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SD Sprague-Dawley

SDH Succinat deshidrogenasa

SFO Subfornical organ,

 Òrgan subfornical

Smac Second mitochondria-derived

activator of caspase

SNC Sistema nerviós central

tBid Forma truncada del Bid

TJ Tight junctions,

 Unions estretes

TNF�� Tumour necrosis factor ����

 Factor de necrosi tumoral �

TUNEL Terminal dUTP Nick End Labeling

UA Unions adherents

VDAC Voltage-dependent anion channel,

Canal aniònic dependent de voltatge

ZO Zonula occludens
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I. INTRODUCCIÓ 

La introducció ha estat dividida en tres grans apartats. 

En el primer es fa referència a la malaltia de Huntington i al model experimental en rata 
d’aquesta malaltia basat en la intoxicació per àcid 3-nitropropiònic (3-NPA). 

En el segon, s’exposen els mecanismes implicats en la mort neuronal, un dels aspectes 
que s’estudiaran en el present treball en el context de la intoxicació per 3-NPA. 

En el tercer, es descriu la barrera hematoencefàlica en el context de la intoxicació per   
3-NPA.
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1. MALALTIA DE HUNTINGTON.  

La malaltia de Huntington (MH), també anomenada corea de Huntington, és una malaltia 

neurodegenerativa hereditària autosòmica dominant que s’inicia normalment entre els 35 i 

50 anys d’edat, i té una prevalença d’entre 3 i 10 casos per cada 100.000 individus a Europa 

Occidental i a Amèrica del Nord. La malaltia va progressant al llarg del temps, i porta 

inevitablement a la mort de qui la pateix entre 15 i 20 anys després de l’aparició dels primers 

símptomes (Gil i Rego, 2008). Originalment, la MH va ser descrita per George Huntington al 

segle XIX (Huntington, 2003, reproducció de l’article original), però no va ser fins el 1993 que 

un consorci organitzat per la Hereditary Disease Foundation va descobrir la mutació 

genètica que n’és la responsable. Aquesta mutació consisteix en una expansió inestable de 

la seqüència de nucleòtids CAG, que codifiquen per l’aminoàcid glutamina, d’un gen situat al 

cromosoma 4p16.3 que codifica una proteïna de 3136 aminoàcids amb pes molecular de 

360 kDa que s’anomena huntingtina (Htt), la funció de la qual és desconeguda. En individus 

normals, aquesta proteïna conté una cadena d’entre 6 i 39 unitats de glutamina, mentre que 

en pacients afectats per la malaltia, el nombre d’unitats de la cadena oscil·la entre 36 i 180. 

Aquest solapament entre els dos intervals fa pensar que la patogènesi de la MH podria ser 

multifactorial, o bé que en determinades poblacions la seva penetrància és incompleta 

(Walling i col., 1998). El nombre de repeticions addicionals del triplet CAG no sembla que 

agreugi la severitat de la malaltia, i només quan el nombre d’unitats de glutamina és molt 

elevat sembla que s’avanci l’edat d’aparició de la simptomatologia (Squitieri i col., 2002).

1.1. Manifestacions clíniques. 

Els primers símptomes que s’observen en els pacients de MH són subtils, i comprenen 

malaptesa, dificultats en la mobilitat ocular i moviments maldestres lleugerament 

incontrolats. Aquestes alteracions van evolucionant lentament, de manera que s’observa un 

augment progressiu dels moviments involuntaris de la musculatura proximal i distal (corea, 

discinèsia, distonia). A mida que la situació es va agreujant, els pacients perden la seva 

capacitat per moure’s i a vegades per comunicar-se. Als estadis finals de la malaltia hi ha 

rigidesa i bradicinèsia, i la mort s’acostuma a produir per fallida cardíaca o per pneumònia 

per aspiració (Gil i Rego, 2008). Acompanyant a tota aquesta simptomatologia, la majoria 

dels pacients, encara que mantinguin la ingesta calòrica constant, experimenten una pèrdua 

de massa muscular i de pes (Kirkwood i col., 2001). Es pensa que les alteracions 

metabòliques a nivell sistèmic poden tenir a veure amb la MH, ja que s’ha trobat una 

correlació entre els nivells d’aminoàcids ramificats (valina, leucina, isoleucina), la pèrdua de
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pes i la progressió de la malaltia (Mochel i col., 2007). També s’han trobat alteracions 

hormonals, com nivells elevats de corticosteroides o baixos de testosterona (Leblhuber i col., 

1995; Markianos i col., 2005) i diabetis (Farrer, 1985). Finalment, les capacitats cognitives 

també es veuen severament alterades durant la progressió de la MH, fins que en estadis 

avançats els pacients mostren demència profunda, comportament maniacodepressiu, canvis 

de personalitat i en alguns casos tendència al suïcidi (Huntington, 2003).

1.2. Manifestacions neuropatològiques. 

El principal signe patològic que s’observa a la MH és l’atròfia gradual de l’estructura cerebral 

anomenada neoestriat, que comprèn els nuclis caudat i putamen (Brouillet i col., 1999; Fan i 

Raymond, 2007). L’estudi del patró de degeneració d’aquesta estructura cerebral en teixit 

post mortem ha permès classificar els casos de MH en 5 graus diferents de severitat, que 

van del 0 al 4, i culminen, en el cas del grau 4, amb la pèrdua del 95 % de les neurones 

estriatals (Vonsattel i col., 1985). Paral·lelament, als graus 3 i 4 de la malaltia també es 

detecta degeneració d’altres estructures cerebrals com són l’escorça, el tàlem, els nuclis 

subtalàmics, la substància negra, la matèria blanca i el cerebel (Vonsattel i DiFiglia, 1998). 

Dins del neoestriat, les neurones espinoses mitjanes GABAèrgiques (NEMG), que suposen 

el 95 % de les neurones presents a l’estructura, són les que resulten bàsicament afectades, 

mentre que les interneurones mitjanes no espinoses (que contenen somatostatina, 

neuropèptid Y o NADPH-diaforasa), les interneurones colinèrgiques i les neurones 

GABAèrgiques (que contenen parvalbúmina) romanen relativament fora de perill (Glass i 

col., 2000). El putamen rep entrades dopaminèrgiques provinents de la substància negra i 

entrades glutamatèrgiques provinents de l’escorça i el tàlem, i projecta axons GABAèrgics 

inhibitoris cap a les parts interna i externa del globus pàl·lid i cap a la substància negra de 

nou. Les NEMG es poden dividir en dos tipus segons si projecten directament o indirecta 

cap a la part interna del globus pàl·lid i la substància negra reticulada. Les de projecció 

directa contenen els pèptids substància P i dinorfina i expressen el receptor de dopamina 

D1. Les de projecció indirecta expressen encefalina i el receptor dopaminèrgic D2, i 

projecten cap a la  part externa del globus pàl·lid (Obeso i col., 2008). Donat que les NEMG 

tenen un efecte inhibitori, la seva degeneració seria la responsable de les alteracions en el 

funcionament del circuit motor, que es traduirien en la corea i la bradicinèsia; en el circuit 

associatiu, que es traduirien en moviments anormals dels ulls; i finalment en el circuit límbic, 

que serien les responsables de la simptomatologia afectiva (Joel, 2001). 
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La Htt està present de manera constitutiva a les cèl·lules neuronals i no neuronals de tot 

l’organisme. A nivell cerebral, la seva mutació provoca una pèrdua selectiva de neurones en 

determinades estructures i no en d’altres. El mecanisme que hi ha al darrere d’aquesta 

selectivitat roman desconegut. A les regions més afectades dels cervells dels pacients de 

MH, que són el neoestriat i l’escorça, s’observa una distribució intracel·lular alterada i una 

acumulació perinuclear de la Htt mutada (m-Htt), en forma d’inclusions intranuclears i 

agregats proteics en neurites distròfiques (DiFiglia i col., 1997; Sapp i col., 1999), els quals 

són elements comuns a altres malalties originades per les cadenes poliglutamíniques. 

Malgrat això, les neurones que contenen inclusions no són les més vulnerables i, de fet, 

s’observa que algunes de les neurones que no degeneren són les que contenen més 

quantitat d’agregats proteics (Kuemmerle i col., 1999).

1.3. Mecanismes implicats en la fisiopatologia de la MH. 

Estudis fets mitjançant radiolligands en teixit cerebral de malalts afectats per la MH han 

mostrat una pèrdua desproporcionada dels receptors de N-metil-D-aspartat (NMDAR) a 

l’estriat de pacients amb risc de desenvolupar MH que presentaven simptomatologia 

primerenca o que, fins i tot, encara no mostraven símptomes. Aquest fet suggereix que les 

neurones amb elevada expressió de NMDAR són les que més aviat degeneren durant el 

curs de la malaltia, i ha donat peu a plantejar que l’excitotoxicitat, que és un procés que es 

relaciona amb l’activitat d’aquests receptors, pot jugar un paper important en el 

desenvolupament de la MH (Fan i Raymond, 2007). 

Per altra banda, s’han detectat, tant en pacients afectats per la MH com en teixit cerebral 

post mortem, nombroses anormalitats a nivell de la funció mitocondrial i del metabolisme 

energètic que es pensa que poden actuar de manera sinèrgica amb el procés 

d’excitotoxicitat, contribuint així a la progressió de la malaltia (Brouillet i col., 1999; Gil i 

Rego, 2008; Sawa, 2001). Resulta interessant observar que, sumades a les observades al 

sistema nerviós central (SNC), els afectats per la MH presenten alteracions mitocondrials i 

del metabolisme energètic a nivell de teixits perifèrics (Fan i Raymond, 2007).  

1.3.1. Excitotoxicitat. 

El concepte “excitotoxicitat” s’associa a la mort cel·lular provocada per l’acció tòxica 

d’aminoàcids excitadors. Donat que el glutamat és el principal aminoàcid excitador del SNC 
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dels mamífers, es parla de mort neuronal per excitotoxicitat a la originada per l’exposició 

perllongada a aquest aminoàcid, fet que porta associat una entrada excessiva d’ions Na+ i

Ca2+ i d’aigua dins de les cèl·lules afectades. L’acumulació de Ca2+ resulta especialment 

tòxica per les neurones, ja que posa en marxa l’activació de diversos enzims com proteases, 

endonucleases i fosfolipases amb capacitat per degradar diferents components cel·lulars 

(Fan i Raymond, 2007). A la mitocòndria, l’elevada concentració de Ca2+ provoca una 

alteració de la producció d’ATP, fet que dificulta el funcionament dels mecanismes que 

regulen la concentració intracel·lular d’aquest ió, els quals són dependents d’energia. La 

disfunció mitocondrial, juntament amb l’activació dependent de Ca2+ d’enzims con la xantina 

oxidasa i l’òxid nítric sintasa (NOS) provoquen, a més a més, la generació de radicals lliures 

que contribueixen al dany cel·lular (Estrada Sánchez i col., 2008). L’elevació de la 

concentració de Ca2+ i de l’activitat de diferents enzims catabòlics pot activar una sèrie de 

processos que desemboquen en la mort neuronal per apoptosi o necrosi (Ndountse i Chan, 

2009).

Els receptors postsinàptics que s’activen per la unió de glutamat poden ser de dos tipus: 

receptors metabotròpics acoblats a proteïnes G, els quals poden ser activadors o inhibidors, 

o bé receptors ionotròpics, els quals permeten l’entrada de cations a la neurona a través 

d’un porus que el receptor forma. A la vegada, aquests receptors ionotròpics es classifiquen 

en tres tipus principals en funció de quin és el seu agonista selectiu: N-metil-D-aspartat 

(NMDA), �-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionat (AMPA) i kaïnat (Brouillet i col., 

1999). L’activació dels receptors AMPA i kaïnat indueix l’entrada de Na+ i posterior 

despolarització de la membrana cel·lular. Això promou l’alliberació del canal iònic del 

NMDAR, per extrusió del Mg2+ que normalment el bloqueja, i la posterior entrada de Na+ i

Ca2+ quan el receptor esdevé plenament activat pel glutamat i pel co-agonista glicina 

(Estrada Sánchez i col., 2008). Es pensa que els NMDAR funcionals són estructures 

tetramèriques formades per dues subunitats NR1 i almenys dues unitats NR2. Les unitats 

NR2 poden ser codificades per quatre gens diferents, de manera que se’n troben de tipus A, 

B, C o D. En el cervell adult, a la part anterior, es troben principalment les de tipus A i B. Les 

diferents combinacions entre les subunitats NR1 i NR2A o NR2B porten a la formació de 

receptors que, tot i tenir propietats similars, presenten diferències a la seva distribució 

subcel·lular i resposta fisiològica (Fan i Raymond, 2007). Es creu que la resposta 

proapoptòtica mediada per l’activació dels NMDAR amb subunitats NR2B, en la que està 

implicada l’activació de caspases i la via intrínseca de l’apoptosi mitjançada per la 

mitocòndria (Fan i Raymond, 2007), podria ser contrarestada per mecanismes de 

supervivència cel·lular que es posarien en marxa a través de l’activació dels NMDAR del 

subtipus NR2A (Broughton i col., 2009).  
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Figura 1. Mecanisme d’excitotoxicitat secundària o indirecta (Brouillet i col., 1999)

D’altra banda, s’entén per excitotoxicitat secundària o indirecta el procés de mort neuronal 

que es produeix quan hi ha una fallida del metabolisme energètic de la cèl·lula, situació en la 

qual el glutamat, a concentració fisiològica, pot activar els NMDAR (Figura 1). La producció 

insuficient d’ATP, lligada a deficiències de la glucòlisi o a la presència de toxines que afecten 
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la funció mitocondrial, fa que la membrana citoplasmàtica de la neurona perdi el seu 

potencial de repòs, el qual es manté per l’acció de les ATPases de Na+/K+. La 

despolarització resultant fa que el Mg2+ que bloqueja el canal dels NMDAR es perdi, amb la 

qual cosa el glutamat ambiental els pot activar. D’aquesta  manera, la resposta excitotòxica 

comentada anteriorment es posa en funcionament (Dong i col., 2009; Estrada Sánchez i col., 

2008). En tots els casos, la mort neuronal deguda a l’excitotoxicitat secundària es pot 

prevenir amb antagonistes dels NMDAR com el MK801 o l’APV.

El mecanisme d’excitotoxicitat secundària s’ha estudiat àmpliament in vivo mitjançant 

l’administració directa al cos estriat de rates d’experimentació de toxines mitocondrials com 

l’amino-oxiacetat, la rotenona, el MPP+, el malonat, el Mn2+ o la 3-acetilpiridina (Brouillet i 

col., 1999). Com a resultat d’aquestes administracions, en tots els casos s’ha observat un 

augment de la formació de lactat, una disminució de l’ATP i la degeneració preferent de les 

NEMG (Parent i Hazrati, 1995). La neurodegeneració es podia evitar mitjançant 

l’administració prèvia d’antagonistes dels NMDAR o eliminant les aferències 

glutamatèrgiques. Tot i que no es podia descartar que algun altre mecanisme de mort 

cel·lular, per exemple l’apoptosi, estigués implicat a la neurodegeneració observada, es va 

concloure que la despolarització de la membrana, l’alliberació del Mg2+ dels NMDAR i

l’augment posterior de la concentració de Ca2+ hi jugaven un paper determinant.

El cos estriat rep abundants aferències excitatives glutamatèrgiques provinents de l’escorça 

cerebral. Així, es pensa que si l’excitotoxicitat associada a glutamat juga un paper destacat a 

la MH, la degeneració selectiva de les neurones del cos estriat es podria explicar pel tipus 

de receptors que tinguin o per la quantitat d’aferències que rebin. En aquest sentit, s’ha vist 

que les interneurones estriatals, que resulten menys afectades per la malaltia, tenen menys 

entrades excitatives que les NEMG. Alhora, aquestes últimes tenen nivells molt més elevats 

de NMDAR de tipus NR2B amb elevada permeabilitat als ions Ca2+, fet que les fa més 

sensibles al glutamat (Sieradzan i Mann, 2001). A més a més, estudis duts a terme en 

cervells obtinguts d’autòpsies de pacients de MH també semblen confirmar aquesta hipòtesi 

donat que, mitjançant la utilització de radiolligands, s’ha trobat una pèrdua elevada de 

NMDAR al seu cos estriat (Fan i Raymond, 2007). Altres estudis in vitro han mostrat que 

l’expressió simultània de la m-Htt i les subunitats NR1 i NR2B potencia la mort per 

excitotoxicitat (Zeron i col., 2001). La m-Htt també pot augmentar la sensibilització dels 

NMDAR (Sun i col., 2001; Song i col., 2003) i el flux d’ions específicament a través dels 

receptors NR1/NR2B (Chen i col., 1999).
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1.3.2. Alteracions mitocondrials i del metabolisme energètic. 

