DE
GLUTAMATO EN EL HIPOCAMPO DE LA RATA

A. GONZALO-RUIZ, J. L. PEREZ PEREZ®, JM. SANZ €, . AREVALOP
A LABORATORIO NEUROANATOMIA. INSTITUTO DENEUROCIENCIAS DE CASTILLA Y
LEON, UNIVERSIDAD DE VALLADOLID. SORIA. ? LABORATORIO NEUROANATOMIA.
UNIVERSIDAD DEVALLADOLID. CAMPUS DESORIA (SORIA). € ANATOMIA PATOLOGI-
CA.P MEDICINA INTERNA. HOSPITAL PRINCIPE DEASTURIAS. ALCALA DE HENARES.
MADRID, ESPANA

En los tltimos afios, en la patogenia de la enfermedad de Alzheimer (EA) se ha
implicado el sistema glutamatérgico, ademads de lareconocida disfuncion colinér-
gica. Eneste trabajo se han analizado las modificaciones inducidas por el péptido
beta-amiloide (bA) en laexpresion de receptores de glutamato y nicotinicos en el
hipocampo delarata. Bajo anestesia general se realizaron microinyecciones debA
en la corteza cingular en el hemisferio izquierdo. Como control, se realizaron
inyecciones de PBS enlacorteza cingular en el hemisferio derecho. Tras periodos
de supervivencia entre 4 y 14 dfas, los animales se sacrificaron y los cerebros se
procesaroninmunocitoquimicamente parala visualizacion de las subunidades a7 del
receptornAChR, GluR 1 y GluR2/3 del receptor AMPA y NR 1 y NR2a/bdel receptor
NMDA. Lalesiéninducida porel depdsito de bA determind una marcadareduccion
en lainmunoreactividad ante la subunidad a7 en laregién CA1y en subiculum,y
ante GluR2/3 en las regiones CA1-CA2, particularmente en la regiéon CA2.
Asimismo, se observé unaligeradisminucion en las subunidades GluR 1 y NR2a/
b, tanto en CA 1 como en subiculum. Estudios de doble marcaje muestran que los
receptores analizados se expresan principalmente en interneuronas, putativamente
gabérgicasy parvalblimina positivas, mientras que no se apreciaron en interneuronas
inmunopositivas ante calbindina. Estos resultados sugieren un efecto del péptido
bA enel patrén de secrecién de receptores colinérgicos y de glutamato, que pueden
tener un papel esencial enlos cambios sindpticos asociados alaEA. Subvencionado
por la JCyL 03/01.
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P224. EXPRESION DE HEMO OXIGENASA-1 COMO UN
MARCADOR HISTOQUIMICO PARA ESTADIOS TEMPRANOS
DE LESION ESTRIATAL

A. MUNOZ PATINO, P. REY LOPEZ, J. PARGA MARTIN, J. RODRIGUEZ
PALLARES, M. J. GUERRA, J.L. LABANDEIRA GARCIA
DEPARTAMENTODECIENCIASMORFOLOGICAS. FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD
DESANTIAGODE COMPOSTELA. SANTIAGO DECOMPOSTELA. LA CORUNA, ESPANA

En el estriado normal, los niveles de hemooxigenasa-1 (HO-1) estan por debajo de
loslimites deinmunodeteccion. Enelestriadoderatas con diferentes tipos de lesiones
que afectan a las células estriatales o a sus principales sistemas aferentes se realizé
inmunohistoquimicaparaHO-1, tirosina hidroxilasa, serotonina, NeuN, marcadores
gliales (GFAP, OX-6,0X-42)y FluoroJade (marcadorde degeneracion neuronal), para
investigarsilasobreexpresion de HO- 1 podria serun marcador histoquimiconitil para
eldafioestriatal. Inyecciones intraestriatales o intraventriculares de excitotoxinas que
afectanalas neuronas estriatales (dcido iboténico) o de neurotoxinas que afectan las
terminales estriatales aferentes dopaminérgicas (6-hidroxidopamina) o serotoninérgi-
cas (5,7-dihidroxitriptamina), o lesiones quirtrgicas delas proyecciones corticoestria-
tales indujeron inmunorreactividad (ir) paraHO-1 enla glia 36 horas postlesion. Tras
inyecciones intraestriatales de dcido iboténico, se observé una zona central de
degeneracién neuronal positiva para FluoroJade, con numerosas célulasredondas y
pseudopddicas HO-1-ir que colocalizaban con OX-6 y OX-42, rodeada de un anillo
deastrocitos HO-1-ir. Inyecciones intraventriculares de neurotoxinas indujeron HO-
1-irenastrocitos en dreas lesionadas o denervadas y células microgliales HO-1-iren
zonas sometidas adaiomecanico. De 1 a3 semanastraslesion, sereducfaodesaparecia
laHO-1-ir, aunque todavia se observaban algunas células después de las inyecciones
intraestriatales de 4cido iboténico o después de la deaferentizacién quirdrgica
corticoestriatal. Estosresultados indican que ladeterminaciondelaHO-1-irenlaglia
representa un marcador ttil para estadios tempranos de lesion estriatal.

P225. CARACTERIZACION NEUROQUIMICA DE LAS NEURO-
NAS DOPAMINERGICAS DEL ESTRIADO EN MACACOS
INTACTOS, PARKINSONIANOS E IMPLANTADOS CON
AGREGADOS CELULARES DE CUERPO CAROTIDEO

W. SAN SEBASTIAN RAMIREZ#, L. SALDISE ELIZONDO®, J. GUILLEN
1ZCO*,M.MANRIQUE SMELA ®,. MARCILLA GARCIA *,S. BELZUNEGUI
RONCAL*, A. IZAL AZCARATE®, P. GARRIDO GIL*, M. VAZQUEZ
CLAVERIE*, M.R. LUQUIN PIUDO*

* LABORATORIO DENEUROBIOLOGIA DELPARKINSON. CIMA-UNIVERSIDAD DENAVA-
RRA. PAMPLONA-NAVARRA.” DEPARTAMENTO DENEUROLOGIA YNEUROCIRUGIA.
CLINICA UNIVERSITARIA DENAVARRA. PAMPLONA. NAVARRA, ESPANA

Estudios recientes en macaco y humano, han demostrado laexistencia de neuronas
dopaminérgicas (DA) intrinsecas del estriado cuya funcionalidad se desconoce.
Nuestro grupohadescritoque el implante de agregados celulares de cuerpo carotideo
(ACCC)enestriado de macacos parkinsonianos induce un aumento del nimero de
estas células. El objetivo de este estudio es caracterizar neuroquimicamente estas
neuronas dopaminérgicas endiferentes condiciones experimentales. Se cuantificaron
las neuronas DA del estriado en macacos intactos (I), macacos parkinsonianos (IT)
y macacos parkinsonianos con implante unilateral de ACCC (III). Mediante
inmunofluorescencia doble se estudi6 la colocalizacién de TH con diversos
marcadores estriatales (GAD67,nNOS, CaBP, CR, PV), DAT y GDNF. En todos
los grupos de animales, el 80% de las neuronas resultaron ser TH/GADG67. Parael
restode marcadores, 1a proporcion de colocalizacion se vio modificada de diferente
manera en los grupos tratados (I y III), respecto a la obtenida en el grupo intacto
(Tabla). Estos resultados sugieren que, la administraciéon de MPTP y el implante
de ACCCinducenun aumento del niimero de neuronas dopaminérgicas intrinsecas
del estriado. Ademds, las caracteristicas neuroquimicas de estas neuronas son
diferentes entre si y con relacion al grupo control.

P226. LA INHALACION CRONICA DE MPTP INDUCE PARKIN-
SONISMO EN RATONES

A.LROJO SANCHIS *, C. MONTERO ALVAREZ®, M. SALINAS LA ROSA €,
M. SALAZAR ROA ¢, C. CAVADA MARTINEZP, A. CUADRADO PASTOR €,
R. DE SAGARRA CONDE“

A DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA. FACULTAD DE MEDICINA, ® DEPARTAMENTO
MORFOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MADRID.
MADRID.® DEPARTAMENTO BIOQUIMICA. FACULTAD DEMEDICINA. UAM. MADRID.
€ DEPARTAMENTO BIOQUIMICA. FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD AUTONOMA
DEMADRID. MADRID, ESPANA

Estudios epidemioldgicos sugieren que las toxinas medioambientales son un factor
de riesgo en la adquisicion de Parkinson idiopético. Sin embargo, esta hipStesis
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Tabla P225. Porcentajes de colocalizacion de las neuronas dopami-
nérgicas del estriado con distintos marcadores.

Intacto MPTP MPTP + implante
Contralateral Homolateral

GADg7 75 79 74 82
nNOS 0 5,3 16,6 36,8
CaBP 0 40 31 21
CR 71 57 33 25
PV 20 23 25 30
DAT 62,5 50 18,2 22
GDNF 33,3 25 37,5 64

noesta formalmente demostrada porque los modelos animales de laboratorio se basan
en el desarrollo de un cuadro agudo mediante administracién de la toxina por via
intraperitoneal o intravenosa. Este estudio pretende determinar si una toxina bien
caracterizada, la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), induce enfer-
medad de Parkinson cuando se administra crénicamente por una via de entrada
natural, como es la cavidad nasal. Ratones C57BL/6, inoculados intranasalmente
con MPTP durante 30 dias, desarrollaron deficiencias motoras similares a las que
se producen mediante inyeccién intraperitoneal de MPTP. Estos animales presen-
taron una severa disminucién en los niveles estriatales de dopamina, tirosina
hidroxilasa y transportador de dopamina, consistente con la pérdida de neuronas
dopaminérgicas en sustancia negra. Ademds, mostraron una fuerte reaccién astro-
glial, pero no se apreciaron agregados de alfa-sinucleina. Sinembargo, se observo
unarespuestaantioxidante enlos somas de las neuronas dopaminérgicas en sustancia
negra, caracterizada por una mayor inmunoreactividad para Mn-superéxido dismu-
tasa, y en astrocitos con incremento en Nrf2 y hemooxigenasa-1. Este estudio
presenta tres hallazgos importantes: 1) demuestra formalmente que laexposicién
ambiental crénica a toxinas parkinsonianas induce esta enfermedad mediante
inhalacion; 2) se ha generado un nuevo modelo crénico de desarrollo lento de la
enfermedad de Parskinson enratones, y 3) lainoculacion intranasal de plaguicidas
puede constituir un nuevo test de riesgo para evaluar su uso industrial.

P227. EFECTO PROTECTOR DE LOS PRODUCTOS FINALES DE
GLICOSILACION (AGES) Y SULFATO DE CONDROITINA SOBRE
LA TOXICIDAD INDUCIDA POR EL PEPTIDO AB1-42 EN CE-
LULAS SH-SY5Y

J. PONCE TORRENT?, S. REGOT RODRIGUEZ DE MIER*, J. CLOTET*,
N. CASALS*, X. FERNANDEZ-BUSQUETS®, N. DURANY PICH®

* AREA DEBIOLOGIAMOLECULAR Y CELULAR. “ AREA DE BIOLOGIAMOLECULARY
CELULAR. FACULTAD DE CIENCIAS DELASALUD. UNIVERSIDAD INTERNACIONALDE
CATALUNA. SANT CUGAT DEL VALLES (BARCELONA). ® CENTRE DE RECERCA EN
BIOELECTRONICAINANOBIOCIENCIA. PARC CIENTIFIC, UNIVERSITAT DEBARCELO-
NA. BELLATERRA. BARCELONA, ESPANA

Laenfermedad de Alzheimer es una demencia que afecta aproximadamente 8-10
millones de personas en el mundo, principalmente, mayores de 65 afios. A nivel
molecular, se observa muerte neuronal localizada, asociadaala presenciade placas
seniles extracelulares, constituidas fundamentalmente por agregaciones del péptido
b-amiloide 1-42 (Ab1-42), y deestructuras neurofibrilares intracelulares, formadas
por proteinatau hiperfosforilada. El presente estudio pretende determinarla toxicidad
del Ab1-42y el efecto delos productos finales de glicosilacion (AGE) y sulfato de
condroitina (SC) sobre dicha toxicidad. Como modelo experimental se ha utilizado
lalinea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y. La viabilidad celular se ha
valoradoutilizandoel ensayode MTT. Elestadode agregaciondel Ab1-42 enel medio
de cultivo, en presencia de AGE y SC se ha detectado mediante western blot. Los
resultados obtenidos demuestran que Ab1-42 (10 IM) es toxico para las células
(viabilidad = 60 + 6,5%). No obstante, en presencia de AGE y SC, esta toxicidad
se reduce. AGE (BSA (3 iM) + glucosa (1 mM)) protege en un 13,8 + 8,5% la
toxicidad del Ab1-42; AGE (BSA (3iM) + fructosa (1mM)) protege en un 9,6 +
6,2%;y el sulfato de condroitina (0,5mg/mL) protegeenun 13,0+ 6,8%. Asi mismo,
demostramos que la presenciade AGE enel medio de cultivo, favorece laagregacién
del Ab1-42 y reduce la forma monomerica. La disminucién de toxicidad de Ab1-
42 observadaen presenciade AGEs y sulfato de condroitina, sustancias que favorecen
laagregacion del péptido, sugiere que el Ab1-42 monomérico es mds neurot6xico
que enestado agregado.
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P228. LA ACUMULACION DE PROTEINAS EN EL RETICULO
ENDOPLASMATICO INDUCIDA POR EXCITOTOXICIDAD
CRONICA CON NMDA PRODUCE UNA NEURODEGENERA CION
AUTOFAGICA ESPECIFICA DE LAS MNS

O. TARABAL-MOSTAZO, J. CALDERO-PARDO, C. CASAS-HERRANZ, J.
ESQUERDA-COLELL

DEPARTAMENT DE CIENCIES MEDI QUES BASI QUES. UNIVERSITATDELLEIDA. LLEI-
DA, ESPANA

Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que el tratamiento crénico
con NMDA (E5-E9) en embriones de pollo rescata las motoneuronas (MN) de la
médulaespinal de lamuerte celular programada. Ademas, después del tratamiento
crénico, las MN estan protegidas de la muerte excitotoxica. Posteriormente
observamos que esas MN desarrollan cambios que incluyen alteraciones en el trafico
de membranas y otras patologias similares alas descritas en algunas enfermedades
degenerativas como la esclerosis lateral amiotréfica (ELA). En este estudio
ampliamos los resultados previos mostrando que la agregacion de protefnas en el
reticuloendoplasmético (RE) noinduce de forma apreciable lamuerte celular de las
MN, perosi unarespuestaautofigicaque conduce aladegeneraciondelaMNalargo
plazo, produciendo disfuncién celular aunque no lamuerte inmediata de las células.
El tratamiento crénicocon NMDA determina, ademas, unaresistenciaala muerte
celular provocada por diversos estimulos, sugiriendo, que el bloqueo de latraduccién
deproteinas enel RE sometidoaestrés, podriainhibir la apoptosis enlas MN tratadas
con NMDA. Estos resultados representan un nuevo modelo de neurotoxicidad
mediadaporel receptor de glutamato que selectivamente afectaalas MN delamédula
espinal. Mostramos un sistema experimental titil para comprender los mecanismos
involucrados en la degeneracién crénica de las MN y en algunas alteraciones
citoplasmaticas propias delaMN enlaenfermedad delaELA, como sonlos cuerpos
de inclusién.

P229. FRECUENCIA Y GRAVEDAD DE LOS SINTOMAS
CONDUCTUALES Y PSICOLOGICOS EN LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER

J.M. GARCIA-ALBERCA*, M. BERTHIER TORRES®, S. GONZALEZ
BARON €, J.P. LARA MUNOZ"

ADEPARTAMENTO DE PS[QU[ATRfA. CENTRO CLINICO LOS NARANJOS. MALAGA.
B CONSULTA DEREHABILITACION DELLENGUAJE.” UNIDAD DENEUROFISIOLOGIA
HUMANA. CENTRO DEINVESTIGACIONES MEDICO-SANITARIAS, (CIMES). UNIVERSI-
DAD DEMALAGA. MALAGA. € UNIDAD DENEUROFISIOLOGIA HUMANA. CENTRO DE
INVESTIGACIONES MEDICO-SANITARIAS (CIMES). UNIVERSIDAD DE. MALAGA. MALA-
GA, ESPANA

Los sintomas psicoldgicos y conductuales son muy frecuentes en laenfermedad de
Alzheimer (EA). Son escasos los trabajos orientados a su estudio en poblacién
espaiiola. Elobjetivode este trabajohasidoestudiarla frecuenciay gravedad de estos
sintomas enun grupode 125 pacientes diagnosticados con EA (criterios NINCDS-
ADRDA) procedentes de diferentes centros asistenciales de Médlaga y evaluados en
laUnidad de Demencias del Centro Clinico Los Naranjos. Laevaluacién del deterioro
funcional serealizé mediante la Functional Assessment Staging (FAST, Reisberg,
1988); los sujetos pertenecian alos estadios 4 (42 sujetos, 34%), 5 (33 sujetos, 26%)
y 6 (50sujetos, 40%). La evaluacion de los sintomas psicoldgicos y conductuales
se realizé mediante el Neuropsychiatric Inventory (NPI, Cummings et al, 1994).
122 pacientes (98%) presentaron sintomas psicoldgicos y conductuales. La
frecuencia de su presentacion fue la siguiente: apatia (75%), irritabilidad (66%),
depresion (60%), agitacion (55%), ansiedad (54%), actividad motora aberrante
(47%), delirios (38%), alteraciones del suefio (36%), desinhibicion (29%), altera-
ciones del apetito (28%), alucinaciones (20%) y euforia (4%). La frecuencia e
intensidad en la gravedad de los sintomas conductuales y psicolégicos resultd
significativamente mayor cuanto m4s alto era el estadio de la FAST en que los
pacientes se encontraban (p < 0,01 en todos los casos, ANOVA). Estos resultados
demuestranlaaltaincidenciadelos sintomas conductuales enlos pacientes con EA
y muestran la necesidad de tratar adecuadamente estas alteraciones.

REV NEUROL 2005; 41 (Supl 2): 55-95

P230. LOS NIVELES DE EXPRESION DEL ENZIMA HIDROLASA
UBIQUITINA CARBOXITERMINAL 1 (UCHL-1) ESTAN DISMI-
NUIDOS EN LA DEMENCIA DE CUERPOS DE LEWY: IMPLICA-
CION EN LAS o-SINUCLEOPATIAS

M. BARRACHINA*, E. CASTANO®, E. DALFO*, T. MAESC, C. BUESA®,
I. FERRERF®

ADOCTORA.F DOCTOR. INSTITUT DENEUROPATOLOGIA-HOSPITALUNIVERSITARIDE
BELLVITGE. L'HOSPITALET DE LLOBREGAT. ? DOCTORA. SERVEIS CIENTIFICOTEC-
NICS-UNITAT DE BIOLOGIA-CAMPUS BELLVITGE-UNIVERSITAT DE BARCELONA.
L’HOSPITALET DE LLOBREGAT. DOCTORA. ORYZON GENOMICS-PARC CIENTIFICDE
BARCELONA. BARCELONA.” DOCTOR. DEPT. BIOQUiMICA IBIOLOGIAMOLECULAR-
FACULTATDE FARMACIA-UNIVERSITAT DE BARCELONA. BARCELONA, ESPANA

La enfermedad de Parkinson (PD) y la demencia de cuerpos de Lewy (DLB) se
caracterizan por la acumulacién de la a-sinuclefna y ubiquitina en los agregados
proteicos llamados cuerpos de Lewy y neuritas de Lewy. El enzima hidrolasa
ubiquitina carboxiterminal 1 (UCHL-1) participa en el sistema de degradacién
proteicadel proteosoma (UPS) donde las proteinas marcadas con colas de ubiquitina
son degradadas. Este enzima hidroliza las cadenas de ubiquitina resultantes
permitiendo asi la disponibilidad de ubiquitina monomérica libre y favoreciendo
ladegradacién proteica. Estudios de ADN microarrays, confirmados mediante PCR
TagMany Western Blot, muestran una disminucién de los niveles de expresion de
UCHL-1 en muestras post mortem de cértex frontal de pacientes con DLB (tanto
en la forma pura, DLBp, como en la forma comtin, DLBc, asociada a cambios de
Alzheimer) respecto al grupo control. En el cértex frontal de pacientes con PD no
se observacambios en los niveles de expresion de este enzima. Sin embargo, enel
bulbo de estos pacientes los niveles de UCHL-1 también estan disminuidos. La
disminucién en los niveles de expresiéon de UCHL-1 no estd asociada a la
disminucién de varias proteinas relacionadas con el UPS, como las subunidades
20SX,20SY, 19Sy 11Sa. Estosresultados nos muestran unareducciénde los niveles
de UCHL-1 enlasregiones cerebrales con presenciade cuerpos de Lewy. Por tanto,
una expresion reducida de UCHL-1 podria contribuir a una agregacion proteica
anormal, siendo UCHL-1 una diana terapéutica potencial en el tratamiento de las
a-sinucleinopatias.

P231. TRANSGENESIS CONDICIONAL CON UNA FORMA DO-
MINANTE NEGATIVA DE GSK-3BETA COMO HERRAMIENTA
PARA ESTUDIO DE LA INHIBICION SOSTENIDA DE GSK-3

R. GOMEZ SINTES*, F. HERNANDEZ PEREZ®, J. AVILA DE GRADOE, J.
P. GOTTELAND®, P. ZARATIN", J. J. LUCAS LOZANO"

* CENTRODEBIOLOGIAMOLECULAR. © CENTRO DE BIOLOGIA MOLECULARSEVERO
OCHOA. UNIVERSIDAD AUTONOMA DEMADRID/CSIC. CANTOBLANCO.” CENTRODE
BIOLOGIA MOLECULAR SEVERO OCHOA. UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MADRID/
CSIC. CANTOBLANCO, MADRID.” SERONO PHARMACEUTICALRESEARCHINSTITUTE.
SERONO. GENEVA, SWITZERLAND. * ISTITUTO DIRICERCHE BIOMEDICHE ‘A. MAR-
XER’. LCG-RBM/SERONO DISCOVERY. COLLERETTO GIACOSA, ITALIA." CENTRODE
BIOLOGIA MOLECULAR SEVERO OCHOA. CSIC/UNIVERSIDAD AUTONOMA DEMA-
DRID. CANTOBLANCO, MADRID, ESPANA

Hay evidencias de que la glucégeno sintasa cinasa-3beta (GSK-3beta) participaen
laetiologiadelaenfermedad de Alzheimer (EA): a) GSK-3beta fosforilatauenla
mayoriadelos sitios hiperfosforiladosenlaEA. b) Latoxicidad del beta-amiloide
(Abeta) sobre neuronas en cultivo es mediada por GSK-3beta. ¢) GSK-3beta
interacciona directamente con Presenilina-1 (PS-1) y las mutaciones en PS-1
aumentan esta asociacion. d) Laactividad GSK-3 modula la produccién de Abeta
desde su proteina precursora APP. Se ha propuesto, por tanto, que la inhibicion
farmacol6gicade GSK-3 podriaserdeutilidad terapéuticaenlaEA asicomoenotras
patologias que también se asocian a una elevada actividad GSK-3 tales como la
diabetes tipo 2. El estudio mediante abordaje genético de la inhibicién sostenida
de la actividad GSK-3 se ha visto dificultado por la letalidad embrionaria de los
ratones knock-out carentes de GSK-3beta. Como abordaje alternativo paraevitar esta
letalidad embrionaria, y ademas poder restringir la inhibicion sostenida de GSK-
3 adeterminados tejidos, hemos generado ratones transgénicos con la secuencia
GSK-3beta (K85R) bajo el control del promotor inducible por tetraciclina. La
mutacién K85R resultaenuna formadominante negativade GSK-3beta (DN-GSK-
3). El cruce de estos ratones con distintas cepas de ratones que expresan el
transactivador de tetraciclina (tTA = Tet-Off), permitird explorar el efecto de la
inhibicién sostenidade GSK-3 en aquellos tejidos que expresen el transactivador.
Ademds, frenando la expresion del transgen mediante la administracién de
tetraciclinas, serd posible analizar silos potenciales efectos de lainhibicién sostenida
sonreversibles.
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P232. PAPEL DE LA INFLAMACION EN EL DANO AXONAL EN
ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS: EFECTO DE
LOS CANALES DE SODIO Y MARCADORES DE INTEGRIDAD
AXONAL

B. MORENO BRUNA®*, Z. GONZALEZ ®, B. FERNANDEZ DIEZC, T.
TUNONP, P. VILLOSLADA DIAZE

A BECARIA PREDOCTORAL. CENTRO DE INVESTIGACION MEDICAAPLICADA (CIMA)-
UNIVERSIDAD DENAVARRA. PAMPLONA (NAVARRA).® ESTUDIANTE EN. PRACTICAS.
UNIVERSIDAD DENAVARRA. PAMPLONA. € TECNICO LABORATORIO. CENTRO DEIN-
VESTIGACIONMEDICAAPLICADA-UNIVERSIDAD DENAVARRA. PAMPLONA.” DOCTORA.
HOSPITALDENAVARRA. PAMPLONA.* DOCTOR NEUROLOGIA. CIMA- CLINICA UNI-
VERSITARIA. PAMPLONA. NAVARRA, ESPANA

Objetivos. Identificar los mecanismos implicados en el dafio axonal secundario a
la inflamacién crénica para estudiar las dianas terapéuticas que nos sirvan como
tratamientos preventivos de muerte neuronal y dafio axonal en enfermedades
neurodegenerativas. Material y métodos. Muestras de cerebro de pacientes con
esclerosis miltiple. Las lesiones de EM fueron clasificadas mediante Luxol en,
agudas, cronicas-activas y cronicas-inactivas. Para estudiar la integridad axonal,
distribucién de canales de sodio y actividad inflamatoria, se realizaron inmunohis-
toquimicas en muestras parafinadas con: anti-CD3, anti-CD20, anti-CD68, anti-
GFAP, anti-APP, anti- Nav 1.2 y anti-Nav 1.6, y anti-iNOS. Resultados y
conclusiones. Seidentificaron lesiones crénicas-activas einactivas. Enlas activas
se observaroninfiltrados linfocitarios CD3+y escasos CD20, mayor expresion de
marcadores de activacién microglial (CD68) y mediadores inflamatorios (iNOS).
Lasinactivas eran hipocelulares, con escasadensidad de axones, desmielinizadas
y con astrogliosis. Incremento de canales Nav1.2 y Nav1.6 en axones desmielini-
zados en placas crénicas-activas y en menor grado en las inactivas. La expresién
Navl.2eradifusaenel dreadesmielinizadaylade Nav1.6 asociada conexpresion
de APPenaxones. Enconclusion, lapresenciade infiltrados inflamatorios se asocia
conlaexpresion de mediadores inflamatorios, desmielinizacion y perdida axonal
parcial. Ladesmielinizacion crénica se asocia conredistribucién de los canales de
sodioy laexpresiénde canales Nav 1.6 se asociaamayor transaccién axonal. Esto
sugiere que existen mecanismos compensadores del dafio inducido por mediadores
inflamatorios para restablecer la conduccién axonal, pero a largo plazo dicha
estrategia fracasay llevaaperdida axonal.

P233. PERMEABILIDAD A LA PEROXIDASA EN EL EPENDIMO
DE ANIMALES HIDROCEFALICOS MUTANTES HYH

R. ROALES-BUJAN®, P. PAEZ®, A. J. IMENEZ®, E. M. RODRIGUEZC, J.
PEREZ-FIGARES®

A DEPARTAMENTO BIOLOGIA CELULAR, GENETICAYFISIOLOGIA. FACULTAD DECIEN-
CIAS. UNIVERSIDAD DE MALAGA. MALAGA. ® DEPARTAMENTO BIOLOGIA CELULAR,
GENETICAYFISIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS, UNIVERSIDAD DEMALAGA. MALA-
GA.CINSTITUTO DE HISTOLOGIA Y PATOLOGIA. UNIVERSIDAD AUSTRALDE CHILE.
VALDIVIA, CHILE.

FINANCIACION: FIS P1030756 Y RED CIEN C/0306 INSTITUTO DE SALUD CARLOS 111
YSERVICIOANDALUZDE SALUD

Elepéndimo del cerebro adulto regulael transporte de iones, pequeiias moléculas
yaguaentreel liquido cefalorraquideo (LCR) y el parénquima neural, constituyendo
la barrera encéfalo-LCR. En diversos modelos animales se ha observado que la
desapariciéndel epéndimo en adultos odel neuroepitelioen fetos, es clave enel origen
delahidrocefalia, tanto espontdnea como experimental. Los ratones mutantes iyl
presentan una hidrocefaliacongénita causada porla pérdidade lacapaependimaria
en amplias zonas de la superficie ventricular. La pérdida del epéndimo o del
neuroepitelio induce la aparicién de una cicatriz astroglial que origina una nueva
barreraensustitucion de labarreraependimaria. La permeabilidad de estas barreras
es poco conocida, y su estudio es importante ya que puede contribuir al desarrollo
delahidrocefalia La permeabilidad se ha estudiado usando inyecciones intraven-
triculares de peroxidasa, al 3%, enratones postnatales (P3, P8, P14 y P30) normales
ehidrocefalicos. Los resultados muestran: a) El neuroepitelioy lacicatriz astroglial
son practicamente impermeables ala peroxidasa, mientras que el epéndimo maduro
esmuy permeable, esto sugiere laexistenciade diferencias enlas uniones celulares.
b)Lapérdidadel neuroepitelioimplicalapérdidadel aislamientoentre el parénquima
neural y el LCR. ¢) Persisten zonas de epéndimo maduro que no se pierden y que
presentan lamisma permeabilidad que el neuroepitelio, por lo que podrian constituir
poblaciones ependimarias singulares.
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P234. EFECTO DE LA MELATONINA, SU METABOLITO Y ANA-
LOGOS SINTETICOS SOBRE LA ACTIVIDAD NNOS/INOS NI-
GROESTRIATAL EN EL MODELO DE PARKINSON INDUCIDO
POR MPTP EN RATONES

V. TAPIASMOLINA*, G. ESCAMES®, J. LEON LOPEZC, D. ACUNA-CASTROVIEJO®

A DEPARTAMENTO FISIOLOGIA.® DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA. UNIVERSIDAD DE
GRANADA. FACULTAD DE MEDICINA. INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA. GRANADA.
€ DEPARTAMENTO DEFISIOLOGIA. UNIVERSIDAD DEGRANADA. FACULTAD DEMEDI-
CINA. INSTITUTO DEBIOTECNOLOGIA. GRANADA, ESPANA

FINANCIACION: PI04/1447, GO3/137 Y SAF01/3191

Objetivos. Evaluar el potencial neuroprotector de lamelatonina, sumetabolito, n-
acetil-5-metoxikinurenamina (AMK) y algunos compuestos estructuralmente rela-
cionados con ambos sobre la actividad nNOS/iNOS en estriado (ST) y sustancia
negra (SN), enel modelo de parkinson inducido por MPTP. Métodos. Se emplearon
ratones C57/BL/6normalesy knockout paraiNOS (8-12 semanas), que se inyectaron
con vehiculo, MPTPy MPTP mds compuesto aanalizar. Los animales se sacrificaron
alas 24h y se extrajeron ST y SN, los cuales se homogeneizaron para preparar
fracciones citosélicas y mitocondriales. Las actividades nNOS e iNOS se midieron
encitosol, y en mitocondria se determinaron laactividad MTNOS, niveles de NO,
peroxidaciénlipidica (LPO)y actividad del complejo I (CI). Resultados. EEIMPTP
aumentalaactividadiNOS y MTNOS en SN, peronoen ST, junto con un aumento
deNOyLPO, yundescensodel CI. lamelatoninay el AMK contrarrestanlaactividad
iNOS, MTNOS y estrés oxidativo en SN, restaurando la funcion mitocondrial.
Algunos compuestos muestran mayor actividad que 1a melatonina en este modelo
experimental. Los ratones deficientes para iNOS son resistentes al MPTP.
Conclusiones. EIMPTP induce un aumento de laactividad MTNOS y produccién
de NO, conduciendo a estrés oxidativo y disfuncién mitocondrial. La melatonina
yel AMK se comportan como agentes neuroprotectores endégenos y son susceptibles
de serusados como herramientas farmacoldgicas. El andlisis estructura-funcién de
los compuestos sintéticos estudiados nos permiten asimismoidentificarlaestructura
activay sufarmacdéforo.

P235. POSIBLE IMPLICACION DE LA NEUROINFLAMACION
EN LOS PROCESOS NEURODEGENERATIVOS OBSERVADOS
DURANTE EL PROCESO NORMAL DE ENVEJECIMIENTO Y EN
MODELOS DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

S. JIMENEZ MUNOZ*, E. REVILLA®, M. GAVILANC, C. CABALLERO®,
B.RAMOS ¢, J.C. DELRIO €, M. VIZUETEC, A. CASTANO ¢, D. BAGLIETTO-
VARGASP, . MORENO-GONZALEZF, I.F. LOPEZ-TELLEZ", C. SANTA-
MARIAC, Z. KHANC®, A. GUTIERREZ", D. RUANOC, J. VITORICA ¢

A DEPT. BIOQUIMICA, BROMATOLOGIA, TOXICOLOGIA Y MED LEGAL.® DEPT. BIOQUI-
MICA, BROMATOLOGIA, TOXICOLOGIA YMED. LEGAL.  DEPT. BIOQUIMICA, BROMA-
TOLOGIA, TOXICOLOGIA YMED. LEGAL. FACULTAD DE FARMACIA UNIVERSIDAD DE
SEVILLA. SEVILLA. ” DEPT. BIOLOGIA CELULAR, GENETICA Y FISIOLOGIA,. * DEPT.
BIOLOGIA CELULAR, GENETICA Y FISIOLOGIA." DEPT. BIOLOGIA CELULAR, GENETI-
CAYFISIOLOGIA. UNIVERSIDAD DEMALAGA . MALAGA. © CIMES/DEPT. MEDICINA.
" DEPT. BIOLOGIA CELULAR, GENETICA Y FISIOLOGIA. UNIVERSIDAD DE MALAGA.
MALAGA, ESPANA

Ladegeneracién delas neuronas gabérgicas que expresan somatostatina constituye
unode los procesos neurodegenerativos comunes observados durante el envejeci-
miento normal y en modelos tg de 1a enfermedad de Alzheimer (AD). Entre las
posibles causas implicadas en este proceso neurodegenerativo se encuentra la
neuroinflamacion. En este trabajo hemos analizado la expresién de proteinas
marcadoras de los procesos neuroinflamatorios en hipocampo de ratas adultas (6 y
12 meses) y viejas (24 meses de edad), asf como en ratones dobles 7gs PS1xAPP
de 2,4 y 6 meses de edad. Los resultados obtenidos demuestran la existencia de
un proceso neuroinflamatorio dependiente de la edad, en ambos modelos. En
concreto, hemos observado unainduccién en laexpresion de proteinas marcadoras
delaactivaciéndelamicroglia(Mac-1,Mac-2eIba-1),indicandolaexistenciade
activacion microglial. En paralelo, también hemos observado un aumento en la
expresion de citocinas (I11-beta, TNF-alfa), asi como un aumento en la expresién
deiNOS. Ademds, existe una buena relacion entre la expresion de citocinas y/o la
expresion de iNOS y la disminucién en la expresion de somatostatina, en los
diferentes modelos estudiados. Por otra parte, estudios de inmunocitoquimica
demuestran que lalocalizacién delamicrogliaactivada coincide morfolégicamente
con lalocalizacion de las neuronas somatostativa positivas, indicando la posible
existenciade unarelacién causa-efecto entre ambos procesos.
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P236. INMUNOLOCALIZACION DE LA PROTEINA PRECURSO-
RA DEL b-AMILOIDE (APP) EN NEURONAS DE HIPOCAMPO
N. ANABITARTE GONZALEZ*, V. ALONSO ESPINACO*, X. MECKLER*,
A. HEMAR®, P. GRANDES MORENO*
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REDELASYNAPSE. INSTITUT FRANCOIS MAGENDIE. UNIVERSITE VICTOR SEGALEN-
BORDEAUX2. BURDEOS, FRANCIA

FINANCIACION: FONDO PARA LA COOPERACION AQUITANIA-EUSKADI2004; MCYT,
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El proceso proteolitico de la proteina precursora del beta-amiloide (APP) conlleva
alaproduccién de beta-amiloide, el cual se acumula en el cerebro de los pacientes
conenfermedad de Alzheimer. Sin embargo, se conoce poco sobre la funciéon normal
del APP. Estudios recientes han demostrado la interaccién de APP con proteinas
motoras para el transporte axonal de beta-secretasa y presenilina-1. Un buen
conocimiento de la distribucion de APP seria de especial interés para entender su
funciénentejido cerebral normal. Eneste estudio usamos hipocampos deratas fijadas
por perfusion, procesados posteriormente con métodos inmunocitoquimicos de
inmunooro en combinacién con unanticuerpo policlonal especifico frente al terminal
carboxilo de APP (Synaptic Systems, Gottingen, Alemania). También usamos
sinaptosomas y fracciones sindpticas con el fin de identificar los compartimentos
subsindpticos que acumulan APP. Nuestros resultados preliminares muestran una
distribucién de APP en el citoesqueleto de axones y dendritas enlaregién CA3 del
hipocampo. Noaparece marcadoenlas mitocondrias. También hay inmunoparticulas
enmembranas de dendritas y terminales sindpticos. Estos hallazgos ultraestructu-
rales coinciden con el enriquecimientode APP observadoen fracciones presindpticas
y postsindpticas de sinapsis de hipocampo adulto. Ladistribucién preferencial de
APPen determinados compartimentos neuronales puede ser clave enla funcion de
esta proteina en el hipocampo.

P237. ESTUDIO CITOLOGICO COMPARATIVO DEL ORGANO
EXTRAADRENAL DE ZUCKERKANDL Y MEDULA ADRENAL:
TRASPLANTE DE CELULAS EXTRAADRENALES EN RATAS
VIEJAS PARKINSONIANAS

B. GALAN-RODRIGUEZ, S. RAMIRO, F. EL BANOUA, A. DEL MARCO, J.
A. FLORES, E. FERNANDEZ-ESPEJO

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA MEDICA Y BIOFISICA. UNIVERSIDAD DE SEVILLA.
SEVILLA, ESPANA

Ennuestrolaboratorio se hadesarrolladounanovedosa técnicabasadaen trasplante
de células cromafines extraadrenales del 6rgano de Zuckerkandl (OZ), que ejercen
un efecto neurorrestaurativo en parkinsonismo animal (liberan GDNF). Conel fin
de caracterizar dichas células extraadrenales y diferenciarlas delas células cromafines
delamédulaadrenal (MA), se hanrealizado estudios citolégicos de ambos 6rganos.
Ademds, se haensayado el trasplante de agregados celulares de OZ viejo en ratas
viejas (18 meses) paracomprobar sila eficacia antiparkinsoniana se mantiene con
lavejez. EIOZ delaratacontiene células cromafines noradrenérgicas que ocupan
el 20% del 6rgano aunque, como tejido ectdpico, un porcentaje del 22% de OZ
extirpados no poseen células TH+. Las cromafines de MA (adrenérgicas y
noradrenérgicas) ocupan>90% del tejido. Numerosas cromafines extraadrenales
expresan los factores GDNF y TGF-betal, mientras que las cromafines de MA no
los expresan. Este hecho podria ser decisivorespecto alamayor eficacia neurorres-
taurativa de las cromafines extraadrenales del OZ, pues el GDNF es un factor
neurotréfico con capacidad protectorade neuronas dopaminérgicas. Los trasplantes
con células viejas no son eficaces, pues la sintomatologia de ratas viejas
parkinsonianas (modelo unilateral dela6-OHDA) no disminuye tras el trasplante.
El estudio citolégico de las células extraadrenales viejas revela que mantienen la
expresion de GDNF y TGF-betal, y la tinica diferencia detectada es una menor
cantidad de tejido cromafin (5%), més disperso, y unamayor fibrosis. Estos hechos
podria influir en la baja eficacia del trasplante de OZ viejo.

P238. PLASMA SEMICARBAZIDE SENSITIVE AMINE OXIDASE
(SSAO) IS ELEVATED IN ALZHEIMER DEMENTIA: CORRELATION
WITH THE NEUROLOGICAL DISORDER SEVERITY

M.M. HERNANDEZ GUILLAMON*, M. UNZETA *

A DEPT. BIOQUIMICAIBIOLOGIA MOL-LECULAR. INSTITUT DENEUROCIENCIES. UNI-
VERSITATAUTONOMA DE BARCELONA. BELLATERRA. BARCELONA, ESPANA

Introduction. Semicarbazide sensitive amine oxidase (SSAO) metabolizes oxidative
deamination of primary aromatic and aliphatic amines. The final products of its
catalysis, ammonia, hydrogen peroxide and the corresponding aldehyde, may
contribute to diseases involving vascular degeneration. SSAO is selectively
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expressed in blood vesselsin the brain, butis also presentin blood plasma. We have
previously reported that membrane bound SSAO is overexpressed in the cerebro-
vascular tissue of Alzheimer’s disease (AD) patients. The aim of the present work
is to study whether the circulating SSAO is also altered in this neurodegenerative
disease. Methods. All patients were suffering sporadic Alzheimer dementia,
distributed according to the Global Deterioration Scale (GDS): Age-matched control
cases (n=23), mild (n=33), moderate (n=14), moderate-severe (n=15) and severe
dementia(n=19). SSAO activity was determined radiochemically towards [ 14C]-
benzylamine as substrate. Beta-amyloid (Abeta) (40-42) immunoreactivity in
plasmasamples was also assessed. Results. The experimental data showed a clear
increase of plasma SSAO activity (p < 0.001) in moderate-severe and severe AD
patients, with patient age being an independent correlative factor. However, plasma
SSAO activity was not altered in AD patients with mild or moderate dementia
compared tocontrols. No correlation was observed between beta-Amyloid (Abeta)
(40-42)levels and the dementia severity or plasma SSAO activity. Conclusion. Our
results suggest that an increase in circulating SSAO activity could contribute to
oxidative stress and vascular damage in advanced Alzheimer’s disease.

P239. LA OXIDACION DE LA METILAMINA INDUCE CITOTO-
XICIDAD EN CELULAS A7R5 TRANSFECTADAS DE FORMA
ESTABLE CON LA VAP-1/SSAO HUMANA

M. SOLE PINOL#, M. HERNANDEZ GUILLAMON#, M. UNZETA LOPEZ*
* DEPARTAMENT DEBIOQUIMICAIBIOLOGIAMOLECULAR. INSTITUT DENEUROCIEN-
CIES. UNIVERSITATAUTONOMA DE BARCELONA. BELLATERRA. BARCELONA, ESPANA

Objetivos. Este trabajo pretende estudiar si la forma humana del enzima VAP-1/
SSAO es capaz de producir un efecto toxico en células de misculo liso mediante
laoxidacion de susustrato fisiol6gico, lametilamina. Laactividad SSAO plasmatica
seencuentraincrementadaen enfermedades que cursan con complicaciones vascu-
lares (angiopatia amiloidea cerebral asociada alaenfermedad de Alzheimer) y se ha
postulado la hipétesis de que dicho enzima pudiera estar implicado en el daiio
vascular a través de sus productos de catalisis: H202 i formaldehido. Materiales
ymétodos. Paralatransfeccion estable de lalinea celular A7r5 (células de misculo
lisode aortaderata) se utiliz6el cDNA dela proteinahumana VAP-1/SSAQOinsertada
enel vector pcDNA3. 1, conel método de transfeccion FuGene6 y seleccién conel
antibidtico geneticina. Para la caracterizacion de las células hVAP-1/A7r5 se
determind lapresenciade VAP-1 mediante Western Bloty su actividad porel método
radiométrico frente abenzilaminacomo sustrato. Se determiné la viabilidad celular
mediantereducciénde MTT en tratamientos con sustratos e inhibidores del enzima.
RESULTADOS: Las célulashVAP-1/A7r5 mantienen laexpresiony actividad de
la proteina sobreexpresada. Cuando las células hVAP-1/A7r5 son incubadas en
presenciade su sustrato fisioldgico, lametilamina, observamos una citotoxicidad
que se revierte pretratando las células con inhibidores especificos de la VAP-1: la
semicarbazida y el MDL72974A. CONCLUSION: Los resultados obtenidos nos
sugierenqueen patologias dondelaactividad VAP-1/SSAO estd incrementada, dicho
enzima podria contribuir al dafio vascular a través de su propia accidn catalitica.

P240. EL TRATAMIENTO CON PF9601N ATENUA LA TOXICIDAD
INDUCIDA POR MPP+, TUNICAMICINA Y BREFELDINA A EN
CELULAS DOPAMINERGICAS TIPO SH-SY5Y

E. SANZ IGLESIAS, M. UNZETA LOPEZ

DEPARTAMENT DEBIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOL-LECULAR. INSTITUT DENEURO-
CIENCIES. UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA. BELLATERRA. BARCELONA,
ESPANA

Lapatogénesis delaenfermedad de Parkinson (EP) se encuentra vinculadaalamuerte
celularinducida por disfunciones en la cadena de transporte mitocondrial y estrés
delreticuloendoplasmatico (RE) en células dopaminérgicas. Es poreste motivoque
estrategias que protejan las células de agentes que induzcan disfunciones mitocon-
driales o estrés reticular pueden tener un potencial uso terapéutico en el tratamiento
deestaenfermedad. EIPF9601N [N-(2-propinil) 2-(5-benziloxiindol) metilamina]
esuninhibidor delaMAO-B que hademostrado capacidad neuroprotectora frente
adiferentes modelos de toxicidad dopaminérgica in vivo (Prat et al 2000, Cutillas
etal 2002, Pérezetal 2003). Eneste estudio presentamos comoel PF9601N es capaz
de atenuar la muerte inducida por MPP+, un potente inhibidor del complejo I de
la cadena respiratoria mitocondrial, y tunicamicina y brefeldina A, dos agentes
capaces de generar estrés del RE, en células dopaminérgicas tipo SH-SYS5Y. La
capacidad neuroprotectora del PF9601N se ha evaluado mediante ensayos de
viabilidad (MTT), estudio de laexpresién/activacién de proteinas implicadasenla
muerte apoptética (caspasa-3, PARPy protefnas proapoptéticas y antiapoptéticas
de la familia Bcl-2) y proteinas implicadas en la respuesta al mal plegamiento de
proteinas (UPR), tales como eIF-2alfa, GRP78 0 GADD153, indicadoras de estrés
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reticular. Los resultados obtenidos sugieren que el PF960 1N es capaz de interferir
en el proceso de muerte inducido en células dopaminérgicas por disfunciones
mitocondriales y acumulacién de proteinas mal plegadas en el RE.

P241. LA ACTIVACION DE P53 Y SU GEN DIANA PROAPOP-
TOTICO, PUMA, DURANTE LA APOPTOSIS INDUCIDA POR
DESPOLARIZACION EN CELULAS CROMAFINES
M.E.GALINDO,M. GOMEZ-LAZARO, F.J. FERNANDEZ-GOMEZ, J. JORDAN
CIENCIAS MEDICAS. FACULTAD DE MEDICINA. UCLM. ALBACETE, ESPANA
FINANCIACION: SAF2002-04721 DE CICYT, 04005-00 DE JUNTA DE COMUNIDADES
DECASTILLALAMANCHA, CONSEJERIA DESANIDADAND SEF-ALMIRALL. M.F. G, M.
G.-LYF.J.F-G.SONBECARIOSDEJCCM

Lapatogénesis de lamuerte celular no glutamatérgica inducida por despolarizacién
permanece todaviasin dilucidar. Recientemente, hemos mostrado que veratridina
induce apoptosis en células cromafines, asicomolos efectos protectores de firmacos
antioxidantes en este modelo. p53 mantiene la integridad del genoma por dos
mecanismos, el primero implica la parada de la progresion del ciclo celular y el
segundo la induccién de la muerte de celular. En este trabajo examinamos la
contribuciénde p53ylarutaapoptdtica mitocondrial en lamuerte celular inducida
por veratridinaen cultivos de células cromafines bovinas. Laexposiciénaveratridina
30 microM durante 60 minutos indujo cambios nucleares como condensacién y
fragmentacion de la cromatina. Estos procesos apopt6ticos se asociaron con un
aumento transitorio enlos niveles proteicos de p53. Veratridinaindujo latrascripcion
de una diana proapoptdtica de p53, PUMA, pero no de bax o pig3. Experimentos
detrasfeccidn transitoriarevelaron que laexpresion de p53, perono de otros genes
reguladores del ciclo celular, es suficiente para inducir muerte celular en células
cromafines, mediante mecanismos de sefializacién mediados por caspasa-9. La
anulacion tanto de p53 como de caspasa-9 protegio alas células cromafines frente
averatridina. Nuestros datos muestran laimportanciade p53 y delaactivacién de
la ruta mitocondrial apoptdtica en la apoptosis inducida por despolarizacion.

P242. ENSAYO TERAPEUTICO EN EL MODELO DE RATON
FMR1 KNOCKOUT

S.ROMERO-ZERBO, R. EL BEKAY, I. DEL ARCO, F.J. BERMUDEZ—SILVA,
JM. DECARA, F. RODRIGUEZ DE FONSECA, Y. DE DIEGO OTERO
LABORATORIO DEINVESTIGACION. FUNDACION IMABIS. MALAGA, ESPANA

El sindrome X Fragil es la discapacidad mental hereditaria mds frecuente. La
mutacién por expansion de trinucleétidos CGG del gen FMRI, es la causaen 1/
2.500 varones y 1/4.000 mujeres, por ausencia de la proteina FMRP. Las
caracteristicas mds frecuentes del sindrome son discapacidad mental, anomalias
faciales, macroorquidismo, displasia del tejido conjuntivo, otitis recurrentes,
autismo, hiperactividady convulsiones. Elexcesode cortisol y lafaltade integracién
del eje HPA se observa implicado en la aparicion del fenotipo. Niveles altos de
hormonas suprarrenales se sabe que conduce aun estado de dafio celular, induciendo
alteraciones en comportamiento, aprendizaje. En este estudio utilizamos el ratén
nulodel gen Fmr1 (FMR1-KO) como modelo paradeterminar posibles alteraciones
fisiopatoldgicas y pararealizar ensayos con tratamientos neuroprotectores por via
intraperitoneal. Se hanrealizado estudios de comportamiento, del estado oxidativo
tisulary delos niveles de glucocorticoides en suero. Enelraton FMR 1-KOel ciclo
redox del glutatién, la peroxidaciénlipidica(TBARS) y el nivel de corticosterona
se encuentran alterados. Los tratamientos con tocoferol, melatonina y tocoferol-
cisteina normalizan los distintos pardmetros estudiados, asi como la locomocién
y la ansiedad. Las conclusiones de este estudio se apoyarian en una respuesta
adaptativainadecuaday patolégicaal estrés, conunaelevadarespuestacorticoadre-
nal, causando manifestaciones patolégicas como hiperactividad y ansiedad en el
ratén modelo. Estas alteraciones pueden normalizarse utilizando un tratamiento
neuroprotector. Los resultados positivos de este ensayo abren una puerta de
tratamiento para paliar el sindrome X fragil.

P243. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD NEUROPROTECTORA DE
DIFERENTES I-ACHE EN UN MODELO CELULAR NEURODE-
GENERATIVO

E. ARIAS PEREZ, R. LEON MARTINEZ, M. VILLARROYA SANCHEZ, A.
GARCIA GARCIA, M. GARCIA LOPEZ

DEPARTAMENTO FARMACOLOGIA Y TERAPEUTICA. FACULTAD DEMEDICINA. UAM.
MADRID, ESPANA

Objetivos. Sabemos que los I-AChE (firmacos més utilizados en el tratamiento de
la enfermedad de Alzheimer) mejoran la neurotransmisién colinérgica; pero
conocemos poco sobre su actividad protectora para prevenir la progresion de la
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enfermedad. Nuestro grupo demostrd recientemente que la galantaminaes capaz de
activar mecanismos de proteccion celular (Arias et al, 2004); en este estudio
analizamos el posible efecto neuroprotector de otros I-AChE. Métodos. Utilizamos
células de neuroblastomahumano (SH-SY5Y) expuestas abeta-amiloide. Evalua-
mos laactividad LDHasa como medidaindirectadela viabilidad celular. Lamuerte
celular por apoptosis se determiné mediante citometria de flujo analizando el ciclo
celular. También determinamos la CI50 paralainhibicién delaAChE y laBuChE.
Resultados. LosI-AChE estudiados presentan diferentes grados de proteccién frente
alatoxicidad inducida por beta-amiloide: galantamina, donepeciloy rivastigmina
muestran un efecto neuroprotector estadistacamente significativo, no asitacrinay
fisostigmina. En el caso de galantamina y donepezilo el efecto estd asociado a
receptores nicotinicos, en concreto del subtipo alfa7, ya que dicha actividad es
revertida en presencia de MLA, pero no en presencia de DH-beta-eritroidina. Es
necesario un pretratamiento anterior al insulto téxico para observar el efecto
neuroprotector, esto sugiere que los farmacos activan la induccién de proteinas
relacionadas con la supervivencia celular, de forma semejante alo que ocurre con
nicotina. Conclusiones. Los resultados del estudio indican que las propiedades
neuroprotectoras de los I-AChE no tienen concordancia con su potencial para
bloquearestaenzima, utilizando otra viade accién norelacionadacon dichaenzima.

P244. ESTUDIO DE LA DEGENERACION NEURONAL DOPA-
MINERGICA EN UN MODELO AGUDO Y CRONICO DE
ENFERMEDAD DE PARKINSON INDUCIDA POR MPTP EN
MACACOS

P. GARRIDO-GIL , L. SALDISE-ELIZONDO, M. VAZQUEZ-CLAVERIE, S.
BELZUNEGUI-RONCAL, A. IZAL-AZCARATE, I. MARCILLA-GARCIA, W.
SAN SEBASTIAN-RAMIREZ, M.R. LUQUIN-PIUDO

LABORATORIO DENEUROBIOLOGIA DELPARKINSON. FACULTAD DEMEDICINA. FUN-
DACION PARA LA INVESTIGACION MEDICA APLICADA. UNIVERSIDAD DENAVARRA.
PAMPLONA.NAVARRA, ESPANA

Introduccion. Sehasugerido que laapoptosis podria participar enladegeneracién
neuronal dopaminérgica de laenfermedad de Parkinson (EP). Objetivo. Estudiarel
patrénde muerte celularenlasustancianegracompacta(SNc)y dreategmental ventral
(ATV) de macacos con una administracion aguda y crénica de MPTP. Material y
métodos. 12 macacos: 2 intactos, 5 con una administracién aguda y 5 con una
administracién crénicade MPTP. Se procesaron secciones de SNc mediante Fluoro-
Jade B (FJB), inmunohistoquimica con citocromo-c (cit-c) y dobles inmunofluo-
rescenciasde FJB con TH, GAD67y GFAP, y de cit-c con TH. Se cuantificé el nimero
de células FJB+en la SN de forma manual y la intensidad de inmunorreactividad
para THy cit-c por densitometria. Resultados. Enlos monos control las células FIB
+correspondieron aastrocitos. EnlaSNcy el ATV de los monos agudos y crénicos
se observaron pocas c€lulas positivas para FJB. Algunas colocalizaban con TH 'y
ninguna con GAD67. En las neuronas dopaminérgicas de la SNc y ATV de los
animales agudos y crénicos el patrén de inmunorreactividad de cit-c fue difuso,
mientras que en los controles era granular. En las neuronas supervivientes de los
animales crénicos la expresion de cit-c y TH disminuyé respecto alos controles y
agudos. Conclusiones. Nuestros resultados demuestran muerte neuronal dopami-
nérgica progresivaal cabo de 6 meses de haber interrumpido la administracion de
untéxico. Lapresenciadeun patrén difuso de inmunorreactividad paracit-c en estos
animales podria ser indicativo de apotosis.

P245. DEGENERACION DEL SISTEMA COLINERGICO EN UN
MODELO MURINO DE SOBREEXPRESION DE DYRKI1A, UN
GEN CANDIDATO EN LA PATOLOGIA DE SINDROME DE DOWN
M. MARTINEZ DE LAGRAN, N. FERNANDEZ, C. FILLAT, M. DIERSSEN
CENTRODEREGULACION GENOMICA. BARCELONA, ESPANA

Las personas afectadas de sindrome de Down (SD) desarrollan de manera precoz,
apartirdelos40afios, caracteristicas patoldgicas tipo Alzheimer. Uno de los rasgos
fenotipicostipicosdelaenfermedad de Alzheimer (EA)es ladegeneraciondel sistema
colinérgico, sinembargo, los mecanismos que desencadenan estadisfunciény su
aparicién temprana en SD resultan desconocidos en la actualidad. Aunque se han
adscritoaunincrementode dosis de APP, este factor no parece suficiente para provocar
el fenotipo observado. Dyrk1A esun genlocalizado enlaregién candidatadel SD,
y esconsideradoun buen candidato paraexplicaralgunos delos fenotipos observados
en pacientes con SD debido a que se encuentra sobreexpresado en esta patologiay
seharelacionado con procesos de neurogénesis y diferenciacién neuronal. Ennuestro
laboratorio se ha generado un modelo murino de sobreexpresién de este gen, el ratén
TgDyrk1A. Ennuestro modelo se observamediante técnicas immunohistoquimicas
unadegeneracion importante del sistema colinérgico conlaedad que se acompaiia
de afectacion de lamemoriareciente en estos animales. Estos resultados sugieren

REV NEUROL 2005; 41 (Supl 2): 55-95



XI CONGRESO SENC. POSTERS: 2. ALTERACIONES NEUROLOGICAS Y PSIQUIATRICAS

que Dyrk1A podriaestarjugando un papel relevante en los procesos de neurodege-
neracién presentes en los pacientes con SD.

P246. RUTAS INTRACELULARES QUE MEDIAN LA ACTIVACION
DE ASTROCITOS: PKCEPSILON

M. BURGOS LOZANO, S. CALVO MARTINEZ, J. LLOPIS BORRAS, P.
TRANQUE GOMEZ

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS MEDICAS. FACULTAD DE MEDICINA/CRIB (UCLM).
ALBACETE, ESPANA

Losastrocitos experimentan una transformacion caracterizadaporel crecimiento de
procesos celulares en respuesta a un elevado nimero de situaciones, que incluyen
lesiones nerviosas, interaccion con otras células, o exposicion ahormonas, citocinas
y neurotransmisores. Sinembargo, aunque las funciones astrocitarias dependen de
suelevada plasticidad morfoldgica, las rutas de sefializacién intracelular responsa-
bles del cambio morfol6gico aun no hanssidoresueltas. Previamente hemos descrito
que la proteina cinasa C épsilon (PKCepsilon) es una molécula de sefializacién
intracelular implicada en la plasticidad del astrocito. Hemos mostrado que la
expresion de PKCepsilon constitutivamente activainduce una morfologiaestrella-
da,y queeste efecto se sustenta en lareorganizacion de elementos del citoesqueleto.
Eneste trabajo avanzamos en la caracterizacion de los mecanismos que controlan
laplasticidad astrocitaria, identificando rutas intracelulares mediadoras de laaccién
de PKCepsilonsobrelamorfologiadel astrocito. De acuerdo connuestrosresultados,
elfactor nuclearkappa-B (NF-kB), un conocidoinductor delatranscripcion de genes
proinflamatorios, media los cambios inducidos por la PKCepsilon en astrocitos.
Porotraparte, se sabe que proteinas delafamiliaRho de pequefias GTPasas participan
enel mantenimiento de laformacelularredondeada, al inducirunaorganizacién de
filamentos deactinaen formade fibras de estrés. Aqui describimos comolaexpresion
de una forma constitutivamente activa de Rho inhibe la morfologia estrellada
inducida por PKCepsilon, sugiriendo que la inactivacién de Rho es un posible
mecanismo en el control de la plasticidad astrocitaria por PKCepsilon.

P247. EFECTO PROTECTOR DE LA MEMANTINA FRENTE A LA
DEGENERACION DEL SISTEMA COLINERGICO BASALO-
CORTICAL

F. ROS BERNAL*, C. NOMBELA OTERO®, M. GOMEZ GALLEGO®, C.
ANTUNEZ ALMAGROP, M.T. HERRERO EZQUERRO*

A NEUROLOGIA YNEUROCIRUGIA EXPERIMENTAL. DEPARTAMENTO ANATOMIA HU-
MANAYPSICOBIOLOGIA. FACULTAD MEDICINA. UNIVERSIDAD DE MURCIA. MURCIA.
5 NEUROLOGIA YNEUROCIRUGIA EXPERIMENTAL. DEPARTAMENTO ANATOMIA HU-
MANA Y PSICOBIOLOGIA.“ NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA EXPERIMENTAL. DEPAR-
TAMENTO DE ANATOMIA HUMANA Y PSICOBIOLOGIA. FACULTAD DE MEDICINA.
UNIVERSIDAD DEMURCIA. MURCIA.” UNIDAD DEDEMENCIAS. HOSPITALUNIVERSI-
TARIO VIRGEN DELAARRIXACA. MURCIA. NEUROLOGIA YNEUROCIRUGIA EXPERI-
MENTAL. DEPARTAMENTO ANATOMIA HUMANA Y PSICOBIOLOGIA. FACULTAD DE
MEDICINA. UNIVERSIDAD DEMURCIA. MURCIA, ESPANA

Objetivo. Memantina (1-amino-3,5-dimetiladamantano) es un antagonistano com-
petitivode los receptores glutamatérgicos N-metil-D-aspartato (NMDA). El objetivo
denuestroestudio fue investigarlaeficaciaterapetticadelamemantinaen diferentes
tareas de comportamiento en un modelo de devascularizacién cortical unilateral y
bilaterallacual inducelapérdidadelared de terminales colinérgicas corticales y una
degeneracionretrégradadelas proyecciones colinérgicas que se originanen el niicleo
basal de Meynert. Material y métodos. 28 ratas Sprague-Dawley fueron divididas
aleatoriamente en 7 grupos: control, tres grupos de animales con lesién unilateral (sin
tratamiento/salino, tratados 3 dias antes de lesion, y tratados después de lesion), y
tres grupos de animales con lesion bilateral (sin tratamiento/salino, tratados 3 dias
antes delesion, y tratados después de lalesion). Dosis de memantina: 20 mg/kg/dfa.
Las ratas control y tratadas fueron entrenadas en un laberinto en T elevado antes de
comenzar el experimento y los efectos del comportamiento fueron determinados
después de un retraso posquirtirgico de una semana y repetidos una vez por semana
despuésdelalesion, hastael dia28. Resultados. Todaslasratas tratadas conmemantina:
a) recuperaron las capacidades espaciales perdidas después de la devascularization
cortical (unilateral y bilateral, y con tratamiento); y b) eran significativamente mas
capaces dehacerunusomdseficiente de sus capacidades paraaprenderenel laberinto.
Conclusiones. Estos resultados sugieren unaaccion neuroprotectoradelamemantina
administrada sistematicamente (tanto antes como después de la devascularizacion
cortical) y atendan ladegeneracién colinérgicain vivo.
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P248. NIVELES ELEVADOS DE TNF-ALFA PERO NO DE IL1-
BETA EN MONOS PARKINSONIANOS UN ANO DESPUES DE LA
ULTIMA INYECCION DE MPTP

C. BARCIA GONZALEZ, V. DE PABLOS, V. BAUTISTA, A. SANCHEZ-
BAHILLO, E. FERNANDEZ VILLALBA, J. MARTIN, A. FERNANDEZ
BARREIRO, M. HERRERO

NEUROLOGIA EXPERIMENTAL. FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD DEMURCIA.
MURCIA, ESPANA

La causa de la enfermedad de Parkinson continua desconocida pero la reaccién
inflamatoriamediada por citocinas como TNF-alfay IL-1betaestarfarelacionadacon
ladegeneracion dopaminergicade lasustancianegra. Eneste trabajo se han medido
los niveles plasmdticos de TNF-alfa y de IL-1beta de 4 monos adultos (Macaca

fascicularis) que desarrollaron un parkinsonismo de formacrénica porintoxicacion

con MPTP. Los estudios serolégicos se realizaron 1 afio después de la ultima
intoxicaciony se compararon con el andlisis clinico y los estudios postmortem. Los
niveles de TNF-alfaestaban significativamente aumentados enrelacion al sindrome
clinico (grave o moderado). Sin embargo, los niveles plasmdticos de IL-1beta no
presentaban cambios significativos. Estos resultados sugieren que el proceso
inflamatorio inducido por MPTP (caracterizado por activacion microglial y
astrociticaen la sustancianegra pars compacta) estarelacionado conlaliberacién
de citocinas que agravarian dicho proceso induciendo y perpetuando la muerte
neuronal dopaminérgicamediada por TNF-alfa.

P249. ANALISIS DE UN MODELO PRESINTOMATICO DE
PARKINSONISMO

M. HERRERO EZQUERRO, V. GARCIA, F. ROS BERNAL, A. GOMEZ, V.
DE PABLOS VICENTE

NEUROLOGIA EXPERIMENTAL. FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD DEMURCIA.
MURCIA, ESPANA

Larotenonaesun pesticidaque inhibe el complejoI mitocondrial y que administrada
sistémicay crénicamente mimetizaladegeneracién delaenfermedad de Parkinson.
Enelpresente estudio se utilizaron 24 ratas Sprague-Dawley adultas tratadas durante
14 difasy divididas en4 grupos: grupo A, controles (tratadas con el vehiculo, DMSO
yPEG300, sc); grupo B, rotenona (2 mg/Kd/d, sc); grupo C, rotenonay meloxicam
(2,4 mg/kg/dia, sc), y grupo D, rotenona-triflusal (30 mg/kg/d, ip). El andlisis
cuantitativo post mortemreveld: a) muerte neuronal dopaminérgica (neuronas TH+)
significativa en todos los grupos tratados respecto al grupo control; b) no existia
alteracién funcional significativa (GAD ARNm) de los niicleos de salida de los
ganglios basales, ni sustancia negra pars reticulata ni nicleo entopeduncular; c)
existiaunaumento significativo de lamicrogliareactiva (célulasIBA-1+); yd) de
los vasos sanguineos (Naomenko y Feigin) en el estriado pero no en la sustancia
negra pars compacta en el grupo B respecto al resto de los grupos. Aunque los
resultados indicanque enel periodoestudiadolaaccién de estos firmacos noes eficaz
alas dosis empleadas, la pauta de tratamiento permite un modelo presintomatico
de parkinsonismo (homeostasis dopaminérgica a nivel estriatal) titil para ensayos
de otras estrategias terapetiticas.