Pel que fa al metabolisme energètic, estudis realitzats en pacients de MH utilitzant PET i 

teixit post mortem han suggerit que la disfunció mitocondrial i les alteracions metabòliques 

juguen un paper destacat a la malaltia (Brouillet i col., 1999; Gil i Rego, 2008; Sawa, 2001). 

S’ha trobat un descens significatiu del consum de glucosa a l’escorça (lòbuls frontal i 

temporal) i al cos estriat (caudat i putamen) tant en pacients presimptomàtics com 

simptomàtics, i una reducció de l’activitat de l’aconitasa, enzim del cicle dels àcids 

tricarboxílics que es pensa que és particularment sensible a la inhibició per radicals lliures 

com el peroxinitrit (ONOO-) i el superòxid (O2
-), fet que es podria interpretar com a indicador 

indirecte de la generació d’espècies reactives d’oxigen (ROS, Reactive oxygen species)

associada a la disfunció mitocondrial i a l’excitotoxicitat. També s’ha detectat una disminució 

significativa de l’activitat dels complexos de la cadena respiratòria mitocondrial (CCRM) II i III 

del cos estriat, amb una reducció de l’oxidació de succinat que oscil·la entre el 39 % i el 59 

%. A més a més, el CCRM IV també es veu afectat, tot i que més lleugerament, i hi ha 

resultats contradictoris pel que fa a l’activitat del CCRM I, tot i que en gran part dels estudis 

no s’ha trobat alterat. Finalment, altres troballes destacables són l’augment de la 

concentració de lactat a l’estriat i l’escorça, un augment de la relació lactat/piruvat al líquid 

cefaloraquidi (LCR), una disminució de la producció mitocondrial d’ATP i una disminució de 

la relació fosfocreatina/fosfat inorgànic al múscul esquelètic. 

1.4. Models experimentals de la MH. 

La investigació de nous mecanismes involucrats en la patogenicitat de la MH amb la finalitat 

de desenvolupar noves teràpies efectives passa per l’estudi de les alteracions funcionals 

produïdes per la mutació responsable de la malaltia. Els models transgènics es fan 

necessaris per determinar el mecanisme que hi ha al darrere de l’alteració funcional del 

CCRM II per part de la m-Htt, el qual roman desconegut, per aprofundir en el paper de la 

disfunció mitocondrial i per estudiar les interaccions particulars entre la m-Htt i les proteïnes 

del seu entorn, les quals podrien explicar la degeneració preferent del cos estriat observada 

a la malaltia (Oliveira, 2010). De models transgènics desenvolupats en rosegadors que 

expressen fragments N-terminals de Htt o Htt completa amb expansions patològiques de la

cadena poliglutamínica n’hi ha diversos (Beal i Ferrante, 2004). A més a més, els models 

genètics han guanyat en versatilitat amb la utilització de vectors lentivírics, ja que aquests 

vectors permeten ampliar el rang d’espècies animals utilitzades i estudiar l’efecte de la 
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sobreexpressió o la manca de determinades proteïnes sobre la toxicitat de la m-Htt 

(deAlmeida i col., 2002). 

Les alteracions fisiopatològiques i de comportament observades a la MH també es poden 

replicar mitjançant l’administració de diferents substàncies químiques com l’àcid quinolínic o 

l’àcid kaïnic (Fan i Raymond, 2007). Un altre model, basat en l’administració de la toxina 

àcid 3-nitropropiònic (3-NPA, 3-nitropropionic acid), ha estat el més emprat per obtenir una 

reproducció a nivell fenotípic de la MH, malgrat que no comporta expressió de m-Htt. La 

utilització del 3-NPA permet replicar en animals d’experimentació el fenotip de determinades 

malalties neurodegeneratives que cursen amb degeneració dels nuclis caudat i putamen. En 

general, la neurodegeneració que s’observa després de la seva administració presenta uns 

trets similars als que s’observen a nivell clínic en patologies provocades per defectes 

genètics a nivell mitocondrial, alteracions del metabolisme energètic derivades de la ingesta 

de toxines, hipòxia perinatal i accident vascular cerebral (AVC) en adults, situacions en les 

quals el cos estriat es veu especialment afectat. De tota manera, el 3-NPA s’ha utilitzat 

bàsicament en el context de la MH ja que, tot i que no es pot considerar que tingui el seu 

origen en les alteracions mitocondrials, presenta un fenotip i unes alteracions moleculars 

que es poden reproduir en gran part amb l’administració de la toxina.

Alguns dels mecanismes implicats en la neurodegeneració estriatal induïda pel 3-NPA 

també juguen un paper a la toxicitat de la m-Htt. Entre aquests punts en comú hi ha 

l’afectació del CCRM II, que provoca la disminució del potencial de membrana mitocondrial, 

l’alteració de l’homeòstasi del Ca2+, l’alliberació de proteïnes mitocondrials com el citocrom c

al citoplasma cel·lular i l’eventual activació de caspases. En aquest sentit, s’ha vist que 

cèl·lules que expressen la m-Htt presenten alteracions al potencial de membrana i a 

l’homeòstasi del Ca2+ (Panov i col., 2002; Sawa i col., 1999), canvis de la immunoreactivitat 

del citocrom c i la caspasa-9 (Kiechle i col., 2002) i l’activació anormal d’altres caspases (Vis 

i col., 2005). L’alteració dels nivells de Ca2+ porta a l’activació d’enzims dependents d’aquest 

catió com la NOS, amb el consegüent augment de la producció d’òxid nítric, i les calpaïnes, 

que poden degradar proteïnes implicades en vies de supervivència. Finalment, el 3-NPA 

també indueix un augment de les ROS. Cal destacar que tant l’augment de la producció de 

ROS (Tabrizi i col., 1999) com l’activació de calpaïnes (Gafni i Ellerby, 2002) s’han detectat 

en teixit post mortem d’afectats de la MH. 

En definitiva, la utilització de models basats en l’administració del 3-NPA pot contribuir a 

assolir una millor comprensió dels processos cel·lulars que s’activen a la MH, i pot aportar 

noves hipòtesis de treball per als estudis que utilitzen models transgènics. Cal afegir que 
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aquests últims tenen un inconvenient que consisteix en el fet que, en contra del que passa a 

la MH, presenten una pèrdua de neurones molt limitada tot i mostrar una atròfia severa del 

cos estriat. En els models basats en vectors vírics s’observa una pèrdua neuronal 

progressiva, tot i que les lesions observades són petites i no van acompanyades de 

deficiències motrius (Brouillet i col., 2005). En canvi, els models basats en el 3-NPA sí que 

presenten una elevada pèrdua de neurones estriatals acompanyada d’alteracions motores i 

cognitives. La neurodegeneració observada en aquests models és relativament fàcil de 

caracteritzar, fet que ha de permetre desenvolupar de manera ràpida assaigs encaminats a 

avaluar l’eficàcia de nous agents terapèutics que puguin actuar sobre les alteracions 

derivades del dany mitocondrial.

1.4.1. Àcid 3-nitropropiònic. 

El 3-NPA és una toxina mitocondrial la ingesta de la qual provoca, en mamífers, una 

degeneració cerebral que afecta preferentment el cos estriat i que va acompanyada de 

manifestacions neurològiques severes. La toxina és un metabòlit derivat del 3-nitropropanol, 

substància que es troba de forma natural en plantes lleguminoses dels gèneres Astragalus o

Indigofera, i en fongs del gènere Arthrinium. La identificació del 3-NPA com a agent tòxic es 

va fer a l’oest dels Estats Units, on es va veure que el bestiar que havia ingerit les 

lleguminoses anteriorment citades presentava diverses alteracions motores consistents en 

debilitat general, descoordinació de les seves extremitats posteriors i paràlisi. Més endavant,

es va observar que les persones que havien ingerit canya de sucre contaminada amb 

l’esmentat fong desenvolupaven una encefalopatia aguda. Entre el 1970 i el 1989 es van 

registrar prop de 900 casos d’intoxicació per 3-NPA en humans. El 10 % dels afectats van 

morir, alguns es van recuperar completament i molts d’ells van patir un deteriorament 

neurològic persistent caracteritzat per distonia d’inici retardat, espasmes i ganyotes facials 

(Ludolph i col., 1991). Un estudi posterior d’intoxicació per ingesta de canya de sucre 

contaminada realitzat a la Xina va confirmar aquests resultats (He i col., 1995). 

1.4.1.1. Neurotoxicitat del 3-NPA. 

Els primers estudis controlats fets amb 3-NPA en animals (Gould i Gustine, 1982; Gould i 

col., 1985; Hamilton i Gould, 1987a, 1987b) van revelar la capacitat de la toxina per produir 

lesions cerebrals semblants a les observades en situacions d’hipòxia. Aquestes lesions eren 

fruit de la capacitat del 3-NPA per alterar la cadena respiratòria mitocondrial i, per tant, el 



12 

metabolisme energètic cel·lular, fet que portava a l’activació de fenòmens d’excitotoxicitat i 

d’estrès oxidatiu que en última instància desembocaven en la mort neuronal. 

Diversos estudis in vitro han permès observar que el 3-NPA és un inhibidor irreversible de 

l’enzim del CCRM II succinat deshidrogenasa (SDH), que es troba a la membrana interna de 

la mitocòndria (MIM) i s’encarrega d’oxidar el succinat a fumarat. A més a més, també 

inhibeix el CCRM III. La SDH participa tant a la fosforilació oxidativa com al cicle dels àcids 

tricarboxílics, de manera que la seva inhibició altera els dos processos i provoca, en última 

instància, un descens sever de la producció de fosfocreatina, ATP i GTP i un augment de la 

producció de lactat a partir de piruvat. El 3-NPA té una estructura química molt semblant a la 

de l’àcid succínic (Figura 2), el substrat de la SDH, fet que explicaria que pugui ocupar el 

centre catalític de l’enzim. Un cop allà, la flavina del centre catalític de la SDH oxida el 

carbanió de la forma dianiònica de la toxina, formant-se 3-nitroacrilat. Posteriorment, el 

3-nitroacrilat forma un enllaç covalent amb un grup sulfhidril essencial per a l’activitat de 

l’enzim, de manera que aquest queda inhibit irreversiblement (Figura 3) (Alston i col., 1977; 

Coles i col., 1979). 

Figura 2. Fórmules químiques del 3-NPA i de l’àcid succínic.

A nivell in vivo, l’administració sistèmica de 3-NPA produeix una disminució marcada de 

l’activitat de la SDH als cervells de les rates o els ratolins tractats. La disminució de l’activitat 

de l’enzim es dóna de manera homogènia a tot el cervell, però la mort neuronal i els efectes 

neurodegeneratius de la toxina es manifesten de manera preferent al cos estriat (Gould i 

col., 1985; Alexi i col., 1998). Es pensa que el cos estriat és inherentment sensible a les 

alteracions del metabolisme energètic. S’ha vist que resulta especialment afectat en 

presència de defectes genètics a nivell de mitocòndria, en casos d’ingesta de toxines 

mitocondrials i en situacions d’hipòxia perinatal o d’AVC en adults. Les NEMG contenen com 

a principal subtipus de NMDAR els NR1/NR2B, pel que es creu que la hipòtesi excitotòxica 

podria explicar l’especial sensibilitat del cos estriat pel 3-NPA (Vonsattel i DiFiglia, 1998; 
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Zeron i col., 2001). No obstant, el bloqueig dels NMDAR amb antagonistes selectius no evita 

completament la mort neuronal, fet que indica la coexistència de diversos mecanismes 

implicats (Pang i Geddes, 1997). 

Figura 3. Mecanisme d’inhibició de la SDH per part del 3-NPA (Brouillet i col., 1999)

Diversos sistemes, tant a nivell de neurotransmissió extracel·lular com de vies de mort 

intracel·lular, intervenen en la neurodegeneració que l’administració de 3-NPA indueix de 

manera preferent al cos estriat dels animals tractats. A nivell extracel·lular, es pensa que 

diversos dels principals sistemes de neurotransmissió que es troben al cos estriat, és a dir, 

glutamat, dopamina, endocannabinoides i adenosina, hi poden estar implicats (Brouillet i 

col., 2005). Pel que fa al glutamat, no s’han trobat evidències que demostrin que 

l’administració de 3-NPA provoqui un augment de la seva alliberació. Malgrat això, la 

inhibició de l’alliberament de glutamat, sigui per l’eliminació de les projeccions que li arriben 

de l’escorça (Beal i col., 1993) o per l’administració de fàrmacs que actuen a les terminals 

corticoestrials, com el riluzole (Guyot i col., 1997), protegeix el cos estriat de l’acció del 

3-NPA. Això fa pensar que el glutamat, a nivells fisiològics, potencia o com a mínim facilita la 

neurotoxicitat de la toxina in vivo. Aquesta toxicitat es manifesta de manera preferent a 

través dels NMDAR. S’ha vist que la inhibició severa de la SDH produeix una potenciació de 

la transmissió sinàptica a través d’aquests receptors a les NEMG (Calabresi i col., 2001) i, a 

més a més, s’ha comprovat que l’inhibidor MK801 protegeix de l’acció del 3-NPA in vivo

(Kim i col., 2000). Diferents experiments realitzats en cultius cel·lulars i seccions cerebrals 

han posat de manifest que l’alteració de la concentració de Ca2+ citosòlic associada a 

mecanismes d’excitotoxicitat secundària jugaria un paper determinant en la neurotoxicitat 

induïda pel 3-NPA, ja que s’ha vist que la toxina produeix la reducció del potencial de la 

membrana plasmàtica, l’alliberació del Mg2+ dels NMDAR, la sobreactivació d’aquests 

receptors per part del glutamat fisiològic i l’alteració de l’afluència de Ca2+ (Beal i col., 1993; 

Calabresi i col., 2001; Greene i col., 1998).
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En un article recent s’ha estudiat, en cultius de neurones corticals sotmeses a un tractament 

amb 3-NPA, la relació entre la disminució de la producció d’energia, l’alteració de la 

dinàmica mitocondrial i la mort cel·lular (Liot i col., 2009). Inicialment, la toxina provocava 

una disminució immediata de la producció d’ATP que anava lligada a un augment lleuger de 

les ROS. Aquests fenòmens, però, no induïen la fragmentació de les mitocòndries ni la mort 

de les cèl·lules. Més endavant, a un temps variable que podia oscil·lar entre una i vàries 

hores des del primer augment de les ROS, s’observava un segon augment d’aquestes que 

anava acompanyat d’una alteració severa de la morfologia mitocondrial. El segon augment 

de ROS (causat principalment per la formació del radical ONOO- a partir del radical O2
- i el 

NO produït per la NOS activada per Ca2+), juntament amb la fragmentació mitocondrial i la 

mort neuronal final, eren en conjunt bloquejats per un antagonista dels NMDAR anomenat 

AP5, fet que posava de manifest el paper de l’excitotoxicitat secundària dins del mecanisme 

d’acció del 3-NPA. La Figura 4 recull un esquema dels processos de toxicitat activats pel 

3-NPA. 

Figura 4. Mecanisme de neurotoxicitat del 3-NPA (Liot i col., 2009)

La posada en funcionament del mecanisme d’excitotoxicitat secundària activa tota una sèrie 

de processos que acaben desembocant en la mort de les neurones afectades. El tipus de 

cèl·lula, la severitat de les alteracions del metabolisme energètic i els possibles mecanismes 

de compensació que es posin en marxa determinaran el tipus de mort resultant, les 
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característiques de la qual es troben compreses dins d’un continu als extrems del qual hi ha 

la necrosi per una banda i l’apoptosi per l’altra (Nagley i col., 2010).

1.4.1.2. Animals i pautes d’administració. 

A la bibliografia es poden trobar gran quantitat de treballs en els que s’han estudiat els 

efectes neurotòxics derivats de l’administració del 3-NPA. Els animals d’experimentació 

utilitzats en aquests treballs han estat bàsicament ratolins i rates, als quals se’ls ha 

administrat la toxina per diferents vies, principalment intraperitoneal, subcutània o 

estereotàxica, seguint pautes de dosificació diverses que s’han classificat en agudes, 

subagudes o cròniques. L’administració aguda o subaguda de la toxina per via 

intraperitoneal o subcutània provoca una elevació ràpida i transitòria de la inhibició de la 

cadena respiratòria mitocondrial. Donat que es pensa que les alteracions que s’observen en 

la MH i els models genètics relacionats es van acumulant de manera lenta i progressiva en 

el temps, s’ha suggerit que la infusió crònica de 3-NPA mitjançant bombes osmòtiques 

ofereix una aproximació més propera al que pot estar passant a la MH (Brouillet i col., 2005). 

El conjunt de diferents models experimentals resultant ha posat de manifest que, a nivell in 

vivo, la toxicitat del 3-NPA varia àmpliament en funció de diversos factors que inclouen 

l’espècie animal, la soca, el sexe (els mascles són més sensibles) (Nishino i col., 1998), 

l’edat (els animals adults són més vulnerables que els joves) (Brouillet i col., 1993) i el 

mètode d’administració (l’administració de 3-NPA per via intraperitoneal o subcutània resulta 

més tòxica per a les rates que per als ratolins) (Brouillet i col., 2005). Dins de cadascuna de 

les espècies, també s’observen variacions segons quina sigui la soca utilitzada. En el cas de 

les rates, les soques més emprades han estat Fisher, Wistar, Sprague-Dawley (SD) i Lewis. 

La resposta de les diferents soques al 3-NPA es correlaciona amb el nivell d’activitat de l’eix 

hipotalàmic-pituitari-adrenal (EHPA) i de l’alliberació de corticosteroides, mecanismes que 

regulen la resposta als estímuls estressants (Ouary i col., 2000). Les rates Fisher, les quals 

presenten una activitat elevada de l’EHPA que es tradueix en una elevada resposta a 

l’estrès, no resulten adequades per desenvolupar el model amb 3-NPA donat que, tot i 

exhibir una resposta homogènia, presenten una excessiva vulnerabilitat a la toxina, la qual 

cosa fa que sigui difícil controlar el dany produït pel tractament. En canvi, les rates Lewis 

presenten alteracions menors a l’activitat del seu EHPA, fet que fa que la seva resposta a 

l’estrès, i per tant la seva sensibilitat al 3-NPA, sigui més baixa. Aquest fet, sumat a la 

homogeneïtat de resposta que exhibeixen pel que fa a alteracions del comportament i 

lesions, les converteix en una soca molt adequada per a aquests estudis. Finalment, les 

soques SD i Wistar, les quals presenten una sensibilitat intermitja respecte a les dues 
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anteriors, també són adequades i àmpliament utilitzades per induir models de la MH 

mitjançant l’administració de 3-NPA (Brouillet i col., 2005; Ouary i col., 2000; Túnez i col., 

2010).
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2. MORT CEL·LULAR. 

Les cèl·lules experimenten diverses formes de mort en funció de la natura i la severitat de 

l’agressió soferta. Un dels principals factors que marca el tipus de mort observat és la 

disponibilitat de reserves energètiques. Un dany cel·lular molt sever en el que la cèl·lula es

queda sense ATP pot portar a la seva mort per necrosi desregulada, també anomenada 

accidental. En aquest cas, el seu citoplasma s’infla ràpidament degut a una entrada massiva 

d’aigua i ions i acaba experimentant un procés de lisi que pot produir una resposta 

inflamatòria per la qual morin cèl·lules veïnes, amb el que apareixeran lesions tissulars. 

Quan la severitat de l’insult és menor i la cèl·lula disposa d’un mínim remanent d’ATP, es 

posa en marxa un procés controlat que no dóna lloc a resposta inflamatòria i que s’anomena 

mort cel·lular programada (MCP). 

2.1. Mort cel·lular programada. 

Fisiològicament, la MCP és un procés vital per als organismes pluricel·lulars, ja que és 

fonamental per al seu desenvolupament, la morfogènesi dels seus òrgans, l’homeòstasi dels

seus teixits i l’eliminació de cèl·lules danyades o infectades per patògens. La MCP també 

s’activa en condicions patològiques en resposta a diferents senyals que acostumen a portar 

associades alteracions de la funció mitocondrial. Dins de la MCP s’han definit fins al moment 

tres vies de mort que es distingeixen a partir dels marcadors que expressen les cèl·lules que 

les pateixen (Figura 5). La MCP de tipus I, que correspon a l’apoptosi clàssica, és la primera 

que es va descriure i es caracteritza per l’activació de caspases a la seva etapa final. La 

MCP de tipus II o autofàgia es caracteritza per la formació de vesícules amb membrana 

doble que segresten diferents orgànuls o molècules i les transporten cap als lisosomes, on 

són degradats. Finalment, la MCP de tipus III o necrosi programada comparteix similituds 

amb la necrosi accidental, però es diferencia d’aquesta en el fet que es tracta d’un procés 

controlat que pot ser aturat. Sembla que aquestes vies de MCP poden progressar 

simultàniament i interactuar entre elles de manera complexa. S’ha vist que la progressió 

d’una via pot influenciar positivament o negativa la progressió de les altres. Això pot 

comportar que una població homogènia de neurones en cultiu desenvolupi un ventall 

heterogeni de respostes davant del mateix tractament. Així, la forma final de mort cel·lular 

que experimentin les neurones dependrà del grau d’activació de cadascuna de les vies de 

MCP, de manera que quedarà englobada dins de l’espectre de fenotips possibles a l’extrem 

del qual se situen l’apoptosi i la necrosi pures (Nagley i col., 2010).
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Figura 5. Formes de mort que pot experimentar una cèl·lula (Nagley i col., 2010)

2.1.1. Apoptosi clàssica (MCP tipus I). 

L’apoptosi és un tipus de mort cel·lular que els organismes pluricel·lulars utilitzen per 

desfer-se de les cèl·lules no desitjades. Les cèl·lules que l’experimenten són 

desmantellades des de l’interior mitjançant un procés controlat que minimitza el dany de les 

cèl·lules veïnes, ja que les seves restes són finalment fagocitades per macròfags. A nivell 

morfològic, les cèl·lules apoptòtiques presenten una contracció respecte a les cèl·lules del 

seu voltant i una retracció respecte a la matriu extracel·lular (MEC) per degradació dels seus 

mecanismes d’adhesió, de manera similar al que passa durant la mitosi. Paral·lelament o 

immediatament després, la membrana plasmàtica experimenta un procés de formació de 

petits vacúols que s’anomenen cossos apoptòtics. Aquests cossos apoptòtics preserven la 

integritat de la membrana, de manera que el seu contingut no s’allibera a l’espai 

extracel·lular, i són digerits pels macròfags a l’estadi final del procés. Des del punt de vista 

intracel·lular, el més destacable que s’observa és la condensació del nucli i la seva 

fragmentació en petits trossos. Aquest esdeveniment només s’observa durant l’apoptosi, i es 

fa servir com a criteri d’identificació. Un altre tret característic és que l’ADN nuclear 

s’hidrolitza en nombrosos fragments de 200 parells de bases o de múltiples d’aquesta 

quantitat. Altres estructures citoplasmàtiques com el reticle endoplasmàtic, l’aparell de Golgi 
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i la xarxa de mitocòndries també pateixen fragmentació. Gran part dels canvis morfològics 

involucrats en el procés apoptòtic són conseqüència de l’activació d’uns enzims amb activitat 

proteasa anomenats caspases (Cysteinyl aspartate-specific proteases) (Kerr i col., 1972; 

Taylor i col., 2008).

En els mamífers s’han establert tres vies per les quals les caspases es poden activar, 

l’extrínseca, la intrínseca i la del granzim B (Figura 6). El resultat final de totes elles és 

l’activació de les principals caspases efectores, la 3, la 6 i la 7, les quals duen a terme gran 

part de la proteòlisi que s’observa a la fase final de l’apoptosi.

Figura 6. Vies d’activació de l’apoptosi en mamífers (Taylor i col., 2008)
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2.1.1.1. Via extrínseca. 

La via extrínseca s’activa per la unió de lligands extracel·lulars com el Lligand Fas (FasL, 

Fas Ligand) o el Factor de necrosi tumoral � (TNF�, Tumour necrosis factor �), als receptors 

transmembrana de mort (Death receptors). Això provoca el reclutament de proteïnes 

adaptadores com la FADD (Fas-associated death domain protein) que promouen l’agregació 

de diverses molècules de caspasa-8 que seguidament s’autoactiven. A continuació, la 

caspasa-8 activa, mitjançant proteòlisi, activa les caspases 3 i 7, que promouen l’activació 

de noves caspases i s’encarreguen d’executar l’etapa final de l’apoptosi. En alguns casos, la 

via extrínseca pot induir l’activació de la intrínseca a través de la proteòlisi del Bid 

(BH3-interacting domain death agonist). La forma truncada del Bid (tBid) resultant pot 

promoure l’alliberació del citocrom c i la formació de l’apoptosoma, que inclou unes 7 unitats 

d’APAF-1 (Apoptotic protease-activating factor-1) i el mateix nombre d’homodímers de 

caspasa-9 i d’ATP/dATP. L’apoptosoma permet l’activació de la caspasa-9, la qual posa en 

marxa l’activació de noves caspases que en última instància culminaran el procés d’apoptosi 

(Taylor i col., 2008).�

2.1.1.2. Via intrínseca. 

La família de proteïnes Bcl-2 (B-cell lymphoma-2), que es caracteritzen per tenir d’un a 

quatre dominis d’homologia Bcl-2 (BH), juguen un paper determinant a la regulació de la via 

intrínseca. La família inclou proteïnes antiapoptòtiques amb dominis BH1234 com Bcl-2 o 

Bcl-XL (Bcl-2 related protein long isoform), proapoptòtiques amb dominis BH123 com Bax 

(Bcl-2-associated X protein) o Bak (Bcl-2 antagonist killer) o proapoptòtiques amb únicament 

el domini BH3 com Bid o Bad (Bcl-2 antagonist of cell death) (Figura 7). En aquest cas, en 

una primera etapa hi ha una activació de les proteïnes amb un únic domini BH3 en resposta 

a diferents estímuls que produeixen estrès o dany cel·lular. Quan l’activació supera un 

determinat llindar, contraresta l’efecte inhibidor de l’apoptosi de les proteïnes 

antiapoptòtiques BH1234 i promou la formació de porus a la membrana externa de la 

mitocòndria (MEM) constituïts per oligòmers de Bax i Bak. Aquests porus permeten la 

sortida al citosol de la cèl·lula de diverses proteïnes entre les que hi ha el citocrom c, el qual 

promou la formació de l’apoptosoma i la consegüent activació de les caspases efectores 

(Taylor i col, 2008). 
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2.1.1.3. Via del granzim B. 

El granzim B és una proteasa que és transportada cap a la cèl·lula diana mitjançant grànuls 

especialitzats que són alliberats pels limfòcits T citotòxics o les cèl·lules assassines naturals 

o Natural Killer. Aquests grànuls contenen, a més a més, una altra proteïna anomenada 

perforina, que forma un porus a la paret cel·lular que permet l’entrada del granzim B. Un cop 

al citoplasma, el granzim pot processar el Bid, la caspasa-3 i la 7 i iniciar així el procés 

apoptòtic (Taylor i col., 2008). 

Figura 7. Família de proteïnes Bcl-2 (Taylor i col., 2008)

2.1.2. Autofàgia (MCP tipus II). 

L’autofàgia és un procés que contribueix a mantenir l’homeòstasi cel·lular, ja que permet 

degradar components citoplasmàtics que ja no són útils. L’autofagosoma és una vesícula de 

doble membrana que segresta i engloba molècules i orgànuls citoplasmàtics prescindibles i 
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els transporta cap als lisosomes, on finalment són degradats. Tot i que s’ha vist que és un 

procés que augmenta en determinats casos de mort cel·lular, no es pot afirmar que sigui, 

per ella mateixa, un mecanisme de MCP, ja que encara no s’ha pogut demostrar que la 

inhibició de les proteïnes que intervenen a la regulació de l’autofàgia, com Beclin-1, Atg5 o 

Atg7, sigui capaç d’aturar la mort de la cèl·lula. Sí que s’ha vist que hi ha algunes proteïnes 

involucrades a l’apoptosi, com algunes de les Bcl-2, que poden activar l’autofàgia (Nagley i 

col.,2010).

2.1.3. Necrosi programada (MCP tipus III). 

Com ja s’ha esmentat, la necrosi programada comparteix similituds amb la necrosi 

desregulada, i es diferencia d’aquesta en que es tracta d’un procés regulat que es pot aturar. 

Tot i que les alteracions de la permeabilitat de la membrana mitocondrial hi juguen un paper 

destacat, en aquest cas el procés és independent de l’acció de les caspases. En canvi, hi 

estan implicades la redistribució de l’endonucleasa G (Endo G) i del factor inductor de 

l’apoptosi (AIF, Apoptosis inducing factor) (Boujrad i col., 2007; Higgins i col., 2009). 

L’activació dependent de Ca2+ de calpaïnes també es troba sovint associada a la progressió 

de la necrosi programada (Golstein i Kroemer, 2007).

2.1.4. Molècules efectores de la MCP. 

2.1.4.1. Caspases. 

Les caspases són proteases altament específiques que tallen els seus substrats després de 

seqüències concretes de quatre aminoàcids que contenen àcid aspàrtic. La família es 

divideix en caspases iniciadores, les quals es poden autoactivar i activar posteriorment altres 

caspases, i executores, les quals són activades per les iniciadores i són les responsables de 

la degradació dels substrats al final de l’apoptosi. Totes aquestes proteases estan formades 

per una subunitat gran i una de petita, i algunes d’elles presenten propèptids (Figura 8). 

S’han identificat dos propèptids estructuralment relacionats, el CARD (Caspase recruitment 

domain) i el DED (Death effector domain), que tenen la funció de facilitar la interacció amb 

d’altres proteïnes. Les caspases se sintetitzen en forma de zimògens, i la seva activació es 

produeix per processament proteolític entre la subunitat gran i la petita, de manera que es 

forma un heterodímer amb el centre catalític actiu. La unió de dos heterodímers dona la 

forma final activa de la proteasa, que disposa, per tant, de dos centres catalítics actius. No 
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totes les caspases participen a l’apoptosi, sinó que algunes d’elles, com les 1, 4, 5 i 12, són 

activades durant les respostes immunitàries i estan involucrades en la regulació del 

processament de citoquines inflamatòries (Danial i Korsmeyer, 2004; Taylor i col., 2008).

Figura 8. Família de les caspases (Taylor i col., 2008)

2.1.4.2. AIF i Endo G. 

L’AIF és un enzim mitocondrial de 62 kDa amb capacitat per oxidar NAD(P)H in vitro i induir 

l’apoptosi. En condicions fisiològiques es troba a l’espai intermembrana de la mitocòndria 

(EIM), on pot estar en forma de monòmer soluble o ancorat a la MIM, i participa a 

l’eliminació de ROS i al manteniment del CCRM I (Loeffler i col., 2001). En cultius neuronals, 

estímuls apoptòtics com l’estrès oxidatiu, el dany de l’ADN o l’increment de Ca2+

intracel·lular provoquen la sortida de l’AIF de la mitocòndria i la seva translocació al nucli, on 

indueix la condensació de la cromatina i la fragmentació de l’ADN en fragments superiors als 
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50 kpb, ostensiblement més grans que els observats a l’apoptosi clàssica (Susin i col., 

1999). La sortida de l’AIF de la mitocòndria requereix de la permeabilització de la MEM i de 

la maduració proteolítica de l’enzim, de manera que es pugui alliberar del seu ancoratge a la 

MIM. El procés d’alliberació de l’AIF de la MIM pot estar mediat per calpaïnes i catepsines 

(Modjtahedi i col., 2006). Alguns treballs han mostrat que l’alliberació de l’AIF de la 

mitocòndria és un procés que no requereix de l’activació de caspases (Yu i col., 2002), 

mentre que en d’altres s’ha vist que l’alliberació és posterior a la sortida del citocrom c i a 

l’activació de caspases (Arnoult i col., 2003). Així es pensa que, en certs paradigmes, l’AIF 

pot actuar com a resposta addicional per facilitar l’apoptosi dependent de caspases, mentre 

que en d’altres la pot provocar independentment d’aquestes (Cregan i col., 2004).

Tot i participar en la fragmentació de l’ADN, l’AIF no pot trencar-lo per ell mateix, sinó que el 

procés requereix de la participació d’alguna endonucleasa (Susin i col., 1999). Una possible 

candidata és l’Endo G, la qual es troba a la mitocòndria en condicions fisiològiques i passa al 

nucli durant l’apoptosi, on fragmenta l’ADN de manera independent de caspases. En estudis 

d’interacció s’ha determinat que aquestes dues proteïnes interactuen en Caenorhabditis

elegans, però no en mamífers, de manera que cal pensar que en el procés de fragmentació 

de l’ADN induït per l’AIF hi intervé alguna altra nucleasa. Així doncs, tant l’AIF com l’Endo G 

poden promoure la fragmentació de l’ADN de manera independent entre elles i a la vegada 

independentment de les caspases (Li i col., 2001).