P250. MINOCICLINA NO PROTEGE LOS CULTIVOS DE CELULAS
GRANO DE CEREBELO FRENTE A LA NEUROTOXIDAD
INDUCIDA POR MALONATO

F.J. FERNANDEZ-GOMEZ*, M. GOMEZ-LAZARO®, M.D. PASTOR®, S.
CALVO*, N. AGUIRRE®, M.F. GALINDO*, J. JORDAN*

A CIENCIAS MEDICAS. ® CIENCIAS MEDICAS. FACULTAD DEMEDICINA. UCLM. ALBA-
CETE. “ DPTO FARMACOLOGIA. UNIVERSIDAD DENAVARRA. PAMPLONA. NAVARRA,
ESPANA

FINANCIACION: SAF2002-04721 DE CICYT, 04005-00 DE JUNTA DE COMUNIDADES
CASTILLA-LAMANCHA, CONSEJERIASANIDAD Y SEF-ALMIRALL. M.F. G.,M.G.-LYF.J.
F-G.BECARIOSDEJCCM

Existe una gran controversia acerca de los efectos de la tetraciclina semisintética
minociclinaen el sistema nervioso. Asi, se han descrito tanto efectos beneficiosos
enmodelos de isquemia cerebral y esclerosis lateral amiotréfica, como negativos
enmodelos de enfermedad de Huntington. En éste trabajo analizamos el efecto de
minociclina sobre la muerte celular inducida por malonato, un inhibidor de la
succinato deshidrogenasa, en cultivos de células granulares de cerebelo de rata.
Nuestros resultados muestran que malonato es neurotéxico de maneraconcentracion
dependiente, por mecanismos que incluyen unincremento en especies reactivas del
oxigeno, y laconsiguiente deplecién delos niveles de glutatién celular que conducen
a la oxidacion del fosfolipido cardiolipina. El pretratamiento durante 4 h con
minociclina (10-100 microM) no presenté una accion citoprotectora frente a esta
neurotoxina. Tampoco evité el edema mitocondrial, lasobre-produccion de EROs,
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nilaoxidacion de GSHy cardiolipina inducidos por malonato en cultivos celulares.
Malonato no indujo la expresién de iNOS, ni de los genes de las caspasas-3 -8 y
-9, las cuales han mostrado ser sobre-reguladas en varios modelos donde la
minociclinaes citoprotectora. Malonatoindujounacaidaenlos niveles de expresion
de ARNm de Bcl-2 que no fue prevenida por minociclina. Podemos concluir que
los efectos citoprotectores ejercidos por mincocilcinaen modelos neurodegenera-
tivos pueden ser selectivos, ya que estdn ausentes en células grano de cerebelo
expuestas amalonato.

P251. ALBUMIN PREVENTS MITOCHONDRIAL DEPO-
LARIZATION AND APOPTOSIS ELICITED BY ENDOPLASMIC
RETICULUM CA2+ DEPLETION OF NEUROBLASTOMA CELLS
S. GALLEGO SANDIN, J. NOVALBOS, M. F. CANO ABAD, F. ABAD
SANTOS, A. GARCIA GARCIA

INSTITUTO TEOFILO HERNANDO. FARMACOLOGIA CLINICA. HOSPITAL UNIVERSITA-
RIODELA PRINCESA. MADRID, ESPANA

Objectives and methods. We studied the ability of serum albumin to prevent
apoptosis of human neuroblastoma SH-SYSY cells, elicited by four compounds
known to release Ca** from the endoplasmic reticulum (dotarizine, flunarizine,
thapsigargin and cyclopiazonic acid). Results. After 24 h incubation in DMEM
containing 10% serum, around 5% of cells underwent apoptosis. Dotarizine (30-
50microM) enhanced the number of apoptotic cells to 18-43%, flunarizine (30-50
microM) to 15%, thapsigargin (1-10 microM) to 21-35%, and cyclopiazonic acid
(100 microM) to 10%. Incubation of the cells for24 hina DMEM deprived of serum
enhanced apoptosis to 20% and dotarizine and flunarizine, at 30 microM each,
drastically enhanced apoptosis to 63% and 68 %, respectively; the increase was milder
with 1 microM thapsigargin (37%) and with 30 microM cyclopiazonic acid (27%).
At the concentrations of 2.9% or 49%, bovine serum albumin fully prevented the
apoptotic effects of dotarizine, flunarizine and cyclopiazonic acid in serum
withdrawal; this was not the case for thapsigargin. The four compounds increased
the [Ca®*]c in fluo-4 loaded cells. Albumin did not modify the kinetic parameters
of suchincrease. In the absence of serum, dotarizine, flunarizine, thapsigargin and
cyclopiazonic acid caused mitochondrial depolarizationin TMRE-loaded cells; this
effect was efficiently counteracted by albumin. Conclusion. Theresults suggest that
albumin protects cells from entering into apoptosis by preventing mitochondrial
depolarization. They also suggest the possibility that prevention of mitochondrial
depolarization could be an adequate target to develop new antiapoptotic compounds
with therapeutic potential in stroke, Alzheimer’s and other neurodegenerative
diseases.

P252. REHABILITACION COGNITIVA DE LA ANOMIA EN UN
CASO DE DEMENCIA SEMANTICA: RESULTADOS A CORTO
PLAZO

C. GREEN, C. HIGUERAS, K. SAGE, M. LAMBON-RALPH, M. BERTHIER.
CENTRO DE INVESTIGACIONES MEDICO-SANITARIAS (CIMES). UNIVERSIDAD DE
MALAGA.MALAGA, ESPANA. DEPARTMENT OF COGNITIVENEUROSCIENCE. UNIVER-
SITY OF MANCHESTER. MANCHESTER, REINO UNIDO

Introduccion. La demencia semdntica (DS) es una variedad de degeneracién
frontotemporal que se caracteriza por una disolucién multimodal del sistema
semantico. Laanomia (déficiten denominacion y comprension de palabras) esuno
de los rasgos mds graves de la DS. Recientemente, se han descrito casos aislados
de pacientes con DS y anomia grave que re-aprendieron palabras con técnicas de
rehabilitacion cognitiva, aunque atn se desconoce cudles son las terapias mas
efectivas y qué mecanismos de procesamiento cognitivo participanen larecupera-
cion. Objetivos. Evaluarlaeficaciade dos terapias cognitivas en el reaprendizaje de
palabrasen unapaciente (CUB)con DS y anomia grave. Material y métodos. Disefio
de casotnico. Serealizé unaevaluacion cognitivabasal y se emplearon 2 terapias
para la anomia. En las terapias se evalud si el efecto de posicion de la imagen de
objetos (terapia 1) o el tipo de objetos (p. ej., diferentes tipos de sillas) (terapia 2)
influfa en el reaprendizaje de 30 palabras que la paciente no podia nombrar.
Resultados. Mientras que CUB no mostré reaprendizaje de la lista control en 4
evaluaciones, se observé unamejoriasignificativaenel reaprendizaje enlaterapia
1 (basal: 2/30; postratamiento: 30/30 ) y este efecto se generalizé alos items de la
terapia2 (166/180). Los beneficios se mantienen tras 2 meses de finalizar las terapias.
Conclusiones. Nuestro hallazgos sugieren que el reaprendizaje del vocabulario
perdido es posible en la DS.
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P253. RHYTHM-SPECIFIC PHARMACOLOGICAL AND
MOVEMENT-RELATED MODULATION OF SUBTHALAMIC
ACTIVITY IN PARKINSON’S DISEASE

G. FOFFANI, A. PRIORI, FOR THE MILAN DBS GROUP (POLICLINICO -
SAN PAOLO. POLITECNICO. DREXEL)
DEPARTMENT OF NEUROLOGICALSCIENCES. UNIVERSITA DIMILANO. IRCCS OSPE-
DALEMAGGIOREDIMILANO. MILAN, ITALIA

Electrodes implanted for deep brain stimulation (DBS) offer the opportunity to
record local field potentials (LFPs) from the human subthalamic nucleus (STN).
Here we tested the hypothesis that the pharmacological and movement-related
modulation of STN activity has rhythm-specific effects. LFPs were recorded from
the STN of 11 parkinsonian patients before (14 nuclei) and after (14 nuclei)
levodopa administration while patients executed voluntary finger movements.
Electrode localization and post-operative LFP recordings were performed using
the same methods as in our previous works (Foffani et al, Brain 2003; Priori et
al, Exp Neurol 2004). We used an adaptive autoregressive approach for studying
the movement-related data (Foffani etal, ] Neural Eng 2004). In the low-frequency
rhythm (<8 Hz), levodopa significantly increased the baseline power (unpaired
Wilcoxon: p = 0.0326) and there were significant movement-related power
increases both before (paired Wilcoxon: p =0.0052) and after (paired Wilcoxon:
p<0.001) levodopa administration. In the low-betarhythm (13-20 Hz), levodopa
administration significantly decreased the baseline power (p =0.02), and there
were movement-related power decreases that were particularly consistent after
levodopa administration (p =0.01). In the high-beta pole (20-30 Hz), levodopa
had no significant effects on the baseline power but there were significant
movement-related power decreases both before (p =0.01) and after (p <0.001)
levodopa administration. These results suggest that the modulation of STN
activity is rhythm-specific both in the pharmacological domain and in the
behavioral domain.

P254. THE ROLE OF SPIKE-TIMING AND NOISE-CORRELATIONS
IN ENSEMBLES OF NEURONS RECORDED FROM THE RAT
PRIMARY SOMATOSENSORY CORTEX BEFORE AND AFTER
SPINAL HEMISECTION

K.A. MOXON *#, G. FOFFANI *-#

*SCHOOL OF BIOMEDICALENGINEERING, SCIENCEAND HEALTH SYSTEMS, DREXEL
UNIVERSITY, PHILADELPHIA PA, USA.® FUNDACION HOSPITALNACIONAL DE PARA-
PLEJICOS PARALAINVESTIGACION Y LAINTEGRACION. TOLEDO, ESPANA

Objective. Toinvestigate the role of spike-timing and noise-correlations in the ability
of ensembles of cortical somatosensory neurons to code for stimulus-location.
Methods.We recorded 9 ensembles of 14+/—8 neurons from 6 rats using microwire
arrays chronically and bilaterally implanted in the forelimb primary somatosensory
cortex in response to step-stimuli delivered to the cutaneous surface of the
contralateral body. We used our PSTH-based classifier (Foffani et al, J Neurosci
Methods 2004; Foffani etal, J Neurosci 2004) to evaluate how changing the binsize
and shuftling the trials between neurons (which destroys noise-correlations) would
affect the ability of the ensemble responses to discriminate stimulus-locationon a
single-trial basis. All 6rats successively underwent partial spinal hemisection (HX)
atlevel C3-C4 and the experiments were repeated post-HX. Results. Pre-HX, the
ability todiscriminate stimulus-location significantly increased (1) when decreasing
thebinsize, reaching amaximum at4 ms, and (2) after trial-shuffling. Post-HX,the
ability to discriminate stimulus-location (3) again significantly increased when
decreasing the binsize and after trial-shuffling and (4) was not significantly different
from pre-HX. Conclusions. 1) The role of spike timing is not an exclusive feature
of the highly specialized rat trigeminal system, but a more general property of the
rat primary somatosensory cortex. 2) Significant noise correlations are distributed
in ensembles of cortical somatosensory neurons, solving the apparent paradox
between the macroscopic contribution of noise correlations atthe EEGlevel and their
rather small contribution at the neuron-pairlevel. 3) These noise correlations have
asupra-spinal anatomical origin. 4) The somatosensory system at the spinal level
isremarkably robust.
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P255. SSADENOSYLMETHIONINE PROTECTION AGAINST b-
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S-Adenosylmethionine (SAM) is an important molecule in normal cell function
and survival. The methyl group of SAM is donated to a large variety of acceptor
substrates including DNA, phospholipids and proteins. As in many other cells,
transmethylation reactions are critical for the normal functioning of the central
nervous system. The main disease causing dementiais Alzheimer s disease (AD),
characterized by b-amyloid (Ab) production and deposition, neurofibrillary tangle
formation and cholinergic disfunction. It’s demonstrated that SAM increases the
number of muscarinic receptors, prevents ischemic neuronal death and reduces Ab
production. We have investigated the potential effectiveness of SAM against
Ab25-35 toxicity on primary cortical neuronal rat cultures. Cultures from
embryonic rats (day 18 of gestation) were maintained in minimum essential
medium supplemented during 8 days. Cells were exposed 24,48 or 72hto SAM
and 24, or 48 h to Ab. Neuronal viability and Muscarinic receptor number were
measured using MTT colorimetric and radioligand binding assays respectively.
A co-treatment with SAM and Ab for 24 or48 hand arepeat SAM administration
during 48 h before to Ab treatment protected cortical neurons against toxicity
induced by Ab (neuronal death and a drop in muscarinic receptor number). These
results suggest that SAM could have a possible effectiveness in the treatment of
neurodegenerative diseases, e.g. AD viaaneuroprotective effect partly related to
the inhibition of Ab-induced cell death and via an improvement in cholinergic
functions in cortical neurons.

ENVEJECIMIENTO

P256. DISTRIBUCION DE LAS NEURONAS NITRERGICAS Y
COLINERGICAS EN EL TELENCEFALO BASAL DEL PERRO
P. PESINI RUIZ*, L. MENENDEZ GUTIERREZ?®, D. INSUA RODRIGUEZ®
A DEPARTAMENTO DE ANATOMIA. FACULTAD DE VETERINARIA. UNIVERSIDAD DE
SANTIAGO. LUGO.® DEPARTAMENTO DEANATOMIA. FACULTAD DE VETERINARIA.
USC.LUGO, ESPANA

Elperro hasido propuesto como un modelo natural especialmente adecuado para
el estudio de determinadas enfermedades neurodegenerativas humanas. En
particular, estos animales pueden sufrir un sindrome de deterioro cognitivo
relacionado con la edad (SDC) que reproduce determinados aspectos de la
enfermedad de Alzheimer (EA). Sin embargo, llama la atencién que no se haya
explorado todavialaevolucion conrespecto alaedad de determinadas poblaciones
celulares del cerebro canino. En particular, existe muy poca o ninguna informacién
acercadelalocalizacién anatémicay delas modificaciones frente al envejecimiento
enlos perros de las neuronas colinérgicas y nitrérgicas que aparecen afectadas de
modo especifico en la EA. En este trabajo hemos cartografiado la distribucion
anatomicade esas neuronas en el telencéfalo basal del perro mediante el marcaje
inmunohistoquimico de la colina-acetil transferasa (ChAT) y de la isoforma
neuronal de la 6xido nitrico sintetasa (NOS). Las neuronas ChAT positivas se
distribuyen ampliamente por el telencéfalo basal incluyendo el nicleo de labanda
diagonal, tubérculo olfatorio, sustanciainnominada, nicleo basal magnocelular,
caudadoy putamen. En términos generales, estadistribucién coincide con el patrén
general descrito en otros mamiferos. En todas esas dreas del telencéfalo basal del
perro aparecen también neuronas NOS positivas, generalmente en un nimero
menor, salvoenelnicleo de labandadiagonal y en el niicleo basal donde ambas
poblaciones alcanzan densidades similares. Adicionalmente, localizamos neuro-
nas NOS positivas en el claustrum y en el cortex piriforme, donde no aparecian
células marcadas con el anticuerpo frente ala ChAT.
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P257. EFECTO ANTIOXIDANTE EN CORTEZA CEREBRAL DE
RATAS VIEJAS DEL FACTOR DE CRECIMIENTO SEMEJANTE
A LA INSULINA TIPO II (IGF-II)

M. I. GARCIA-FERNANDEZ*, G. DELGADOP®, J. RIOJA€, S. GONZALEZ-
BARON®, I. CASTILLA-CORTAZARP

A FISIOLOGIA HUMANA. € FISIOLOGIA HUMANA. MEDICINA INTERNA. FACULTAD DE
MEDICINA. UNIVERSIDAD DEMALAGA. MALAGA.? FISIOLOGIA HUMANA. F. MEDICINA.
UNIVERSIDAD DEMALAGA. MALAGA.” FISIOLOGIA HUMANA. FACULTAD DEMEDICI-
NA. UNIVERSIDAD DEMALAGA. MALAGA, ESPANA

Elenvejecimiento se asociacon unincremento del dafio tisular oxidativoy del riesgo
de enfermedades neurodegenerativas. El aumento del estrés oxidativo resulta del
desequilibrio entre la produccién de ROS y los mecanismos antioxidantes que los
catabolizan. El objetivo de este trabajo consistié en estudiar el efecto de la
administraciéndedosis bajas de IGF-II sobre el metabolismoredox encortezacerebral
de ratas viejas. Ratas Wistar se distribuyeron en los siguientes grupos: Controles
jovenes (J, 1,5 meses de edad , n = 10), Controles viejas (V, 24 meses de edad, n =
6) y ratas de 24 meses que recibieron IGF-II, subcutdneamente, durante 3 semanas
(V+IGF-1I,n=6, 1 ug/100 g pc/dia). Los marcadores de estrés oxidativo estudiados,
enhomogeneizados de corteza, fueron: oxidacionde proteinas (PCC)y lipidos (MDA)
ylosenzimas antioxidantes superéxidodismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutatién
peroxidasa (GPX). El grupo V, comparado con el grupo J, mostr6 un incremento
significativo del MDA y del PCC; y una disminucién de la actividad CAT y GPX,
aunqueestabaincrementadalaactividad SOD. Laadministracién de IGF-II disminuy6
las concentraciones de MDA, PCC y normalizo las enzimas antioxidantes. La
administracién de dosis bajas de IGF-ITreduce el daio oxidativaenlacortezacerebral
de los animales viejos. (E1 IGF-II fue facilitado por los laboratorios Lilly.)

P258. DISTRIBUCION DEL RECEPTOR DE IGF-I EN EL TELEN-
CEFALO DEL PERRO

D. INSUA RODRfGUEZA, P. PESINI RUIZ?®

A DEPARTAMENTO DEANATOMIA Y PRODUCCIONANIMAL. FACULTAD DE VETERINA-
RIA/UNIVERSIDAD DESANTIAGO. LUGO.® DEPARTAMENTO DEANATOMIA. FACULTAD
DEVETERINARIA. USC. LUGO, ESPANA

ElIGF-1 (insulin-like growth factor-I) es considerado el principal mediador de las
acciones de lahormona del crecimiento en los tejidos periféricos. Recientemente
se ha demostrado que participa también en la regulacion de los niveles de beta-
amiloide en el cerebro. La expresion de receptores para IGF-I (IGF-IR) ha sido
demostradaen diferentes regiones del cerebro de rata mediante hibridaciénin situ.
ElIGF-IR costade dos subunidades alfa que son extracelulares y dos subunidades
betaque forman el dominio transmembrana e intracitoplasmatico. Nosotros hemos
utilizado un anticuerpo frente a la cadena alfa y otro anticuerpo frente ala cadena
betadel receptorhumano para cartografiar su distribucién enel telencéfalo basal del
perro; considerado un posible modelo animal para el estudio de la enfermedad de
Alzheimer. Sorprendentemente, uno y otro anticuerpo marcaban poblaciones
diferentes. El anticuerpo frente a la cadena alfa marcaba practicamente todas las
neuronas de los niicleos supradptico y paraventricular del hipotdlamo y esporadi-
camente algunas células aisladas en el septo, laamigdalay el tubérculo olfatorio;
pero ningunaen el cortex ni en el hipocampo. Por el contrario el anticuerpo frente
a la cadena beta presentaba una distribucién mas amplia marcando numerosas
neuronas enel cortex, hipocampoy diversas dreas del telencéfalobasal; peroninguna
enlos niicleos hipotaldmicos mencionados. Aparentemente, lasumade ladistribu-
ciondel IGF-Irobtenidaen el perro con estos dos anticuerpos coincide con el patrén
de distribucién de este receptor en la rata.

EPILEPSIA

P259. MODELOS CRONICOS DE EPILEPSIA DEL LOBULO
TEMPORAL EN RATA: COMPARACION ENTRE PROTOCOLOS
Y CEPAS

Y. GARCIA-UZCATEGUI*, B. GAL®, L. MENENDEZ DE LA PRIDA €
ANEUROBIOLOGIA-INVESTIGACION. HOSPITAL RAMON Y CAJAL. MADRID.
5 DEPARTAMENTO CIENCIASMORFOLOGICAS Y FISIOLOGIA. UNIVERSIDAD EUROPEA
DEMADRID. MADRID.  NEUROBIOLOGIA-INVESTIGACION. HOSPITALRAMON Y CA-
JAL.MADRID, ESPANA

Laepilepsiadellébulo temporal (ELT) se asociaconla presenciade crisis recurrentes
que aparecen aflos después de una causa inicial. Esto se puede modelar en rata
mediante laadministracién aguda de convulsionantes como la pilocarpina, lo que
conlleva una alta mortalidad. En este estudio, comparamos dos protocolos de
induccionde ELT enratas Wistar (W) y Sprague-Dawley (SD) utilizando inyeccion
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i.p. de pilocarpina a dosis altas Gnicas y dosis bajas multiples. Veinticuatro horas
antes del inicio del protocolo de inyeccién se administré litio i.p. (LiCl, 127 mg/
kg). Untotal de48ratas SDy43 W fueronevaluadas. De éstas, 37 SDy 24 W fueron
inyectadas con dosis tinica de 25-35 mg/kg pilocarpina. El resto fueron inyectadas
condosisde 10 mg/kg cada30 min hastaque comenzaron las crisis de nivel 5 (escala
deRacine). Este protocolo mostré una mortalidad menor (20%) comparado con el
de dosis tinica (75%) sin diferencias entre cepas. La dosis media fue de 30 mg/kg
en SD (40 mg/kg en W) con variaciones de 10-40 mg/kg (30-40 mg/kg). Elinicio
del nivel 5 se retras significativamente con el protocolo de dosis multiples (1 h
32 minfrentea 17 min). Lalatenciamediahastalafase crénicafue de 2-3 semanas
sin diferencias entre protocolos y cepas. Las alteraciones fisiopatoldgicas fueron
evaluadas por medio de registros electrofisioldgicos en rodajas de hipocampo e
histolégicamente mediante tincién de Nissl y Neo-Timm. No se detectaron
diferencias en la fisiopatologia entre protocolos y cepas.

P260. CAMBIOS EN LA MICROVASCULARIZACION EN EL
HIPOCAMPO ESCLEROTICO DE PACIENTES EPILEPTICOS
A. KASTANAUSKAITE#, L. ALONSO-NANCLARES®, A. ANDRIOLI®,
P. MOUTON®, J. DEFELIPE®

* BIOLOGIA CELULARYNEUROANATOMIA.® BIOLOGIAMOLECULAR YNEUROANATO-
MIA.INSTITUTO CAJAL(CSIC). MADRID, ESPANA

En los pacientes con epilepsia del I6bulo temporal se observa frecuentemente
esclerosis del hipocampo, que consiste principalmente en una notable pérdida de
célulasen CA1y en la capa polimorfica del giro dentado, seguido por las regiones
CA4yCA3, mientras quelas neuronas de CA2 y las células granulares del girodentado
sonlas menosafectadas. Sinembargo, se desconoce sitambién estd afectadoel sistema
microvascular. El objetivo de este estudio es analizar las posibles alteraciones de la
microvascularizacion en las distintas regiones del hipocampo esclerético. Paraello,
hemos analizado 27 biopsias procedentes de lacorteza cerebral humanade pacientes
conepilepsiafarmaco-resistente. En21 de estos pacientes se encontré esclerosis del
hipocampo, mientras que en el resto de los pacientes los hipocampos eran normales.
Lapérdidaneuronal se evalué mediante tincién de Nissl y tincién inmunohistoqui-
micaparaNeuN. Paraexaminarlamicrovascularizaciéon del hipocampo se utilizd una
tincién histoquimica para detectar laactividad de fosfatasaalcalinaque marcaalos
capilares sanguineos. Enlaszonas de pérdida neuronal se observé unaclarareduccion
delaactividad fosfatasaalcalina. Estas observaciones indican que en el hipocampo
esclerdtico existen cambios enlamicrovascularizacién.

ISQUEMIA

P261. LA APOPTOSIS INDUCIDA POR ISQUEMIA EN CULTIVOS
PRIMARIOS DE ASTROCITOS DEPENDE DE LA ACTIVACION
DE CHOP

M.D. PASTOR HERRERA, S. CALVO

DEPARTAMENTO DE CIENCIASMEDICAS. FACULTAD DEMEDICINA. CRIB. UNIVERSI-
DADDE CASTILLALAMANCHA. ALBACETE, ESPANA

Los astrocitos en cultivo muestran unaresistencia alaisquemia mucho mayor que
las neuronas, requiriéndose episodios de isquemia mucho més largos para que se
detecte la apoptosis astrocitaria que la neuronal. En un intento de contribuir al
conocimientode los mecanismos que gobiernan larespuestaastrocitariaalaisquemia
hemos analizado los cambios en la expresion génica inducidos por la deprivacién
deoxigenoy glucosaen cultivos primarios de astrocitos. Unode los genes que mostrd
una induccién mas prominente fue CHOP (CEBP homologous protein). El papel
esencial de CHOP en la muerte astrocitaria inducida por isquemia se pone de
manifiesto mediante el uso de nucledtidos antisentido, que restauran la viabilidad
celular. La sobrexpresion de CHOP, mediante un sistema adenovirico inducible
demuestra, ademasm que CHOP por si mismo es capaz de inducir la muerte
astrocitaria. Por tltimo, en un intento de ahondar en los mecanismos por los que
CHOP causa la muerte astrocitaria, demostramos que tanto la isquemia como la
sobreexpresiéon de CHOP causan unadisminucién dela proteina antiapoptéticabel2,
sugiriendo que la pérdida del equilibrio entre factores pro y antiapoptéticos juega
un papel preponderante en la muerte astrocitaria inducida por la isquemia.
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P262. EL ACIDO URICO POTENCIA EL EFECTO BENEFICIOSO
DEL ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO TISULAR RECOMBI-
NANTE (R-TPA) EN UN MODELO TROMBOEMBOLICO DE
ISQUEMIA CEREBRAL EN LA RATA

A.M. PLANAS OBRADORS*, E. ROMANOS ®, A. CHAMORRO SANCHEZ €
4 DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA Y TOXICOLOGIA. lIBB-CSIC. IDIBAPS. BARCE-
LONA.? DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA YTOXICOLOGIA. IIBB-CSIC, IDIBAPS.
BARCELONA. € UNIDAD DE ICTUS, SERVICIO DE NEUROLOGIA. HOSPITAL CLINIC,
IDIBAPS. BARCELONA, ESPANA

Objetivos. El -tPA es el tinico tratamiento en el ictus con beneficios probados en
ensayos clinicos. El 4cido drico es un antioxidante natural que reduce el volumen
de infarto después de una oclusién de la arteria cerebral media (ACM) en ratas, y
recientes estudios clinicos indican una asociacion entre el aumento de los niveles
plasmaticos de dcido irico y unamejora neurolégicade larecuperacién. Queremos
investigar los efectos protectores del dcido urico en un modelo trombo-embolico
deisquemiacerebral enrata, y comprobar si puede aumentar los efectos beneficiosos
de latrombolisis. Métodos. Se anestesiaron ratas macho adultas Sprague-Dawley
(n=88)y seles provoco unaisquemia cerebral mediante tromboembolizacién de
laACM. Se les inyecto dcido urico (16 mg/kg) i.v. 20 min después de la isquemia
y 3hdespuésrecibieron infusién der-tPA (10 mg/kg). A las 24 h se sacrificaron los
animales y se cuantificé el volumen de infarto de los siguientes grupos: controles
(n =16), trico (n = 15), r-tPA (n = 16), y r-tPA + trico (n = 16). Resultados. El
4cido urico redujo el volumen de infarto (p < 0,05) y también lo hizo el r-tPA (p
<0,001) en los tratamientos individuales. La terapia combinada de dcido trico y
r-tPA causo una mayor reduccion del volumen de infarto (p < 0,05), y este efecto
se manifestd enla corteza. Conclusiones. El cido drico administrado después de
unaisquemiacerebral tromboembdlicaes neuroprotectory tiene unaaccién aditiva
sobre el efecto beneficioso del r-tPA. Estos resultados nos han llevado a plantear
un estudio clinico en enfermos de ictus.

P263. CARACTERISTICAS NEUROPATOLOGICAS SUBYACEN-
TES AL GRADO DE ALTERACION DE LA INTENSIDAD DE LA
SENAL DE RM DURANTE LA REPERFUSION DESPUES DE
ISQUEMIA CEREBRAL FOCAL EN LA RATA

S.ROJAS CODINA *, A. MARTIN MUNOZ®, C. FALCON ¢, N. BARGALLO€,
A. CHAMORROP

A FARMACOLOGIA YTOXICOLOGIA. INSTITUTO DE INVESTIGACION BIOMEDICA DE
BARCELONA/CSIC.® FARMACOLOGIA Y TOXICOLOGIA. INSTITUTO DE INVESTIGA-
CION BIOMEDICA DE BARCELONA/CSIC. € SERVICIO DE DIAGNOSTICO POR LA IMA-
GEN.” NE URO[OGiA, UNIDADDEICTUS, INSTITUTO DE ENFERMEDADES DELSISTE-
MANERVIOSO. HOSPITALCLINIC. BARCELONA, ESPANA

Objetivos. Durante la isquemia cerebral se produce una hiperintensidad en las
imdgenes de resonanciamagnética (RM) por difusién (DWI) y una hipointensidad
enel coeficiente aparente de difusion del agua (ADC). Estas alteraciones serecuperan
conlareperfusion. Posteriormente reaparecen las alteraciones de RM amedidaque
progresalalesién. Evaluamos si el grado de alteracioninicial de las sefiales de RM
predice el dailo tisular posterior, y las alteraciones histopatoldgicas subyacentes.
Métodos: Seinduce laisquemia transitoria (60 min) o permanente aratas Sprague-
Dawley (n=39)y se sacrificanalas 8, 12, 15, 18 0 24 horas. A cada animal se le
realiza uno o dos estudios de RM entre 1,5h y 24 h. Evaluamos la alteracién en la
sefial de RM, el volumen de infarto (TTC), lahistopatologia, y marcadores de estrés
y gliosis. Resultados. Enla corteza cerebral se producen cambios sutiles (< 15%)
enDWIyADC durante las primeras 12 hdereperfusion. Estas alteraciones iniciales
se asocian a un dafio celular moderado y heterogéneo. Comparativamente, a este
tiempo los cambios de RM son mayores en el estriado, que a su vez manifiesta la
lesién histolégicaantes. Posteriormente laalteracién enlasefial de RM se intensifica
(>30%) coincidiendo conlamanifestacion delalesiénenel tejido por TTCy muerte
neuronal masiva. Conclusiones. Estos resultados sugieren que los cambios en la
intensidad de la sefial de RM durante las primeras12 h de reperfusion después de
laisquemia cerebral en larata predicen la muerte neuronal retardada.
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P264. COMPARTIMENTACION SUBCELULAR DE CORRIENTE
DE ENTRADA Y MAPA DE RESISTENCIA TISULAR DURANTE
DEPRESION DE LEAO

C.LARGO ARAMBURU*, 1. MAKAROVA®, JM. IBARZ®, O. HERRERAS €
* FACULTAD DE CC. EXPERIMENTALES Y SALUD. UNIVERSIDAD SAN PABLO C.E.U.
BOADILLA DELMONTE.” INVESTIGACION HISTOLOGIA. HOSPITALRAMON Y CAJAL.
MADRID. “INVESTIGACIONHISTOLOGIA. HOSPITALRAMONY CAJAL. MADRID, ESPANA
FINANCIACION: MCYTY CAM

Ladepresiénde Leao (DL)esunaondainactivante asociadaaun potencial extracelular
(Vo) negativoque causa muerte neuronal en penumbraisquémica. Las neuronas eran
descartadas como generadores del Vo por su presunto estado de despolarizacion y
cortocircuitototal. En trabajo adjunto hemos demostrado que este estado afecta sélo
a subregiones celulares concretas. Completamos aqui trabajos previos sobre el
generador del Vo mediante andlisis de fuentes de corriente (AFC) y estudio
espaciotemporal de laresistividad del tejidoenlaregion CA 1 hipocdmpicain vivo.
Se construyeron mapas espaciotemporales del Vo utilizando pipetas ensambladas
y trayectos de registro multiple paralelos al eje somatodendritico piramidal, sobre
los que se calculé la densidad de corriente transmembrana. Laresistividad tisular
se midié con un método de tres electrodos de alta resolucion espacial (50 mm
aproximadamente). Durante el transcurso de la SD, la resistividad aumenté
gradualmente hastaun valor 6 veces superior al basal, con unadistribuciéon laminar
similar a la del Vo negativo. La porcién mds alvear del st. oriens y el st. lacunoso
sufren un incremento inferior a dos veces el basal. El AFC muestra una corriente
deentrada anivel dendritico apical y basal con fuerte cancelacion central, excepto
en su parte distal, donde se observa corriente de salida. Estos resultados son
totalmente compatibles conlos unitarios y demuestran unaentrada de corriente zonal
a través de una conductancia especifica no convencional como origen de la
negatividad extracelular en un formato fuente/sumidero cldsico de conductores
unicelulares activados sincrénicamente.