2.1.4.3. Smac/DIABLO i Omi/HtrA2. 

La proteïna Smac (Second mitochondria-derived activator of caspase), similar al seu 

homòleg murí DIABLO (Direct IAP binding protein with a low pI), és una proteïna que es 

troba a l’EIM i té capacitat per neutralitzar els inhibidors endògens de l’apoptosi anomenats 

IAP (Inhibitor of apoptosis protein). La funció de la proteïna a la mitocòndria és 

desconeguda, ja que s’ha vist que els ratolins DIABLO KO no presenten alteracions 

fenotípiques i que les seves cèl·lules responen normalment als estímuls apoptòtics. Per altra 

banda, l’Omi/HtrA2 (Omi stress-regulated endoprotease/high temperature requirement 

protein A2) és una proteasa que es troba a l’EIM que, un cop alliberada al citosol, té 

capacitat per promoure l’apoptosi antagonitzant els IAP o a través de la seva activitat 

proteolítica. El KO d’Omi/HtrA2 tampoc sembla que presenti un augment de la resistència 

cel·lular a la mort per apoptosi, pel que actualment no hi ha evidència que les dues proteïnes 

hi contribueixin in vivo (Kroemer i col., 2007).



25 

2.1.4.4. Catepsines. 

Les catepsines són enzims amb baixa especificitat de substrat que en condicions normals 

estan als lisosomes, però que en resposta a diferents senyals es poden alliberar al citosol on 

poden participar als processos de mort cel·lular. Aquests enzims se sintetitzen com a 

zimògens que són dirigits cap als lisosomes, on es processen i activen. Existeixen tres tipus 

de catepsines segons el seu residu catalític sigui de cisteïna (catepsines B, C, H i L entre 

d’altres), de serina (catepsines A i G) o d’aspartat (catepsines D i E) (Chwieralski i col., 

2006). Durant molt temps s’ha pensat que els lisosomes participaven principalment a 

l’autofàgia i a la necrosi, i que el seu paper a l’apoptosi es reduïa a la digestió dels cossos 

apoptòtics. Actualment es pensa que també intervenen de diverses maneres a les vies de 

senyalització que regulen l’apoptosi, essent una de les seves possibles accions l’activació de 

proteïnes proapoptòtiques de la família Bcl-2, com la Bax (Guicciardi i col., 2004). A més a 

més, es pensa que el grau de permeabilització de la membrana dels lisosomes, que 

determina la quantitat de catepsines que arribaran al citosol, és el factor que determina el 

predomini de l’apoptosi o la necrosi com a forma de mort cel·lular (Li i col., 2000b). S’han 

descrit diferents mecanismes que condueixen a la permeabilització controlada i selectiva 

dels lisosomes. Un d’ells relaciona l’alliberació del contingut lisosomal amb la producció de 

ROS, procés que s’aniria retroalimentant perquè s’ha vist que els enzims lisosomals

promouen la generació de noves ROS mitocondrials (Zhao i col., 2003). La translocació de 

membres proapoptòtics de la família de les Bcl-2 a la membrana lisosomal i la consegüent 

formació de porus pot ser un dels altres mecanismes implicats a la permeabilització dels 

lisosomes (Zhao i col., 2001). 

2.1.4.5. Calpaïnes. 

Les calpaïnes són unes proteases de cisteïna que es troben al citoplasma cel·lular en forma 

de proenzims inactius que s’activen per Ca2+. En els mamífers, les dues isoformes 

predominants d’aquests enzims són la μ-calpaïna i la m-calpaïna, que actuen sobre els 

mateixos substrats i es diferencien en la concentració de Ca2+ a la que s’activen, baixa (μM) 

o alta (mM), respectivament. Les dues isoformes són heterodímers que consten d’una 

subunitat de 80 kDa i una de 29 kDa. La forma activa d’aquests heterodímers s’obté per 

autocatàlisi dels proenzims i consta d’una subunitat gran de 78 kDa, que és la que té 

l’activitat proteasa i uneix el Ca2+, i una petita de 18 kDa amb capacitat per interaccionar 

amb les membranes (Wang, 2000).
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En un principi es pensava que les calpaïnes només intervenien a la necrosi, però 

posteriorment s’ha comprovat que també participen a l’apoptosi. La participació de les 

calpaïnes en aquesta última es va descobrir arran d’estudiar l’expressió de l’�-espectrina, 

que és una proteïna del citoesquelet que és substrat tant de caspases com de calpaïnes, 

amb la particularitat que dóna fragments diferents en funció de la proteasa que la hidrolitza. 

Això va permetre veure que durant l’apoptosi s’activaven les dues proteases a la vegada. 

Més endavant s’ha vist que caspases i calpaïnes comparteixen altres substrats (Wang, 

2000). A més a més, les calpaïnes poden induir l’alliberament de catepsines (Yamashima i 

col., 1998) i la mort cel·lular independent de caspases (Mathiasen i col., 2002).

2.1.5. Desencadenants de la MCP en neurones. 

Hi ha diversos senyals que poden iniciar la MCP en neurones. Un dels més ben estudiats és 

la manca de factors tròfics, que pot desencadenar la MCP durant el desenvolupament del 

sistema nerviós i possiblement durant els trastorns neurodegeneratius (Double i col., 2010). 

A més a més, tant el fenomen d’excitotoxicitat deguda a la sobreactivació dels receptors de 

glutamat, els quals estan presents a la majoria de neurones del SNC, com el d’excitotoxicitat 

secundària lligada a alteracions del metabolisme energètic provoquen, en última instància, la 

producció de ROS, les quals poden induir el dany de diferents components neuronals com 

els lípids, les proteïnes i els àcids nucleics cel·lulars i, en últim terme, l’activació de la MCP. 

L’estrès metabòlic resultant de la reducció significativa dels nivells de glucosa, oxigen i 

d’altres molècules implicades en el metabolisme energètic, i que s’observa, per exemple, 

després de l’apoplexia o durant l’envelliment, també pot iniciar la MCP (Beal, 1995). 

Finalment, es pensa que l’activació de la MCP pot estar lligada a determinats factors 

genètics i ambientals (Nagley i col., 2010).

2.2. Mitocòndria i MCP. 

La mitocòndria és un orgànul citoplasmàtic que controla diferents funcions bàsiques per a la 

supervivència de la cèl·lula, com són la producció d’energia en forma d’ATP i la regulació 

dels nivells de Ca2+ i de ROS (Mattson i col., 2008). A més a més, està ben establert que 

aquest orgànul juga un paper crucial en el control de la MCP, donat que és un punt on 

convergeixen diferents vies intracel·lulars de senyalització de mort. A les cèl·lules sanes, la 

MIM, que separa l’EIM de la matriu mitocondrial, és pràcticament impermeable als ions. Això 

permet als CCRM I-IV construir un gradient de protons necessari per la producció d’ATP al 
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CCRM V. D’aquesta manera, el manteniment del potencial de transmembrana de la MIM 

associat al gradient de protons resulta de vital importància per a la bioenergètica cel·lular, i 

la seva dissipació es relaciona amb la mort cel·lular. La permeabilitat de la MEM també està 

altament regulada per diferents proteïnes i canals aniònics dependents de voltatge, i s’ha 

vist que en la MCP sovint està augmentada. L’augment de la permeabilitat de la MEM és un 

fenomen regulat que facilita l’alliberament de proteïnes amb capacitat per induir la MCP que 

normalment estan retingudes a l’EIM, entre les que hi ha el citocrom c, Smac/DIABLO, AIF i 

Endo G, anteriorment citades (Kroemer i col., 2007).

2.2.1. Mecanismes de permeabilització de la MEM. 

Un mecanisme involucrat a la permeabilització de la MEM està relacionat amb les proteïnes 

de la família Bcl-2. A les cèl·lules sanes, la Bak es troba associada a la MEM, mentre que la 

Bax es troba al citosol. Quan s’indueix l’apoptosi, la Bax s’insereix a la MEM, i allí pot 

originar, o bé per ella mateixa o bé associant-se a la Bak o a la tBid, obertures 

supramoleculars en forma de porus o desestabilitzacions de la membrana per les quals 

poden sortir al citosol les proteïnes proapoptòtiques presents a l’EIM, com el citocrom c. Les 

proteïnes proapoptòtiques amb domini BH3 poden actuar com a facilitadores del procés 

inhibint l’acció de les BH1234, en el cas de la Bad, o com activadores directes de les BH123, 

en el cas de la tBid (Kroemer i col., 2007). 

Un altre mecanisme de permeabilització de la MEM té a veure amb el canal aniònic 

dependent de voltatge (VDAC, Voltage-dependent anion channel). Aquesta proteïna és la 

més abundant de les presents a la MEM, on funciona com a sedàs molecular, ja que deixa 

passar de manera regulada molècules de fins a 5 kDa aproximadament. Hi ha dos models 

que intenten explicar el paper de VDAC en les alteracions de la permeabilitat mitocondrial. 

Per una banda, sembla que en condicions apoptòtiques Bak i Bax acceleren l’obertura de 

VDAC de manera que es perd el potencial  transmembrana i s’allibera el citocrom c (Shimizu 

i col., 1999; Tsujimoto i Shimizu, 2000). D’altra banda, s’ha suggerit que la inducció de 

l’apoptosi pot tancar els VDAC, fet que provoca una hiperpolarització transitòria de la 

mitocòndria i un trencament de la MEM per xoc osmòtic (Vander Heiden i col., 1999). 
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2.2.2. Mecanismes de permeabilització de la MIM. 

Diverses observacions posen de manifest el paper que juga l’augment de la permeabilitat de 

la MIM en situacions d’apoptosi. Mitjançant estudis cinètics s’ha vist que la permeabilització 

de la MIM pot ser prèvia a l’activació de les Bax, Bak i Bid. També s’ha vist que algunes 

proteïnes antiapoptòtiques produeixen els seus efectes interaccionant amb proteïnes de la 

MIM i que alguns senyals de mort cel·lular requereixen la seva participació. S’ha comprovat 

també que alguns inhibidors de proteïnes de la MIM poden inhibir la mort cel·lular en alguns 

casos (Kroemer i col., 2007). Actualment, el principal mecanisme responsable de la 

permeabilització de la MIM que es coneix és la formació del porus de permeabilitat 

transitòria (PTP, Permeability transition pore). L’obertura d’aquest canal d’alta conductància i 

dependent de voltatge es produeix a les zones de contacte de la MIM i la MEM i provoca un 

augment sobtat de la permeabilitat a soluts de fins a 1,5 kDa. Es creu que el PTP és un 

complex format per diferents proteïnes, essent la VDAC, l’adenina nucleòtid translocasa 

(ANT) i la ciclefilina D (CypD) les que formen la seva estructura bàsica (Figura 9). L’obertura 

del PTP pot ser desencadenada per diferents estímuls com el Ca2+, les ROS, la disminució 

de la concentració d’adenina, els fosfats inorgànics o els canvis de pH. Com a resultat 

d’això, hi ha una dissipació del potencial de transmembrana i un inflament de la matriu 

mitocondrial degut a la pressió osmòtica que provoca la disrupció de la MEM. L’obertura del 

PTP pot ser regulada pels membres de la família Bcl-2: per una banda, les proteïnes

antiapoptòtiques la prevenen, i per l’altra, les apoptòtiques com la Bax la poden provocar 

(Crompton, 1999; Brenner i Grimm, 2006).

Figura 9. Estructura d’un PTP mitocondrial (Modificat de Kroemer i col., 2007)
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2.2.3. Paper de la mitocòndria en l’homeòstasi del Ca2+. 

La mitocòndria juga un paper important a la regulació de la concentració citoplasmàtica de 

Ca2+ gràcies a la capacitat que té per acumular-lo a la seva matriu, i participa a diverses vies 

de senyalització que depenen d’aquest ió, entre elles les vies apoptòtiques. La MEM és 

relativament permeable al Ca2+, mentre que la MIM conté proteïnes determinants per a la 

seva regulació com són un uniportador que transfereix Ca2+ a l’interior de la matriu 

mitocondrial i dos antiportadors Na+/Ca2+ i H+/Ca2+ que expulsen Ca2+ fora de la mitocòndria. 

Així, els gradients dels tres ions influeixen sobre el flux de Ca2+ a través de les membranes 

mitocondrials (Giacomello i col, 2007). La Figura 10 recull un esquema de les proteïnes 

mitocondrials involucrades a la regulació del Ca2+. 

Figura 10. Regulació de la concentració de Ca2+, de la producció d’energia i de l’estrès oxidatiu a la 

mitocòndria (Mattson i col., 2008)
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2.2.4. Producció d’energia i generació d’estrès oxidatiu a la mitocòndria. 

Dins de la cèl·lula, la funció principal de la mitocòndria és la de produir energia en forma 

d’ATP mitjançant la fosforilació oxidativa. La maquinària molecular per a la producció 

d’energia, la cadena de transport d’electrons, es troba a la MIM i consta de cinc CCRM 

(Figura 10). Els CCRM I, III i IV bombegen protons cap a l’espai intermembrana per tal de 

generar el gradient necessari perquè el CCRM V pugui sintetitzar l’ATP. Durant aquest 

procés, l’O2 es converteix en aigua i es generen ROS com el O2
-, principalment per part dels 

CCRM I i III. Gran part d’aquest O2
- és convertit en peròxid d’hidrogen per part de la 

manganès superòxid dismutasa (MnSOD), que posteriorment és convertit en aigua per la 

glutatió peroxidasa o la catalasa. De tota manera, l’O2
- que no hagi estat degradat pot 

generar radicals hidroxil molt reactius que poden oxidar lípids, proteïnes i ADN. L’O2
- també 

pot reaccionar amb l’òxid nítric per produir ONOO-, molècula que pot reaccionar amb els 

residus de tirosina de les proteïnes alterant la seva funció. Les ROS també són produïdes 

per les monoamino-oxidases mitocondrials, que estan involucrades en el metabolisme de la 

serotonina, la norepinefrina i la dopamina. Per protegir-se de les ROS, la mitocòndria 

disposa de diferents molècules antioxidants entre les que hi ha el coenzim Q10 o ubiquinona, 

la creatina o la nicotinamida (Mattson i col., 2008). Apart de la seva capacitat per alterar els 

components cel·lulars, l’O2
- i el peròxid d’hidrogen desenvolupen importants funcions com a 

senyalitzadors en processos fisiològics com la plasticitat sinàptica, l’aprenentatge i la 

memòria (Kishida i Klaan, 2007). 

Les neurones són cèl·lules amb una alta demanda d’energia, i per tant estan més 

exposades a l’acció de les ROS. S’ha proposat que l’acumulació de macromolècules 

oxidades pot alterar les funcions de la cèl·lula i desencadenar la seva mort. Aquesta podria 

ser una de les bases etiològiques implicades en el desenvolupament de les malalties 

neurodegeneratives, ja que podria ser la responsable de provocar una reducció crítica en el 

nombre de neurones funcionals en determinades àrees cerebrals (Mattson i Magnus, 2006).

2.3. Reactivació del cicle cel·lular com a inductora de la mort neuronal. 

El cicle cel·lular és un procés altament conservat a través del qual les cèl·lules eucariotes 

proliferen. Curiosament, l’apoptosi i el cicle cel·lular comparteixen algunes proteïnes com la 

proteïna del retinoblastoma (pRb), el p53 i la família de factors de transcripció E2F, i 

exhibeixen similituds a nivell morfològic com l’arrodoniment de les cèl·lules que 

experimenten ambdós processos i la condensació de la cromatina. Això fa pensar que són 
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processos que poden compartir algun dels seus mecanismes de regulació (Becker i Bonni, 

2004). En els mamífers adults, les neurones del cervell resten en un estat terminal de 

diferenciació durant tota la seva vida. Durant molt de temps s’ha pensat que, un cop han 

assolit aquest estat, les neurones ja no experimenten cap dels processos involucrats a la 

progressió del cicle cel·lular. Contràriament a aquesta noció, actualment està ben establert 

que les neurones conserven la capacitat de reactivar el seu cicle cel·lular. Aquesta 

reactivació del cicle, però, no condueix cap a la seva proliferació, sinó que acaba amb la 

mort de la neurona per apoptosi (Wartiovaara i col., 2002). La mort cel·lular mediada per 

mecanismes relacionats amb la reactivació de cicle s’ha observat en nombroses situacions 

de dany neuronal que inclouen la privació de factors tròfics (Park i col., 1997), la privació de 

potassi (Padmanabhan i col. 1999), el dany de l’ADN (Park i col., 1998), l’exposició a A�

(Giovanni i col., 1999) i l’excitotoxicitat (Verdaguer i col., 2002). A més a més, l’activació 

aberrant del cicle cel·lular també s’ha relacionat amb la progressió de malalties 

neurodegeneratives en humans i rosegadors (Husseman i col., 2000; Nagy i col., 1997). Cal 

destacar, però, que recentment també s’ha suggerit la possibilitat que la reactivació del cicle 

cel·lular estigui relacionada amb la reparació de l’ADN, ja que la supressió de les quinases 

dependents de ciclines (CDK, Cyclin-dependent kinase) 4 i 6 atenua la reparació de l’ADN 

en neurones corticals diferenciades sotmeses a concentracions subtòxiques de peròxid 

d’hidrogen (Schwartz i col., 2007). Per tant, sembla que les proteïnes reguladores de la fase 

G1 podrien tenir un paper destacat en la supervivència de les neurones com a reguladores 

de la reparació del seu ADN.

2.3.1. Regulació del cicle cel·lular. 

En estat de repòs, les cèl·lules eucariotes es troben a la fase G0, i són induïdes a activar el 

cicle cel·lular en resposta als estímuls mitogènics. El cicle cel·lular es divideix en quatre 

fases: G1, S, G2 i M (Figura 11). La fase G1 és un punt important de control de la regulació 

del cicle, donat que determina, en funció de les condicions intracel·lulars i extracel·lulars, si 

aquest progressarà vers la fase S o quedarà aturat en aquesta fase (Liu i Greene, 2001a). A 

la fase S es dóna la replicació de l’ADN, i al final de la fase G2/M es dóna la divisió de la 

cèl·lula en dues cèl·lules noves. Tot aquest procés està regulat per un conjunt de proteïnes

que inclouen les ciclines (Cy), les CDK i els inhibidors de les quinases dependents de 

ciclines (CDKI, Cyclin-dependent kinase inhibitor), que s’activen i inactiven de forma 

periòdica i ordenada per garantir el seu correcte desenvolupament (Han i col., 2005). 
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La progressió a través de la fase G1 és controlada en primera instància per les CyD, que 

activen CDK4 i CDK6, i posteriorment pel complex CyE-CDK2, que regula el pas a la fase S. 

El complex actiu CyD-CDK4/6 fosforila la proteïna pRb, de manera que el factor E2F deixa 

d’estar unit a la pRb i s’indueix l’expressió de gens necessaris per a la progressió del cicle. 

La fosforilació de la pRb marca un punt de no retorn, a partir del qual la cèl·lula es veu 

abocada a continuar amb el procés de divisió. Un cop s’entra a la fase S, hi ha una 

degradació de la CyE per silenciar l’activitat dels complexos CyE-CDK2 i evitar que hi hagi 

més d’una replicació de l’ADN, i seguidament la CDK2 passa a interaccionar amb la CyA. 

Els complexos CyA-CDK2 fosforilen diverses proteïnes que es pensa que son necessàries 

perquè la cèl·lula completi correctament la fase S i en pugui sortir. A la fase G2, la CyA és 

degradada i se sintetitzen les CyB, que passen a interaccionar amb la CDK1, que també 

s’anomena cdc2. Els complexos actius CyB-cdc2 participen en la condensació dels 

cromosomes i en el trencament de la membrana nuclear. A partir d’aquí, aquests complexos 

van perdent activitat, la qual cosa permet la finalització del procés de divisió cel·lular 

(Rashidian i col., 2007; Wang  i col., 2009).

Figura 11. Esquema de la regulació del cicle cel·lular (Wang i col., 2009)

2.3.2. Punts de control del cicle cel·lular i apoptosi neuronal. 

2.3.2.1. Punt de control G1/S. 

Aquest punt és important en situacions de dany agut del SNC originat, per exemple, per 

traumatismes o AVC, ja que l’apoptosi neuronal que s’observa en el dany agut està 
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relacionada sovint amb la progressió del cicle cel·lular fins a l’activació de la via CyD/CDK4-

pRb-E2F (Wang i col., 2009). Entre les ciclines de la fase G1, la CyD és la que més s’ha 

estudiat en relació a l’apoptosi de les neurones diferenciades. Inicialment, es van trobar 

nivells elevats de la CyD en neurones sotmeses a privació de factors tròfics (Freeman i col., 

1994) i posteriorment s’han detectat en nombrosos models de mort neuronal (Becker i 

Bonni, 2004). En la mort neuronal mediada per agents tòxics, la CyD i en alguns casos la 

CyE també juguen un paper destacat; per exemple, ambdues ciclines s’han trobat elevades 

en resposta a tractaments amb àcid kaïnic in vitro (Verdaguer i col., 2002). In vivo,

l’administració sistèmica d’àcid kaïnic indueix l’expressió de CyD i CDK4 (Ino i Chiba, 2001; 

Park i col., 2000b). En aquest cas, l’administració d’oligonucleòtids antisentit contra CyD i 

CDK4 va suprimir l’apoptosi induïda per la toxina. El tractament amb A� indueix l’expressió 

de CyD, E i A in vitro (Copani i col., 1999), i els oligonucleòtids antisentit contra la CyD 

evitaven de nou l’apoptosi induïda per l’agent tòxic. Aquests resultats permeten confirmar el 

paper dels reguladors de la fase G1 en la progressió de l’apoptosi.

De manera similar a allò descrit per les ciclines de la fase G1, els estímuls apoptòtics també 

indueixen l’expressió de les CDK de la fase G1 a les neurones afectades. La utilització 

d’inhibidors de CDK i de formes negatives dominants d’aquestes proteïnes confirmen aquest 

fet (Padmanabhan i col., 1999; Park i col., 1997). Les CDK4 i CDK6, les primeres quinases 

que s’expressen a la fase G1, sembla que són les que juguen un paper més determinant a 

l’apoptosi neuronal (Becker i Bonni, 2004). Els principals substrats coneguts d’aquestes 

quinases són la pRb i la p107. La pRb i la p107, juntament amb la p130, formen la família de 

proteïnes del retinoblastoma, també anomenades proteïnes Pocket. Aquestes proteïnes es 

troben al nucli de les cèl·lules i es pensa que tenen com a funció principal la de regular la 

progressió del cicle cel·lular (Macaluso i col., 2006), tot i que sembla que també intervenen 

en processos de diferenciació i supervivència (Goodrich, 2006). En el seu estat inactiu, la 

pRb roman no fosforilada, i es creu que inhibeix la progressió del cicle cel·lular mitjançant la 

repressió dels factors de transcripció E2F. Quan hi ha algun estímul mitogènic, la proteïna 

és fosforilada pels complexos CyD/CDK4/6 actius, amb el que s’allibera d’E2F i es produeix 

l’activació dels gens diana necessaris per a la progressió del cicle vers la fase S (Liu i 

Greene, 2001b). S’ha vist que, en situacions de dany de l’ADN, l’E2F també participa en la 

regulació de gens proapoptòtics com els que codifiquen l’APAF-1 i diverses caspases 

(DeGregori, 2002). La fosforilació de la pRb s’ha detectat en cultius neuronals exposats a 

diferents estímuls letals com la privació de potassi (Padmanabhan i col., 1999), el dany de 

l’ADN (Park i col., 1998), l’exposició a A� (Copani i col., 1999) i l’excitotoxicitat (Park i col., 

2000b). A més a més, s’ha vist que una forma mutant de la pRb resistent a la fosforilació 

protegeix parcialment a les neurones de l’apoptosi induïda pel dany de l’ADN (Park i col., 
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2000a). Pel que fa a l’E2F, s’ha vist que la seva expressió augmenta en neurones sotmeses 

a excitotoxicitat (Verdaguer i col., 2002) i que formes negatives dominants de la proteïna 

prevenen la mort cel·lular en models de privació de potassi (Konishi i Bonni, 2003), dany de 

l’ADN (Park i col., 2000a) i exposició a A� (Giovanni i col., 1999).

2.3.2.2. Fase S. 

Tot i que l’activació aberrant del cicle cel·lular en neurones sovint s’atura al punt de control 

G1/S, principalment en casos de dany agut del SNC, s’ha vist que, en malalties 

neurodegeneratives com la malaltia d’Alzheimer (MA) o de Parkinson (MP), el cicle pot 

evolucionar fins a la fase S, on es produeix la corresponent replicació de l’ADN, i arribar fins 

al punt de control G2/M (Wang i col., 2009). Normalment s’utilitzen dos marcadors per 

detectar el progrés cap a aquesta fase que són, per una banda, una subunitat de l’ADN 

polimerasa anomenada PCNA (Proliferating cell nuclear antigen), la qual augmenta de 

concentració a la fase S i es manté elevada durant la G2, i per l’altra, la incorporació a l’ADN 

replicat de bromdeoxiuridina (BrdU). L’entrada a la fase S s’ha demostrat en diversos 

paradigmes de mort cel·lular mediada per estímuls neurotòxics, mentre que sembla que 

quan l’apoptosi és natural no s’hi arriba. Això fa pensar que l’activació del cicle cel·lular en 

neurones depèn de la natura de l’estímul apoptòtic i del seu estat de maduració (Becker i 

Bonni, 2004).

2.3.2.3. Punt de control G2/M. 

L’estudi de les proteïnes reguladores de la fase G2 ha permès trobar el primer lligam directe 

entre aquestes i la maquinària responsable de la mort cel·lular. En un model de supressió de 

l’activitat, s’ha vist que l’apoptosi de les neurones granulars del cerebel és mediada per la 

fosforilació de la Bad en 128 per part de la cdc2, fet que promou l’activitat apoptòtica de la 

primera (Konishi i col., 2002). Així, tot i que sembla demostrat que les neurones poden 

progressar al llarg de les fases S i G2, en cap moment s’ha vist que puguin entrar a la fase 

M. Per això es pensa que l’activació de la cdc2 seria l’última etapa prèvia a l’apoptosi 

neuronal.

2.3.3. Reactivació del cicle cel·lular en malalties neurològiques. 

L’evidència de que l’activació aberrant del cicle cel·lular participa en la progressió de les 

malalties neurològiques prové de la detecció de marcadors del cicle en mostres de cervells 
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de pacients afectats per diverses d’aquestes patologies. En aquestes mostres de diferents 

processos neurodegeneratius s’ha detectat la progressió a través de la fase G1, la síntesi 

d’ADN i l’aparició de marcadors de la fase G2. Per tant, sembla que la reactivació del cicle 

cel·lular no és un procés específic d’una determinada malaltia neurodegenerativa o d’una 

determinada població neuronal, sinó que es tracta d’una via de senyalització comuna 

relacionada amb l’apoptosi. 

En relació a l’AVC, la principal causa de mort i de discapacitat, actualment es pensa que les 

lesions degudes a aquesta patologia consten d’un nucli on bàsicament es produeix la 

necrosi accidental i una zona de penombra al voltant d’aquesta on s’esdevé l’apoptosi 

(Friedlander, 2003). El paper de la reactivació del cicle cel·lular en aquesta patologia s’ha 

pogut estudiar en models de rosegadors, on s’ha detectat l’expressió sobretot de reguladors 

de la fase G1. D’aquesta manera, es pensa que la via CyD-CDK4/pRb té un paper destacat 

en la mort neuronal associada a aquesta patologia (Wang i col., 2009). Pel que fa a humans, 

hi ha poca informació al respecte, però sí que hi ha algun estudi en el que s’ha detectat 

nivells elevats de CyD i CDK2, i menys de CDK4, en seccions cerebrals de pacients que 

havien sofert una aturada cardíaca o un infart cerebral localitzat (Love, 2003). 

La MA és la principal causa de demència senil a la tercera edat. Hi ha gran quantitat 

d’estudis que mostren la presència de marcadors de les fases G1, S i G2 als cervells dels 

pacients afectats d’aquesta malaltia (Becker i Bonni, 2004; Wang i col., 2009). S’ha vist que 

l’expressió d’aquests marcadors no es produeix de la manera coordinada en la que 

s’observa en cèl·lules que proliferen de manera normal, sinó que se’n poden trobar 

simultàniament de diferents fases, i que en alguns casos presenten una localització no 

habitual, com passa per exemple amb PCNA i CyB, que en la MA es poden trobar al 

citoplasma (Stoica i col., 2009; Yang i col., 2001). Els primers marcadors que es van trobar 

van ser cdc2 i la seva ciclina activadora CyB, i es va suggerir que aquesta quinasa 

contribuïa a la fosforilació de tau i a la posterior formació dels cabdells neurofibril·lars 

(Vincent i col., 1997). Posteriorment s’ha detectat l’aparició de la CyD, la CDK4, la CDK6, la 

Ki67, que és una proteïna que es va acumulant al llarg de la progressió del cicle fins a la 

fase M, on la seva quantitat és màxima, la CDK2 i la CyE (Nagy i col., 1997, 1998). 

Confirmant el paper del cicle en la malaltia, s’ha vist que una fracció considerable de les 

neurones de les zones afectades per MA són tetraploides, ja que completen la fase S però 

queden aturades abans d’entrar en mitosi (Yang i col., 2001). Aquesta reactivació del cicle 

cel·lular sembla que és un procés previ al desenvolupament de la MA (Wang i col., 2009).
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La reactivació del cicle cel·lular també s’ha trobat en d’altres patologies com la MP, 

l’esclerosi lateral amiotròfica (ELA), la malaltia de Pick, la síndrome de Down i d’altres. Així, 

sembla que es tracta d’un procés comú associat a la mort neuronal en nombroses malalties

neurodegeneratives. Es desconeixen fins al moment els factors que posen en marxa el cicle 

cel·lular a les neurones, però es pensa que la combinació de la resposta d’aquestes 

juntament amb la dels astròcits i la micròglia davant de la hipòxia, les neurotoxines, les ROS, 

els agents inflamatoris i d’altres hi pot tenir a veure. Tampoc està clar el paper que juguen 

les proteïnes reguladores del cicle en la integritat i la neuroplasticitat neuronals, ja que les 

neurones en el seu estat normal n’expressen algunes (Schmetsdorf i col., 2007).

2.3.4. Vies de senyalització relacionades amb el cicle cel·lular. 

2.3.4.1. ATM/p53. 

La proteïna ATM (Ataxia telangiectasia mutated) és el producte del gen l’alteració del qual 

dóna lloc a la malaltia genètica humana anomenada atàxia telangiectàsica. L’ATM pertany a 

una família conservada de proteïnes que tenen activitat serina/treonina quinasa i contenen 

un domini amb motius típics de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K, Phosphatidylinositol 

3-quinase) en el que es troba el seu centre catalític (Shiloh, 2003). L’ATM es troba de forma 

predominant al nucli de les cèl·lules, i respon als trencaments dobles de la cadena (DSB, 

Double-strand break) d’ADN fosforilant diversos substrats. En condicions normals, l’ATM 

roman inactivada i formant agregats de dues o més unitats. En resposta al dany de l’ADN, 

les molècules d’ATM es fosforilen entre elles a la serina 1981 de manera que esdevenen 

monòmers plenament actius (Bakkenist i Kastan, 2003). Un cop activada, l’ATM fosforila 

diversos substrats implicats a la reparació dels DSB. A més a més, si el dany és excessiu, 

contribueix a l’activació de l’apoptosi (Kruman i col., 2004). 

L’ATM juga un paper determinant en la regulació dels punts de control, i concretament, a 

l’aturada del cicle cel·lular mitjançant la fosforilació de diverses proteïnes (Figura 12). A 

nivell del punt de control G1/S, l’ATM activa i estabilitza el p53 per fosforilació directa de la

seva serina 15 i fosforilació d’altres proteïnes involucrades a la seva regulació com CHK2 i 

MDM2. Com a resultat, el p53 activa la transcripció de p21, també conegut com a WAF1, 

que és un inhibidor del complex CyE-CDK2, de manera que el cicle queda aturat en aquest 

punt de control. CHK1 i CHK2, quan són activades per fosforilació per l’ATM, fosforilen les 

CDC25A i CDC25C i estimulen la seva degradació. Aquestes dues últimes proteïnes són 

dues fosfatases que mantenen l’activitat de CDK2 i CDK1, de manera que la seva 

degradació contribueix a que s’aturi la progressió del cicle. A més a més d’aquestes, l’ATM 
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fosforila d’altres proteïnes com la BRCA1, la NBS1, la FANCD2, la SMC1, la RAD17 que, 

igual que en els casos anteriors, contribueixen a aturar la progressió del cicle (Shiloh, 2003).

Figura 12. Activació dels punts de control del cicle cel·lular per part de l’ATM (Shiloh, 2003)

El p53 és un factor de transcripció que s’activa en resposta a pràcticament tots els senyals 

d’estrès associats a càncer incloent el dany de l’ADN i l’activació d’oncogens, i actua com a 

supressor tumoral. En resposta al dany de l’ADN, el p53 inhibeix la progressió del cicle 

cel·lular a la fase G1 a través de p21 i col·labora així en la reparació de l’ADN. Es creu que 

quan hi ha poca quantitat de DSB només s’activa la quantitat necessària de p53 per 

transcriure el gen que  codifica p21, de manera que el cicle cel·lular s’atura. Quan el nombre 

de DSB augmenta, el p53 s’acumula per sobre d’un llindar a partir del qual activa els gens 

apoptòtics que codifiquen proteïnes com la Bax, la PUMA (p53 upregulated modulator of 

apoptosis) i l’APAF-1 (Roos i Kaina, 2006). La regulació de p53 es duu a terme per la via 

ARF - MDM2. L’ARF, que s’anomena p19 en ratolins, és un inhibidor del cicle cel·lular que a 

la vegada pot activar el p53 per inhibició de la MDM2. La MDM2 inhibeix el p53 per unió 

directa i promovent la seva degradació per ubiquitinació. El p53 presenta, a més a més, una 
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elevada quantitat de modificacions posttraduccionals que afecten als seus nivells, 

localització subcel·lular, unió a l’ADN i al grup de gens activats (Polager i Ginsberg, 2009).