P265. EXPRESION DE VEGFR2 EN TEJIDO PERINECROTICO
CORTICAL. SU RELACION CON TRAZADORES DE LA BARRE-
RA HEMOENCEFALICA

J.V. LAFUENTE SANCHEZA, E.G. ARGANDONAB, S. BULNES SESMA €,
H. BENGOETXEA ODRIOZOLAP, O. LEIS ESNAOLA E, G. AZKONA
MENDOZA ¢

ALABORATORIO DENEUROCIENCIA CLINICA YEXPERIMENT. 'AL(LANCE). GRUPO 15887.
DEPARTAMENTONEUROCIENCIAS/UPV—EHU. BILBAO.® LABORATORIO DENEURO-
CIENCIA CLINICA Y EXPERIMENTAL (LANCE).GRUPO 15887. DEPARTAMENTO EN-
FERMERIA/UPV-EHU. BILBAO. € LABORATORIO DENEUROCIENCIA CLINICA YEXPERI-
MENTAL (LANCE). GRUPO 15887. PTLABORATORIO DE NEUROCIENCIA CLINICA Y
EXPERIMENTAL(LANCE)..GRUPO 15887.* LABORATORIO DENEUROCIENCIA CLINI-
CA Y EXPERIMENTAL (LANCE). GRUPO 15887. DEPARTAMENTO NEUROCIENCIAS/
UPV-EHU. BILBAO, ESPANA

Introduccion. Elfactor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) esuno delos
principales mediadores de la angiogénesis y de la permeabilidad vascular. La
implicacionde sureceptor VEGFR-2 (flk-1) enlaangiogénesis hasido ampliamente
documentada, pero el papel de este receptor en la permeabilidad de laBHE estd por
demostrar. Material y métodos. 30 ratas adultas bajo condiciones experimentales
estandares sufrieron una micronecrosis cortical y tras periodos de supervivenciaentre
1 horay 1 mes estudiamos mediante inmunohistoquimica la distribucién de Flk-
1 enrelacién alared microvascular total (puesta de manifiesto mediante lalectina
LEA)ylaintegridad delafunciéndelaBHE (mediante EBAy GluT-1). Resultados.
En los periodos entre 6 y 72 horas se pone de manifiesto un incremento de vasos
positivos, en la regién perinecrética apareciendo también numerosos procesos y
algunos cuerpos celulares. Laevolucion del incremento de inmunopositividad en
las células endoteliales se corresponde conla pérdida de positividad paraEBA. La
inmunopositividad para GluT-1 permanece sin modificarse. Conclusion. Los
incrementos y distribuciéon de VEGFR?2 se corresponden con los de VEGF vistos
en estudios previos y todo el sistema parece desempeiiar un papel relevante en la
alteracién de la funcién de la BHE.
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P266. SOBREEXPRESION DE METALOPROTEASA-9 EN PA-
RENQUIMA Y MICRODIALIZADO CEREBRAL TRAS EL ICTUS
ISQUEMICO Y HEMORRAGICO
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Objetivo. Modelos animales de isquemia cerebral muestran unaexpresién anormal
de algunas metaloproteasas (MMP) relacionada con el dafio tisular. Nuestro
objetivoes determinarlos niveles y localizacién de MMP-2y MMP-9 en diferentes
zonas del parénquima cerebral tras el ictus. Métodos. Se obtuvo tejido de zonas
de infarto, periinfarto, perihematoma y contralateral en < 6 h post mortem de 4
ictusisquémicosy 8 hemorragicos. Serecogié microdializado cerebral, in vivo,
del core y de su periferia en dos infartos malignos de la arteria cerebral media. Los
niveles de gelatinasas se determinaron por zimografia y immunoblotting y su
localizacion tisular por técnicas de immunohistoquimica y zimografia in situ.
Resultados. En parénquimaencontramos elevados niveles de MMP-9 en el infarto
(p<0,0001), aunque en periinfarto también fueron mas altos que en el hemisferio
contralateral (p=0,15). Tejido de una transformacién hemorragica presenté un
picode MMP-9. Enelinfartola MMP-9 se localizé alrededor de vasos, asociada
a la infiltracién de neutréfilos, y a microglia mientras que en el periinfarto
disminuye lalocalizacién perivascular. En zonas perihematoma también encon-
tramos mayor MMP-9 que en contralateral (p = 0,008) asociado a células
microgliales. Las muestras de microdidlisis de dentro del infarto mostraron
sobreexpresion de MMP-9 respecto a la periferia siendo en ambos casos mds
elevados enla fase mas aguda. La MMP-2 mantuvo una expresion constitutiva.
Conclusiones. Existe unarapidaimplicacién de la MMP-9 en el dafio tisular, el
edema parenquimatoso y latransformacion hemorrégica, sugiriendo el potencial
terapéutico de su inhibicion en el tratamiento del ictus.

P267. ACTIVACION DE LAS CAPASAS 3 Y 8 POR TNF-A EN UN
MODELO ‘IN VITRO’ DE ISQUEMIA CEREBRAL

N. BADIOLA BENITO*, C. MALAGELADA GRAU®, B. BARNEDA
ZAHONERO ¢, R.FADO ANDRES ©,J. SABRIA ®,J. RODRIGUEZ ALVAREZ®
A BECARIO PREDOCTORAL.® BECARIA POSTDOCTORAL.© BECARIA PREDOCTORAL.
P PROFESORA TITULAR. INSTITUTO DENEUROCIENCIAS, DEPARTAMENTO BIOQUIMI-
CAYBIOLOGIAMOLECULAR, UNIVERSIDAD AUTONOMA DEBARCELONA. CERDANYO-
LADELVALLES.* PROFESORTITULAR. INSTITUTO DENEUROCIENCIAS, DEPARTA-
MENTO BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR, UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
BARCELONA. BELLATERRA. BARCELONA, ESPANA

Para estudiar los mecanismos implicados en la muerte generada por isquemia
utilizamos el modelo de isquemia in vitro de deprivacion de oxigeno y glucosa
(OGD) en cultivos mixtos de corteza cerebral. En este modelo habiamos descrito
queun50% delamuerte es apoptdticay queel bloqueodelaaccién del TNFamediante
un anticuerpo anti-TNFé reduce la activacion de la caspasa 3 y de la apoptosis por
1aOGD. A continuacién decidimos explorar en que tipos celulares se producia la
sintesis de TNF-ay presentaban el receptor tipo I para esta citoquina. Los estudios
inmunocitoquimicos indicaron que ambas proteinas se expresan de formaevidente
en neuronas y microglia tanto en condiciones control como después de 1a OGD,
mientras que muy pocos astrocitos los expresan en condiciones control. Precisamen-
te fue enlas neuronas y en lamicroglia donde habiamos observado laactivacién de
lacaspasa 3 porla OGD. Por otro lado, también hemos observado laactivacion de
lacaspasa 8 enlaOGD, ademds esta activacion es patente desde el primer momento
delareperfusiéntraslaOGD, por tanto anterior ala proteolisis delacaspasa3. Hemos
observado que la activacién de la caspasa 3 asociada a la OGD se reduce muy
significativamente en presenciadel inhibidor delacaspasa 8, Z-IETD-FMK, lo cual
indica una vinculacion directa entre la activacion de ambas caspasas. Ademas la
muerte neuronal asociada alaOGD se reduce significativamente (alrededor de un
70%) en presencia del inhibidor de caspasa 8.
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P268. LOS EFECTOS ADVERSOS DE LA HIPERGLICEMIA DU-
RANTE LA ISQUEMIA FOCAL EN RATAS NO SON ATRIBUIBLES
AL AUMENTO DE LOS CORTICOSTEROIDES EN PLASMA O A
LA INFILTRACION DE NEUTROFILOS

A. MARTIN MUNOZA, A. CHAMORRO ®, AM. PLANAS *

A FARMACOLOGIA YTOXICOLOGIA. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS
DEBARCELONA-CSIC. BARCELONA.? INSTITUT DE MALATIES DEL SISTEMA NERVIOS,
UNITAT D’ ICTUS . HOSPITAL CLINIC I PROVINCIAL DE BARCELONA. BARCELONA,
ESPANA

Introduccion. Lahiperglicemiaempeorael prondsticodel infarto cerebral. Elefecto
adverso de la hiperglicemia en la isquemia podria estar mediado por aumento de
corticosteroides plasmdticos, o procesos inflamatorios. Investigamos el papel de la
hiperglicemiaen laisquemiafocal, y laposible implicacion de corticosteroides, y
delainfiltracion de neutréfilos. Métodos. Realizamos oclusion intraluminal de la
arteria cerebral media de 1h en ratas (n = 159). Se indujo hiperglicemia aguda
mediante inyeccioni.p. de dextrosa (25%) 30 min antes de la oclusion. La sintesis
de corticosteroides se inhibié mediante inyecciéni.p. de metyrapone (100 mg/kg),
y se valoré la corticosterona plasmatica por radioinmunoensayo. En otro grupo se
indujo neutropenia (inyecciéni.p de vinblastina 0,5 mg/kg) 4 dias preisquemia. 24
htraslaisquemiaserealizé untestneurolégicoy se determino el volumen de infarto.
Lainfiltracién de neutrdfilos se evalué con el ensayo de lamieloperoxidasa (MPO).
La metaloproteinasa de matriz extracelular, MMP-9, se determiné mediante
zimografia. Resultados. Lahiperglicemiaen laisquemia aumentd significativamen-
te el volumen de infarto (p < 0,01), la MPO (p < 0,001) y MMP-9 (p < 0,01), y
empeor6 laafectacion neuroldgica (p<0,001). El tratamiento con metyrapone evitd
el aumento de corticosterona pero no disminuyd significativamente el volumen de
infarto,laMPO ola MMP-9 en las ratas hiperglicémicas. La neutropenia impidi6é
el aumento de MPO y MMP-9 después de la isquemia, pero no atenud la lesién
Conclusion. La hiperglicemia durante la isquemia focal transitoria tiene per se
efectos adversos que no sonatribuibles al incremento de corticosteroides en plasma
o alainfiltracion de neutréfilos.

ENFERMEDADES DESMIELINIZANTES

P269. EFICACIA DEL FOSFATO DE ETANOLAMINA EN LA
PREVENCION DE LAS ALTERACIONES DEL SISTEMA
SOMATOSTATINERGICO DESCRITAS EN LA ENCEFALOMIE-
LITIS AUTOINMUNE EXPERIMENTAL

D.AGUADO LLERA *, L. PUEBLA JIMENEZ ®, A. M. HERNANDEZ PINTO *,
E.BURGOS RAMOS *,M. HERNANDEZ JIMENEZ *, E. ARILLA FERREIRO *
* DEPARTAMENTOBIOQUIMICA Y BIOLOGIAMOLECULAR.” DEPARTAMENTO BIOQUI-
MICAYBIOLOGIAMOLECUAR. FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD DEALCALA.
ALCALA DEHENARES. MADRID, ESPANA

La encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) es un modelo animal de
esclerosis multiple. El objetivo del presente estudio fue investigar el efecto del
fosfato de etanolamina (EAP) sobre el curso clinicode laEAE y sobre el sistema
somatostatinérgico en el hipocampo de dichas ratas descrito previamente. Ratas
Lewis hembra de 8 semanas se inmunizaron mediante inyeccién subcutdnea de
100 mL de una emulsién de proteina bdsica de mielina (PBM) (1 mg/mL) en
adyuvante completo de Freund-PBS (1:1) suplementada con Mycobacterium
tuberculosis (1 mg/mL) en las almohadillas de las patas traseras. Los animales
controles fueron inoculados con vehiculo. Lasratas se sacrificaron 10-12 dias tras
lainoculacién habiendo desarrollado flacidez en la cola y pardlisis de las patas
traseras. El EAP se inyect6 por via peritoneal (i. p.) una vez al dia a una dosis
de 600 mg/kg de peso, desde dos dias antes de inocular 1a emulsién de PBM y
hasta el dia del sacrificio. Los animales controles recibieron sélo el vehiculo. E1
EAP previno el curso clinico de la EAE asi como la disminucién del niimero de
receptores de SRIF en el hipocampo de la rata con EAE. La disminucién del
receptor sst2 descritaen este estudio enratas con EAE no se observé en lasratas
que recibieron el EAP. Asimismo, la administracién de EAP a ratas con EAE
previno ladisminucion de lainhibicién por SRIF de la actividad adenilil ciclasa.
Este trabajo indica que el EAP previene los efectos de lainoculacion dela PBM
en los parametros estudiados.
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P270. CAMBIOS EN LA DISTRIBUCION DE LA PENTRAXINA
NEURONAL (NP1) DURANTE EL PROCESO DEGENERATIVO
DE MOTONEURONAS EN RATAS TRANSGENICAS G93A COMO
MODELO DE ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA

A. CASANOVAS LLORENS*, J. E. ESQUERDA COLELL

AUNITAT DE NEUROBIOLOGIA CEL.LULAR, DPT. CIENCIES MEDIQUES BASIQUES.
B UNITATDENEUROBIOLOGIA CEL.LULAR, DEPT. CIENCIES MEDIQUES BASIQUES.
€ UNITATDENEUROBIOLOGIA, DEPT. CIENCIESMEDIQUES BASIQUES. UNIVERSITAT
DELLEIDA. LLEIDA.P HOSPITAL DE LA SERVEI DENEUROLOGIA.* UNITAT DENEURO-
BIOLOGIA CEL.LULAR, DEPT. CIENCIESMEDIQUES BASIQUES. UNIVERSITAT DELLEI-
DA.LLEIDA, ESPANA

Lapentraxinaneuronal (NP1) es una glicoproteina de expresion exclusivaenel
sistema nervioso sin una funcién asignada. Nosotros hemos identificado su
presencia abundante en las motoneuronas en el asta anterior de lamédulaespinal
y ennticleos motores craneales. Existen datos que indican la participacién de NP1
en procesos de muerte neuronal apoptdtica de células granulares de cerebelo
(DeGregorio-Rocasolanoetal, J Biol Chem 2001;276: 796-803) y de excitotoxi-
cidad durante la isquemia cerebral (Hossain et al, J] Neurosci 24: 4187-96). La
introduccién de mutaciones de la superoxidodismutasa 1 (SOD1) observadas en
laesclerosis lateral amiotréfica familiar (FALS) a animales transgénicos, provoca
enlos mismos una enfermedad superponible alaFALS humana. En este modelo
hemos seguido los cambios en la expresion de NP1 en motoneuronas. La NP1
se ha inmunolocalizado con un anticuerpo policlonal combinado con otros
marcadores de dafio neuronal y de activacion microglial. Se han estudiado las
motoneuronas en los segmentos cervical, tordcico y lumbar de lamédula espinal
asi como en el tronco encefélico yaque la vulnerabilidad de las motoneuronas al
proceso degenerativos presenta variaciones regionales importantes. Se ha obser-
vado lapresenciade grandes agregados paranucleares de NP1 en motoneuronas
en proceso de degeneracién que excluyen la trama de neurofilamentos teniendo
unaorganizacién comparable aladelos agresomas. Las neuronas degeneradas con
agregados de NP1 no presentan activacion microglial adyacente. Por otra parte,
en los focos neuroinflamatorios perineuronales, el dafio neuronal no estd asociado
ala formacion de agregados de NP1.

TRAUMA

P272. RESPUESTA INFLAMATORIA CEREBRAL: PAPEL DEL
TNF

A.QUINTANA ROMERO*,M. GIRALT CARBONELL ®,S.ROJAS CODINA €,
M. PENKOWAP”, I.L. CAMPBELL", A. MOLINERO EGEA ", J. HIDALGO
PAREJA ¢

AFISIOLOGIA ANIMAL. CIENCIAS/ FISIOLOGIA ANIMAL, FACULTAD DE CIENCIAS.
9 FISIOLOGIA ANIMAL. UNIVERSIDADAUTONOMA DEBARCELONA. BELLATERRA, CER-
DANYOLA DELVALLES.” FISIOLOGIA ANIMAL, FACULTAD DE CIENCIAS. UNIVERSI-
DADAUTONOMA BARCELONA. BELLATERRA. € FISIOLOGIAANIMAL, FACULTAD DE
CIENCIAS. UNIVERSIDADAUTONOMA DE BARCELONA. BELLATERRA.” DEPARTMENT
OF MEDICAL ANATOMY. THE PANUM INSTITUTE, UNIVERSITY OF COPENHAGEN.
COPENHAGEN.* SCHOOLOF MOLECULARAND MICROBIALBIOSCIENCES. UNIVERSI-
TY OF SYDNEY. SYDNEY, AUSTRALIA

Elfactor de necrosis tumoral (TNF-4) es uno de los mediadores que se incrementan
drasticamente en lesiones traumadticas cerebrales, y que conduce alaactivacion,
proliferacién e hipertrofia de células mononucleares fagociticas y gliosis. Esta
citocinaejerce sus funciones viainteraccion con dos receptores: detipo-1 (TNFR1)
y tipo-2 (TNFR2). En este trabajo analizamos larespuesta inflamatoria tras una
lesion traumdticade la corteza (criolesion) enratones controles (WT) y enratones
deficientes en TNFR1 (TNFR1KO) o TNFR2 (TNFR2KO). La deficiencia de
TNFR1, peronode TNFR2, disminuy6 significativamente larespuesta inflama-
toria y el dafio cerebral causado por la criolesion tanto a los 3 como alos 7 dias
tras lesién, con gliosis disminuida, menor inmunotincién de IL-1b, y una
reduccién de la apoptosis. La criolesién produjo una induccién clara de la
citoquinas proinflamatorias IL1a,IL1b,IL6 y TNF-a, lacual fue de menorentidad
enlosratones TNFR1KO. Larespuestade algunos genes Host response (ICAM-
1,A20,EB22/5 y GFAP) también se vio reducida en los ratones TNFR1KO, asi
como la de genes relacionados con la apoptosis/muerte celular (Fas, Rip, p53),
metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP3, MMP9, MMP12) y sus
inhibidores (TIMP1), lo que sugiere un papel claro del TNFR1 enlaremodelacién
delamatrizextracelular tras el dafio cerebral. Sinembargo, laexpresién de GDNF,
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NGFy BDNF no se vio afectada por la deficienciade TNFR 1. En general, estos
resultados sugieren que el TNFR1 es una clara diana terapéutica tras lesiones
traumdticas cerebrales.

P273. AN IN VITRO MODEL OF SPINAL CORD INJURY:
ANALYSIS OF COMBINED NEUROPROTECTIVE STRATEGIES
M. GUZMAN LENIS, C. PENAS PEREZ, X. NAVARRO ACEBES, C. CASAS
GRUPODENEUROPLASTICIDAD Y REGENERACION. INSTITUTO DENEUROCIENCIAS.
BELIATERRA. BARCELONA, ESPANA

FINANCIACION: MERG-CT-04-00638 (MARIE-CURIE REINTEGRATION GRANT).

Several factors thatinterfere indistinct pathways have been assayed inanimal models
with spinal cord injury to minimize excitotoxicity, apoptosis and necrosis or to
modulate the inflammatory response. In addition, cell-based therapeutic strategies
haveraised interest due to their capability to promote neuroprotection and torestitute
lostcells. Combined therapies seem to be the most straightforward way to achieve
an optimized strategy to cope with spinal trauma. In order to assay different cell-
based applications with concurrent or sequential application of neuroprotective and
regenerative factors we have established an in vitro model for spinal trauma based
onorganotypic-slice cultures. Slices from spinal cord of 7 day-old rats were cultured
either in the standard organotypic medium (MEM, 25% FBS) or an optimized
medium without serum (neurobasal medium/B27). The integrity of the basic
cytoarchitecture was characterized by immunohistochemistry against SMI-32,
GFAP and MBP. Thesslices treated with MEM at 15 days showed 23.7 + 16.1 SMI-
32 positive cells and with NB 43.6 + 7.8. Moreover, we have stablished different
injury models on the slices such as glutamate-induced excitotoxicity (50 iM, 30
min) and traumatic rolling method. Different strategies to promote neuronal survival
or cellular restitution have been assessed including the application of FK506 and
the grafting of stem cells, respectively. Optimal strategy could be further analysed
in the future in vivo in rat models.

P274. SPINAL CORD INJURY INDUCES ENDOPLASMIC
RETICULUM STRESS

C.PENAS PEREZ,E. VERDUNAVARRO,M. GUZMAN LENIS, X. NAVARRO
ACEBES, C. CASAS LOUZAD

GRUPODENEUROPLASTICIDAD Y REGENERACION. INSTITUTO DENEUROCIENCIAS.
UNIVERSIDADAUTONOMA DE BARCELONA. BELLATERRA. BARCELONA, ESPANA

Traumatic injury of the central nervous system is characterized by a primary
mechanical impactthat frequently causes bone fracture and disruption of parenchyma
and blood vessels. Besides this primary impact, a secondary post-traumatic injury
occurs and leads to an expansion of the lesion. Several cascade events have been
associated with the secondary injury but the mechanisms involved are currently
unknown. Inorderto shed lightinto those mechanisms we have investigated whether
the signalling cascade commonly activated by stress on the endoplasmic reticulum
(ER) could be involved. Those cascades involved mainly PERK, IRE-1 and ATF-
6 activations. We have analysed them in a weight-drop contusion model of spinal
cordinjury inrat. We obtained the damaged spinal cord segment and performed RNA
and protein extractionat 6 h,24 h, 3 and 5 days post-contusion. We also performed
immunohistochemistry on paraffin sections. Preliminary results show that genes
BiP, Chop and xbpl1 are progressively up-regulated from 6 hours to 3 days post-
lesion, indicating that ATF-6is activated. Moreover, the particular splicing of xbp 1
mediated by IRE-1 also appears. We are currently analysing the involvement or
PERK —mediated signalling. The results obtained indicate that ER stress may be
one of the key events in the secondary induced cell death after spinal cord injury.

P275. PARTICIPACION DEL OXIDO NITRICO EN LOS PROCE-
SOS DE CRECIMIENTO AXONAL Y REINERVACION MUSCU-
LAR TRAS LA LESION DEL NERVIO HIPOGLOSO EN LA RATA
ADULTA

C.R. SUNICO, F. PORTILLO, D. GONZALEZ-FORERO, B. MORENO-
LOPEZ

AREA DEFISIOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA. UCA. CADIZ, ESPANA
FINANCIACION: MCYT (BFI2001-3816)

Lalesionde unnervio periféricoinduce lasobreexpresion de las isoformas neuronal
(NOS-I),inducible (NOS-II) y endotelial (NOS-III) de la 6xido nitrico (NO) sintasa
en el lugar de lalesion. El objetivo de este trabajo fue estudiar la implicacién del
NO sintetizado por las distintas isoformas

enlos procesos de crecimiento axonal y reinervacion muscular tras 1alesion unilateral
por aplastamiento del XII par craneal (X1IIn) en ratas adultas. El potencial de accién
muscularcompuesto (PAMC) evocado por estimulacion eléctricadel nervio desapa-
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recié completamente tras lalesion y permanecio asi al menos durante una semana. Sin
embargo, enanimalestratados conel inhibidorde amplioespectrodelaNOS,L-NAME
(90mg/kg/dia), se observociertarecuperacionenel PAMC (14,3 +5,1%),noasicon
elesteroisomero, el inhibidorespecifico delaNOS-I(7-nitroindazol, 30 mg/kg/dia)
6 de la NOS-II (aminoguanidina, 100 mg/kg/dia). La implicacion del NO sobre el
crecimiento de los axones se estudid cuantificando el nimero de motoneuronas
marcadas retrégradamente con fluorogold bombeado 1 cm distal a la lesion. El
tratamientocon L-NAME (1241,5+77,7) aumentd significativamente el nimero de
motoneuronas marcadas alos dos dias postlesion conrespecto alos animales tratados
con vehiculo (545,2 +166,7). La administracion de 7-nitroindazol (895,1 £48,4) o
aminoguanidina (818,1 £28,9) aumentd, aunque no significativamente, el nimero
de motoneuronas marcadas. Estos datos sugieren un papel diferencial del NO
sintetizado por las distintas isoformas delaNOS enlos procesos de crecimiento axonal
y reinervacién muscular tras la lesion de un nervio motor.

NEUROONCOLOGIA

P276. PERFIL PROTEICO DIFERENCIAL EN ASTROCITOMAS
HUMANOS MEDIANTE MATRICES DE ANTICUERPOS
O.LEISESNAOLA #,S.BULNES SESMA #,H. BENGOETXEA ODRIOZOLA #,
G.AZKONAMENDOZA * E.G. ARGANDONA ®,J. V.LAFUENTE SANCHEZ *
4 LABORATORIO DENEUROCIENCIA CLINICA Y EXPERIMENTAL(LANCE) GRUPO 15887.
DEPARTAMENTO NEUROCIENCIAS EHU-UPV. BILBAO.” LABORATORIO DENEURO-
CIENCIA CLINICA YEXPERIMENTAL (LANCE) GRUPO 15887. DEPARTAMENTO ENFER-
MERIA EHU-UPV. BILBAO, ESPANA

Introduccion. Las matrices de anticuerpos se estin proponiendo como herramientas
utiles en la identificacion y cuantificacion simultdnea de proteinas. Los perfiles
obtenidos trazan posibles biomarcadores dela historia natural del tumoreindicadores
de dianas terapéuticas. Material y métodos. Mediante el uso de una matriz de 19
anticuerpos (Bcl-2, caspasa-1, caspasal(, E2F1, E-cadherina, EGFR, HSP-70,
integrina alfa 5, integrina beta 3, MGMT, MMP-9, P21waf1/cipl, p53, PTEN,
Rb(p110), VEGFR1, VEGFR2,ZO0-1,y actina; de Hypromatrix), se haestudiado
el perfil protéico de 35 muestras; 15 astrocitomas de bajo grado, y 15 glioblastomas,
encomparacién con 5 muestras de individuos control (individuos libres de tumor);
previamente diagnosticados clinicae histopatolégicamente. Realizamos la cuanti-
ficacién de las dreas correspondientes a cada ‘spot” inmunopositivo utilizando el
programalmageJ. Resultados. Encontramos diferencias entre el grupo control y el
grupo glioblastoma; y entre el grupo control y el grupo astrocitoma de bajo grado;
esas diferencias son mdsresefiables, entre los dos estadios tumorales seleccionados
paralamayoriadelas proteinas incluidas en el estudio; con diferencia estadistica-
mente significativa (p < 0,05), en el caso de la expresion proteica de caspasa-1,
caspasal0, E-cadherina, p53, VEGFR2.Y altamente significativa (p < 0,005) en
el caso de la expresion de Bcl-2, EGFR, MMP-9, PTEN, Rb(p110). Conclusion.
Laidentificaciény caracterizaciénde perfiles diferenciales de expresién protéicahace
posiblela validacion de asociaciones de moléculas implicadas en diversas vias de
sefializacion como biomarcadores de interés pronostico.

P277. ESTUDIO MORFOMETRICO DE LA RED MICROVASCULAR
EN DIFERENTES ESTADOS DE DESARROLLO DE GLIOMAS
EXPERIMENTALES

S.BULNES SESMA #,0.LEISESNAOLA ®,H. BENGOETXEA ODRIOZOLA &,
E. G. ARGANDONAC, J.V. LAFUENTE SANCHEZP"

A LABORATORIO DENEUROCIENCIA CLINICA Y EXPERIMENTAL (LANCE) GRUPO 15887.
DEPARTAMENTO NEUROCIENCIAS. UNIVERSIDAD DEL PAIS VASCO(UPV-EHU). BIL-
BAO.* LABORATORIO DENEUROCIENCIA CLINICA Y EXPERIMENTAL(LANCE) GRUPO
15887. DEPARTAMENTONEUROCIENCIAS/UPV-EHU. BILBAO.“ LABORATORIO DENEU-
ROCIENCIA CLINICA Y EXPERIMENTAL (LANCE) GRUPO 15887. DEPARTAMENTO
ENFERMERIA/UPV-EHU. BILBAO.” LABORATORIO DENEUROCIENCIA CLINICA YEXPE-
RIMENTAL(LANCE) GRUPO 15887. NEUROCIENCIAS/UPV-EHU. BILBAO, ESPANA

Introduccion. Durante proceso de crecimiento de un tumor la red microvascular
experimentaadaptaciones que dependen del requerimiento metabdlicode las células
neoplésicas. Nuestro objetivo es cuantificar la superficie vascular durante el
desarrollo tumoral. Material y métodos. Se inducen oligodendrogliomas en ratas
Sprague Dawley mediante administracion transplacentaria de Etilnitrosoureaen el
dia 15 de gestacion. Los tumores se localizan mediante imagenes de RM y se realiza
HE e histoquimica parala LEA. Se cuantifica la densidad vascular, drea vascular
y se calcula el drea ocupada por la red vascular por mm2 de tumor mediante
morfometria asistida por ordenador. Las ratas han sido criadas segtin la Directiva
de 1a UE (86/609/EEC). Resultados: Se diferencian cuatro estados de desarrollo
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tumoral; I-IT (oligodendrogliomas no anaplasicos) y III-IV (oligodendrogliomas
anapldsicos). Losestados Iy Il presentan vasos similares alos del parénquimacerebral
de 75,8 +£17,5im? yde 192,3 +61,17 im? el estado III vasos tortuosos de 2.125
+695,2im? y el estado IV vasos dilatados de 19.615 + 3.743 im” La densidad
vascular decrece segtin se aumenta el estado de desarrollo tumoral, 30% de I-11, 50%
1I-1ITy 79,09% III-IV. El &rea de tumor ocupada por los vasos en los estados III- IV
es 4 veces mayor que en los estados I-11 (0,1417 +0,00194 mm? frente a 0,03564
+0,00836 mm?, p <0,00001). Conclusion. En el proceso de malignizacién del
oligodendrogliomael drea tumoral ocupada por las secciones vasculares aumenta
debidonoalincrementodeladensidad vascular sino al aumento del tamatio vascular.

P278. ORIGEN DE LAS ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO
INDUCIDAS POR GLITAZONAS EN CELULAS DE ASTROGLIOMA
J.M. PEREZ-ORTIZ, C. FERNANDEZ-VAQUERO, P. TRANQUE-GOMEZ, J.
LLOPIS BORRAS

FACULTAD DEMEDICINA Y CENTRO REGIONALDEINVESTIGACIONES BIOMEDICAS.
UCLM.ALBACETE, ESPANA

Objetivos.Las glitazonas (o tiazolidindionas) son ligandos sintéticos del receptor
nuclear PPARgamma con efectos antidiabetogénicos y antiinflamatorios. Recien-
temente hemos demostrado que estos compuestos provocan pérdida de viabilidad
y apoptosis en células de astroglioma C6. Estos efectos no parecen estar mediados
por PPARgamma, sino por el incremento de las especies reactivas del oxigeno
(ROS) que las glitazonas inducen a tiempos cortos (5-30 min). Pretendemos
determinar si la mitocondriaes el origen de ROS y, en ese caso, si las glitazonas
actdan sobre alguno de los complejos de la cadena de transporte electrénico.
Métodos. Entrelas sondas fluorescentes utilizadas se incluyen dihidrodiclorofluo-
resceina, para detectar per6xido de hidrégeno mediante citometria de flujo, y
tetrametilrodamina etil éster para determinar el potencial de membrana mitocon-
drial mediante microscopiade fluorescencia. Paraanalizarla procedenciade ROS
hemos empleado inhibidores de fuentes extramitocondriales de ROS (NADPH
oxidasa) e inhibidores de la cadena de transporte electrénico. Resultados y
conclusiones. Nuestros resultados sugieren que las glitazonas actiian sobre la
mitocondria, posiblemente a nivel del complejo I, generando un aumento
significativo de ROS y pérdida del potencial eléctrico (efecto que se revierte en
presencia del proton6foro FCCP o en ausencia de glucosaen el medio). Ademas,
disminuyen los niveles de ATP celular. Todo ello, junto con los resultados previos
de nuestro grupo, sugiere que las glitazonas ejercen efectos agudos sobre las
mitocondrias que son independientes de PPARgamma, y posiblemente respon-
sables de sus efectos toxicos en células de astroglioma.

NEUROTOXICOLOGIA

P279. EFECTO DE LA EXPOSICION AL ETANOL SOBRE LA
GLICOSILACION EN NEURONAS EN DESARROLLO

A. BRAZA BOILS*, M. TOMAS CABALLERO®, M.P. MARIN MUELA €, L.
MEGIAS MEGIAS®, M. SANCHO-TELLO®, E. FORNAS IZQUIERDOF, J.
RENAU PIQUERAS®

ASEC. BIOLOGIA Y PATOLOGIA CELULAR. CENTRO DEINVESTIGACION. HOSPITALLA
FE.VALENCIA.® SEC. BIOLOGIA Y PATOLOGIA CELULAR. CENTRO INVESTIGACION.
HOSPITALLA FE. VALENCIA. € SEC. BIOLOGIA Y PATOLOGIA CELULAR. CENTRO DE
INVESTIGACION.HOSPITAL LA FE. VALENCIA. ” DEPARTAMENTO ANATOMIA Y EM-
BRIOLOGIA HUMANA. UNIVERSIDAD DEGRANADA. GRANADA.* SEC. BIOLOGIA Y PATO-
LOGIA CELULAR. CENTRO DEINVESTIGACION. HOSPITAL LA FE. VALENCIA, ESPANA

Lasintesis, glicosilacién y transporte de los N-glicanos son procesos fundamentales
eneldesarrolloneuronal y las alteraciones en estos procesos pueden causar mltiples
anormalidades incluyendo defectos neurolégicos. El consumo de etanol durante la
gestacioninduce enel fetounamplio espectrode alteraciones enel desarrollo, siendo
las mds notorias las que afectan al SCN (sindrome alcohdlico fetal). Diversas
evidencias indican que dichaexposicién afectala sintesis asicomo laexpresion de
lasmoléculas deadhesion NCAM y L1 encélulas neuronales. Elobjetivo del presente
estudioes analizar mediante diversas técnicas el efecto del etanol (30 mM, 138 mg/
dL) sobre el proceso de glicosilacién en cultivos primarios de 7 dias de neuronas
hipocampales de fetos de rata. Nuestros resultados indican que dicho tratamiento
afecta la proliferacion neuronal, induce un incremento en los niveles de los
tranportadores GLUT1 y GLUT3 y reduce la incorporacién de manosa pero no la
de 2-deoxiglucosa y ManNAc (precursor de ac. sidlico). Los andlisis mediante
inmunolectin revelaron que el etanol inducia microheterogeneidad cuando las
glicoproteinas se analizaron con GNA (detectamanosa terminal) perono cuando se
utilizaba MAA (marcaac. sialico terminal).
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P280. EFECTO DE LA INGESTA CRONICA DE ALCOHOL SOBRE
LA ACTIVIDAD ANGIOTENSINASA DE SINAPTOSOMAS
CORTICALES DE RATON: INFLUENCIA SOBRE EL SISTEMA
RENINA-ANGIOTENSINA CEREBRAL

P. CORTES DENIA*, J. M. MARTINEZ MARTOS*, S. DE LA CHICA*, B.
CAMACHO®, M. J. RAMIREZ EXPOSITO*

A DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA SALUD/FISIOLOGIA. UNIVERSIDAD DEJAEN.
JAEN.® NEUROLOGIA. HOSPITALUNIVERSITARIO DEJAEN. JAEN, ESPANA

Lasactividades enziméticas aspartil-aminopeptidasa (AspAP) y glutamil-amino-
peptidasa (GluAP), también denominadas aminopeptidasa A o angiotensinasa,
participan en el metabolismo de la angiotensina IT hasta angiotensina III, dentro del
sistema renina-angiotensina cerebral (SRAc) para el control central de la presion
sanguinea y otras funciones neurotransmisoras/neuromoduladoras. El alcohol
(EtOH) provocahipertension, y el cerebroes especialmente sensible alahipertension,
provocandodiversas alteraciones celulares y vasculares. Estudios in vitro demues-
tran que la administracion de EtOH inhibe la actividad angiotensinasa, tanto en
condiciones basales (de forma calcio-independiente) como despolarizantes (de forma
calcio-dependiente). Enel presente trabajo analizamos el efecto de laingestacrénica
de EtOH al 15% en el agua de bebida durante 30 dias, sobre las actividades AspAP
y GIuAP (determinadas frente alos sustratros aspartil-B-naftilamida y glutamil-53-
naftilamida) en condiciones basales y despolarizantes, anivel de sinaptosomas de
corteza frontal derat6n, evaluando lainfluenciade la presencia o ausenciade calcio
enelmedio deincubacion. Los resultados demuestran que el EtOH no modificala
actividad angiotensinasaanivel basal en presencia de calcio, pero si en su ausencia.
Ademds, el EtOH inhibe el incremento de laactividad angiotensinasainducido por
ladespolarizacién en presenciade calcio, fenémeno que no tiene lugar en ausencia
de calcio. Puesto que el SRAc estd implicado en la patogénesis de 1a hipertension
adiversos niveles, el efecto inhibitorio general del EtOH sobre las angiotensinasas
explicaria las alteraciones en la regulacion de la presion sanguinea, del flujo
sanguineo local o del balance de liquidos y electrolitos.