2.3.4.2. PI3K/Akt. 

La via de senyalització PI3K/Akt s’activa per diferents estímuls, essent els més importants 

els mediats per factors tròfics, neurotròfics i citoquines, i intervé en un gran nombre de 

processos fisiològics relacionats principalment amb la supervivència de la cèl·lula. La PI3K 

està formada per una subunitat reguladora, que s’anomena p85, associada a una subunitat 

catalítica anomenada p110. La unió dels factors neurotròfics als receptors tirosina quinasa 

(Rtk) estimula la seva transfosforilació i el posterior reclutament de diferents proteïnes, entre 

les que hi ha la PI3K, que s’acoblen a aquests receptors. Algunes d’aquestes proteïnes, com 

la Ras i la família de proteïnes adaptadores Gab-1/IRS-1/IRS-2, col·laboren llavors amb els 

Rtk en l’activació de la PI3K, que es produeix per un canvi de conformació que allibera a la 

p110 de l’efecte inhibidor de la p85. Els receptors acoblats a proteïna G també poden 

intervenir en l’activació de la PI3K (Kaplan i Miller, 2000; Martelli i col., 2010). Un cop activa, 

la PI3K fosforila principalment el fosfatidilinositol (4,5) P2 (PIP2) a fosfatidilinositol (3,4,5) P3

(PIP3), que es pot unir llavors a les proteïnes de membrana plasmàtica que contenen 

dominis d’homologia PH (Pleckstrin homology) com l’Akt i la PDK1 (Phosphoinositide-

dependent protein kinase 1).

L’Akt és una quinasa de 57 kDa que també es coneix amb el nom de proteïna quinasa B

(PKB). L’enzim té tres isoformes altament conservades que, en el cas de la 1 i 2, es troben 

distribuïdes per tot el cos, mentre que la 3 és més específica del sistema nerviós. Les tres 

isoformes tenen un domini PH, un lloc d’unió per ATP i dos llocs de fosforilació, i tenen 

diferents funcions. S’ha vist que els ratolins KO per Akt1 pateixen un retard en el creixement, 

els KO per Akt2 desenvolupen resistència a l’insulina i diabetis i els KO per Akt 3 tenen un 

cervell més petit (Chin i Toker, 2009). El reclutament de l’Akt cap a la membrana plasmàtica 

mitjançant PIP2 i PIP3 li produeix un canvi conformacional que fa que pugui ser fosforilada a 

la posició Thr308 per part de la PDK1 i a Ser473 pel complex mTORC2 (Figura 13), de 

manera que queda plenament activada i pot migrar cap al citoplasma, les mitocòndries i el 

nucli. Fins al moment s’han detectat més de 100 substrats susceptibles de ser fosforilats per 

l’Akt com la Bad, la caspasa-9 i d’altres, els quals estan involucrats en la regulació de la 

proliferació, la diferenciació i la supervivència cel·lulars (Figura 14). 
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Figura 13. Via de senyalització responsable de l’activació de l’Akt (Martelli i col., 2010) 

L’Akt promou la supervivència de la cèl·lula mitjançant el bloqueig de proteïnes i processos 

proapoptòtics (Figura 14). Per exemple, l’Akt fosforila la proteïna Bad, la qual cosa la fa 

accessible a les proteïnes 14-3-3, les quals promouen la inhibició de les seves funcions 

(Datta i col., 2000). També pot bloquejar la funció d’algunes proteïnes proapoptòtiques a 

través dels factors de transcripció FOXO (Forkhead box transcription factor) i el p53. L’Akt 

pot fosforilar els diferents factors FOXO a nivell nuclear, fet que permet que les proteïnes 

14-3-3 s’hi puguin unir i promoguin la seva sortida del nucli. Així, els factors FOXO deixen 

d’actuar sobre els seus gens diana, entre els que es troben els gens que codifiquen la Bim 

(Bcl-2-like-11) i el FasL, de manera que s’atura la seva transcripció (Manning i Cantley, 

2007). D’altra banda, l’Akt fosforila la MDM2, promovent així la seva translocació al nucli, on 

inhibeix la funció del p53 (Mayo i Donner, 2001). Un altre substrat de l’Akt són les formes � i

� de la GSK3 (Glycogen synthase kinase 3), les quals inactiva per fosforilació a Ser21 i Ser9 

respectivament. Finalment, s’ha vist que l’Akt pot fosforilar directament la proforma de la 

caspasa-9 en humans, la qual cosa s’ha vist que baixa l’activitat de la proteasa in vitro. En 

aquest cas, però, la seqüència que envolta el punt de fosforilació no es correspon a la que 
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habitualment tenen els substrats de l’Akt, i sembla que aquest procés només seria 

destacable en primats (Manning i Cantley, 2007).

Figura 14. Alguns dels substrats de l’Akt i les seves funcions (Manning i Cantley, 2007)

Cal destacar que l’Akt també juga, a través de la fosforilació de la GSK3, un paper destacat 

a la regulació del cicle cel·lular, ja que pot facilitar la seva progressió a nivell de les fases G1 

i G2. La forma activa de la GSK3� fosforila la CyD, promovent el seu pas cap al citoplasma, 

on és degradada per proteòlisi associada a ubiquitinació (Takahashi-Yanaga i Sasaguri, 

2008). Així, la inhibició de la GSK3� per fosforilació mediada per l’Akt estabilitza la CyD i 

estimula, de forma indirecta, la progressió del cicle. L’Akt pot fosforilar també la p27 i la p21, 

ambdues inhibidores de la progressió del cicle, fet que promou la seva degradació a nivell 

del citoplasma (Liang i Slingerlang, 2003).

2.3.4.3. GSK3. 

La GSK3 és una quinasa de serina i treonina ubiqua. Inicialment es va identificar com a un 

enzim capaç d’inhibir la glicogen sintasa per fosforilació (Embi i col., 1980), però

posteriorment s’ha vist que pot fosforilar uns 50 substrats. D’aquesta manera, intervé a la 

modulació de diversos processos cel·lulars com són el metabolisme del glicogen, el 

manteniment de l’estructura cel·lular, l’expressió gènica i l’apoptosi (Jope i Johnson, 2004). 

Existeixen dues isoformes de l’enzim, GSK3� i GSK3�, de 51 kDa i 47 kDa respectivament, 

que tot i tenir una estructura similar, desenvolupen funcions diferents ja que, per exemple, 

sembla que només la forma � juga un paper destacat a l’apoptosi (Doble i Woodgett, 2003).
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Les dues isoformes de la GSK3 presenten diversos mecanismes de regulació. El més 

conegut és el que es dóna mitjançant la fosforilació de la serina 21 de la forma � o la serina 

9 de la forma �, que té com a resultat, en ambdós casos, la inhibició de l’activitat de l’enzim. 

La principal quinasa involucrada en aquest procés és l’Akt, tot i que hi ha d’altres proteïnes 

que també poden fosforilar GSK3, com alguns integrants de la família de les MAPK 

(Mitogen-activated protein kinase), la proteïna quinasa A (PKA) i la proteïna quinasa C 

(PKC) (Figura 15) (Cohen i Frame, 2001; Jope i Johnson, 2004). D’altra banda, la fosforilació 

de la forma � a la Tyr279 i de la forma � a la Tyr216 produeixen una activació de l’enzim, tot 

i que es desconeix quines proteïnes en poden ser les responsables. L’activitat de la GSK3 

també està regulada pel grau de fosforilació dels seus substrats, ja que molts d’aquests cal 

que estiguin prèviament fosforilats en diferents residus per tal que l’enzim els pugui fosforilar 

en d’altres (Doble i Woodgett, 2003). La localització intracel·lular és un altre mecanisme que 

intervé a la regulació de GSK3. Tradicionalment s’ha considerat que la GSK3 és un enzim 

citoplasmàtic però, tot i que en menys quantitat, també es troba a la mitocòndria i al nucli, on 

regula nombrosos factors de transcripció. Al nucli, els nivells de GSK3 no són constants i, 

per exemple, fluctuen al llarg del cicle cel·lular. Aquests nivells esdevenen màxims a la fase 

S del cicle, fet que facilita la fosforilació, la translocació al citoplasma i la posterior 

degradació proteosomal de la CyD (Takahashi-Yanaga i Sasaguri, 2008). Els nivells 

nuclears de GSK3 també poden augmentar ràpidament en el procés d’apoptosi, fet que li

permet regular l’expressió de diversos dels gens implicats (Bijur i Jope, 2001). Finalment, la 

unió a d’altres proteïnes per formar complexos, com per exemple passa en el cas del p53, 

que al nucli es pot unir a la GSK3 i activar-la, o a la via canònica de la Wnt, on diverses 

proteïnes s’uneixen a la GSK3 i controlen el seu accés a la �-catenina, és també un altre 

mecanisme de regulació de l’enzim (Jope i Johnson, 2004).

La GSK3 juga un paper destacat a la regulació de l’apoptosi. S’ha vist que l’activació de 

l’enzim promou l’apoptosi en una gran diversitat de condicions com la supressió de factors 

tròfics, la inhibició de les PI3K i la toxicitat induïda pel pèptid A� i per les toxines 

mitocondrials (Grimes i Jope, 2001). També està involucrada a l’apoptosi induïda per p53 

després del dany de l’ADN (Watcharasit i col., 2002), per la hipòxia (Loberg i col., 2002) i per 

la toxicitat de la cadena poliglutamínica associada a la MH (Carmichael i col., 2002). De fet, 

la sobreexpressió de la GSK3 indueix per ella mateixa l’apoptosi sense la necessitat de cap 

altre estímul apoptòtic (Pap i Cooper, 1998). Cal destacar, però, que el nivell d’activitat de 

GSK3 que indueix l’apoptosi és molt superior al que donen els nivells fisiològics de la 

quinasa i que, a més a més, s’ha vist que ratolins KI amb modificació de les dues isoformes 

de l’enzim de manera que no poden ser fosforilades, i per tant inhibides, són viables 
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(McManus i col., 2005). Això fa pensar que, a nivell fisiològic, la GSK3 és un modulador del 

llindar a partir del qual es pot desencadenar l’apoptosi, i que per ella sola no pot induir-la 

(Beurel i Jope, 2006).

Figura 15. Regulació de l’activitat de la GSK3 per fosforilació (Jope i Johnson, 2004)

La GSK3 regula diferents proteïnes relacionades amb la via intrínseca de l’apoptosi. L’enzim 

participa de la disrupció mitocondrial activant la proteïna Bax per fosforilació de la seva 

Ser163, promovent la degradació de la proteïna antiapoptòtica Mcl1 i fosforilant la proteïna

VDAC, fet que facilita la seva interacció amb proteïnes proapoptòtiques (Beurel i Jope, 

2006). A la vegada, la GSK3 també regula l’activitat de diferents factors de transcripció. Tal 

com s’ha vist abans, un d’aquests factors de transcripció és el p53, el qual regula unint-se 

directament a ell, per fosforilació de les Ser33, Ser315 i Ser376 i per fosforilació de la 

MDM2. La complexitat d’aquests processos de regulació fa que encara hi hagi controvèrsia 

sobre els efectes resultants que poden produir (Beurel i Jope, 2006). La GSK3 també 

fosforila la �-catenina, fet que promou la seva degradació i evita les seves accions 

relacionades amb la supervivència cel·lular. Altres factors de transcripció sobre els que pot 

actuar promovent l’apoptosi són el HSF1 (Heat shock factor-1), el CREB (Cyclic AMP 

response element-binding protein), el factor Myc i el NF-�B (Nuclear factor-kB) (Beurel i 

Jope, 2006).
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Mentre que, per una banda, la GSK3 promou la progressió de la via intrínseca de l’apoptosi, 

per l’altre banda, sorprenentment, atura la progressió de la via extrínseca mediada per 

l’activació dels receptors de mort cel·lular impedint l’activació de la caspasa-8, que és la 

iniciadora de la via. Aquest efecte es va fer patent en veure que el liti, que posteriorment es 

va comprovar que és un inhibidor de la GSK3 (Klein i Melton, 1996), produïa una potenciació 

de la citotoxicitat mediada pel TNF� (Beyaert i col., 1989), i que els ratolins KO per la 

GSK3� morien a nivell embrionari per una hipersensibilitat hepàtica al TNF� (Hoeflich i col., 

2000). Les dianes sobre les que actua la GSK3 a cadascuna de les dues vies fan possible 

que l’enzim exerceixi accions oposades sobre cadascuna d’elles sense conflicte ni 

solapament. Així, la diana de la GSK3 a la via extrínseca es troba per sobre de l’etapa en la 

que hi ha l’activació de la caspasa-8, de manera que s’evita que el senyal arribi, mitjançant 

l’acció de la proteïna Bid (veure la Figura 6), a la mitocòndria, on la GSK3 té l’acció oposada 

de promoure l’apoptosi. A més a més, la caspasa-8 normalment no està involucrada en la 

via intrínseca de l’apoptosi, de manera que la inhibició de la seva activació no influeix sobre

l’efecte facilitador que la GSK3 té sobre la via intrínseca. Per tant, s’observa que hi ha una 

segregació clara de les accions de la GSK3 sobre les dues vies, fet que li permet regular-les 

en direccions oposades de manera efectiva.

Un altre aspecte destacable de la GSK3 consisteix en la seva capacitat per fosforilar 

proteïnes que intervenen en la regulació de l’estructura i la motilitat cel·lulars. Diferents 

proteïnes associades als microtúbuls poden ser-ne substrats. Un exemple és la proteïna 

Tau, que en ser fosforilada per la GSK3 es dissocia dels microtúbuls. Això provoca una 

desestabilització de l’estructura cel·lular que explica alguns dels canvis de morfologia que es 

veuen durant l’apoptosi. La proteïna Tau hiperfosforilada forma agregats i contribueix a la 

formació de cabdells neurofibril·lars, estructures totes elles que poden resultar tòxiques per 

a la cèl·lula (Beurel i Jope, 2006).

La diversitat de processos crítics per a la funció cel·lular com l’estructura, l’expressió 

genètica, la motilitat i l’apoptosi en els que intervé la GSK3 fan que aquest enzim estigui 

implicat en un gran nombre de patologies com la hipertròfia muscular, el càncer, el trastorn 

bipolar, l’esquizofrènia, la diabetis de tipus 2 per resistència a la insulina o la MA (Jope i col., 

2007). Respecte a la MA, es pensa que la GSK3 pot contribuir als dos principals signes 

neuropatològics que s’observen a la malaltia, que són els cabdells neurofibril·lars (agregats 

intraneuronals filamentosos composats principalment per proteïna Tau hiperfosforilada) i les 

plaques amiloidees (dipòsits extracel·lulars formats per pèptid A� principalment). Com s’ha 

vist abans, la GSK3 pot fosforilar directament la Tau, fet que pot constituir el pas previ a la 
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formació dels cabdells. A més a més, també contribueix a la producció del pèptid A�, ja que 

s’ha vist que la inhibició de la GSK3 en disminueix la producció. Sembla que en aquest 

procés hi està implicada la isoforma � de l’enzim. Finalment, la GSK3 també pot fosforilar 

l’APP (Amyloid precursor protein), tot i que no està clar com això influeix a la producció d’A�

(Jope i Johnson, 2004).
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3. BARRERA HEMATOENCEFÀLICA. 

La idea d'una barrera hematoencefàlica (BHE) va sorgir d'experiments realitzats a finals del 

segle XIX i principis del XX a Alemanya per Paul Ehrlich, qui va demostrar la manca de 

permeabilitat dels vasos cerebrals als colorants units a l’albúmina. Això el va portar a 

suggerir la presència d'una barrera que evitava l’entrada de les proteïnes al cervell (Ehrlich, 

1885). Posteriorment, l'observació de que certs compostos no presentaven  activitat 

farmacològica a nivell cerebral quan s’injectaven intravenosament a animals 

d'experimentació, encara que podien produir símptomes dràstics quan eren injectats 

directament a diferents zones del LCR, suggeria de nou la idea de l’existència d'una barrera 

entre la sang i el cervell (Biedl i Kraus, 1898; Lewandowsky, 1900). Aquesta hipòtesi va 

guanyar importància amb els experiments de Goldman (1909, 1913), qui va demostrar que 

el colorant blau tripà injectat al torrent sanguini tenyia tots els teixits excepte el cervell i la 

medul·la espinal, que quedaven blancs, i el LCR, que restava incolor (Figura 16A), mentre 

que, quan aquest colorant era injectat directament al LCR, les zones adjacents del teixit 

nerviós es tenyien ràpidament de color blau (Figura 16B). Així, es va concloure que hi havia 

una barrera a nivell dels vasos sanguinis cerebrals, fet que no passava entre el LCR i el 

cervell (Figura 16C). 

Figura 16. Experiments de Goldman sobre l’existència de la BHE (Zlokovic, 2008)

Actualment, es considera que la BHE és una estructura endotelial altament especialitzada 

que limita el pas de substàncies entre la sang i el SNC.
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3.1. Estructura i funció de la BHE. 

Des d’un punt de vista funcional, la regulació de l’intercanvi de substàncies entre el SNC i la 

sang que permet la BHE és important per al manteniment de l’homeòstasi del medi en el que 

les neurones desenvolupen la seva funció, la qual cosa assegura el funcionament correcte 

dels circuits neuronals, la transmissió sinàptica, la remodelació sinàptica, l’angiogènesi i la 

neurogènesi. Així mateix, la BHE assegura el subministrament de nutrients i substàncies 

necessàries per al funcionament del SNC, evita l’entrada de substàncies tòxiques i permet 

eliminar substàncies de rebuig del SNC cap al torrent circulatori.

Des d’un punt de vista estructural, el component principal de la BHE són les cèl·lules 

endotelials dels capil·lars cerebrals (CECC). Aquestes cèl·lules, a diferència del que passa 

en els capil·lars dels altres teixits, estan fortament unides entre elles mitjançant les unions 

estretes (TJ, Tight junctions), les quals limiten el flux de substàncies per via paracel·lular, i 

per les unions adherents (UA). A més a més, les CECC no presenten fenestracions, 

presenten poca pinocitosi, i exerceixen un fort control sobre el pas de substàncies per via 

transcel·lular. Només les molècules amb característiques molt concretes poden creuar les 

CECC. Aquestes molècules han de ser liposolubles per poder difondre a través de la 

membrana cel·lular, han de tenir un pes molecular inferior a 400 Da, no ser substrats dels 

transportadors de transport actiu de reflux i no ser metabolitzades per les pròpies CECC 

(Zlokovic, 2008).

3.1.1. Les unions estretes. 

En els vasos sanguinis cerebrals, les TJ són les principals estructures que limiten el pas de 

substàncies via paracel·lular a través de la paret dels capil·lars. Les TJ es troben entre les 

CECC i les encerclen formant un cinturó continu (Bernacki i col., 2008). Degut a això, la via 

paracel·lular queda pràcticament segellada (Grieb i col., 1985; Mitic i Anderson, 1998). El 

nombre de punts de fusió entre les TJ pot variar segons la regió cerebral, fet que genera un 

nivell de hermeticitat no homogeni en les diferents zones del cervell. Així, a mesura que els 

capil·lars es transformen en vènules postcapil·lars s’observa un segellat menor (Simionescu 

i col., 1976). Moltes de les característiques i propietats especials de les TJ es coneixen 

gràcies a estudis fets amb cèl·lules epitelials en cultiu (Sandoval i Witt, 2008). Les TJ 

determinen una alta resistència elèctrica de la capa endotelial (1500-��������2), i la seva 

integritat depèn d'una adequada concentració extracel·lular d'ions Ca2+. A més a més, un
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augment de la concentració d’ATP intracel·lular genera nous punts de fusió que enforteixen 

les TJ (Bernacki i col., 2008).

Diverses proteïnes de la membrana plasmàtica han estat identificades com a constituents de 

les TJ (Figura 17a). Entre aquestes es troben la claudina, l’ocludina i les Junctional adhesion 

molecules (JAM). A més a més, les proteïnes ZO (Zonula occludens) 1, 2 i 3 juntament amb 

la cingulina, han estat identificades com a proteïnes citoplasmàtiques que uneixen les 

proteïnes de les TJ amb l'actina, que és una proteïna del citoesquelet de les cèl·lules que té 

un paper determinant en el manteniment de la integritat estructural i funcional de l'endoteli 

(Ballabh i col., 2004).

Figura 17a. Esquema de les TJ interendotelials (Modificat de Sandoval i Witt, 2008)

3.1.1.1. Ocludina. 

L’ocludina és una fosfoproteïna de 60-65 kDa amb 4 dominis transmembrana que es troba a 

concentracions altes a les TJ (Figura 17a) i s’expressa en una àmplia varietat de teixits, als 

que sembla que confereix propietats de barrera. La proteïna forma dos bucles extracel·lulars 

separats per un bucle petit citosòlic, i els seus extrems amino i carboxílic estan situats 

ambdós al citosol. A les TJ, les molècules d’ocludina formen dímers que interaccionen 

homofílicament (Feldman i col., 2005). La regió carboxiterminal de l’ocludina, que codifica 

per un domini putatiu en espiral-espiral, es pot enllaçar amb diverses proteïnes que 

influeixen en les seves accions reguladores com per exemple la PKC, la c-Yes, la 

connexina-26 i la p85 (Nusrat i col., 2000). Aquest extrem carboxiterminal és el que s'uneix a 

les proteïnes ZO-1, ZO-2 i ZO-3, que a la vegada s'uneixen al citoesquelet d'actina 
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(Sandoval i Witt, 2008). Estudis fets amb ratolins als que se’ls va eliminar l’ocludina van

mostrar que els animals presentaven un retard del creixement acompanyat d’un fenotip 

complex (Saitou i col., 2000). Sorprenentment, les TJ no es veien afectades per la seva 

absència, i les mesures de resistència elèctrica transepitelial van donar valors normals. De 

tota manera, els animals presentaven hiperplàsia de l’epiteli gàstric, calcificacions al cervell i 

atròfia dels testicles, la qual cosa fa pensar que l’ocludina desenvolupa funcions importants 

a nivell fisiològic més enllà de formar part de les TJ.

S’ha proposat que l'estat de fosforilació de l’ocludina és un factor determinant en la regulació 

de la funció de les TJ (Feldman i col., 2005). La forma altament fosforilada de la proteïna es 

concentra a la membrana cel·lular i les TJ de les que forma part s’identifiquen com a 

intactes, mentre que la forma menys fosforilada es troba bàsicament a la fracció 

citoplasmàtica i es pensa que podria servir com a reservori de la proteïna (Sakakibara i col., 

1997; Wong, 1997). L’ocludina que es troba a la membrana cel·lular té les serines i treonines 

fosforilades (Andreeva i col., 2001), mentre que la fosforilació de les seves tirosines s'ha 

identificat amb la seva desvinculació de les proteïnes intracel·lulars (ZO-1, ZO-2 i ZO-3) i 

amb l’augment de la permeabilitat de les TJ (Kago i col., 2006; Kale i col., 2003). No obstant 

això, existeix certa discrepància en els papers que pot tenir la fosforilació de l’ocludina a 

cada tipus concret de cèl·lula i davant de diferents estímuls (Sandoval i Witt, 2008).

3.1.1.2. Claudines. 

Les claudines són una família de proteïnes que contribueixen a la formació de les TJ i 

inclouen, com a mínim, 24 membres. Les claudines tenen dos bucles extracel·lulars que 

s’uneixen amb els de les claudines de les CECC adjacents, formant d’aquesta manera la 

junta principal de les TJ (Piontek i col., 2008). Són més petites que les ocludines (20 - 24 

kDa), i no presenten seqüències homòlogues amb aquestes. Les claudines s’uneixen a les 

proteïnes ZO mitjançant els seu extrem carboxiterminal (Itoh i col., 1999). D’entre tots els 

membres de la família, les claudines 3, 5 i 12 s’han detectat a les CECC de la BHE, mentre 

que hi ha controvèrsia respecte a la presència de la 1 (Zlokovic, 2008) (Figura 17a). 

Diversos estudis indiquen que la claudina-5 està especialment implicada en la regulació de 

la permeabilitat a molècules petites de la BHE. S’ha vist que els fàrmacs que augmenten 

l’expressió de claudina-5 incrementen la resistència transendotelial, disminuint per tant la 

permeabilitat de la BHE (Honda i col., 2006). A més a més, els ratolins sense el gen que 

codifica la claudina-5 tenen la integritat de la BHE compromesa, ja que s’ha observat que hi 

ha un augment al cervell de la captació de molècules menors de 800 Da (Nitta i col., 2003). 

Sembla que l’activitat de les claudines està regulada per fosforilació, donat que la fosforilació 
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del seu residu Thr207 mediada per la PKA o la Rho quinasa activa indueix un augment de la 

permeabilitat de les TJ (Sandoval i Witt, 2008).

3.1.1.3. JAM. 

Les JAM són una família de proteïnes de 40 kDa que s’inclouen dins de la superfamília de 

les immunoglobulines. Les JAM es localitzen a les TJ, i també s'expressen en leucòcits i 

plaquetes (Bernacki i col., 2008). Les JAM participen en l’acoblament i el manteniment de les 

TJ, en la senyalització de proteïnes associades al citoesquelet i en la diapedesi dels 

leucòcits (Weber i col., 2007). S’han identificat vàries JAM: JAM-A (també coneguda com 

JAM, JAM-1, F11R), JAM-B (també coneguda com JAM-2, JAM-2 humana, JAM-3 de ratolí, 

VE-JAM), JAM-C (també coneguda com JAM-3, JAM-3 humana, JAM-2 de ratolí), i més 

recentment JAM-4 i JAML (JAM-like o AMICA1) (Sandoval i Witt, 2008). Les JAM tenen un 

únic domini transmembrana i el seu segment extracel·lular té dos bucles de tipus 

immunoglobulina formats per ponts disulfur. A nivell d’interaccions intercel·lulars, es pensa 

que les JAM les poden establir tan homofíliques com heterofíliques (Weber i col., 2007). Al 

citoplasma, les JAM s’uneixen principalment a les proteïnes intracel·lulars ZO-1, afadina 

(AF-6), la proteïna de partició defectuosa-3 (PAR-3) i la multiproteïna-PDZ-1 (MUPP-1) 

(Ebnet i col., 2003). A les CECC s’ha detectat l’expressió de JAM-A, B, i C, essent la JAM-A

la més altament expressada en la vasculatura cerebral. A més a més, també s’ha demostrat 

que les interaccions homofíliques de JAM-A estabilitzen les TJ i disminueixen la 

permeabilitat intestinal (Liu i col., 2000; Mandell i col., 2004). Coincidint amb aquestes 

observacions, s’ha trobat que la pèrdua de la integritat de la BHE deguda a una alteració de 

les TJ es correlaciona amb una disminució de l’expressió de JAM-A (Yeung i col., 2008).

3.1.1.4. Proteïnes citoplasmàtiques accessòries. 

Diverses proteïnes citoplasmàtiques participen en la formació i la regulació de les TJ. 

Aquestes són la ZO-1, la ZO-2, la cingulina, la 7H6, i l’AF-6 (Hawkins i Davis, 2005), encara 

que probablement n’hi pugui haver d’altres. La ZO-1 (220 kDa) i la ZO-2 (160 kDa) són 

fosfoproteïnes de la família de proteïnes guanilil-quinase-like associades a membrana i que 

tenen la capacitat de formar complexos heterodimèrics l’una amb l'altra. Les ZO contenen 

tres dominis PDZ (PDZ1, PDZ2 i PDZ3), un domini SH3 i un domini guanilil-quinase-like.

Aquests dominis actuen com regions d’unió a molècules, facilitant així l'organització de les 

proteïnes a la membrana plasmàtica (Sandoval i Witt, 2008). La ZO-1 interacciona amb la 

ZO-2 i la ZO-3 a través dels dominis PDZ (Wittchen i col., 1999), tot i que la presència de 

ZO-3 a les CECC de la BHE no s’ha verificat encara. S’ha descrit que la ZO-2 podria tenir 
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una funció redundant a la de la ZO-1, substituint-la i contribuint a la formació de TJ més 

competents i estables (Umeda i col., 2004). El fragment carboxiterminal ric en prolina de les 

ZO es creu que serveix d'enllaç entre les TJ i el citoesquelet d'actina de les CECC (Fanning i 

col., 1998). D'aquesta manera, les proteïnes ZO funcionen com a proteïnes de 

reconeixement que faciliten la ubicació i la unió de les proteïnes transmembrana de les TJ al 

citoesquelet d’actina de les CECC (Sandoval i Witt, 2008). 

S’han identificat altres proteïnes accessòries de les TJ, tot i que encara queden per aclarir 

alguns aspectes de les seves funcions estructurals i reguladores. La cingulina és una 

fosfoproteïna de 140-160 kDa localitzada a la superfície citoplasmàtica de les TJ que s'uneix 

a les proteïnes ZO, la miosina, la JAM-A, i l’AF-6 (Cordenonsi i col., 1999; Bazzoni i col., 

2000), de manera que té una funció destacada com a proteïna d’ancoratge. També s’ha 

suggerit que la cingulina transmet la força mecànica generada per la contracció de l’actina i

la miosina del citoesquelet, regulant així la permeabilitat de les TJ (Cordenonsi i col., 1999). 

La fosfoproteïna 7H6 (155 kDa) es dissocia de forma reversible de les TJ quan hi ha nivells 

baixos d’ATP, fet que va associat a un augment de la permeabilitat paracel·lular (Zhong i 

col., 1994; Satoh i col., 1996). Finalment, l'AF-6, de 180 kDa, s’ha vist que interacciona amb 

la ZO-1 a les TJ (Yamamoto i col., 1999).

3.1.1.5. Actina. 

Tot i que l’actina (42 kDa) no és pròpiament una proteïna de les TJ, té un paper actiu en la 

seva regulació i estabilització (Lai i col., 2005). La forma lliure de la proteïna, que té una 

estructura globular, polimeritza en una forma filamentosa que s’anomena F-actina, en un 

procés que requereix ATP. Aquests filaments de F-actina proporcionen la infraestructura 

necessària per al manteniment de la morfologia i la funció de la cèl·lula. A més a més, a les 

CECC es detecta una banda prominent de F-actina a la part apical de la cèl·lula que serveix 

per fixar la disposició espacial de les proteïnes que formen les TJ. La importància del 

citoesquelet per a l'establiment i el manteniment de la BHE es va fer evident a partir 

d'estudis en ratolins MDX, als quals els manca la distrofina, que és una proteïna que s’uneix 

a l’actina. Aquests ratolins presenten un augment de la permeabilitat vascular cerebral 

deguda a la desorganització del citoesquelet de les CECC i dels astròcits, així com una 

alteració de la localització subcel·lular de les proteïnes de les TJ de les CECC i del canal 

d’aigua aquaporina-4 dels processos pediculars dels astròcits (Nico i col., 2003). Aquestes 

observacions demostren que l’organització dels filaments d’actina i la seva unió a les 

proteïnes de les TJ són un factor crític per a la correcta funció de la BHE. 
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3.1.2. Unions adherents. 

Les UA tenen una localització més basal que les TJ i constitueixen un segon nivell d’ajust de 

la unió entre les CECC (Figura 17b). Les UA s’uneixen entre elles mitjançant interaccions 

homofíliques que s’estableixen entre unes proteïnes transmembrana anomenades 

cadherines (Takeichi, 1995); tanmateix, encara avui es creu que el domini d’unió 

extracel·lular de les cadherines és insuficient per ell mateix per formar les unions. El domini 

��	
��
���	������ ���� �
��������� ��������
� ���� ��� �� �� ����-catenines, les quals s’uneixen a 

���-catenina que, al seu torn, s’uneix amb el citoesquelet d’actina, de manera anàloga a com 

ho fan les ZO en les TJ (Nieset i col., 1997).

Les UA no formen part de les TJ, però sembla que juguen un paper clau en la seva 

localització i estabilització (Dejana i col., 2008). Tot i que el paper que juguen les UA en les 

alteracions de la permeabilitat de la BHE en diferents situacions patològiques no es coneix 

amb detall, s'ha demostrat que les UA interactuen amb el receptor del factor de creixement 

de l’endoteli vascular 2, fet que les relaciona amb el desenvolupament de processos 

angiogènics (Lampugnani i col., 2006). Altres estudis han mostrat que l’increment 

d’expressió de la claudina-5 pot necessitar de la participació de la cadherina de l’endoteli 

vascular, fet que suggereix que les UA tenen una relació directa amb la integritat de la BHE 

(Taddei i col., 2008).

Figura 17b. Esquema de les UA interendotelials (Modificat de Sandoval i Witt, 2008)

3.1.3. Mecanismes de transport. 

La BHE mostra una permeabilitat passiva baixa als nutrients hidrosolubles essencials per al 

SNC. Per això, la BHE conté diversos sistemes específics de transport que en garanteixen 

un subministrament adequat. Els sistemes de transport específics de les membranes luminal 

i abluminal de les CECC regulen el trànsit transcel·lular de petites molècules hidrofíliques, 

de manera que aquestes cèl·lules es comporten com una barrera de transport selectiu que 
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facilita l'entrada dels nutrients requerits i exclou compostos potencialment nocius per al SNC 

(Abbott i col., 2010). A la BHE hi ha cinc sistemes bàsics de transport, que són: transport 

específic, transport d’ions, transport de reflux actiu, transport mitjançant receptor i transport 

mitjançant caveoles (Zlokovic, 2008). 