P281. LA INGESTA CRONICA DE ALCOHOL PROVOCA ESTRES
OXIDATIVO EN SINAPTOSOMAS DE CORTEZA FRONTAL DE
RATON DE FORMA CALCIO-DEPENDIENTE

M.J. RAMIREZ EXPOSITO*, P. CORTES DENIA*, S. DE LA CHICA
RODRIGUEZ*, B. CAMACHO MUNOZ?, ].M. MARTINEZ MARTOS *
A CIENCIAS DELASALUD/FISIOLOGIA. UNIVERSIDAD DEJAEN. JAEN.®? NEUROLOGIA.
HOSPITALUNIVERSITARIO DEJAEN. JAEN, ESPANA

El consumo crénico de alcohol (etanol, EtOH) puede dafar el sistema nervioso
central (SNC) e inducir neurodegeneracion. El presente trabajo evalua, en
sinaptosomas de corteza frontal de ratén, los parametros de estrés oxidativo:
generacion deradicales libres, formacion de peréxidos lipidicos (como sustancias
reactivas al dcido tiobarbitirico, TBARS), oxidacién de proteinas y comporta-
miento bioenergético mitocondrial, tanto en condiciones basales como despola-
rizantes, y en presencia o ausencia de calcio en el medio de incubacidn, tras la
administracién crénica de EtOH al 15% en agua de bebida durante 30 dias. Los
resultados muestran como laingesta crénica de EtOH provoca unincremento en
los niveles de radicales libres detectados tanto en condiciones basales como
despolarizantes, pero solamente en presenciade calcio en el medio, no detectandose
enausenciade calcio. Sinembargo, solamente se encontré peroxidacién lipidica,
aunque tanto en condiciones basales como despolarizantes, cuando los sinapto-
somas se incubaron en un medio sin calcio. En cualquier caso, el metabolismo
mitocondrial se encontrd disminuido tanto en presenciacomoen ausenciade calcio
en el medio, si bien en presencia de calcio solo es detectable en condiciones
despolarizantes, mientras que en ausencia de calcio es detectable tanto en
condiciones basales como despolarizantes. Finalmente, las alteraciones encontra-
dasenlosniveles de oxidacién proteica solo se observaron en presenciade calcio
enel medio. Se puede concluir por tanto que la neurodegeneracién inducida por
laingestacronicade EtOH precisalaalteracion, bien de formaprevia, bien de forma
concomitante, de la homeostasis del calcio.

P282. DISCRIMINACION DE LOS NITRILOS NEUROTOXICOS
EN DOS GRUPOS CARACTERIZADOS POR SUS EFECTOS HIS-
TOLOGICOS Y MOTORES EN LA RATA

J. LLORENS, J. RIERA, P. BOADAS-VAELLO

DEP. CIENCIES FISIOLOGI QUES II. UNIVERSITAT DE BARCELONA. HOSPITALETDE
LLOBREGAT. BARCELONA, ESPANA

FINANCIACION: MCYT (BFI 2003-01606)

Elpresente estudio comparé en laratalas propiedades neurotoxicas de los nitrilos
3,3’-iminodipropionitrilo (IDPN), alilnitrilo (AN), cis-crotononitrilo (cis-CN),
trans- crotononitriloy 2,4-hexadienenitrilo (HDN). Se trataron ratas Long-Evans
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macho adulto con aceite (control), IDPN (400 mg/kg/dia), AN (50 mg/kg/dia), cis-
CN (110 mg/kg/dfa), trans-CN (250 mg/kg/dia) o HDN (300 mg/kg/dia), i.p., 3
dias consecutivos. En un lote de ratas se evalu6 el efecto de los nitrilos sobre el
comportamiento motor. En otrolote se evalud la degeneracién neuronal en todoel
SNC mediante Fluoro-Jade B. El comportamiento de los animales discriminé dos
grupos de nitrilos. Las ratas tratadas con IDPN, AN y cis-CN mostraron altas
puntuaciones en una bateria de evaluacion de disfuncién vestibular, un patrén de
marcha similar al de las ratas control, asi como hiperactividad y disminucién del
nimero de alzados en campo abierto. Los animales tratados con trans-CN y HDN
mostraron una funcion vestibular intacta, disminucién de la longitud del paso y
disminucién de alzados pero sin hiperactividad en campo abierto. El trans-CN y el
HDN causaron un patrén similar de degeneracion neuronal selectivaen el SNC: la
degeneracion de laolivainferior aparece comoresponsable del efecto motor. Porel
contrario, IDPN, AN y cis-CN no causaron degeneracién neuronal, asi que su
conocida toxicidad vestibular es plenamente responsable de sus efectos sobre el
comportamiento. En conclusién, hay nitrilos con toxicidad central y nitrilos con
toxicidad vestibular, distinguibles por sus diferentes efectos motores.

P283. ESTUDIO DEL EFECTO NEUROTOXICO DEL ACIDO
GAMMAHIDROXIBUTIRICO (GHB) EN RATAS EVALUADO
CON EL TEST DEL HOLE-BOARD Y UNA BATERIA DE PRUEBAS
SENSORIOMOTORAS

F.B. GARCIA, A. HERRERA, C. PEDRAZA, J.F. NAVARRO
DEPARTAMENTO DE PSICOBIOLOGIA Y METODOLOGIA. FACULTAD DE PSICOLOGIA.
UNIVERSIDAD DEMALAGA. MALAGA, ESPANA

Objetivo. El 4cido gammahidroxibutirico (GHB) es una droga con potencial de
abuso que cumple los principales criterios para ser considerado un neurotransmi-
sor. Nuestro objetivo es examinar si la administracién subcrénicade GHB (10y
100 mg/kg, i.p.) provoca efectos neurotéxicos en ratas macho, utilizando un
modelo conductual de memoria (hole-board) y unabateria de tests sensoriomo-
tores. Metodologia. El test del hole-board esta compuesto por una superficie
cuadrada con paredes en cadazonalateral. Lasuperficie se divide en 25 cuadrantes
con 16 agujeros equidistantes, cuatro de los cuales funcionan como reforzadores,
ya que guardan comida en su interior, manteniendo su situacién constante a lo
largo de las sesiones. Se pasaron un total de seis dias de pruebas, con cuatro
sesiones/dia, con una duracion maxima de tres minutos por sesion. Labateria de
tests sensoriomotores utilizada incluia un total de 14 tests sensoriales y motores.
El déficit en cada test se cuantificé en funcién de una escala de gravedad de tres
puntos. Resultados. Los animales tratados con GHB (10 mg/kg) mantenian
significativamente reducida la memoria de trabajo, en comparacién con los
animales que recibieronladosis de 100 mg/kg de GHB (p <0,05) y el grupo control
(p < 0,01). Asimismo, los tests sensoriomotores evidenciaron un déficit
significativoenelreflejode grasping (p <0,05). Conclusion. Nuestros resultados
sugieren que laadministracion subcronicade GHB afectala memoria de trabajo
y el reflejo de grasping, alterando probablemente la funcionalidad de regiones
cerebrales especificas tales como la corteza prefrontal medial.

P284. EL METILMERCURIO (MEHG) Y EL BIFENILO POLICLO-
RURADO PCB 153 SON NEUROTOXICOS QUE ALTERAN LA
VIA GLUTAMATO-OXIDO NITRICO-GMPC EN CULTIVOS DE
NEURONAS DE CEREBELO

B.PIEDRAFITA BAUDIN A, C.MONTOLIU &, M.LLANSOLA ¢,R.RODRIGO C,
P. MONFORTY, O. CAULIS, S. ERCEGS, V. FELIPO®

ALABORATORIO DENEUROBIOLOGIA. CENTRO DEINVESTIGACION PRINCIPE FELIPE-
FVIB.VALENCIA.® SERVICIO DE HEPATOLOGIA. HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO
DEVALENCIA. VALENCIA. € LABORATORIO DENEUROBIOLOGIA. CIPF-FVIB. VALEN-
CIA, ESPANA

El sistema nervioso es especialmente vulnerable a agentes toxicos durante el
desarrollo. Se ha comprobado que compuestos como el metilmercurio (MeHg)
y los bifenilos policlorurados (PCB) son neurotéxicos. Ambos compuestos se
acumulan enlacadenaalimentariay estdn presentes conjuntamente, por ejemplo,
enalgunos pescados. Los estudios realizados hasta ahora han analizado algunos
posibles efectos neurotéxicos de cada compuesto por separado. Se sospecha que
laexposicion amezclas de estos compuestos puede inducir efectos diferentes a
laexposicionindividual acadauno. Estamos estudiando los efectos neurotéxicos
de exposiciones a combinaciones de estos agentes y los posibles mecanismos
moleculares implicados. La via glutamato-6xido nitrico-GMP ciclico (Glu-NO-
c¢GMP) modulaimportantes procesos cerebrales. Alteraciones en esta via pueden
conducir a alteraciones neurolégicas. La activacion de receptores de glutamato
(especialmente del tipo NMDA ) conduce aun aumento de calcio intracelular, que

REV NEUROL 2005; 41 (Supl 2): 55-95

XI CONGRESO SENC. POSTERS: NEUROTOXICOLOGIA

se une a la calmodulina, activando la oxido nitrico sintasa. El aumento de 6xido
nitrico activa la guanilato ciclasa soluble, produciendo un aumento en la concen-
tracion del GMPc. Hemos analizado los efectos del metilmercurio (MeHg) y de PCB
153, porseparadoy en combinacién, sobre esta viaen cultivos primarios de neuronas
de cerebelo. El tratamiento in vitro durante 14 dias con diferentes concentraciones
deestos compuestos induce muerte neuronal a partir de concentraciones 30 mM para
PCB153 y 30 nM para MeHg. La combinacion PCB153+MeHg potencia la
toxicidad individual de los compuestos. La exposicién de las neuronas a estos
agentes neurotoxicos altera la funcién de la via Glu-NO-cGMP.

P285. ALTERACION DE LOS SISTEMAS GLUTAMATERGICO
Y GABERGICO POR EXPOSICION A CONCENTRACIONES
SUBCITOTOXICAS DEL PESTICIDA ORGANOCLORADO
DIELDRIN EN CULTIVOS DE CELULAS GRANULARES DE
CEREBELO

Z. BABOT , C. SUNOL

DEPARTAMENTO DE. NEUROQUfM[CA. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDI-
CASDEBARCELONA, CSIC (IDIBAPS). BARCELONA, ESPANA

Objetivos. En cultivos de células granulares de cerebelo, ladespolarizacién por alta
[K*]e produce excitotoxicidad por glutamato liberado, dependiente de receptores
NMDA y GABAA. Elpesticidaorganoclorado dieldrin se une al receptor GABAA
bloqueandoel flujode cloruro. Eneste trabajo se estudiael efectode concentraciones
subcitotdxicas de dieldrin sobre los sistemas glutamatérgicoy gabérgico. Métodos.
Cultivos primarios de células granulares de cerebelo de raton expuestos adieldrin
de 2 a 8-12 dias in vitro. Se utilizaron ensayos de unién de radioligandos y flujo
decloruro (36Cl-) paralacaracterizacion del receptor GABAA y medidade [Ca® i
confluo-3 parael receptor NMDA. Los aminodcidos endégenos se cuantificaron por
HPLCYylaviabilidad neuronal se determin6 con MTT. Resultados. Laexposicién
crénicaadieldrinredujo significativamente, de manera concentracién dependiente,
laliberacién de glutamato inducida por despolarizacion ([glutamato]e: 3,9 uM y 0,8
UM en control y 3 uM dieldrin), siendo las concentraciones de aminoécidos
intracelulares iguales en cultivos control y tratados. Las células expuestas a dieldrin
fueron menos vulnerables alamuerte por excitotoxicidad. Laexposicion adieldrin
(3 uM) redujo un 40% el flujo de cloruro inducido por 100 uM GABA y un 52%
launién de [35S]TBPS al receptor GABAA. Asimismo, 3 pM dieldrin redujo un
66% el incremento de [Ca**]i inducido por 30 uM NMDA. Conclusiones. La
exposicion crénica a bajas concentraciones de dieldrin disminuyé el efecto del
estimulo despolarizante debido al bloqueo de forma crénicadel receptor GABAA
y/o a un cambio de los receptores NMDA.

P286. LOS INHIBIDORES DEL INTERCAMBIADOR NA*/H*
POTENCIAN LOS DEFICIT SEROTONERGICOS INDUCIDOS
POR LA 3,4-METILENDIOXIMETANFETAMINA EN RATA

B. GONI-ALLO, M. RAMOS, E. PUERTA, B. LASHERAS, J. DEL RIO, N.
AGUIRRE

FARMACOLOGIA. UNIVERSIDAD DENAVARRA. PAMPLONA. NAVARRA, ESPANA

Introduccion. La 3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA, ‘éxtasis’) es una
toxina selectiva de las terminales serotonérgicas en rata, sin embargo, los
mecanismos implicados no se conocen con precision. Hipdtesis. LaMDMA altera
lafuncién delosintercambiadores Na*/Ca®* y/o Na*/H* al comprometerel gradiente
de entrada de Na* debido a su acumulacion intracelular por una activacion
prolongada del transportador de serotoninay posible inhibicion de labomba Na*/
K* ATPasa. Como consecuencia se pierde lahomeostasis iénicalo que conduce
aladestruccion de laterminal. Resultados. Laadministracién de los inhibidores
de los intercambiadores de Na*/Ca** y/o Na+/H+ amiloride o dimetilamiloride
potenciaron marcadamente la pérdida de serotoninainducidapor MDMA (3 °5
mg/kg i.p., cada 2 h) en distintas regiones cerebrales. Dicha potenciacion fue
bloqueada por fluoxetina (10 mg/kgi.p.) perono porlos antagonistas de los canales
de Ca” voltaje dependientes flunaricina o diltiacem. Por contra, laadministracién
intraestriatal del inhibidor de labomba Na*/K* ATPasa ouabaina no potencid la
pérdidade serotoninainducidapor MDMA. Por tiltimo, la perfusién intraestriatal
de MDMA (100 1M, 8 horas) sola o en combinacion con amiloride (i.p.) noresulté
toxica. Conclusion. Estos resultados sugieren que amiloride y dimetilamiloride
potencian los déficit serotonérgicos inducidos porlaMDMA por un descenso del
pHintracelular mas que por una disregulacién iénica general. Sinembargo, dicho
efecto sélo se observacuandola MDMA se administra de formasistémicalo que
apoya la hipétesis de que el metabolismo de esta droga es un paso necesario en
el proceso de neurotoxicidad.
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P287. PEROXIDACION LIPIDICA Y MUERTE NEURONAL
INDUCIDA POR BAJAS CONCENTRACIONES DE METIL
MERCURIO EN CULTIVOS PRIMARIOS DE CELULAS
GRANULARES DE CEREBELO DE RATON

I. VENDRELL, C. SUNOL

INSTITUT D’INVESTIGACIONS BI OMEDIQ UES DE BARCELONA. CONSEJO SUPERIOR
DEINVESTIGACIONES CIENTIFICAS (CSIC- IDIBAPS). BARCELONA, ESPANA
FINANCIACION: SAF 2003-04930 Y BECA I3P-POSTGRADO (I.V.), COFINANCIA-
CIONFEDER

Objetivos. Elmetil mercurio (MeHg) es un compuesto altamente toxico durante el
desarrollo del SNC. El objetivo del estudio es determinar los mecanismos
responsables de la muerte neuronal inducida por exposicién cronica a bajas
concentraciones de MeHg durante la diferenciacion neuronal. Material y métodos.
Cultivos primarios de células granulares de cerebelo expuestosaMeHgde2 a7 -
9 dias in vitro. La muerte neuronal fue determinada mediante el ensayo de MTT.
Lalipoperoxidacién se determindé midiendo los niveles de 8-isoprostano mediante
ensayo ELISA. Se utilizaron ensayos de unién de radioligando para determinar el
transporte de glutamato asi como la actividad del receptor GABA, Resultados.
MeHg produjo incremento significativo de los niveles de 8-isoprostano y muerte
neuronal de manera tiempo- y concentracién-dependiente. Ambos efectos fueron
inhibidos porel antioxidante probucol. La muerte celular fue prevenida por trolox,
deferoxaminay dcido ascérbico, aunque ni el trolox ni el dcido ascérbico redujeron
los niveles de 8-isoprostano. Propil gallato (10 pM), antioxidante protector frente
unaexposicién agudaaMeHg, no protegio de formacompletalos cultivos expuestos
a300nMMeHg. Laactividad del receptor GABA, y el transporte de glutamato no
fueron alterados por concentraciones no citotéxicas de MeHg (100nM). Ademds, 5
UM MK-801 (antagonista del receptor NMDA-Glutamato) y 10 uM timol
(modulador positivo del receptor GABA ) no protegieron de los efectos neurotoxi-
cosdel MeHg. Conclusiones. Lamuerte inducida por la exposicién continuada a
MeHg esta mediada por procesos de oxidacion celular.

NEUROINMUNOLOGIA E INFECCIONES

P288. REGULACION POR GD3 DE LA RESPUESTA PROINFLA-
MATORIA MEDIADA POR INTERLEUQUINA 15 (IL-15) EN
MICROGLIA MURINA

D. GOMEZ NICOLA*, E. DONCEL PEREZ®, M. NIETO SAMPEDRO*

A PLASTICIDADNEURAL. INSTITUTO DENEUROBIOLOGIA RAMON Y CAJAL. MADRID.
# NEUROLOGIA EXPERIMENTAL. HOSPITALNACIONAL DE PARAPLEJICOS. TOLEDO,
ESPANA

Introduccion. Elambiente inflamatorio creado tras lesiones trauméticas del sistema
nerviosocentral y en patologifas de origen autoinmune, es responsable en granmedida
del dafio observado. La microglia es responsable fundamental en la iniciacién y
mantenimiento delainflamacién, mediada porlaaccién delas citocinas, regulada
asu vez por ganglidsidos del sistema nervioso. Ambos, citocinas y gangliésidos,
venalterados sus niveles tras procesos lesivos. Objetivos. Evaluar la posible accion
antiinflamatoria de GD3 sobre microglia estimulada con IL-15, determinando la
accion del gangliésido sobre la expresion de IL-15 y de su receptor (IL15Ra), asi
como sobrelos principales reguladores de larespuestainflamatoria (NFkby NFAT).
Materialesymétodos. En el presente trabajo hemos utilizado cultivos celulares de
lalineamicroglial N13 y cultivos primarios de microglia murina para caracterizar
laaccion de GD3, ganglidsido mayoritarioy con graninfluencia sobre laexpresion
deIL15,IL15Ra, NFATc2 y NFkb mediante RT-PCR semicuantitativa, ELISA e
inmunocitoquimica. Se evalué la produccién de 6xido nitrico (NO) como reflejo
delaactividad de NFkb. Resultadosy discusion. Los resultados indican que GD3
esunpotente regulador de larespuesta inflamatoria de 1a microglia, reduciendola
expresion de IL-15 y de IL15Ra, asi como de los factores de transcripcion NFkb
y NFAT, modulando incluso la produccién de NO. Este novedoso sistema
inflamatorio en microglia se manifestaria en los primeros momentos tras lalesion
nerviosay podria ser clave en el reclutamiento de células inmunes.
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P289. INMUNOEXPRESION CENTRAL DE PCT E iNOS FRENTE
A LA RESPUESTA FEBRIL EN RATAS ENDOTOXEMICAS

M. L. OJEDA*, R. MALDONDO®*, E. TAVARES*, J. AMBROSIANI*, A.
DONA®, J. A. AGUIRRE®, F. J. MINANO*

4 DEPARTAMENTO DEFARMACOLOGIA. H.U. VIRGEN DEVALME. SEVILLA.® DEPARTA-
MENTO DEFISIOLOGIA HUMANA. FACULTAD DEMEDICINA. MALAGA, ESPANA
FINANCIACION: FUNDACION VALME

La procalcitonina (PCT), importante marcador de infecciones gramnegativo, es
potencial mediador de reacciones inflamatorias. Estudios anteriores en nuestro
laboratorio demuestran que laadministracién periféricay central de PCT compro-
mete latemperatura corporal (Tc) en circunstancias normales y en procesos febriles
de origen gramnegativo, y que la PCT se expresa en zonas termorreguladoras tras
laadministracion periféricade lipopolisacarido (LPS). Se desconoce cudl es su papel
biol6gico durantelasinfecciones, aunque existe interrelacién entreella, las citocinas
y la enzima oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS) capaz de ser inducida por
estimulos pirogénicos como LPS y citocinas. El objetivo de este estudio ha sido
ver si existe relacién termorreguladora central entre la PCT y NO tras la
administracion periféricade LPS. Paraello utilizamos técnicas inmunohistoquimi-
cas sobre secciones seriadas de hipotdlamos de ratas tratadas g/kg i.p.) atiempos
diferentes, conobjeto delocalizar PCT e con LPS (100iNOS, enzimasintetizadora
NOenelcerebro). Seencontraron PCT e iNOS enzonas termorreguladoras existiendo
unmarcaje dependiente del tiemporelacionado conel proceso febril, enratas tratadas
con LPS adiferentes tiempos. También se ha detectado inmunoexpresién de PCT
e iNOS en diferentes zonas de acceso de pirdgenos al SNC como 6rganos
circunventriculares, meninges, plexos coroideos y vasos sanguineos. Por todo lo
anterior se sugiere que la PCT y 1a iNOS podrian estar relacionadas entre si en la
cascadadereacciones existentes en laelaboracion central de respuesta febril frente
abacterias gramnegativo.

ALTERACIONES PSIQUIATRICAS

P290. EFECTO ANSIOLITICO DE UN NUEVO AGONISTA DEL
RECEPTOR 5-HT1A

J.A. FUENTES CUBERO

U. CARTOGRAFIA CEREBRAL. INSTITUTO PLURIDISCIPLINAR DELA UCM. MADRID,
ESPANA

P291. ANXIOLYTIC-LIKE EFFECT OF A SEROTONERGIC
LIGAND ACTIVE AT BOTH 5HT1A AND 5HT3 RECEPTORS
M. DELGADO WALLACE*, A. G. CAICOYA®, V. GRECIANO®, B.
BENHAMU °, M. L. LOPEZ-RODRIGUEZ", M. S. FERNANDEZ-ALFONSOF,
M.A. POZO®, J. MANZANARES, J. A. FUENTES CUBERO®

4 CARTOGRAFIA CEREBRAL.® U. CARTOGRAFIA CEREBRAL. INSTITUTO PLURIDISCI-
PLINAR. MADRID. € FARMACOLOGIA. FACULTAD DEFARMACIA. MADRID.” QUIMICA
ORGANICA. FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS. MADRID.E FARMACOLOGIA. FACUL-
TAD DEFARMACIA. MADRID." PSIQUIATRI'A‘ HOSPITALUNIVERSITARIO 12 DEOCTU-
BRE.MADRID, ESPANA

Serotonin (5-HT) is one of the messengers in mammals for which more targets are
known. Alterations inbrain 5-HT receptors have been detected in some psychiatric
disorders and drugs that work upon them and on the 5-HT transporter are useful tools
forimproving a variety of mental syndromes. Animal models have suggested arole
forthe 5-HT'1 A receptorin the development of chronic anxiety. Blockade of central
5-HT3 receptors was also discovered to be bound to an anxiolytic action. By using
computational models for G protein coupled receptors—ligand-interactions and a
quantitative structure—activity relationships study (QSAR), S-(-)-2-[[4-(napht-1-
yD)piperazin-1-ylJmethyl]-1,4-dioxoperhydropyrrolo[ 1,2-a]-pyrazine (CSP-2503)
was designed and synthesized as anew arylpiperazine derivative. This compound
resulted to be a serotonin (5-HT) receptor ligand with selectivity and high affinity
for5-HT1A and 5S-HT3 receptors. CSP-2503 reduced rectal temperature and 5-HT
neuronal hypothalamic activity inmice, decreased electrical activity of raphe nuclei
cellsinrats and blocked the enhancement of adenylate cyclase activity induced by
forskolinin HeLa cells transfected with the human 5-HT 1A receptor. Moreover, in
the light/dark box and social interaction tests, CSP-2503 presented anxiolytic
activity. Theseresults suggestthat CSP-2503 isanew 5-HT 1 receptor agonist with
5-HT3 receptor antagonistactivities that might be useful in anumber of conditions
associated with anxiety.
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P292. MECANISMOS PATOGENETICOS DEL TRASTORNO DE
PANICO: CONSECUENCIAS DE LA SOBREXPRESION DE NTRK3
SOBRE EL CIRCUITO DEL MIEDO

I. SAHUN ABIZANDA, C. FILLAT FONTS, M. DIERSSEN SOTOS
PROGRAMA GENESY ENFERMEDAD. CENTRE DEREGULACIO GENOMICA. BARCELO-
NA, ESPANA

Se hasugerido que los factores neurotréficos participan en la patofisiologia de los
trastornos de ansiedad. NTRK3, un miembro de lafamilia Trk presente enel locus
coeruleus estarelacionado conlaplasticidad de este nicleo, intimamente ligado con
la patogenia del trastorno de panico (TP). Las personas con TP son incapaces de
identificar correctamente lainformacionrelacionadaconel miedo. Este efecto podria
depender de unaalteracion en larespuestadelos circuitos del miedo. Caracterizamos
neuromorfométricamente la amigdala y el hipocampo de un modelo murino de
sobreexpresiénde NTRK3. Observamos unatendenciaal incrementode ladensidad
celularentodaslas subregiones hipocdmpicas del TeNTRK3, siendo significativa
sélo en CA3, y un incremento significativo de la densidad celular en la amigdala
basolateral. Para analizar las consecuencias funcionales de estas modificaciones
estructurales, usamos dos paradigmas conductuales, el Fear Conditioning y el
Morris Water Maze. En el FC observamos unincremento en la sensibilidad al miedo
contextual y no contextual en el TeNTRK3. Una semana después observamos la
persistencia de esta sensibilidad en el TgNTRK3. En el MWM no observamos
diferencias enlaslatencias de escape durante las sesiones de adquisicion. Propone-
mos que lahipersensibilidad del circuito del miedo en el TP depende de la hipertrofia
de regiones clave de ése circuito, como la amigdala basolateral. Proponemos que
elhipocampo estd especificamente relacionado con memoriaemocional a través de
un efecto plastico en CA3. El efecto tréfico de la sobreexpresion de NTRK3 seria
un factor etiopatogenico subyacente al TP.

P293. CAMBIOS NEUROENDOCRINOS, EN LA EXPRESION
GENICA Y EN EL COMPORTAMIENTO INDUCIDOS POR LA
SEPARACION MATERNAL EN LA RATA

B. AISA VEGA*, R. MARTINEZ TURRILLAS®, L. SCHIAPPARELLI®, B.
LASHERAS®, M. J. RAMIREZ®, D. FRECHILLA®, J. DEL RiO®

* FARMACOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA.” DEPARTAMENTO DEFARMACOLOGIA.
FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD DENAVARRA. PAMPLONA. NAVARRA, ESPANA

La separacion maternal (SM) durante el periodo posnatal provoca una serie de
profundos cambios que interfieren con la maduracién normal del cerebro. Estos
animales al llegar aadultos tienen unarespuesta alterada al estrés, porloquelaSM
se puede considerar como un modelo de depresion. Se ha caracterizado un modelo
de SM, enel quelas crias derata fueron separadas de sus madres durante 180 minutos
durante los 21 dias de lactancia. Las determinaciones se llevaron a cabo a las 12-
13 semanas de edad, cuando las ratas son consideradas adultas. La identificacion
de posibles cambios enlaexpresién genética, serealizé mediante micorarrays RAE
230 20 (Affimetrix). La SM no provocé diferencias en el peso corporal ni en la
actividad motora espontdnea. El incremento en los niveles plasmdticos de
corticosteronay ACTH en respuesta a un estrés se vieron aumentados significati-
vamente en el grupo SM. La SM también provocé un aumento en el tiempo de
inmovilidad en la prueba de la natacién forzada de Porsolt. En el laberinto acudtico
de Morris, se observaron déficit en la retencion en los animales SM. En las ratas
macho se observéunadisminucién enlaingesta de azicar (anhedonia) y unefecto
ansiogénico en el laberinto elevado. De entre los cambios en la expresion génica
encontrados en el hipocampo, sefialar que hay un aumento en laexpresion de genes
relacionados con vias de sefializacion relacionadas con receptores acoplados a
proteinas G, asi como un descenso en la expresion del receptor GABA-B.

P293bis. AUMENTO DE LA ACTIVIDAD DOPAMINERGICA EN
CORTEZA PREFRONTAL POR FARMACOS ANTIPSICOTICOS.
PAPEL DE RECEPTORES 5-HT1A CORTICALES

LL. DIAZ MATAIX*, A. BORTOLOZZI*, C. SCORZA*, P. CELADA*, M.
TOTH ®, F. ARTIGAS*

AINSTITUT D’ INVESTIGACIONS BIOMEDIQUES DE BARCELONA CSIC-IDIBAPS. BAR-
CELONA, ESPANA. » WEILL MEDICAL COLLEGE. CORNELL UNIVERSITY. ITHACA.
NUEVAYORK, ESTADOS UNIDOS

Introduccion y objetivos. A diferencia de los neurolépticos cldsicos, los
antipsicéticos atipicos aumentan la liberacion de dopamina (DA) en corteza
prefrontal medial (CPFm), un efecto relacionado conla accién pro-cognitiva de
estos farmacos. Este aumento parece depender de receptores 5-HT1A, porlo que
hemos examinado su papel enlamodulaciéndelaactividad DAérgica, en particular
los localizados en CPFm. Métodos. Registros extracelulares unitarios de neuronas
DAérgicasenrata. Microdidlisis intracerebral enratas y ratones. Resultados. La
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administracion de BAYx3702 (agonista 5-HT1A) incrementé la actividad (fre-
cuencia de descarga y porcentaje de rafagas) de neuronas DAérgicas del drea
tegmental ventral (ATV) y laliberacién de DA en CPFm y ATV. Dichos efectos
serevirtieron mediante WAY 100635 (antagonista 5S-HT1A). Enratas sometidas
aunatranseccion cortical, BAYx3702 noincrement6 laactividad de las neuronas
DAérgicas. Laaplicacionde BAYx3702 (3-10-30 uM) en CPFm produjo un efecto
bifdsico en laliberacion local de DA que no se observé en ratones knockout del
receptor 5-HT1A (KO-5-HT1A). En presencia de bicuculina (antagonista GA-
BA,), BAYx3702 redujo la liberacién de DA a todas las concentraciones.
Clozapinay olanzapina (pero no haloperidol), aplicados en CPFm aumentaron
laliberaciénlocal de DA enratones controles perono enratones KO-5-HT1A ni
enratas cuando se co-perfundieron con bicuculina. Conclusiones. Laestimulacion
dereceptores 5S-HT1 A corticales aumentala actividad de las neuronas DAérgicas
del ATV ylaliberacién de DA en CPFm. Este mecanismo podria estarimplicado
en el incremento de DA cortical inducido por farmacos antipsicéticos atipicos.

ADICCION Y DROGADICCION

P294. EL FACTOR DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO 1 (FGF-
1) DEL AREA TEGMENTAL VENTRAL (ATV) PARTICIPA EN EL
PROCESO SENSIBILIZADOR A MORFINA, DROGA QUE
REGULA AL ALZA EL RECEPTOR TIPO 1 DE FGF-1 EN ATV
J. A. FLORES*, A. L. ROJO®, S. RAMIRO*, B. GALAN-RODRIGUEZ*, A.
CUADRADO®, E. FERNANDEZ-ESPEJO*

A DEPT. DE FISIOLOGIA MEDICA Y BIOFISICA. UNIVERSIDAD DE SEVILLA. SEVILLA.
® INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS ALBERTO SOLS. DEPT. DE BIOQUI-
MICA. UNIVERSIDAD AUTONOMA DEMADRID. MADRID, ESPANA

FINANCIACION: FIS A EFE (PI040155)

Las drogas adictivas sensibilizan las respuestas motoras en animales, y las
adaptaciones nerviosas que ocurren durante esta sensibilizacién motora son similares
alas que tienen lugar en diversas formas de conductaadictivahumana. La adiccién
esun procesoque afectaalaplasticidad neuronal, y los factores neurotréficos se han
implicado en el mismo. Hemos comprobado que el factor de crecimiento
fibroblastico 1 (FGF-1) en el drea tegmental ventral (ATV) participa en la
sensibilizacién a morfina. Las infusiones intra-ATV de anti-FGF-1 o FGF-1
bloquean o avanzan la sensibilizacién a la morfina respectivamente. Ademads, la
morfinaagudainduce unaregulacién al alza del receptor tipo 1 de FGF-1 (FGFR-
1)enel ATV, y marcadores bioquimicos de adiccién comoel incremento de tirosina-
hidroxilasa (TH) en ATV durante la fase inicial o de induccién a la droga, y la
regulacion al alzade PKA en el nicleo accumbens durante la fase de consolidacion
oexpresion se bloquean con anti-FGF-1. Ademas, anti-FGF-1 induce unaregulacion
alabajade THentodo el circuito mesolimbico enla fase de expresion. Anti-FGF-
1y FGF-1 no tienen efectos motores per se. Se concluye que el sistema de FGF-
1enel ATV participade modocriticoenlas adaptaciones bioquimicas y conductuales
alamorfina, y que estas adaptaciones parecen ser homeostdticas, pues sirven para
incrementar el efecto sensibilizador de lamorfina. Lamodulacion de este sistema
podria ser de utilidad para el tratamiento de la adiccién al opidceo morfina.

P295. LOS RECEPTORES D4 MODULAN LA NEUROTRANSMI-
SION DOPAMINERGICA DE LAS VIAS NIGROESTRIATAL Y ME-
SOLIMBICA TRAS LA ADMINISTRACION AGUDA DE MORFINA
J.J. VALDERRAMA ARQUERO*, A. RIVERA ®, B. GAGO®, A. PENAFIEL ®,
F. MARTOSC, A. DE LA CALLE®

4 DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, GENETICA Y FISIOLOGIA. FACULTAD DE
CIENCIAS. € DEPT. DEFARMACOLOGIA. UNIVERSIDAD DEMALAGA. MALAGA. ® DEPT.
BIOLOGIA CELULAR, GENETICA Y FISIOLOGIA. UNIVERSIDAD DEMALAGA. MALAGA,
ESPANA

FINANCIACION: BFI2002-00587, CTS-0161 Y FUNDACION IMABIS

Lossistemas dopaminérgicoy opioideintervienen de formadecisivaenlos procesos
de adiccién a morfina. La morfina activa los receptores mu opioides (MOR)
localizados en el drea tegmental ventral (VTA) y sustancia negra reticular (SNr),
aumentando la liberacion de dopamina en el niicleo accumbens (NAc) y caudado
putamen (CPu), respectivamente. En trabajos previos hemos descritolalocalizacion
presindpticadelos receptores dopaminérgicos D4 en SNr. También hemos observado
que este receptor modulalaexpresionde MOR en CPu. Lacolocalizacién regional
de los receptores D4 y MOR en SN, asi como su interaccién en CPu sugiere que
ambos receptores podrian interaccionar funcionalmente en determinadas regiones
cerebrales. Eneste trabajo hemos estudiado lacapacidad de los receptores D4 para
modular los efectos que el tratamiento agudo de morfina produce en laneurotrans-
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mision dopaminérgica. Se han tratadoratas Sprague-Dawley con morfina, o conun
agonistadelosreceptores D4 (PD168077) o conambas sustancias. Mediante técnicas
inmunocitoquimicas y analisis de imagen se han evaluado cambios en laexpresion
detirosinahidroxilasa(TH)y el transportador de dopamina (DAT). Las dreas analizadas
han sido VTA, NAc, sustancia negra compacta (SNc), SNry CPu. Se ha observado
que el tratamiento con morfina incrementa los niveles de TH en todas las dreas
analizadas, y que este incremento se previene con laadministracion del agonista D4.
Losresultados obtenidos sugierenque el receptor D4 es capaz de modularlainervacién
dopaminérgica que estd alterada tras el tratamiento agudo con morfina.

P296. EL TRATAMIENTO CRONICO CON METADONA
PRODUCE UNA DESENSIBILIZACION DE LOS RECEPTORES
OPIOIDES p Y CANNABINOIDES CB1 EN CEREBRO DE LA RATA
J. LLORENTE MARIN*, J. PINEDA®, R. RODRIGUEZ-PUERTAS®

A DEPT. FARMACOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINAY ODONTOLOGIA, UNIVERSIDAD
DELPAISVASCO. LEIOA, VIZCAYA.® DEPARTAMENTO FARMACOLOGIA. UNIVERSIDAD
PAISVASCO. DEPARTAMENTO FARMACOLOGIA. LEIOA. VIZCAYA, ESPANA

Laadministracién crénica de opidceos conduce al desarrollo de tolerancia sobre la
mayor parte delos efectos mediados porlos opidceos. El gradode toleranciadepende
del tipo de agonista opidceo empleado. Por otra parte, estudios realizados tanto in
vivocomo in vitro describeninteracciones entre el sistema opidceo y cannabinoide.
La exposicién crénica a agonistas opidceos induce tolerancia a los efectos
antinociceptivos del delta-9-THC. El objetivo del presente estudio fue investigar
elefectodelametadonasobrelasefializacion celularmediadaporreceptores opioides
py cannabinoides CB1. El tratamiento crénico con metadona (5-7,5 mg/kgi.p. 5
dias) redujolacapacidad del agonista opioide u, DAMGO parainducir el acople a
proteinas G, estudiado mediante autorradiografiacon [35S] GTPgammasS, enregiones
como sustancia gris periacueductal, sustancianegra (pars compacta), locus coeruleus
y dreategmental ventral. En estasregiones nose observaron cambiosen laestimulacion
mediada porreceptores CB1. Sinembargo, enregiones como el niicleo accumbens,
caudado-putamen, amigdala, tdllamo mediodorsal y substancianegra (parsreticulata),
lametadona indujo desensibilizacién de los receptores CB1, pero en estas regiones
no se observé desensibilizacién en la funcionalidad de los receptores opioides p. El
presente estudio muestra que el tratamiento crénico con metadona tiende a desensi-
bilizar los receptores opioides gy CB1 en diferentes regiones cerebrales.

P297. LA DISMINUCION DE RECEPTORES NICOTINICOS HI-
POCAMPALES ALFA7 EN RATAS CAUSADA POR EL CONSU-
MO CRONICO DE ETANOL NO ES REVERTIDA EN UN PERIODO
CORTO DE ABSTINENCIA

N. ROBLES MUNOZ, J. SABRIA I PAU

INSTITUT DENEUROCIENCIESIDEPT. BIOQUIMICA 1 BIOLOGIAMOLECULAR. UAB.
BELLATERRA. BARCELONA, ESPANA

Eletanol consumido de forma crénicainduce cambios en el sistemanerviosocentral,
que pueden afectar aladensidad y/o afinidad de los receptores neuronales. Uno de
los puntos de interés de la farmacologia es dilucidar si estos cambios pueden ser
revertidos porla abstinencia. El presente estudio se centraen evaluarlos efectos del
consumo crénico de etanol y de la abstinencia sobre los receptores nicotinicos
hipocampales en ratas consumidoras de etanol. Paraello se utilizaron ratas Wistar
no seleccionadas por su preferencia al etanol, que fueron sometidas a un procedi-
miento de alcoholizacion no forzado desde los 21 dias de edad. A las 18 semanas
de consumo, un grupo de ratas fue sacrificado (grupo Referencia). Paralelamente,
otro grupo consumio etanol durante las mismas semanas y después permanecio 10
dias en abstinencia (grupo Abstinencia). En ambos grupos se evaluaron los
pardmetros de densidad y afinidad de los receptores nicotinicos hipocampales. No
se observaron cambios en la afinidad en ninguno de los grupos. En cuanto a la
densidad, se observé una disminucién de los receptores alfa7 en los animales
consumidores respecto a sus respectivos controles. Comparando la densidad de
receptores delos sujetos consumidores del grupo Referenciay del grupo Abstinencia
no se encontraron diferencias significativas. Asi pues, un periodo de 10 dias de
abstinenciano es suficiente pararevertirladown-regulation inducida por el etanol
sobre este subtipo de receptores, de lo cual se infiere que una posible recuperacion
no implicarfa mecanismos rapidos de regulacion de la expresion.
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P298. LA ADMINISTRACION REPETIDA DE EXTASIS (3,4-
METILENEDIOXIMETANFETAMINA) REDUCE LA TASA DE
SUPERVIVENCIA DE PRECURSORES NEURALES EN EL GIRO
DENTADO DEL HIPOCAMPO DE LA RATA

V. HERNANDEZ RABAZA®*, L. DOMINGUEZ ESCRIBA*, E.
PROVSSKAYA®, F. J. ROMERO®, F. BOSCH MORELL, J.A. BARCIA®,
J. M. GARCIA VERDUGOF, J.J. CANALES CONEJERO*

A INSTITUTO CAVANILLES. £ INSTITUTO CAVANILLES. UNIVERSIDAD DE VALENCIA.
PATERNA(VALENCIA).® DEPARTAMENTO DEFISIOLOGIA.  DEPARTAMENTO DE FI-
SIOLOGIA. UNIVERSIDAD CARDENALHERRERA. MONCADA.P UNIDAD DEREPARACION
YREGENERACIONNEURAL. INSTITUTO PRINCIPE FELIPE. VALENCIA, ESPANA

La neurogénesis adulta en el cerebro resulta afectada negativamente por la
administracion de drogas adictivas, tales como el alcohol, los opioides y lacocaina.
El éxtasis es una potente droga estimulante y alucinégena cuya capacidad para
modularlaneurogénesis adultanohasidoinvestigadahastaahora. Hemos estudiado
enrataslos efectos delaadministracién repetidade MDMA (8 inyecciones de 5 mg/
kgaintervalosde 6 h) sobre las tasas de proliferacion (los animales se sacrificaron
3 dias después de iniciar el tratamiento) y supervivencia (sacrificio alos 15 dias)
delas células que son generadas en el giro dentado (GD) del hipocampo durante el
proceso normal de neurogénesis. Hemos utilizado BrdU y Ki-67 como marcadores
mitéticos, y doublecortin y NeuN como marcadores de neuronas jovenes. Los
resultados demostraron que este régimen de tratamiento con MDMA no afecté la
proliferacion celularen el GD (células BrdU+: 16,10+2,44 vs. 13,95 +2,48). Sin
embargo, el tratamiento con MDMA redujo significativamente la tasa de supervi-
venciadelas células incorporadas tras dos semanas alacapa granulardel GD enun
50% (células BrdU+:6,16+0,53 vs.3,25+0,51),y deaquellas que permanecieron
en la zona subgranular en un 30% (células BrdU+: 9,23 + 1,50 vs. 6,25 + 1,04).
Estos datos sugieren que laadministracion repetidade MDMA no afectalaactividad
mitdticadelas células proliferativas del GD, pero tiene efectos deletéreos sobre la
neurogénesis al afectar lacapacidad de supervivencia de los precursores neurales.

P299. APRENDIZAJE ESPACIAL Y RECONOCIMIENTO DE OB-
JETOS EN RATAS ADULTAS EXPUESTAS A ALCOHOL DURANTE
EL PERIODO PRE Y/O POSNATAL

M. CABALLERO BLEDA*, M. POPOVIC®, L. PUELLES®, C. GUERRI®

A DEPARTAMENTO DEANATOMIA HUMANA Y PSICOBIOLOGIA. FACULTAD DEMEDICI-
NA/UNIVERSIDAD DEMURCIA. MURCIA.® DEPARTAMENTO DEANATOMIA HUMANA Y
PSICOBIOLOGIA. FACULTAD DE MEDICINA, UNIVERSIDAD DE MURCIA. MURCIA.
€ DEPARTAMENTO DEPATOLOGIA CELULAR. CENTRO DEINVESTIGACION PRINCIPE
FELIPE. VALENCIA, ESPANA

El objetivodel presente estudio ha sido analizarla funcion cognitiva, enratas Wistar
adultas expuestas aetanol, duranteel periodo prenatal y/o periodo posnatal temprano,
utilizando el ‘can test’ (‘test de lalata’), un nuevo test de memoria y aprendizaje
espacial y reconocimiento de objetos. Tomando como base el tipo de dieta
alimenticia, los animales fueron divididos en cinco grupos: dieta estandar, dieta
liquida isocaléricamente equilibrada (IC); y dieta liquida con etanol (E) (5%),
administrada durante la gestacién (E-IC), durante la lactancia (IC-E), o durante
gestaciony lactancia (E-E). Las crias fueron destetadas alaedad postnatal de 25 dias
y alos 2 meses de edad se inicié el entrenamiento de las ratas con el objetivo de
queseleccionaran, deentre siete latas, unalataconrecompensa. Se disefiaron cuatro
condiciones diferentes parael ‘testdelalata’: clave espacio/objeto, clave espacial,
reconocimiento simple de un objeto y reconocimiento complejo de objetos. No se
encontrarondiferencias significativas entrelos grupos enla primeratarea. El proceso
de aprendizaje fue significativamente alterado en los grupos IC-E y E-IC, durante
las tareas con clave espacial y reconocimiento simple de objetos. No obstante, el
proceso de aprendizaje parareconocimiento complejo de objetos fue significativa-
mente afectadoenlos grupos E-E, IC-E y E-IC. Los resultados del presente estudio
sugieren que laexposicionaalcohol, tanto enel periodo prenatal comoenel periodo
postnatal, dan lugar acambios cognitivos significativos que persisten en lainfancia.
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P300. EL CORTEX PREFRONTAL PARTICIPA EN LA MODU-
LACION MEDIADA POR ENDOCANNABINOIDES DE LA INGES-
TA DE ALCOHOL EN LAS RATAS GENETICAMENTE PREDIS-
PUESTAS ‘AA°

F.J]. BERMUDEZ SILVA*, A. HANSSON®, H. MALINENC, P. HYYTIAS, L.
SANCHEZ VERAP, R. RIMONDINI®, F. RODRIGUEZ DE FONSECAP, W.
SOMMER®, M. HEILIG®

A LABORATORIO DE INVESTIGACION.® LABORATORIO DE INVESTIGACION. FUNDA-
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STOCKHOLM. © DEPT. OF MENTAL HEALTH AND ALCOHOL RESEARCH. NATIONAL
PUBLICHEALTH INSTITUTE. HELSINKI, FINLANDIA

Objetivos. Cada vez hay mds evidencias sobre la participacion del sistema
endocannabinoide en la adiccion al alcohol. Con el presente trabajo se pretendian
buscardiferencias enel sistemaendocannabinoide de regiones cerebrales claves para
larecompensay la dependencia en animales alcohdlicos. Material y métodos. Se
utilizé un modelo establecido de alto consumo voluntario de etanol, las ratas
genéticamente seleccionadas AA (alcohol-accepting) y sulinea control, las ratas
ANA (alcohol-non-accepting). Paramedir los niveles de mRNA se utilizaron las
técnicas de hibridacién in situ y PCR cuantitativa a tiempo real. La cuantificacion
delreceptor se realizé mediante un ensayo de binding sites y lacapacidad de dichos
receptores paraser activados mediante el ensayo de incorporacién de GTP-gamma-
S.Paracomprobar el posible papel funcional en la autoadministracion de etanol se
realizaron pretratamientos sistémicos e intracerebrales con el antagonista cannabi-
noide SR141716A. Resultados. Encontramos diferencias especificas deregion en
laorganizacion cerebral del sistemaendocannabinoideenratas AA y ANA, sugiriendo
unahiperactividad y desensibilizacion delatransmisién cannabinoide, especialmen-
te en el cortex prefrontal de las ratas AA. Ademads, demostramos que el cortex
prefrontal es unaimportante region parala supresion, mediada por SR141716A, del
consumo de alcohol. Conclusién: Estos resultados sugieren que una de las
diferencias genéticasenlasratas AA eslaexistenciade un sistemaendocannabinoide
alterado en el cortex prefrontal con potenciales implicaciones funcionales parala
preferenciapor alcohol, loque convierte al sistemaendocannabinoide en una posible
diana terapéutica para el tratamiento del alcoholismo.

P301. LA ADMINISTRACION REPETIDA DE MDMA ALTERA LA
EXPRESION DE LAS SUBUNIDADES DEL RECEPTOR AMPA EN
EL NUCLEO ACCUMBENS

M. RAMOS, B. GONI-ALLO, E. PUERTA, J. DEL RIO, N. AGUIRRE
FARMACOLOGIA. UNIVERSIDAD DENAVARRA. PAMPLONA. NAVARRA, ESPANA

Introduccion. La 3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA, ‘éxtasis’) es un
psicoestimulante ampliamente utilizado como droga de abuso. Es sabido que la
administracion repetida de este tipo de drogas (p. €]. cocaina y anfetamina) produce
loque se conoce como sensibilizacién conductual en animales de experimentacion.
Dicho fenémeno estd mediado por cambios plasticos enlos distintos nicleos del
circuito de recompensay en particular, en el niicleo accumbens (NAc) Hipotesis.
Debido a la importancia de la transmision glutamatérgica en fenémenos de
plasticidad neuronal y alhecho de que laadministracién localizada de antagonistas
AMPA en el NAcbloquealaexpresion del fendmeno de sensibilizacién inducido
por psicoestimulantes, nos propusimos estudiar la situacién de los receptores
AMPA en el NAc 12 dias después de la administracion repetida de MDMA en
ratas. Métodos. El protocolo de sensibilizacién consisti en laadministracion de
MDMA (15 mg/kgi.p.) dos veces al dia durante 5 dias consecutivos. Tras 12 dias
de abstinencia se volvi6 a administrar una dosis de MDMA (5 mg/kg i.p.). Dos
horas después las ratas se sacrificaron y se determinaron mediante western-blot
los niveles delas subunidades GluR 1 y GluR2, asi como las fosforilaciones GluR 1
en Ser-845y Ser-831. Resultadosy conclusiones. El protocolo de sensibilizacién
produjo un aumento significativo de los niveles de las subunidades GIuR1 y
GluR2, asi como en la fosforilacion de GluR1 en Ser-845 y Ser-831. Dichos
resultados sugieren que la transmision glutamatérgica anivel del NAc juegaun
papel importante en la sensibilizacién por MDMA al igual que lo descrito para
anfetamina o cocaina.

P302. ONDA b DE LOS CONOS AZULES Y CRAVING DE COCAINA
B. GONZALVO CIRAC*, J. PEREZ DE LOS COBOS®, M. J. MANRESA *,
N. SINOL*, J. TRUJOLS*, A. TEJERO* M. CARDUS*, F. BATLLE*, F.
LARGER*

A UNIDAD CONDUCTASADICTIVAS.® UNIDAD DE CONDUCTASADICTIVAS. HOSPITAL
DELASANTA CREUISANT PAU. BARCELONA, ESPANA

Objetivo. Valorarlarespuestaelectrorretinografica (amplitud delaondabdelos conos
azules)y el craving de cocainaen pacientes conunadependenciade cocaina, quelleven
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almenos tres meses de abstinencia completa (n = 12); conintencién de profundizar
enlarelacién entre funcién dopaminérgicay el deseo (craving) de consumo. Para
ellohemosrealizadolas mismas mediciones en pacientes que presentan un consumo
activo (n="7). Pacientes. Pacientes con diagndstico de Trastorno por dependencia
de cocaina, que no estaban en consumo activo de otras sustancias de abuso (excepto
nicotina); ni estaban en tratamiento con psicofdrmacos, ni presentaban una
enfermedad psiquidtrica grave. Método. Se les realizé unelectrorretinograma (ERG)
y posteriormente cumplimentaron el Cocaine Craving Questionnaire (CCQ-general,
Tiffanysetal, 1993). Resultados. En pacientes con dependenciade cocainaexisten
asociacionesentrelaondabdelos conos azules y el deseo de consumirestasustancia;
dedistinto signosegtinel paciente esté abstinente oen consumoactivo. Tras almenos
tres meses de abstinencia completa de cocaina, la onda b de los conos azules se
relaciona inversamente con la pérdida de control sobre el consumo de cocaina
(Spearman=-0,0661y p=0,038). Asimismo, existe unaasociacién negativa, pero
demenorintensidad, entre laondaby laintencién de consumo. En consumo activo
de cocaina, laondab de los conos azules se relaciona directamente con la pérdida
decontrol (Spearman=0,778y p=0,069)y conlaintencién de consumo (Spearman
=0,870y p = 0,024).

P303. MODULACION OPUESTA DE LOS EFECTOS ADICTIVOS
DE LA MORFINA Y COCAINA POR PARTE DEL SISTEMA
ENDOCANNABINOIDE EN EL NUCLEO ACCUMBENS

S. RAMIRO, J. A. FLORES, B. GALAN-RODRIGUEZ, E. FERNANDEZ-
ESPEJO

DEPARTAMENTO DEFISIOLOGIAMEDICA. UNIVERSIDAD DESEVILLA. SEVILLA, ESPANA

Elndcleo accumbens estd involucrado en los efectos de recompensay sensibili-
zacién a drogas. El antagonista CB1 SR141716A facilita la neurotransmisién
GABA y glutamatérgica en el accumbens, por lo que podria influir en los
fenémenos adictivos. Se hamodulado el sistema endocannabinoide en el nicleo
accumbens por medio del antagonista SR141716A (infusiénlocal, 1,5 pg/uL, 0,5
uL), tanto sobre larecompensa condicionadacomo lasensibilizacion (incremento
progresivo de la actividad locomotora) a morfina y cocaina. El SR141716A (o
vehiculo) se hainyectado tanto durante la fase de induccién como de expresién
delasensibilizacion. A nivel bioquimico, se ha estudiado laexpresién de tirosina
hidroxilasa (TH, marcador de hiperactividad dopaminérgica durante lainduccién
adrogas) enel accumbensrostral y caudal tras morfina. Lainfusionde SR141716A
antes de morfina (1 mg/kg) induce recompensa condicionada (p <0,05), mientras
que ocasionaaversién condicionada a cocaina (2 mg/kg, p <0,05). Las bajas dosis
de morfina y cocaina per se no inducen refuerzo. Por otra parte, el SR141716A
ocasiona sensibilizacién motora ala morfina (p <0,05), la cual no se desarrolla
en ratas control. Este efecto tiene lugar si se inyecta el cannabinoide durante la
induccién. La coadministracion de SR141716A y morfinaregula al alzala TH
enel accumbensrostral (no caudal). Sinembargo, lacocainainduce sensibilizacion
motora, pero no si se coinyecta el SR141716A. En definitiva, la inyeccién
intraaccimbica del antagonista cannabinoide SR141716A modula de un modo
opuesto la adiccién a morfina y cocaina, facilitando la regulacion al alza de TH
tras morfina.

P304. REGULACION DE LA FOSFORILACION DE TIROSINA
HIDROXILASA (TH) EN EL NUCLEO DEL TRACTO SOLITARIO
(NTS) DURANTE EL SINDROME DE ABSTINENCIA A MORFINA
C. NUNEZ PARRA, M. L. LAORDEN CARRASCO, M. V. MILANES
MAQUILON

DPT. FARMACOLOGIA. UNIVERSIDAD DEMURCIA. MURCIA, ESPANA
FINANCIACION: CICYT (SAF/FEDER 2003-00756 Y 2002-00763)

El sindrome de abstinencia a morfina estimula la actividad del eje hipotdlamo-
hipéfisis adrenal mediante laactivaciénde vias noradrenérgicas procedentes del NTS
queinervanal Nicleo Paraventricular (PVN) hipotaldmico[1,2]. THeslaenzima
limitante de la sintesis de catecolaminas. Para activarse requiere ser fosforiladaen
residuos de serina mediante diferentes rutas de sefializacién intracelular [3]. Para
identificarla(s) cascada(s) intraneuronal(es) implicada(s) enlaactivacionde TH, se
determinaron,en NTS, los niveles de TH total, TH fosforiladaen Ser31 (dependiente
de ERK1/2)y TH fosforiladaen Ser40 (dependiente de PKA) durante el sindrome
de abstinencia a morfina. Se implantaron pellets s.c. de morfina o placebo aratas
durante 7 dias. El dia 8 se les inyecté salino o naloxona s.c. y 90 minutos después
fueronsacrificadas. Elinmunomarcaje se realizé mediante Western-Blot e Inmuno-
citoquimica. Nuestros resultados muestran unincrementoen los niveles de TH total,
asi como de TH fosforilada en Ser31, pero no en Ser40. Estos datos sugieren que,
durante el sindrome de abstinencia a morfina, la ruta de las ERK1/2 seria la
responsable de la activacién de TH anivel de los somas noradrenérgicos del NTS
que proyectanal PVN. [1]Benavides M, et al. J Neurochem 2005; 92: 246-54. [2]
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Laorden ML, et al. J Neurochem 2002; 83: 132-40. [3] Dunkley PR, et al. J
Neurochem 2004;91: 1025-43.

P305. ACTIVACION DE CREB EN EL NUCLEO PARAVENTRI-
CULAR (PVN) HIPOTALAMICO Y EN BULBO DURANTE EL
SINDROME DE ABSTINENCIA A MORFINA

F. MARTIN SANCHEZ, M. L. LAORDEN CARRASCO, M. V. MILANES
MAQUILON

DPT. FARMACOLOGIA. UNIVERSIDAD DEMURCIA. MURCIA, ESPANA
FINANCIACION: CICYT (SAF/FEDER 2003-00756 Y 2002-00763)

Durante la dependencia de morfina se produce una activacion de las neuronas del
PVN queregulan la actividad del eje hipotdlamo-hip6fisis-adrenal (HHA), secun-
daria a un incremento de la actividad noradrenérgica [1]. CREB es un factor de
transcripciénimplicadoen muchas delas manifestaciones de dependenciaaopidceos,
constituyendo el elementode unién entre vias de sefializacién reguladas por opioides
y lamodulacion de la expresién génica [2,3]. En este estudio hemos examinado,
mediante western blote inmunohistoquimica, las modificaciones de CREB durante
elsindrome de abstinenciaamorfinaenlaregion parvocelulardel PVNy enel niicleo
deltractosolitario (NTS). Se utilizaron ratas S-D, en las que se indujo dependencia
demorfinamediante laimplantaciénde pelletss.c. durante 7 dias. El dia 8 recibieron
salino o naloxonay se decapitaron alos 60 y 90 minutos. La activacién de CREB
se valoré mediante el uso de un anticuerpo que reconoce especificamente al CREB
fosforilado en la Ser133. Se observé que durante el sindrome de abstinencia se
produciaun aumento delaactivacion de CREBen PVNyenNTS. Estos resultados
sugieren que CREB estariaimplicado en los cambios adaptativos que se producen
en el PVN y bulbo durante la dependencia de morfina. [1] Laorden ML, et al. Br
J Pharmacol 2002; 136: 67-75. [2] Blendy JA, et al. ] Mol Med 1998; 76: 104-10.
[3] Bilecki W, et al. J Neurochem 2004; 90: 874-82.

P306. REGULACION DE LA TIROSINA HIDROXILASA FOSFO-
RILADA EN SER31 Y SER40 EN TEJIDO CARDIACO DURANTE
EL SINDROME DE ABSTINENCIA A MORFINA

P. ALMELA ROJO, M. V. MILANES MAQUILON, M. L. LAORDEN
CARRASCO

DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD DE
MURCIA.MURCIA, ESPANA

Laregulacién postranscripcional de tirosina hidroxilasa (TH) estd mediada por
cambios en la fosforilacién de residuos de serina. Estos residuos pueden ser
fosforilados por diferentes tipos de proteina cinasas [1]. Estudios previos de
nuestro laboratorio demostraron que durante el sindrome de abstinenciaa morfina
se produce un aumento en los niveles y enla actividad TH en ventriculo derecho
(VD) e izquierdo (VI), paralelamente con un incremento del turnover de
noradrenalina (NA) [2]. El propésito de este estudio fue investigar los posibles
cambios en TH total (THt) y fosforiladaen Ser31 (activada por ERK1/2) y Ser40
(activada por PKA) en VD y VI tras la administracién de naloxona a ratas
dependientes de morfina. La determinacion de THt y fosforilada se realizd
mediante western-blot utilizando anticuerpos especificos. La dependencia de
morfinafueinducidamediante pellets s.c. de morfina durante 7 dias. El sindrome
de abstinencia se precipitd el octavo dia mediante la inyeccién de naloxona, las
ratas fueron decapitadas 30, 60 o 90 minutos después de la administracion del
antagonista. Nuestros resultados demuestran un aumento de THt y fosforiladaen
Ser40 a los 60 y 90 minutos. Sin embargo, no se observaron cambios en TH
fosforiladaen Ser3 1. Estos datos sugieren que la PKA puede estar implicada en
la activacién de TH y en el aumento del turnover de NA observado durante el
sindrome de abstinencia a morfina. [1] Kumer SC, et al. J Neurochem 1996; 67:
443. [2] Gonzalez-Cuello A, et al. Eur J Pharmacol 2004; 506: 119.

P307. ACTIVACION DE CREB EN TEJIDO CARDIACO DURANTE
EL SINDROME DE ABSTINENCIA A MORFINA

A.GONZALEZ CUELLO*, F. MARTIN®, M. V. MILANES MAQUILON®, M.
L. LAORDEN CARRASCO®

4 DEPARTAMENTO FARMACOLOGIA.? DEPARTAMENTO DEFARMACOLOGIA. FACUL-
TAD DEMEDICINA. MURCIA, ESPANA

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio han demostrado que durante
el sindrome de abstinencia a morfina se produce una hiperactividad de las vias
catecolaminérgicas cardiacas paralelamente a un incremento de AMPc [1]. Es
conocido que cuando se activala cascada del AMPc se produce una fosforilacién
de CREB y de este modo se estimula la actividad transcripcional de los genes
controlados por la secuencia CRE [2]. El propdsito de este estudio fue investigar
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laposible activacién de CREB en ventriculo derecho (VD) eizquierdo (VI) tras
laadministracién de naloxona aratas dependientes de morfina. La determinacién
de CREB fosforilado se realiz6 mediante inmunohistoquimica y western-blot
utilizando anticuerpos especificos. La dependencia a morfina fue inducida
mediante pellets s.c. de morfina durante 7 dfas. El sindrome de abstinencia se
precipité el octavo dia mediante laadministracién de naloxona. Las ratas fueron
sacrificadas 60 min después de la administracion del antagonista. Nuestros
resultados demuestran que laadministracion de naloxona aratas dependientes de
morfina produce un aumento en la expresién de CREB fosforiladoen VD y VI,
este aumento es un indice de la activaciéon de CREB. Estos datos sugieren que
durante el sindrome de abstinenciaa morfina se produce unaactivacion de CREB
que podriaser laresponsable de los cambios adaptativos cardiacos que se producen
durante la tolerancia/dependencia de morfina. [1] Milanés MV, et al Naunyn-
Schmiedeberg’s Arch Pharmacol 2000; 361: 61. [2] Nestler EJ, et al. Basic
Neurochemistry: Molecular, Cellular, and Medical Aspects. New York: Raven
Press. p. 449-74.

P308. LA ADMINISTRACION AGUDA DE ETANOL DISMINUYE
LOS NIVELES CEREBRALES DE ANANDAMIDA Y PALMITI-
LETANOLAMIDA A TRAVES DE MECANISMOS INDEPEN-
DIENTES DE LA AMIDOHIDROLASA DE ACIDOS GRASOS

. SANCHEZ VERA A, B. FERRER ®, F. ]. BERMUDEZ SILVA ®, A. BILBAO®,
A. GIUFFRIDA®, A. SERRANO®, S. KHATURIA®, M. NAVARROP, D.
PIOMELLIC, F. RODRIGUEZ DE FONSECA B

4 LABORATORIO DEINVESTIGACION.® LABORATORIO DE INVESTIGACION. FUNDA-
CIONIMABIS. MALAGA. ¢ DEPARTMENT OF PHARMACOLOGY. UNIVERSITY OF CALI-
FORNIA. IRVINE.? DEPARTAMENTO DE PSICOBIOLOGIA. UNIVERSIDAD COMPLUTEN-
SE. MADRID, ESPANA

Introduccion. La anandamida participa en las neurodaptaciones asociadas con la
exposicion crénica a etanol. Sin embargo, no se han descrito las acciones agudas
del etanol sobre la produccién y degradacién de anandamida. Objetivos. Estudiar
losefectos agudos delaadministracion periféricade etanol (4 gr/kg) sobrelos niveles
endégenos de las aciletanolamidas anandamida y palmitiletanolamida. Material y
métodos.El estudio se realiz6 en ratas Wistar macho, midiéndose los niveles de las
aciletanolamidas mediante HPLC/MS, las actividades enzimdticas NAT (N-acil
transferasa) y FAAH (fatty acid amidohydrolase), que catalizan la sintesis de los
precursores y ladegradacién de las aciletanolamidas respectivamente, y los niveles
de expresion de las enzimas de sintesis y degradacion (NAPE-PLD; N-Acyl
fosfatidiletanolamida-fosfolipasa D y FAAH respectivamente) mediante PCR
cuantitativa. Resultados. Los niveles de anandamida disminuyeron en cerebelo,
hipocampo dorsal y estriado ventral, asi como en plasmay en tejido adiposo. De
forma paralela, la palmitiletanolamida también disminuy6 en cerebro. Los efectos
se observaron 45-90 minutos tras la administracion de etanol, normalizandose
posteriormente. Estudios in vivorevelaronque ladisminucién de anandamidaestaba
asociada con una considerable inhibicién de la expresién génica de FAAH en
hipocampo y cerebelo y una disminucion de su actividad en hipocampo. No se
encontraron cambios enlaactividad enzimaticade NAT, nienlaexpresion de NAPE-
PLD. Conclusiones. Estosresultados sugieren que laadministracion aguda de etanol
inhibe la liberacién mediada por receptor de aciletanolamidas y este efecto no es
producto de un incremento en la actividad de la enzima de degradacion (FAAH).

P309. SUPRESION DE LA RECAIDA AL ALCOHOL INDUCIDA
POR NICOTINA POR EL ANTAGONISTA CANNABINOIDE
RIMONABANT

J. A. LOPEZ-MORENO*, G. MORENO®, G. GONZALEZ-CUEVAS®, L
CRESPOC, R. GOMEZ DE HERASC, M. NAVARRO®

* DEPARTAMENTO DEPSICOBIOLOGIA. (A) FACULTAD DE PSICOLOGIA (B) C.U.- CAR-
DENALCISNEROS. MADRID.® DEPARTAMENTO DE PSICOBIOLOGIA. FACULTAD DE
PSICOLOGIA. MADRID. “ DEPARTAMENTO DE PSICOBIOLOGIA. FACULTAD DEPSICO-
LOGIA. MADRID, ESPANA

Se utilizaron ratas Wistar con al menos dos meses de autoadminsitracién operante
de alcohol o aziicar. Se evalu6 la recaida al alcohol durante 2 semanas y en 2
situaciones: a) tras un periodo de abstinencia simple; y b) tras un periodo de
abstinenciaconnicotina (0,8 mg/kg, s.c.). Tras el tratamiento con nicotina, durante
larecaida, los animales fueron pretratados durante dos semanas con el antagonista
del receptor cannabinoide CB1 rimonabant (0,0,03, 0,3 y 3,0 mg/kg i.p.). Se usé
el paradigma de condicionamiento a lugar preferente (CLP) para estudiar las
propiedades reforzantes de la nicotina y rimonabant. También fueron evaluados la
actividad motora y la temperatura. Los resultados mostraron que solamente el
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periodo de privacién con nicotina produce mayor recaida al alcohol, sinembargo,
este efecto fue suprimido de manera dosis dependiente en los animales pretratados
con rimonabant. Ademés, se observé un efecto rebote en el consumo de alcohol
cuando se finaliz6 el tratamiento con las dosis de 0,3 y 3,0 mg/kg de rimonabant.
Sin embargo, la nicotina no increment6 el aumento del consumo de aziicar. La
nicotina mostré aversion en el paradigma de CLP, reduccién en la actividad
locomotorae hipotermia, mientras que rimonabant no mostréaversioén orecompensa
ni efectos motores. Estos resultados sugieren que, a pesar de que existe un efecto
rebote al consumo de alcohol, rimonabant puede prevenir la recaida al alcohol,
incluso cuando existe una interaccién con nicotina, es decir, la situacién mds
frecuente en el consumo de drogas en humanos.

P310. EFECTO DE LOS RECEPTORES DOPAMINERGICOS D4
EN LA INDUCCION DE FACTORES DE TRANSCRIPCION EN EL
ESTRIADO DE RATA TRAS LA ADMINISTRACION AGUDA DE
MORFINA

B.GAGO CALDERON*, A.RIVERA B, J.J. VALDERRAMA ®, A. PENAFIEL B,
F. MARIN-GIRON®, A. DE LA CALLE®

A DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, GENETICA Y FISIOLOGIA. FACULTAD DE
CIENCIAS. UNIVERSIDAD DEMALAGA. MALAGA.® DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CE-
LULAR, GENETICA Y FISIOLOGIA. UNIVERSIDAD DEMALAGA. MALAGA, ESPANA
FINANCIACION: BFI2002-00587; CTS-0161; FUNDACION IMABIS

Lamorfinamodifica el patrén de induccién de diversos factores de transcripcion,
alterando finalmente la expresion de una gran variedad de proteinas en regiones
cerebrales relacionadas con los circuitos de recompensa. Entre estos factores se
encuentran miembros de la familia Fos y CREB. Mientras que c-Fos se expresa
rdpidamente tras el consumo agudode morfinay sus niveles decaenalas pocas horas,
CREB y Dfos B se acumulan de forma estable en la célula. Esta acumulacién de
CREB y Dfos B es crucial en los procesos de consolidacién de la adiccion. Se ha
demostrado que la induccion de algunos de estos factores de transcripcion esta
modulada porreceptores dopaminérgicos. Puesto que losreceptores dopaminérgicos
D4 y los receptores m opioides colocalizan en el compartimento estriosomal del
niicleo caudado-putamen, en este trabajo analizamos silos receptores D4 participan
en laregulacion de la expresion de c-Fos, DFos B y CREB tras la administracién
aguda de morfina. Para ello se han realizado tratamientos con un agonista
(PD168077) o un antagonista (L745870) de los receptores D4, solos o en
combinacién con morfina. Mediante técnicas inmunocitoquimicas y andlisis de
imagen se han analizado cambios en el patrén de inducciénde c-Fos, DFos By CREB
en el estriado de rata. Se ha observado que los receptores D4 regulan a la baja la
induccion de c-Fos provocada por morfina, sugiriendo que estos receptores podrian
modular los procesos que contribuyen a la generacion de la adiccién a opidceos.

ENFERMEDADES DEL DESARROLLO

P311. EXPRESION DE MARCADORES INMUNOCITOQUfMICOS
COMO INDICADORES DEL ESTADO DEL EPENDIMO NO DENU-
DADO EN CASOS DE HIDROCEFALIA CONGENITA HUMANA
M.D. DOMINGUEZ*, P. PAEZ®, B. WEILC, A.J. JIMENEZ®, M.A. ARRAEZ",
E.M. RODRIGUEZF, J.M. PEREZ-FIGARES ®

A DEPARTAMENTO DEBIOLOGIA CELULAR, GENETICAYFISIOLOGIA.® DEPARTAMENTO
BIOLOGIA CELULAR, GENETICA Y FISIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS. UNIVERSI-
DAD DEMALAGA. MALAGA. € ANATOMIA PATOLOGICA. HOSPITAL CARLOS HAYA. MA-
LAGA.” NEUROCIRUGIA. HOSPITAL CARLOS HAYA. MALAGA. " INSTITUTO DE HISTO-
LOGIA Y PATOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD AUSTRALDE CHILE.
CHILE.

FINANCIACION: FIS P1030756 Y RED CIEN C/0306 INSTITUTO DE SALUD CARLOS IIl;
SERVICIO ANDALUZ DE SALUD Y FONDECYT 1030265

Las células ependimarias recubren las superficies ventriculares y regulan el paso
de sustancias entre el parénquimanervioso y el liquido cefalorraquideo, entre otras
funciones. Enlos casos de hidrocefaliacongénita humana, la pérdida del epéndimo
parece ser una caracteristica comun que podria se la causa de esta patologia. Se
han puesto a punto inmunomarcajes para estudiar diferencias de expresion de
marcadores estructurales y funcionales del epéndimo, en distintas edades para
casos humanos hidrocefalicos y controles. Se ha estudiado en el glucociliz la
expresion de dcido sidlico mediante lalectina Limax flavus (LFA), la expresién
de cadherinas para estudiar la adhesién celular, y la expresion de filamentos
intermedios como GFAPy vimentina. Ademas, se han investigado alteracién es
de la presencia de moléculas relacionadas con la permeabilidad plasmalémica,
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como son la caveolina-1 y el transportador de glucosa glut-1. Finalmente se ha
investigado el estado del control del epéndimo mediante inmunomarcaje del
receptor metabotrépico 8 de glutamato (mGIuR8). Se estudiaron ocho casos de fetos
humanos con hidrocefaliacomunicante de edades comprendidas entrelas 16y 40
semanas gestacionales, y doce controles sin alteraciones visibles del sistema
nervioso central para el mismo rango de edad. Se ha prestado atencion también al
estado del epéndimo en las alteraciones de su localizacién asociadas a la
hidrocefalia, como es el caso de las rosetas subependimarias.

P312. LA PERDIDA DEL NEUROEPITELIO PRODUCE AGENESIA
DEL CUERPO CALLOSO Y ALTERACION EN EL CORTEX
CEREBRAL DEL RATON HIDROCEFALICO HYH

P. PAEZ*, L. M. RODRIGUEZ-PEREZ®, R. ROALES-BUJAN®, A. J.
JIMENEZ®, J. PEREZ-FIGARES®

A DEPARATMENTO BIOLOGIA CELULAR, GENETICA Y FISIOLOGIA.” DEPARTAMENTO
DEBIOLOGIA CELULAR, GENETICA Y FISIOLOGIA. UNIVERSIDAD DEMALAGA. MALA-
GA, ESPANA

FINANCIACION: FIS P1030756 Y RED CIEN C/0306 INSTITUTO DE SALUD CARLOS III;
SERVICIOANDALUZDESALUD

Elratén mutante iyh sufre una pérdida de células neuroepiteliales y consecuente-
mente una hidrocefalia congénita. El objetivo de este trabajo, es demostrar que la
pérdidadelas células neuroepiteliales es laresponsable de alteraciones neuropatol6-
gicasespecificas como laagenesiadel cuerpo calloso (CC) y laalteraciéndel cortex
cerebral, alteraciones que hasta ahora habian sido consideradas consecuencias dela
hidrocefalia. Los axones callosales parallevaracaboel cruce anivel delalineamedia,
requieren la presencia de tres tipos de células gliales: la glia wedge, la glia del
indusium griseum, y la glia sling. Las dos primeras actiian como gufa mecdnicay
quimica. El papel exacto de la glia sling no estd claro. Ademas, del cortex cingular
parten axones pioneros que actian como guia para los que forman el CC, y su
presencia es también necesaria para la formacién del cruce. En nuestro estudio
demostramos queel denudamiento delasuperficie ventricularafectaalas poblaciones
gliales antes descritas y es la causa de la agenesia del CC. Por otra parte, el ratén
mutante iy tiene unareducciény unaalteracion evidente enlas capas de lacorteza.
Eneste estudio demostramos que con la pérdida del neuroepitelio se pierden células
madre, lo que genera: i) una alteracion en la cantidad de neuroblastos y ii) una
modificacion en la migracion de éstos, alterando las capas de la corteza.
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025. MODULACION FARMACOLOGICA DE LA EXOCITOSIS

R. BORGES JURADO, J.D. MACHADO PONCE, M. CAMACHO PEREZ,
M.S. MONTESINOS, J. DIAZ VERA

UNIDAD DEFARMACOLOGIA, FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD DELALAGU-
NA.TENERIFE, ESPANA

FINANCIACION: MEC (BFI2001-3531 Y BFU2004-08038) MC' Y MSM SON BECARIOS
FPI,JDESBECARIAFPU

La exocitosis constituye el principal mecanismo celular para la liberacion de
sustancias al exterior, entre ellas lamayor parte de los neurotransmisores. El dltimo
estadio de la exocitosis de las catecolaminas puede ser seguido, en las células
cromafines, mediante laamperometria. Utilizando esta técnicahemos demostrado
que varios farmacos (donadores de NO, xantinas, estrogenos, agonistas beta-
adrenérgicos), actuando sobre diversas rutas de segundos mensajeros (PKG, PKA,
calcio) modifican la cinética con la que cada una de las vesiculas secretoras vierte
su contenido al medio exterior. Otros fairmacos (quinacrina, hidralazina, beta-
bloqueantes) se acumulan en el interior de las vesiculas desplazando al neurotrans-
misor natural (adrenalina) y coliberdndose con ellos. Un tercer grupo facilita
(forskolina, agonistas del calcio) o impide (antagonistas del calcio) ladenominada
exocitosiscompuesta, alterandoasiel contenido cudntico aparente. Ladeterminacion
simultdneadel pHintravesicularcon técnicas fluorescentes apunta al gradiente intra/
extravesicularcomoladianasobre laque actian varias rutas de segundos mensajeros.
Este novedoso mecanismo de accion se hamostrado muy sensible alos tratamientos
farmacoldgicos y puede ser responsable de los efectos de algunos farmacos
(hidralacina) y de explicar las acciones diferidas en el tiempo de otros (beta-
bloqueantes, antidepresivos) o de algunos efectos que no se corresponden con las
dosis administradas.

89

17.09.05



-—
N
o
=
o
a1

XI CONGRESO SENC. COMUNICACIONES ORALES: 4. REGULACION DE LA TRANSMISION SINAPTICA

026. EXPRESION DE SINAPTOPHLUORINA EN RATONES
TRANSGENICOS PARA VISUALIZAR LA FUSION DE VESICULAS
SINAPTICAS EN TERMINALES NERVIOSOS DEL CEREBELO
P. LINARES-CLEMENTE*, P. GARCIA-JUNCO-CLEMENTE*, C. O.
PINTADO®, R. FERNANDEZ-CHACON ©

4 DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA MEDICA Y BIOFISICA. FACULTAD DEMEDICINA DE
LA DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA MEDICA Y BIOFISICA. UNIVERSIDAD DE SEVI-
LLA. SEVILLA.® CENTRO DE PRODUCCIONY EXPERIMENTACIONANIMAL. UNIVERSI-
DADDESEVILLA. ESPARTINAS, SEVILLA, ESPANA

FINANCIACION: HFSP Y BECAS PREDOCTORALESMECYFIS

Lamonitorizacion directa de la actividad presindpticaen terminales nerviosos estd
generalmente restringidaaterminales de gran tamafio accesibles con microelectro-
dos. Porotrolado, el estudio de terminales de menor tamaiio es posible slo mediante
estudio de respuestas postsindpticas. La sinaptophluorina es una proteina verde
fluorescente (GFP) sensible apH fusionada ala proteina de las vesiculas sindpticas
sinaptobrevina/VAMP2 que ha sido utilizada para monitorizar exocitosis [1].
Utilizando el promotor especifico de neuronas Thy-1, hemos generado ratones
transgénicos que expresan sinaptophluorina especificamente en neuronas. La
expresion de sinaptophuorinaestd ampliamente distribuida por todo el cerebroy sus
niveles sonheterogeneos endiferentes zonas del sistemanervioso central y periférico.
Losratones son viables, fértiles y aparentemente carentes de fenotipo neurolégico.
Enunadelaslineas estudiadas (tgSyph-A), el andlisis de inmunofluorescenciacon
anticuerpos anti-GFP 'y el marcador presindptico SV2 evidencian unalocalizacién
caracteristica de la sinaptophluorina en los terminales presindpticos de las fibras
musgosas del cerebelo. En particular, laexpresion estd circunscrita aun subconjunto
de fibras musgosas que permiten facilmente la identificacién de fibras tinicas con
poco o nulo ruido de fondo. Los ratones transgénicos de sinaptophluorina son por
tanto de graninterés para estudiar directamente con técnicas de imagen laactividad
presindptica en sinapsis dificilmente accesibles, como las fibras musgosas del
cerebelo, tanto in vitrocomo invivo. [ 1] Miesenbock G et al. Visualizing secretion
and synaptic transmission with pH-sensitive green fluorescent proteins. Nature
1998; 394: 192-5.

027. INTERNALIZACION Y DESENSIBILIZACION DE LOS
RECEPTORES OPIOIDES p EN CULTIVOS PRIMARIOS DE
NEURONAS DEL LOCUS COERULEUS DE RATONES GFP-TH
M. TORRECILLA SESMA*, S. ARTTAMANGKUL *, K. KOBAYASHI €, D.
GRANDY?", J.T. WILLIAMS*®

A DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINAY ODONTOLOGIA.
UNIVERSIDAD DELPAISVASCO. UPV/EHU. LEIOA, ESPANA.* DEPT. OF PHYSIOLOGY
AND PHARMACOLOGY.* THE VOLLUM INSTITUTE. OREGON HEALTHAND SCIENCE
UNIVERSITY. PORTLAND, OREGON, ESTADOS UNIDOS. “ SCHOOLOF MEDICINE. OSAKA
UNIVERSITY. OSAKA, JAPON.” DEPT. OF PHYSIOLOGY AND PHARMACOLOGY. OREGON
HEALTHAND SCIENCE UNIVERSITY, . PORTLAND, ESTADOS UNIDOS.

La desensibilizacion e internalizacion de los receptores p son mecanismos de
respuestacélular que se desencadenan debido alaestimulacion continuadel sistema.
Lo que atin no estd claro es si ambos procesos estan relacionados entre si. Aunque
ladesensibilizacion de los receptores pdel locus coeruleus esti bien caracterizada,
lainternalizacién dereceptores endégenos in vivono hasido determinada. Paraello
utilizamos cultivos primarios de ratones cuyas neuronas TH positivas expresaban
GFP. Estonos permitirfaidendificar facilmente las neuronas del locus coeruleus en
cultivo. Inicialmente se comprobé electrofisiologicamente, midiendo laestimula-
cion e inhibicion de las corrientes de potasio y calcio respectivamente, que la
actividad de los receptores opioides pen este modelo celular erasimilaralaque se
observaen preparaciones tipo s/ice. Lainternalizacién de los receptores p se indujo
con el agonista opioide fluorescente, DERM-BTR y se monitoriz6 a tiempo real
con un microscopio confocal. La internalizacién de los receptores p se identificd
como la presencia de puntos fluorescentes citoplasmaticos, lo cual fue bloqueado
en presencia del antagonista opioide naloxona. Ademas la perfusién continua de
DERM-BTR desensibilizé los receptores p ya que la amplitud de la corriente de
potasio disminuy6 durante su aplicacion. Este estudio sugiere que los cultivos
primarios de neuronas GFP-TH asicomo el agonista DERM-BTR soninstrumentos
viélidos para estudiar a tiempo real la posible relacién entre la desensibilizacién e
internalizacion de los receptores opioides pendégenos.
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028. AUTORREGULACION DE LOS RECEPTORES DE KAINATO
J.L.ROZAS ESPADAS *, R. RIVERA BARRACHINA®, J. LERMA GOMEZ®
A NEUROFISIOLOGIA. INSTITUTO DENEUROCIENCIAS DEALICANTE, CSIC-UMH. SANT
JOAN D’ALACANT.® NEUROFISIOLOGIA. INSTITUTO DENEUROCIENCIAS DEALICAN-
TE.SANJUAN DEALICANTE. ALICANTE, ESPANA

Losreceptoresionotropicos dekainato (KAR) poseen unasefializaciéon nocandnica,
queinvolucralaactivaciénde unaproteina G. As, laestimulacion de estos receptores,
produce tantolaaperturade los canales asociados (corriente de membrana) comola
activacion de la fosfolipasa C y la Proteina cinasa C (PKC). En las neuronas
raquideas, ambos tipos de sefializacién estdn presentes (Rozas et al, Neuron 2003;
39: 543-53). Algunas subunidades de los KAR poseen sitios consenso de
fosforilacién por PKCy su fosforilacion se ha relacionado con el mantenimiento
de las respuestas sindpticas (ionotrépicas) mediadas por estos receptores. Para
determinar silaactividad metabotrépica ejerce alguna accién autorreguladorade los
KAR, realizamos experimentos en neuronas raquideas cultivadas. La corriente
provocada porla aplicacién de pulsos de kainato evalud su actividad ionotrépica.
La actividad metabotrépica se midié como el grado de inhibicién de la sefial
intracelular de Ca**. La activacién de los KAR (pulsos con I minuto de intervalo)
provoc6undecrecimiento paulatino de las respuestas ionotrépicas. Este fendmeno
obedecealaactivaciéonde PKC, pues fue acelerado porésteres de forbol y prevenido
por aplicacién de bisindolilmaleimida. Dichareduccién es uso-dependiente, pues
estuvo ausente cuando los pulsos se aplicaron con intervalos de 5 min. A pesar de
lareduccién de larespuesta ionotrépica, la capacidad metabotrépica del receptor
permanecio inalterada en determinadas ocasiones. Estos resultados indican la
existencia de un mecanismo previamente desconocido de autorregulacion de los
KAR, que involucra un interplay entre los dos tipos de sefializacién presentes en
estosreceptores.

029. RESIDUOS ESPECIFICOS DE LA REGION CITOPLASMICA
DE LA SUBUNIDAD a7 REGULAN DIFERENCIALMENTE LA
EXPRESION FUNCIONAL DE RECEPTORES NICOTINICOS DE
ACETILCOLINA

F. CASTELANA, J. MULET®, S. SALA®, F. SALA®, M. CRIADO®

A NEUROBIOLOGIAMOLECULAR. INSTITUTO DENEUROCIENCIAS DEALICANTE. UNI-
VERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ-CSIC. SANT JOAN D’ALACANT (ALICANTE).
B NEUROBIOLOGIA MOLECULAR. INSTITUTO DENEUROCIENCIAS DEALICANTE. SANT
JOAND’ALACANT. ALACANT, ESPANA

Laregioncitopldsmicalocalizadaentrelos dominios transmembranaM3 y M4 hasido
identificadacomoun elemento estructural determinante parala adecuadabiosintesis
de receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs). Dentro de ella se ha descrito la
relevanciaparticularque segmentos adyacentesaM3 y M4 representan paralaexpresion
funcional de nAChRs formados por subunidades a7 (47-nAChRs). A fin de conocer
con detalle el papel que desempefian estos segmentos, se ha realizado un estudio
mediante mutagénesis dirigida. Los correspondientes cCRNAs se inyectaron en
ovocitosde Xenopuslaevis paradeterminarlaexpresion denAChRs funcionales tanto
porlafijacién de 125I-a-bungarotoxinacomo porlas corrientes producidas al activar
conacetilcolina. Los resultados obtenidos mostraron que las mutaciones de algunos
residuos delaregion citoplasmicamodificaronlaexpresion dea7-nAChRs. Algunos
de estos aminodcidos forman parte de a-hélices que podrian modificarse por estas
mutaciones, loque podriaafectarasu vez aposiblesinteracciones de tipohélice-hélice
conproteinas involucradas en procesos de ensamblaje, transporte y/o degradacion de
a7-nAChRs. De esta forma la expresién de a7-nAChRs en la membrana se veria
alterada. Porotrolado, se haobservado unadisminuciénde las corrientes registradas
en dos mutantes de aminodcidos préximos al segmento transmembrana M4, lo
queindicaque estos residuos son importantes paralafunciénde a7-nAChRs. En
conclusion, residuos especificos en la region citopldsmica de la subunidad a7
afectan diferencialmente a la biogénesis y a la funcion de a7-nAChRs.

030. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE ANTAGONISTAS
NMDA SOBRE SEROTONINA Y GLUTAMATO EXTRACELLU-
LARES EN LA CORTEZA PREFRONTAL

J. LOPEZ GIL, M. AMARGOS BOSCH, Z. BABOT RIERA, C. SUNOL
ESQUIROL, F. ARTIGAS PEREZ, A. ADELL CALDUCH

NEUROQUIMICA. NEUROQUIMICA . INSTITUTO DEINVESTIGACIONES BIOMEDICAS
DEBARCELONA (CSIC), IDIBAPS. BARCELONA, ESPANA

Introducciony objetivos.Laadministracién de antagonistas NMDA se hautilizado
como modelo empirico de esquizofrenia puesto que provoca la aparicién de
sintomatologiaen individuos sanos y laexacerba en pacientes esquizofrénicos. Se
conocen endetalle los efectos de antagonistas NMDA sobre el sistema dopaminér-
gico, pero no sobre el sistema serotoninérgico, cuyos receptores son diana de los

REV NEUROL 2005; 41 (Supl 2): 55-95



XI CONGRESO SENC. COMUNICACIONES ORALES: 5. ENFERMEDADES NEUROLOGICAS Y PSIQUIATRICAS

farmacos antipsicéticos atipicos como clozapina. Métodos. Microdialisis intrace-
rebral en corteza prefrontal medial (CPFm) de rata. Administracién de fenciclidina
(PCP), ketamina y MK-801. Medida de la liberacién de serotonina (5-HT) y
glutamato. Resultados. La administracion sistémica —pero no local— de los tres
antagonistas NMDA aumentd laliberacién de 5-HT en CPFm. La administracién
sistémicade clozapina—peronodehaloperidol-bloquedel efecto de PCPy ketamina.
Asimismo, la administracion sistémica de MK-801 aumenté la liberacién de
glutamato en la CPFm. El efecto de MK-801 sobre 5-HT y glutamato se bloqued
por laadministracién local de clozapina, del antagonista AMPA/KA, NBQXy de
tetrodotoxina, lo cual indica que la liberacién de 5-HT y glutamato inducida por
MK-801 es dependiente del impulso nervioso. Conclusiones. En conjunto, los
resultados sugieren que laliberaciénde 5-HT enla CPFminducida por antagonistas
NMDA es secundaria aun aumento de la liberacion de glutamato en dicharegion.
Este efecto puede bloquearse por antipsicéticos atipicos pero no por los cldsicos.
Elhechode quelaadministracionlocal de dichos compuestos noalterela5-HT indica
quelosreceptores NMDA responsable de estos efectos se hallan fuera delaCPFm.

031. DIFERENTE REGULACION DEL TRANSPORTADOR DE 5-
HT TRAS LA ADMINISTRACION CRONICA DE FLUOXETINA,
VENLAFAXINA Y F-98214-TA

E. CASTRO*, A. MARTIN®, E. DEL OLMO€, I. ARTAIZC, L. LABEAGA €,
A. ORJALES®, A. PAZOS®

A DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA Y FARMACOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA/UNI-
VERSIDAD DECANTABRIA. SANTANDER.® DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA Y FARMA-
COLOGIA. UNIVERSIDAD DE CANTABRIA. SANTANDER. € DEPARTAMENTO DEINVESTI-
GACION. FAES FARMA. LEJONA. VIZCAYA, ESPANA

FINANCIACION: MCYT-PROFIT 2000-2003, SAF04-00941 Y EL INTEK

Eltransportador de serotonina (SERT) es una diana fundamental paralos firmacos
antidepresivos. Sinembargo, existen importantes discrepancias en laliteratura sobre
los cambios producidos en esta molécula tras la administracion de inhibidores
selectivos delarecaptacion de serotonina (ISRS), comola fluoxetina. Porotra parte,
la regulacién de este transportador por inhibidores mixtos de la recaptacién
(serotoninay noradrenalina) (IRSN), como venlafaxina, es practicamente descono-
cida. Eneste trabajo se han estudiado las modificaciones de SERT tras tratamiento
crénico (21 dias, p.o., 10mg/kg) con fluoxetina, venlafaxina y el IRSN de fuerte
componente serotonérgicoF-98214-TA. El transportador se marcé con [3H]citalopram
(2nM)en secciones cerebrales de rata. El tratamiento crénico con fluoxetina produjo
unareduccién muy significativaenladensidad de SERT enel niicleo dorsal del rafe
(NDR) (=78%,252,7 + 28,8 vs. 54,1 +£4,9 fmol/mg, grupos control y fluoxetina,
respectivamente, p<0,01) y enlas diversaslaminas delacorteza (—64%) e hipocampo
(—=65%), asi como en estriado (—60%). Laadministracion del F-98214-TA produjo
una disminucién de la densidad del transportador en el NDR (-29%, p < 0,05) y
un ligero descenso en algunas ldminas de la corteza (—-30%) y del hipocampo, que
solo alcanzé significacién en el drea CA1(-21%). Finalmente, 1a administracién
crénica de venlafaxina no produjo alteraciones significativas en la fijacion de
[3H]citalopram en ninguna de las 4reas analizadas. Estos resultados sugieren una
regulacion diferente del SERT tras laadministracion de antidepresivos en funcién
de laintensidad del componente serotonérgico del farmaco.

032. LA ESTIMULACION DE LOS RECEPTORES DE NUCLEO-
TIDOS ESPECIFICOS PARA UTP Y BZATP PRODUCE LA
ACTIVACION DE LA PKD EN ASTROCITOS CEREBELOSOS DE
LA RATA

E.GARCIA DELICADO ALM. GUTIERREZ CARRASQUERO*, T.IGLESIAS
VACAS B, M.T. MIRAS-PORTUGAL*

ADEPARTAMENTODE BIOQUfMICA YBIOLOGIAMOLECULARIV. FACULTAD DE VETE-
RINARIA. UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DEMADRID. MADRID.® INSTITUTO DEINVES-
TIGACIONES BIOMEDICAS. CSIC. MADRID, ESPANA

Laproteinacinasa D (PKD) es una nueva Ser-Thr-cinasa, sensible adiacilglicerol
como varios subtipos de PKCs, pero posee caracteristicas muy peculiares. Estudios
realizados en numerosos tipos celulares han demostrado que su activacién en células
intactas tiene lugar porun mecanismo dependiente, directa- 6 indirectamente, de la
activacion previade PKC. Ademads tras su estimulacién se produce unaredistribucion
intracelular pudiéndose translocar hasta el niicleo de lacélula. En muchos de estos
tipos celulares comoen células de muisculoliso, osteoblastos, linfocitos y plaquetas,
los receptores de nucledtidos participan y regulan algunas de sus funciones. Este
hechojunto conlaposible implicacién de PKD en procesos de plasticidad sindptica,
nos llevé a analizar su presencia y regulacion por nucleétidos en los astrocitos
cerebelosos de rata. Estos astrocitos expresan una gran variedad de receptores de
nucledtidos, sinembargo, inicamente los subtipos P2Y2/P2Y4 activados por ATP/
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UTPYy el receptor P2X7 activado a concentraciones milimolares de ATP, inducen
laactivaciéndelaPKD. Ademads, el BZATP agonista selectivo del receptor P2X7,
indujo cambios morfoldgicos tras una hora de estimulacién. Esto nos llevé a
profundizarenlasefalizacion de este receptor. Hemos demostrado que laactivacion
delaPKDinducidapor BZATP es transitoria, con un pico de estimulacién maxima
alos cinco min y no requiere calcio. Ademas, la activacién de laPKD es paparela
pero independiente de la activacion de las MAP cinasas y tiene lugar por un
mecanismo dependiente de PKC, ya que se previene por el inhibidor G6-6850.
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033. LA POTENCIAL IMPLICACION DE LA ACTIVACION DE
RAC1 GTPASA Y DEL ESTRES OXIDATIVO EN EL MODELO DE
RATON FMR1-KNOCKOUT

R. EL BEKAY#, S. ROMERO-ZERBO*, 1. DEL ARCO*, F. J. BERMUDEZ-
SILVAE, J. M. DECARA*, Y. DE DIEGO OTERO *

4 LABORATORIO DEINVESTIGACION. FUNDACION IMABIS. MALAGA.* LABORATORIO
DEINVESTIGACION. FUNDACION IIMABIS. MALAGA, ESPANA

Elsindrome X fragil es 1a primera causa de discapacidad mental hereditaria, causada
porinestabilidad delazonaderepeticiones CGGenel gen FMR 1y entltimo termino
por la falta de FMRP. Para intentar aportar algtin dato sobre la fisiopatologia del
sindrome hemos caracterizado los parametros de estatus oxidativo en el ratén nulo
del gen FMRI1, modelo del Sindrome X fragil. Debido a sus caracteristicas
fisiolégicas, el sistema nervioso central es altamente sensible alos radicales libres
quedesencadenaestrés oxidativo. Hemos observado mayor produccionde ROS en
macréfagos de ratones FMR 1-KO comparado con los controles WT. También, al
estudiar la peroxidacion lipidica observamos que el cerebro de ratones FMR 1-KO
tiene niveles altos de TBARS comparado con controles WT. El glutation intracelular
también se encontrabadisminuido en cerebrode ratones FMR 1-KO comparado con
los WT. Para caracterizarlas alteraciones moleculares que pueden estar implicadas
en la produccion de radicales libres hemos estudiado Racl GTPasa proteinade la
familia Rho, importante en la modulacién de la actividad de laNADPH-oxidasa,
enzimaclave de la produccién de los ROS. Los resultados mostraban que laRac1
GTPasaestd activada en el cerebro de ratones FMR 1-KO comparado con el basal
encontrado en controles WT. Estos resultados indican que la activacién de Racl
GTPasapodriaestarrelacionadaconlaexcesivaproducciénderadicaleslibresy con
laapariciondeestrés oxidativoenel cerebrodelos ratones X fragil, aportando nuevos
datos sobre los procesos fisiopatoldgicos implicados en ese tipo de patologia mental.

034. INHIBICION DE LA MUERTE CELULAR PROGRAMADA
DE MOTONEURONAS POR INMUNOGLOBULINAS DE
ENFERMOS CON ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA

S. HERNANDEZ ESTANOL*, J. CALDERO PARDO®, D. CIUTAT FALCO®,
I. ILLAS, J. E. ESQUERDA COLELL®

AUNITAT DE NEUROBIOLOGIA CEL-LULAR, DPT. CIENCIES MEDIQUES BASIQUES.
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UNIVERSITAT DE LLEIDA. LLEIDA. ¢ SERVEI DENEUROLOGIA. HOSPITAL DELA STA
CREUISANT PAU. BARCELONA, ESPANA

Laesclerosislateral amiotrofica (ELA) es unaenfermedad neurodegenerativairrever-
sible que afecta selectivamente las neuronas motoras (MN). Aunque su patogeniaes
desconocida, existen varios mecanismos descritos que contribuyen a la génesis del
dafioneuronal. Laautoinmunidad forma parte de estos procesos habiendo datos acerca
de la presencia de anticuerpos circulantes contra canales de calcio en los sueros de
enfermos de ELA. En algunos casos se han hallado también factores neurotéxicos
circulantes. Presentamos los resultados de unensayo con sueros de pacientes afectados
porenfermedad delaMN sobrelamuerte celular programada (PCD)de MN espinales
endesarrollo. Los sueros o su fraccion de Igs se han administrado in ovo aembriones
de pollo durante el periodo en que tiene lugar la PCD en este sistema (E5-9). Se ha
analizadoy cuantificadola poblacién de MN presentes en laregion lumbosacraen
embriones E10y no se haobservado efecto neurotéxico alguno. Paradéjicamente,
se observa un incremento significativo del nimero de MN indicando un efecto
inhibidor de los sueros sobre la PCD que se acompaiia de un incremento en la
ramificaci6én axonal intramuscular. Estos efectos estdn asociados a lafraccién de
inmunoglobulinas G. Mediante western blot se hadetectado que en muchos sueros
existen IgGs con capacidad de fijacion a proteinas del sistema neuromuscular del
embriénde pollocuyacaracterizacion proteémicaseestallevando acabo. Estos datos
refuerzan la idea de que, en algunos enfermos de ELA, existen fenémenos
autoinmunes cuyarelevancia patogénica o diagndstica debe serinvestigada.
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035. DOPAMINERGIC SYSTEM IS ALTERED IN A MURINE
MODEL WITH HAPLOINSUFFICIENCY OF DYRKIA

M. DIERSSEN SOTOS*, A. BORTOLOZZI , M. MARTINEZ DE LAGRAN*,
F. ARTIGUES®

4 PROGRAMA GENESY ENFERMEDAD. CENTRO DEREGULACION GENOMICA. BARCE-
LONA.® DEPARTMENTO DENEUROQUIMICA. CONSEJOSUPERIOR DEINVESTIGACIO-
NES CIENTIFICAS (INSTITUT D’INVESTIGACIONS BIOMEDIQUES AUGUST P11 SUN-
YER. BARCELONA.© DEPARTAMENT DENEUROQUIMICA. INSTITUTD ' INVESTIGACIONS
BIOMEDIQUES DE BARCELONA, CONSEJO SUPERIOR DEINVESTIGACIONES CIENTI-
FICAS(INSTITUT D’ INVESTIGACIONS BIOMEDIQUESAUGUST PIISUNYER. BARCELO-
NA, ESPANA

Dyrk1A has been considered a good candidate gene for the Down syndrome
phenotypic abnormalities due toits localization in the DS critical region of human
chromosome 21 and its involvement in central nervous system development. To
study the in vivo function of Dyrk1A, we have characterized mice with reduced
dosage of Dyrk1A. Since the null mutants died during midgestation, we used mice
with haploinsufficiency of DyrklA (DyrklA+/-). DyrklA+/— mice show a
hypodopaminergic phenotype characterized by hypoactivity in the wheel running
and an aggravation of motor alterations atadvanced ages. Inaccordance, Dyrk1A+/
—mice are less sensible to cataleptic effect in the bar test after administration of
dopaminergic D1 and D2 antagonists. On the other hand, the amphetamine-induced
release of dopamine in striatum was lower in Dyrk1A+/—than in control mice, as
assessed by microdialysis in freely moving mice. However, stereological methods
revealed anincreased dopamine neuronal density in the substantianigraof these mice,
compared with control mice. Our data support the hypothesis that Dyrk1 A may
participate in the Down syndrome motor phenotype through an alteration of the
dopaminergic system.

036. 6-HIDROXIDOPAMINA INDUCE MUERTE CELULAR A
TRAVES DE LA REDISTRIBUCION SUBCELULAR DE BAX EN
CELULAS SH-SY5Y

M. GOMEZ-LAZARO, M. F. GALINDO , F. J. FERNANDEZ-GOMEZ, J.
JORDAN

CIENCIAS MEDICAS. FACDEMEDICINA. UCLM.ALBACETE, ESPANA
FINANCIACION: SAF2002-04721 DE CICYT, 04005-00 DE JUNTA DE COMUNIDADES
DECASTILLALAMANCHA, Ci ONSEJERIA DESANIDAD AND SEF-ALMIRALL. M.F. G., M.
G.-LYF.J.F-G.SONBECARIOS DEJCCM

La6-hidroxidopamina (6-OHDA) es una neurotoxinaresultado delaoxidaciéndel
neurotransmisor dopamina, ampliamente utilizadaen modelos experimentales de
laenfermad de Parkinson. 6-OHDA es una moléculainestable que rapidamente se
autoxida generando productos quinolinicos y especies reactivas del oxigeno,
habiéndose postulado la participacién de la mitocondria en lacascada apoptética.
Un aumento en la permeabilidad de las membranas mitocondriales conlleva a la
translocacién de proteinas (citocromo ¢, caspasa-9, apaf...) al citoplasma, donde
forman un complejo multiproteico, apoptosoma, que provoca la iniciacién de la
cascadade degradacion celular. Recientemente, hemos demostrado que 6-OHDA
inducelaliberacion de citocromo ¢ de lamitocondriay laactivacion de caspasa-3,
procesos que son bloqueados por Bel-x1. En el presente trabajo profundizamos en
las vias de sefializacién que modulan laliberacién de citocromo c. 6-OHDA induce
liberacién de citocromo c en ausencia de edema mitocondrial e independiente de la
aperturadel porode permeabilidad transitoria; a través de un mecanismo que implica
la redistribucion de Bax y de p53. Los niveles proteicos de Bax y p53 son
incrementados por 6-OHDA. Bax puede ejercer su funcién mediante la translocacion
alamitocondriay suconsiguiente insercién en lamembrana mitocondrial externa.
p53escapazporsisolodeinducirlaapoptosis en células SH-SYSY yladisrupcion
delaactividad de caspasa-9 protege frente a 6-OHDA.

92

037. RECUPERACION MOTORA TOTAL EN ESTADIOS AVAN-
ZADOS DEL MODELO CONDICIONAL DE LA ENFERMEDAD DE
HUNTINGTON PESE A LA PERDIDA DE NEURONAS Y LA
FORMACION DE INCLUSIONES AMILOIDEAS IRREVERSIBLES
M. DIAZ HERNANDEZ*, J. TORRES PERAZA®, P. GOMEZ RAMOS €, M.
A. MORANE, J. ALBERCHP, J. J. LUCAS®

A CENTRO DEBIOLOGIA MOLECULARSEVERO OCHOA. £ CENTRO DEBIOLOGIA MOLE-
CULARSEVERO OCHOA. CSIC/UAM. CANTOBLANCO, MADRID.* DEPARTAMENTO DE
BIOLOGIA CELULAR IANATOMIA PATOLOGICA. FACULTAT DEMEDICINA, IDIBAPS,
UNIVERSITAT DE BARCELONA. BARCELONA, ESPANA.€ DEPARTAMENTO DEMORFO-
LOGIA. FACULTAD DE. MEDICINA, UNIVERSIDAD A UTONOMA DEMADRID. MADRID,
ESPANA.” DEPARTAMENTO DEBIOLOGIA CELULARIANATOMIA PATOLOGICA. ,FACUL-
TATDEMEDICINA, IDIBAPS, UNIVERSITAT DEBARCELONA. BARCELONA, ESPANA

Elmodelo transgénico condiconal de laenfermedad de Huntington (EH), previa-
mente generado en nuestro laboratorio (ratones Tet/HD94, Cell 2000; 101: 57-66).
reproduce laneuropatologiay sintomatologfamotoracaracteristicade laenfermedad.
Los ratones Tet/HD94 al haber sido generados con el sistema inducible por
tetraciclina (Tet-off) permiten apagar la expresion del transgen cuando ya se ha
desarrolladolaneuropatologiay sintomatologia motora. Enlacaracterizaciéninicial
vimos que la sintomatologia motora y la neuropatologia sonreversibles. Después
vimos que alas edades estudiadas, la sintomatologfa cursa sin perdida de neuronas,
sugiriendo que al menos en los estadios iniciales, la enfermedad se debe a una
disfunciénneuronal (J Neurosci2001;21: 8772-81) previaala perdidade neuronas.
Ahora nos planteamos estudiar si la reversion es posible en los estadios mas
avanzados delaenfermedad. Los estudios estereologicos realizados demuestran que
los ratones Tet/HD94 ya presentan una perdida significativa (12 %) de neuronas
estriatales a los 17 meses de edad. Esta perdida progresa hasta un 40 % a la edad
de 22 meses. La supresion de la expresion de la htt mutada desde los 17 a los 22
meses ralentizalaprogresivaperdidaneuronal, produce la casi total eliminacion de
inclusionesintracelulares y la total recuperacion del déficit motor. Curiosamente las
inclusiones que norevierten se tifien con el colorante tioflavina-S. Estaes laprimera
vez que un modelo animal reproduce las inclusiones de naturaleza amiloide
caracteristicade estaenfermedad. Ademds comoestas permanecen demostramos que
estas inclusiones no son las responsables de patologia motora.

038. EL BDNF MODULA EL SISTEMA DOPAMINERGICO NIGRO-
ESTRIATAL EN RATONES TRANSGENICOS PARA LA ENFER-
MEDAD DE HUNTINGTON

J.R. PINEDA*, J. M. CANALS®, M. BOSCH®, A. ADELL, G. MENGOD €,
F. ARTIGAS®, P. ERNFORS", J. ALBERCH"

* DEPARTAMENT DEBIOLOGIA CEL-LULARIANATOMIA PATOLOGICA.” DEP. BIOLOGIA
CEL-LULARIANATOMIA PATOLOGICA. FACULTAT DE MEDICINA, UNIVERSITAT DE
BARCELONA. BARCELONA.  DEPARTMENT OF NEUROCHEMISTRY. INSTITUTINVES-
TIGACIONS BIOMEDIQUES DEBARCELONA-CONSEJO SUPERIOR DEINVESTIGACIO-
NES CIENTIFICAS(IIBB-CSIC). BARCELONA.” LABORATORY OF MOLECULARNEURO-
BIOLOGY. DEPARTMENT OF MEDICALBIOCHEMISTRYAND BIOPHYSICS, KAROLINSKA
INSTITUTET. STOCKHOLM. “ DEP. BIOLOGIA CEL-LULARTANATOMIA PATOLOGICA.
FACULTATDEMEDICINA. UNIVERSITAT DE BARCELONA. BARCELONA, ESPANA

Laenfermedad de Huntington se caracteriza, por unadegeneracion progresivade las
neuronas de proyeccioén del nicleo estriado. Estas neuronas reciben conexiones
dopaminérgicas de la sustancia negra que consecuentemente también terminan
degenerando. Elestudiodel circuitodel control motor demuestraque ladisfunciénde
las neuronas dopaminérgicas puede contribuiralaafeccién de dichaenfermedad. En
el presente trabajo hemos analizado el papel de la neurotrofina BDNF en la via
nigroestriatal de animales transgénicos que reproducen dichaenfermedad utilizando
ratones doble mutantes que expresan huntingtinamutaday niveles reducidosde BDNF.
Comparando los ratones doble mutantes con los ratones mutantes paralahuntingtina
(R6/1),0bservamos unincrementoenelnimerode agregadosenlasustancianegra pars
compacta. Ademds, lareducciondelaexpresion de BDNF agravaladisfunciondelas
neuronas dopaminérgicas observadaenlosratones mutantes paralahuntingtina, como
ladisminucion en las proyecciones dopaminérgicas, el contenido de dopaminay sus
receptores estriatales. No obstante, ratones con huntingtina mutada con niveles de
BDNF normales o reducidos indistintamente, muestran la misma disminucién en el
transporte anterégrado, nimero de neuronas dopaminérgicas y volumen nigral. El
estudio de la actividad locomotora inducida por agonistas de los receptores de la
dopamina muestran que, en comparacion con los ratones R6/1, 1os dobles mutantes
tienen una menor actividad en respuesta a la amfetamina. Nuestros resultados
demuestran quelareducciéndelaexpresionde BDNFincrementaladisfunciéndelas
neuronas dopaminérgicasenanimales transgénicos paralaenfermedad de Huntington.
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039. NEURODEGENERACION TEMPRANA DE INTERNEURO-
NAS HIPOCAMPALES EN UN MODELO TRANSGENICO DOBLE
(PS1XAPP) DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

D. BAGLIETTO VARGAS*, B. RAMOS®, I. MORENO GONZALEZS, J. C.
DEL RIO®, J. F. LOPEZ TELLEZS, S. JIMENEZ®, C. CABALLEROP®, C.
SANTA MARIA®, Z. KHANE, D. RUANOP, J. VITORICA®, A. GUTIERREZ"
A DEPT. BIOLOGIA CELULCAR, GENETICA Y FISIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS/
UNIVERSIDAD DEMALAGA. MALAGA.® DEPT. BIOQUIMICA, BROMATOLOGIA Y TOXI-
COLOGIA.? DEPT.BIOQUIMICA, BROMATOLOGIA Y TOXICOLOGIA. FACULTAD DEFAR-
MACIA(UNIVERSIDAD DESEVILLA). SEVILLA. € DEPT. BIOLOGIA CELULAR, GENETICA
YFISIOLOGIA.” DEPT.BIOLOGIA CELULAR, GENETICA Y FISIOLOGIA. FACULTAD DE
CIENCIAS (UNIVERSIDAD DEMALAGA ). MALAGA.* CIMES/DEPT. MEDICINA. FACUL-
TAD DEMEDICINA (UNIVERSIDAD DEMALAGA ). MALAGA, ESPANA

FINANCIACION: FIS PI030214 (AG), SAF2002-03448 (JV), FIS PI030177 (DR) Y SA-
NOFI-AVENTIS(AGYJV)

Laenfermedad de Alzheimer (AD) se caracteriza porla presenciade placas amiloides
extracelulares, agregados fibrilares intracelulares y poruna pérdida neuronal extensa.
Sinembargo, son escasos los cambios neurodegenerativos que se han identificado
en modelos transgénicos (tg) de esta enfermedad. Nuestro objetivo es determinar
si poblaciones especificas de interneuronas hipocampales son particularmente
vulnerables, en estadios tempranos de estaenfermedad, enratones tg de AD. Hemos
analizado mediante RT-PCR cuantitativa, inmunocitoquimicay técnicas estereold-
gicaslastres principales poblaciones de interneuronas, las que contienen somatos-
tatina (SOM), parvalbimina (PV) o calretinina (CR), enratones tg PS1y PS1xAPP
de 2 a 18 meses de edad. Los resultados demuestran una disminucion profunda de
interneuronas SOM-positivas a los 6 meses de edad en los ratones PS1xAPP. La
subpoblacién de interneuronas que coexpresan SOM y NPY (células OLM y HIPP)
fueron las mds afectadas. La poblacién CR-positiva también mostré un descenso
notable aedades tempranas, mientras que no se detectaron cambios en la poblacién
de neuronas PV-positivas nien lapoblacién de neuronas glutamatérgicas principales.
Sedetectd unacorrelacioninversaentre laexpresion de Abetay de SOM/NPY. La
neurodegeneracion tempranay selectivade interneuronas podriarepresentar uno de
los primeros eventos patoldgicos enlaevoluciéon de AD y estar relacionadaconlos
déficits de memoria/aprendizaje en fases tempranas. Ademas, estos marcadores de
interneuronas podrian constituir valiosas herramientas moleculares para determinar
laefectividad terapéutica de posibles farmacos para AD.

040. PROTEINAS RGS4 Y RGS10 EN CORTEZA CEREBRAL
POSTMORTEM DE SUICIDAS CON DEPRESION UNIPOLAR

G.RIVERO*, A. M. GABILONDO*, J. A. GARCIA-SEVILLA®, J. J. MEANA *
* DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA. UNIVERSIDAD DEL PAIS VASCO/EUSKALHE-
RRIKO UNIBERTSITATEA. LEIOA (BIZKAIA).” LABORATORIO DENEUROFARMACOLO-
GIA.IUNICS. UNIVERSITAT DELESILLES BALEARS. PALMA. ILLES BALEARS, ESPANA

En suicidas con depresién unipolar se han descrito aumentos en la densidad del
adrenoceptor alfa-2A cuantificados conradioligandos agonistas que podriandeberse,
entre otras causas, aunamayor disponibilidad de las proteinas Gi/o. Aunque el nivel
deexpresiéndelas proteinas G no parece alterado, s podrian estarlolos mecanismos
queregulan suactividad. Eneste sentido, las proteinas RGS4 y RGS 10 (regulators
of G protein signalling) aumentan la actividad GTPasa de la subunidad alfa de las
proteinas Gi/o expresadas en cerebro, revirtiéndolas al estado inactivo. El objetivo
delestudio fuelacuantificacién de RGS4 y RGS 10 en cerebro humano post mortem
de suicidas con depresion unipolar frente a individuos control emparejados en
funciéndeedad, sexoy retraso autdpsico. Serealizaron experimentos de western blot
sobre preparaciones de membrana (RGS4, unabandade 36kDa, AbN-16)y citosélicas
(RGS10,dosbandasde 17-26kDa, Ab C-20) de corteza frontal. Respecto aun control
externo (100%), la densidad éptica de RGS4 fue similar en suicidas (96% + 6, n =
25) y en controles (103% + 5, n=25). En el caso de la densidad 6ptica de las dos
bandas correspondientes aRGS 10, no hubo diferencias estadisticamente significa-
tivas entre los suicidas y sus controles. Los niveles de RGS4Y RGS 10 no tuvieron
relacion con la administracién de tratamiento antidepresivo en los suicidas. Los
resultados sugieren que el aumento de densidad de los adrenoceptores alfa-2 A descrito
con radioligandos agonistas no estd relaciénado con una posible alteracién en la
cantidad de RGS4 y RGS10 en suicidas con depresion unipolar.
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041. FARMACOLOGIA Y FUNCION DEL CANAL TERMOSEN-
SIBLE TRPM8 EN NEURONAS SENSORIALES

R. MADRID MONTECINOS*, E. DE LA PENA B, C. BELMONTEB, F.
VIANAB

A NEUROFISIOLOGIA. INSTITUTO DENEUROCIENCIAS DEALICANTE/UMH. SANJUAN
DEALICANTE, ALICANTE. ® NEUROFISIOLOGIA. INTITUTO DE NEUROCIENCIAS DE
ALICANTE. SANJUAN DEALICANTE. ALICANTE, ESPANA

TRPMS es un canal catiénico termosensible activado tanto por frio (umbral < 25
°C) como por compuestos organicos como el mentol. Si bien este canal ha sido
propuesto como una de las entidades molecular responsable de 1a respuesta a frio
enneuronas sensoriales (NS), se desconoce suimportancia funcional alarespuesta
térmicaen comparacién conotros canales. Conel objetivodeidentificary caracterizar
bloqueadores de TRPMS8 que permitan determinar el efecto de la supresion de la
actividad del canal sobre la respuesta a frio en NS, hemos expresado TRPMS8 en
células HEK293 y hemos estudiadoel efecto de diferentes farmacos sobrelacorriente
activada por enfriamiento (Ifrio). Usandolatécnicade patch-clamp en sumodalidad
de célulacompletay bajo potencial controlado, hemos encontrado que tanto BCTC
(IC50:504 +35nM), como clotrimazol (IC50: 851 +27nM) y fenantrolina (IC50:
252+26uM)sonbloqueadores efectivos y reversibles de TRPMS. En NS cultivadas
del ganglio trigémino, hemos estudiado el efecto de BCTC sobre Ifrioy el potencial
de receptor despolarizante en respuesta a enfriamiento (PRfr{o). Bajo corriente
controlada, 3 uM BCTC redujo el PRfrio mdximo de 12,2+0,9mV a3,9+ 1,3
mV. Bajo potencial controlado, la misma concentracién saturante de BCTC redujo
lamagnitud delaIfrioenun92%. Estos resultados apuntan aque TRPMS, o canales
similares estructuralmente, son componente fundamental de larespuestaa frioen
una subpoblacion de NS.

0 42. ESTUDIO IN VITRO DE LA MODULACION COLINERGICA
DE LAS RESPUESTAS SINAPTICAS DE LOS NUCLEOS DEL
CORDON POSTERIOR

A.NUNEZ*, D. FERNANDEZ DE SEVILLA ®, M. RODRIGO ANGULO*, W.
BUNO®

A DEPARTAMENTO ANATOMIA, HISTOLOGIA YNEUROCIENCIA. FACULTAD DEMEDI-
CINA, UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MADRID. MADRID. ® INSTITUTO CAJAL. CSIC.
MADRID, ESPANA

FINANCIACION: MCYT (BFI2002-01107) Y CAM (GR/SAL/087772004)

Los niicleos del cordén posterior (NCP) reciben informacién somestésica de la
columnadorsaly delacortezasomestésicay fibras colinérgicas cuyoorigen y funcion
son desconocidos. Los mecanismos de modulacién colinérgica en los NCP se
analizaron mediante registros intracelulares con electrodos finos y de patch-clamp
enrodajas de cerebro de rata. Se estimularon las fibras de la columna dorsal y las
corticofugales. Se inyectaron ratas con toxina coléricaconjugada con oro coloidal
y se detectaron las neuronas colinérgicas que proyectan a los NCP, mediante la
combinacion de revelado con intensificador de plata e inmunocitoquimica contra
colin-acetil-tranferasa. El agonista colinérgico carbacol generé unadespolarizacion
del potencial de membranay unaumentodelaresistenciade entradadeestas neuronas.
La amplitud de los EPSPs y EPSCs provocados por la estimulacion de las fibras
afrentes disminuyeron en presencia de carbacol. Sin embargo, debido al aumento
de laresistenciade membrana aument6 laeficacia sindptica. El carbacol aumentd
lafacilitacion por pares de pulsos, sugiriendo unaaccion presindptica. Estos efectos
fueron bloqueados por atropina y pirencepina, indicando que son mediados por
activacion de receptores muscdricos m1. El estudio anatémico determiné que las
neuronas colinérgicas de proyeccién a los NCP estdn situadas en la formacién
reticular pontina y bulbar, asi como en niicleos motores sométicos y vegetativos.
En conclusién, la proyeccién colinérgica a los NCP facilita la transmision de la
informacién somatosensorial por mecanismos pre y postsindpticos mediados por
receptores muscarinicosml.
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043. DINAMICA DE LA REPRESENTACION DE LA VELOCIDAD
EN EL SISTEMA SOMATOSENSORIAL DE LA RATA

M. MARAVALL RODRIGUEZ*, R.S. PETERSEN®, E. ARABZADEHC, A L.
FAIRHALLP, C. PORTERA-CAILLIAU*, M.E. DIAMOND ©
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UMH-CSIC. SANT JOAN D’ALACANT. ” FACULTY IN LIFE SCIENCES. UNIVERSITY OF
MANCHESTER. MANCHESTER(REINO UNIDO). COGNITIVENEUROSCIENCESECTOR.
SISSA. TRIESTE(ITALIA).” DEPARTMENT OF PHYSIOLOGYAND BIOPHYSICS. UNIVER-
SITY OF WASHINGTON. SEATTLE(EE.UU.)." DEPARTMENT OF NEUROLOGY. UNIVERSI-
TY OF CALIFORNIA LOSANGELES. LOSANGELES, ESTADOS UNIDOS

Enlacortezaenbarriles (CB)delarata, las respuestas neuronales al roce de texturas
representan la velocidad y energiadela vibraciéndelas vibrisas. Estarepresentacion
de las caracteristicas fisicas del estimulo es la base neuronal de la discriminacién
de texturas. Durante la exploracion tactil, las respuestas de la CB cambian, o se
adaptan, dindmicamente. En este trabajo estudiamos los cambios producidos enlas
respuestas de la CB durante la presentacién continua de estimulos y evaluamos su
efecto sobre las representaciones somatosensoriales. Administramos alas vibrisas
de ratas anestesiadas vibraciones similares a las experimentadas durante la
exploracion natural. Examinamos si las neuronas de la CB adaptan sus respuestas
dindmicamente a las estadisticas de los estimulos, utilizando estimulos de ruido
blancocuyadistribucién estadistica variaenel tiempo. Durante laexploracion natural
y también durante la estimulacién con ruido blanco, las tasas de descarga de las
respuestas se adaptan conescalas de tiempo largas en comparacion con las utilizadas
para codificar estimulos individuales. Caracterizamos la adaptacién mediante
andlisis de correlacion inversa entre los potenciales de accion y los estimulos que
los generan. Calculamos los ‘filtros’ utilizados por la neurona para extraer las
caracteristicas del estimulo; observamos que mientras que los cambios de velocidad
sondetectados por filtros conun efecto excitador sobre la generacion de potenciales
deaccidn, las velocidades constantes tienen un efecto supresor. Este efecto supresor
explica gran parte de la adaptacién observada.

044. SUSTITUCION DE ESTIMULOS TACTILES POR ESTIMU-
LACION DE LA CORTEZA SOMATOSENSORIAL EN UNA
PRUEBA DE APRENDIZAJE ASOCIATIVO EN CONEJOS

R. LEAL-CAMPANARIO, J.M. DELGADO_GARCIA, A. GRUART I MASSO
DIVISION DENEUROCIENCIAS. UNIVERSIDAD PABLO DE OLAVIDE. SEVILLA, ESPANA

Enestetrabajo se estudié siun animal tiene una sensacién similar al ser estimulado
enlacortezasomatosensorial correspondiente al parche de vibrisas que cuando se
le estimula directamente sobre el propio parche. Paracomprobar esta hipétesis, se
realizaron seis grupos de experimentos en conejos, mediante un condicionamiento
clasicodelreflejo corneal, con un paradigmade traza ‘choque-soplo’. Enun primer
grupo se utilizé como CS un choque eléctrico (200 Hz, 100 ms) en las vibrisas,
seguido (500 ms después) de unsoplo (100 ms, 3kg/cm?) dirigido alacérnea, como
US.Enelsegundo, el choque (CS) se aplicé enlazonadelacorteza correspondiente
al parche de vibrisas. En el tercero, el CS fue un choque eléctrico en una zona de
lacortezaajenaalas vibrisas: lazonade las patas traseras. En el cuarto, se estimul6
durante 6dias en vibrisas (CS)y, luego, se cambid el estimulo alacortezade vibrisas
durante 5 dias. El quinto grupo fue igual al cuarto, sélo que en vez de estimular en
vibrisas, se estimulo en la corteza de la pata posterior (CS) durante 5 dfas. En el
sexto, se estimul6 en corteza de la pata (CS) durante 6 dias, y luego se estimulé
en las vibrisas durante 5 dias. En todos los casos, se comprobd que el animal
experimental no discrimina entre estimulos naturales y estimulos aplicados en la
corteza somatosensorial correspondiente, pero si entre zonas corticales, y/o de la
superficie corporal, diferentes.

045. RAFAGAS ESPONTANEAS Y ACTIVIDAD RITMICA EN EL
NUCLEO CUNEADO DE RATAS ANESTESIADAS

E. SANCHEZ FERNANDEZ A M. ROMERO ROCHA B, A.1. SENRA VINAS B,
J. A. LAMAS CASTRO®

ALABORATORIO DEELECTROFISIOLOGIA. FACULTAD DE BIOLOGIA/UNIVERSIDAD DE
VIGO.VIGO.® LABORATORIO DE ELECTROFISIOLOGIA. UNIVERSIDAD DEVIGO. VIGO,
ESPANA

Laactividad neuronal espontdneay ritmicaen los nicleos de las columnas dorsales
seidentificé hace tiempo en el gato anestesiado. En este trabajo, hemos estudiado
el comportamiento espontdneo de las células del nicleo cuneado (NC) en ratas
anestesiadas mediante registro extracelular.La mayoria de las neuronas registradas
(155/185) dispararon espontdneamente: el 73,5% con disparo en potenciales de
accion (PA) individuales y el 26,5% con disparo en rafagas, aunque las rafagas se
puedenobservarenel 59,4% delas células espontdneas. Encontramos disparoritmico
enel 14% de las células con rafagas y de PA individuales, situadas cerca del dbex

94

(x0,5mm). Aunque lafrecuenciadelos PA se encuentra principalmente en el rango
0-15 PA/s, la actividad ritmica espontanea estd sobre todo en el rango alfa/beta
(células con PA individuales: (26,1 + 3,6 Hz, n = 16; células con rafagas: 19,5 +
4,1Hz,n=6). Laestimulacion del lemnisco medial activé amenudo varias células
antidrémicas conlamismalatencia, loque implica probablemente que sonreclutadas
sincronizadamente por la estimulacion de campos receptores superpuestos, para
reforzar la sumacion temporal y espacial en sus dianas. Aproximadamente el 65%
delas células cuneolemniscales fueron neuronas con actividad espontanea (82,6%
con PA individuales, 17,4% ritmicas de PA individuales). A menudo observamos
respuestas ortodrémicas de corta latencia en las células del lemnisco medial no
activadas antidrémicamente, posiblemente por laactivacion através de colaterales
lemniscales. S6lo las células con disparo enrafagas ritmico fueron completamente
insensibles alaestimulacion lemniscal. Estos resultados muestran que las células
del NC pueden disparar espontdneamente rafagas ritmicas.

046. EFECTO DE LA ESTIMULACION MAGNETICA TRANS-
CRANEAL SOBRE LAS CARACTERISTICAS TEMPORALES DE
LA RESPUESTA DE LAS CELULAS DEL NUCLEO GENICULADO
LATERAL DEL GATO

N.ESPINOSA, J]. MARINO, C. DELABRA, C.RIVADULLA, M. FERNANDEZ,
J. CUDEIRO

NEUROCOM. UNIVERSIDAD DEA CORUNA.A CORUNA, ESPANA

FINANCIACION: MCYT (BFI2002-03200)

Laaplicacion de pulsos repetitivos de estimulacion magnética transcraneal (EMTr)
sobre lacorteza cerebral produce efectos enlaexcitabilidad neuronal que dependen
de la frecuencia e intensidad de estimulacién. Hemos utilizado esta técnica para
estudiarel control que las fibras corticofugales ejercen sobre el desarrollo temporal
de larespuesta de las células taldmicas. Se aplico EMTr (1 y 6 Hz, 50 y 100% de
intensidad maximadelequipo) sobrelacorteza visual primariade gatos anestesiados
y paralizados de manerasimultdneaal registroextracelular delarespuestaaestimulos
visuales de neuronas del niicleo geniculado lateral (NGL). Los estimulos consis-
tieronen enrejados sinusoidales en movimiento y en cuadrados presentados durante
periodos muy breves de tiempo (30 ms) en distintas posiciones del espacio visual,
loque permite caracterizar las propiedades espaciotemporales del campo receptor.
La estimulacién con EMTr a 6 Hz y al 50% indujo un retraso en la respuesta a
estimulacion con enrejados en el 70% de las células; el 30% restante no mostrd
cambios o bien mostr¢ el efecto opuesto. La EMTr al 100% provocé un adelanto
de la respuesta de la mayorfa de las células. El estudio del campo receptor
(estimulacién con cuadrados) indica que laEMTr (1 Hzy 50%) induce un retraso
ensuevoluciéntemporal. Losresultados indican quelacortezacontrolalaevolucion
temporal de las respuestas neuronales del NGL y que la EMTr permite estudiar la
contribucion delas conexiones corticofugales al procesamiento visual en el tdlamo.

047. ESTUDIO DEL PROCESAMIENTO DE NOMBRES, VERBOS
Y PSEUDOPALABRAS MEDIANTE POTENCIALES RELACIO-
NADOS CON EVENTOS (ERPs) Y CARTOGRAFIA CEREBRAL
J. P. LARA MUNOZ, C. MONTES GONZALO, M. A. BARBANCHO
FERNANDEZ, M. S. DAWID-MILNER, E. VILA HERRERO, S. GONZALEZ
BARON

UNIDAD DENEUROFISIOLOGIA HUMANA (CIMES). DEPARTAMENTO DEFISIOLOGIA
HUMANA. FACULTAD DEMEDICINA. MALAGA, ESPANA

Elestudio de modificaciones enlamemoria seméntica presenta especial interés en
sujetos sanos y constituye frecuentemente la primera manifestacion de numerosos
procesos neurodegenerativos, entre los que destacalaenfermedad de Alzheimer. En
este primerestudio, seha valoradoen 20 sujetos sanos laactividad neuronal mediante
técnicas electrofisioldgicas en unatarea de reconocimiento visual y representacion
mental de nombres, verbos y pseudopalabras (STIM 2.0, Neuroscan). A partir de
EEGdigital (SI 10-20), se obtuvieron para cada categoriade estimulo los promedios
delos ERPs, de cadasujetoy del grupo, eimdgenes de cartografia cerebral (SCAN
4.1, Neuroscan). Los ERPs mostraron las siguientes ondas (se indican latencia en
milisegundos y amplitud maxima en microvoltios con su localizacién): a)
Procesamiento de nombres: N130(-2.417,02),P200(3,8,Cz),N400 (-3,48,Cz),
P600(1,46,T5),N1000(-3,2,Pz)y P1000(2,32,F7).b) Procesamiento de verbos:
N130 (-2,54, 02), P200 (3,74, Pz), N400 (4,42, Fz), P500 (0,82, T5) y N1000
(—4,23, Pz). ¢) Procesamiento de pseudopalabras: N130 (-2,54, 02), P200 (5,38,
Cz), N400 (-3,07, Cz), P1000 (2,76, Fz) y N1000 (-2,54, F7). El estudio
electrofisiol6gico comparativo permitié definir patrones especificos para cada
categorfadeestimulo; las mayores diferencias se observaron paralas pseudopalabras.
Estosresultados manifiestan activaciones secuenciales de los sistemas neuronales
implicados. Muestran la validez de las técnicas de ERPs y cartografia cerebral para
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obtener patrones de procesamiento cortical evocados por palabras y pseudopalabras
ensujetos sanos, que pueden servir de referencia paralos obtenidos en pacientes con
deterioro cognitivo.

048. RESPUESTAS VISUALES EN EL CORTEX TEMPORAL
INFERIOR EN HUMANOS

F. GONZALEZ", L. RELOVA*, A. PRIETO®, M. PELETEIRO®

A FISIOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA, UNIVERSIDAD DESANTIAGO. SANTIAGO DE
COMPOSTELA.® NEUROCIRUGIA. COMPLEJO HOSPITALARIO UNIVERSITARIO DESAN-
TIAGO DE COMPOSTELA. SANTIAGO DE COMPOSTELA. € FISIOLOGIA. FACULTAD DE
MEDICINA, UNIVERSIDAD DESANTIAGO DE COMPOSTELA. SANTIAGO DE COMPOSTE-
LA.ACORUNA, ESPANA

Objetivo.Estudiarlas caracteristicas de las respuestas evocadas visuales enlacorteza
temporoparietooccipital (TPO), occipital medial (OM) y occipitotemporal basal
(OTB) enhumanos. Pacientes y métodos. Hemos estudiado las respuestas visuales
enlas dreas corticales mencionadas aladisparidad, colory textura en una paciente
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con epilepsia refractaria al tratamiento médico en la que se decidi6 realizar un
tratamiento quirdrgico colocdndole tres mantas de electrodos subdurales. Como
estimulos visuales se utilizaron estereogramas de puntos al azar (RDS), figuras
sélidas y contextura, y figuras en color. Las respuestas evocadas por estos estimulos
enlasuperficie cortical seregistraron mediante los electrodos subdurales utilizando
unequipo convencional de potenciales evocados visuales. Resultados y conclusio-
nes. No hemos conseguido respuestas visuales en TPO. Sin embargo, hemos
obtenido claras respuestas en OM (dreapericalcarina) y en OTB (16bulo fusiforme).
Enellébulo fusiforme las respuestas ala disparidad fueron claramente dependientes
de la disparidad, textura y color del estimulo, y del hemicampo estimulado. Por
elcontrario, lasrespuestas en el drea pericalcarinano fueron dependientes de la textura
ni de la disparidad. La estimulacién con RDS decorrelacionados produjeron
respuestasenel dreacalcarinaperonoenell6bulo fusiforme. Estos resultados indican
que el I6bulo fusiforme estd relacionado con la estereopsis, el reconocimiento de
formasy lapercepcion al color. Ademds sugieren que esta estructura tiene un nivel
jerarquico alto, aunque no supone un estadio final en el procesamiento de la
informacion visual.
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