3.1.3.1. Sistemes de transport específic. 

Els sistemes de transport específic permeten incorporar al SNC nutrients com diferents 

hexoses (glucosa, galactosa), diversos aminoàcids, àcids monocarboxílics (lactat, piruvat, 

cossos cetònics), nucleòsids (adenosina, guanosina, uridina), purines (adenina, guanina), 

amines (colina) i vitamines (Hawkins i col., 2006; Simpson i col., 2007; Ohtsuki i Terasaki, 

2007; Deeken i Löscher, 2007; Spector i Johanson, 2007). El gradient de concentració dels 

nutrients és favorable per a l’entrada d’aquests des de la sang cap al cervell, i estan regulats 

per les necessitats metabòliques cerebrals i la concentració sanguínia dels nutrients.

3.1.3.1.1. Transportador de glucosa de tipus 1. 

El transportador de glucosa de tipus 1 (GLUT1) és d'especial importància ja que la glucosa 

és la font principal d'energia per al cervell (Siesjö, 1978). El GLUT1 (55 kDa) forma part de la 

família dels transportadors de glucosa independents de sodi, s’expressa exclusivament a la 

BHE i s’encarrega de transportar glucosa així com d’altres hexoses a través de la BHE 

(Zlokovic, 2008). La densitat dels transportadors GLUT1 a la membrana abluminal és més 

gran que a la luminal. Aquesta distribució asimètrica proporciona a la BHE un control 

homeostàtic dels nivells de glucosa cerebrals i permet evitar una acumulació de glucosa que 

sobrepassi els nivells plasmàtics (Simpson i col., 2007). L'expressió de GLUT1 és controlada 

pel factor induïble per hipòxia-1 (HIF-1). Després d’una isquèmia global transitòria, s’ha vist 

com l’HIF-�����
�����
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� �����
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�������
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(Chávez i LaManna, 2002). A més a més, s’ha vist que en condicions prolongades d’hipòxia 

moderada, el cervell adult s'adapta augmentant la vascularització i incrementant la densitat 

de GLUT1 a la BHE (Harik i col., 1996).

Les mutacions espontànies al gen que codifica el GLUT1 causen haploinsuficiència del 

transportador d’hexoses i provoquen la síndrome de GLUT1 en humans. Aquesta síndrome 

es caracteritza per epilèpsia infantil que, en general, no respon a anticonvulsionants, retard 

del creixement, microcefàlia, espasticitat, hipotonia i alteracions motores. A més a més, 

aquests símptomes poden ser variables i agreujar-se en dejú (Klepper i Leiendecker, 2007). 

De la mateixa manera, els ratolins GLUT1+/- mostren descàrregues epileptiformes a 
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l’electroencefalograma, deteriorament de l'activitat motora, manca de coordinació, 

microcefàlia, disminució de la captació de glucosa al cervell i una forta disminució de 

l’expressió de GLUT1 als capil·lars cerebrals (Wang i col., 2006). Tant la forma humana com 

el model de ratolí són bons exemples de trastorns cerebrals provocats per alteracions dels 

transportadors específics de la BHE.

3.1.3.1.2. MCT1. 

El transportador de monocarboxilats 1 (MCT1) s’expressa a la membrana luminal i abluminal 

de les CECC de la BHE i s’encarrega de transportar lactat i altres monocarboxilats com els 

cossos cetònics dins i fora del cervell. En un estudi recent en rates amb cetosi induïda per la 

dieta, es va veure com els nivells d’MCT1 i GLUT1 van augmentar a la BHE, i també es va 

observar com van incrementar els nivells de cossos cetònics cerebrals sense aparèixer 

canvis en el flux sanguini cerebral (Puchowicz i col., 2007). Això suggereix que l’increment 

de transportadors a la BHE, com per exemple el MCT1 i el GLUT1, i no un augment del flux 

sanguini, és essencial per a que el metabolisme cerebral s’adapti als nivells de metabòlits 

disponibles en plasma (Zlokovic, 2008).

3.1.3.1.3 Transportadors d’aminoàcids. 

Existeixen dos mecanismes de transport facilitat per aminoàcids, que s’anomenen L1 i y+, 

els quals es troben a les membranes luminal i abluminal de la BHE i garanteixen l’accés de 

tots els aminoàcids essencials al cervell. El transportador L1 independent de sodi 

s’encarrega de transportar grans aminoàcids neutres, com per exemple la leucina, la 

isoleucina, la valina, el triptòfan, la tirosina, la fenilalanina, la treonina i la metionina. El 

sistema y+ transporta aminoàcids catiònics, com la lisina, l'arginina i l’ornitina (Hawkins i col., 

2006). A més a més, existeixen cinc transportadors d’aminoàcids dependents de sodi a la

membrana abluminal. Aquests sistemes tenen la capacitat de transferir activament 

aminoàcids presents al líquid intersticial del cervell (LIC) a les CECC, i des d’allà a la 

circulació sanguínia. D’aquesta manera, es genera un mecanisme pel qual les 

concentracions d'aminoàcids al LIC es mantenen aproximadament en un 10% de les 

concentracions plasmàtiques.

Els transportadors d’aminoàcids excitadors (EAAT, Excitatory aminoacid transporters)

dependents de sodi  EAAT1, EAAT2 i EAAT3 permeten l'eliminació d'aminoàcids 

potencialment neurotòxics pel cervell, com el glutamat i l’aspartat. Aquests transportadors 

poden determinar els nivells de glutamat extracel·lular i són essencials per prevenir 

l’excitotoxicitat (Lipton, 2005). És per això que,  actualment, s’està estudiant la possibilitat 
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d’utilitzar els EAAT com a dianes terapèutiques per reduir els nivells de glutamat en 

malalties neurodegeneratives agudes i cròniques (Zlokovic, 2008). En aquest sentit, s'ha 

demostrat que la disminució dels nivells de glutamat en sang mitjançant agents segrestadors 

o quelants en rates que havien patit un dany cerebral incrementava l’efluència de glutamat 

del cervell, fet que proporcionava neuroprotecció als animals (Zlotnik i col., 2007).

3.1.3.1.4. Transportadors de vitamines. 

Les vitamines com, per exemple, la B1, la B3, la B5, o la E, són transportades en la majoria 

dels casos per transportadors específics individuals a través de la BHE o del plexe coroide. 

L'excepció és el transportador de multivitamines dependent de sodi, que és capaç de 

transportar la biotina, l’àcid pantotènic i l'àcid lipoic (Spector i Johanson, 2007).

3.1.3.2. Sistemes de transport d’ions. 

La BHE té una gran densitat de mitocòndries, que reflecteix les altes demandes d’energia 

dels transportadors dependents d’ATP, com la bomba de Na+/K+, que es troba a la cara 

abluminal de la BHE i regula l’entrada de Na+ cap al LIC a canvi de K+, contribuint a mantenir 

un gradient elevat de Na+ a la BHE que permet la funció dels transportadors que depenen 

d’aquest ió (Vorbrodt, 1988; Zlokovic, 2008). D’altra banda, el cotransportador de Na+, K+ i 2 

Cl- es localitza bàsicament a la membrana luminal de la BHE (O'Donnell i col., 2006), i 

s’encarrega de transportar aquests ions des de la sang a l’interior de les CECC. A més a 

més, també trobem l’intercanviador de Na+/H+ a la membrana luminal i l’intercanviador de Cl-

/HCO3
- a les dues membranes, els quals tenen un paper clau en la regulació del pH 

intracel·lular de les CECC (Taylor i col., 2006). D’altra banda, l'intercanviador Na+/Ca2+

també està present a la BHE on, en condicions normals, s’encarrega de regular la sortida de 

Ca2+ de les CECC, tot i que en situacions patològiques o d’alteració dels gradients de Na+

pot tenir la funció contrària (Zlokovic, 2008).

3.1.3.3. Sistemes de transport de reflux actiu. 

Hi ha una gran quantitat de molècules que tenen una taxa d’entrada al SNC molt més baixa 

de la que es podria esperar d’acord amb el seu caràcter lipòfil (Abbott i col., 2010). Aquestes 

substàncies, i molts dels seus metabòlits, són activament eliminats del cervell pels 

transportadors ATP-binding cassette (ABC) (Begley, 2004). En humans, els ABC són una 

superfamília de proteïnes que conté 48 membres, els quals s'agrupen en 7 subfamílies 

segons la seva homologia estructural (Dean i col., 2001). Dins dels ABC, el transportador de 
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resistència a multidrogues glicoproteïna-P (P-gp) és una bomba dependent d'ATP que pot 

eliminar ràpidament diversos metabòlits lipòfils tòxics, així com diversos medicaments 

amfipàtics catiònics (Löscher i Potschka, 2005; Hermann i Bassetti, 2007). Estudis recents 

d’immunocitoquímica en rata i teixit cerebral humà han revelat que la P-gp s'expressa tant a 

la membrana luminal com a l’abluminal de la BHE, així com als perícits i als astròcits 

(Bendayan i col., 2006). A l’interior de les cèl·lules, la P-gp es distribueix al llarg de 

l'embolcall nuclear, en vesícules citoplasmàtiques, en el complex de Golgi i en el reticle 

endoplasmàtic rugós (Abbott i col., 2010). Altres transportadors amb funcions similars a les 

de la P-gp són les proteïnes associades a resistència a multidrogues ABCC1, 2, 4, 5 i, 

possiblement, 3 i 6, i la proteïna de resistència al càncer de mama ABCG2 (Begley, 2004; 

Kamiie i col., 2008). Tots aquests transportadors tenen la possibilitat de treballar 

conjuntament per reduir la penetració de diversos fàrmacs al cervell així com per augmentar 

la seva efluència. El possible paper dels transportadors ABC en la patogènesi i tractament 

de diferents trastorns cerebrals és cada vegada més reconegut i suscita un interès creixent 

(Zlokovic, 2008).

3.1.4. Barrera metabòlica. 

Les CECC, juntament amb els astròcits i els perícits, confereixen propietats de barrera 

metabòlica a la BHE, ja que expressen una sèrie d'enzims que modifiquen molècules 

endògenes i exògenes que d'altra manera podrien creuar la barrera física i afectar 

negativament la funció neuronal (Pardridge, 2005). Alguns d’aquests enzims, com les 

aminopeptidases i les endopeptidases, poden metabolitzar diferents pèptids, mentre que les 

nucleosidases poden metabolitzar l’ATP. Altres enzims intracel·lulars com la 

monoamino-oxidasa i el citocrom p450 poden desactivar diversos compostos neuroactius 

tòxics (el-Bacha i Minn, 1999).

3.2. Unitat neurovascular. 

Les CECC i les TJ, el lloc anatòmic de la BHE, conjuntament amb la membrana basal 

endotelial, els perícits, els astròcits, la micròglia i les neurones formen una unitat funcional, 

sovint anomenada com a “unitat neurovascular”, que es considera com la unitat bàsica i 

funcional de la BHE (Figura 18A) (Abbott i col., 2006; Zlokovic, 2008). La proximitat de les 

CECC amb els diferents tipus de cèl·lules glials i amb les neurones permet una regulació 

paracrina eficaç que és crítica per al bon funcionament del SNC (Zlokovic, 2008). Una 
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alteració d’aquesta coordinació pot ser clau en diverses malalties (Abbott i col., 2010). Les 

principals funcions que són regulades conjuntament per les diverses cèl·lules que integren la 

unitat neurovascular són l'acoblament hemodinàmic neurovascular, la permeabilitat 

microvascular, les interaccions amb la MEC, la inactivació de neurotransmissors, els 

acoblaments neurotròfics i la coordinació angiogènica i neurogènica (Figura 18B).

Figura 18.  Esquema de la unitat neurovascular i les seves funcions (Zlokovic, 2008)

3.2.1. Perícits. 

Els perícits són cèl·lules perivasculars que pertanyen al llinatge de les cèl·lules del múscul 

llis vascular. Estan separats de les CECC per la membrana basal i tenen nombrosos 

processos citoplasmàtics que envolten gran part de la paret dels capil·lars, en concret entre 

el 30 % i el 70 % de la seva superfície. Al cervell hi ha gran quantitat de perícits respecte les 

CECC (proporció 1:3, respectivament) en comparació, per exemple, al múscul estriat, on la 

proporció és d’un perícit per cada 100 CECC (Zlokovic, 2008). Els perícits, mitjançant els 

seus processos, estableixen punts de contacte focal amb les CECC mitjançant unions 

especialitzades, fet que fa pensar que influeixen de diverses maneres en la microcirculació 

cerebral (von Tell i col., 2006). Algunes de les funcions dels perícits són proporcionar 

estabilitat mecànica (von Tell i col., 2006); l’alliberament de factors que promouen la 

diferenciació i quiescència de les CECC (Armulik i col., 2005); l’alliberament de factors de 

creixement i angiogènics que regulen la permeabilitat, la remodelació i l’angiogènesi dels 

capil·lars (Dore-Duffy i LaManna, 2007); i la regulació del flux sanguini dels capil·lars per 

contracció i relaxació (Peppiatt i col., 2006). També s’especula que poden participar en el 

desenvolupament d’alteracions neurològiques en situacions d’hipertensió, diabetis, formació 

de tumors al SNC, a l’esclerosi múltiple (EM) i a la MA (Zlokovic, 2008).  
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3.2.2. Astròcits. 

Els astròcits són les cèl·lules més abundants del cervell. Les seves funcions no es limiten a 

proporcionar suport tròfic, metabòlic i estructural a les neurones, sinó que, a més a més 

d’establir una comunicació complexa amb aquestes, participen activament en la 

senyalització sinàptica, la regulació del flux sanguini i la modulació dels precursors 

neuronals al SNC adult (Blackburn i col., 2009). En situacions de dany agut o crònic del 

SNC, els astròcits adquireixen un estat reactiu (astrogliosi reactiva) en el que aquestes 

cèl·lules mostren hipertròfia i un augment de diverses molècules com la proteïna GFAP 

(Glial fibrillary acidic protein) i la NOS. S’ha vist que, en situacions patològiques, l’astrogliosi 

reactiva té una funció protectora, ja que la seva manca provoca un augment de la mort de 

neurones i oligodendròcits i de la infiltració inflamatòria, una menor recuperació de la BHE i 

un agreujament dels dèficits funcionals (Faulkner i col, 2004). D’altra banda, els astròcits 

reactius formen una cicatriu que a la llarga suprimeix la regeneració axonal. Així, sembla que 

l’astrogliosi pot tenir una funció protectora en situacions de dany agut, però que acaba 

esdevenint perjudicial en processos relacionats amb l’edat com les malalties 

neurodegeneratives (Blackburn i col., 2009).  

Els astròcits es comuniquen mitjançant les seves digitacions amb la resta de cèl·lules que 

composen la unitat neurovascular. Els astròcits regulen algunes de les funcions 

especialitzades de les CECC com la formació de TJ, la localització de transportadors i la 

producció d’enzims antioxidants. A més a més, poden secretar molècules angiogèniques 

que regulen la funció dels capil·lars (Abbott i col., 2006). A la vegada, les CECC poden 

produir factors que indueixen la diferenciació dels astròcits (Mi i col., 2001). Les projeccions 

dels astròcits contenen diverses proteïnes com el canal d’aigua anomenat aquaporina 4, el 

transportador de glucosa GLUT1 i el canal de potassi Kir4.1 que participen en l’homeòstasi 

de l’aigua cerebral, de la glucosa i de ions (Ke i col., 2001). Els astròcits també contribueixen 

a l’acoblament neurovascular, el qual permet sincronitzar les demandes metabòliques de les 

neurones amb la regulació del flux sanguini dels capil·lars (Zlokovic, 2008), i poden 

col·laborar a la vasodilatació induïda per l’alliberament neuronal de glutamat mitjançant la 

producció de prostanoides (Takano i col., 2006). 

3.2.3. Micròglia. 

La micròglia és un tipus de cèl·lules glials que té un paper crític a les respostes immunitàries 

innates i adaptatives del SNC. Aquestes cèl·lules s’originen a partir de cèl·lules 
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mesenquimals leptomeníngees que entren al cervell i es transformen en micròglia 

(Bechmann i col., 2007). També s’ha vist que, en casos de degeneració axonal aguda, els 

monòcits circulants que s’infiltren a l’interior del cervell es poden transformar en micròglia 

(Bechmann i col., 2005). En absència de patologia, la micròglia es troba en estat de repòs 

en forma de cèl·lules petites amb processos llargs i prims. Quan s’activa, perd aquesta 

forma ramificada, i passa tenir una forma ameboide que evoluciona cap a una forma final

fagocítica. Paral·lelament, experimenta canvis en l’expressió d’antígens de superfície i en 

l’alliberació de citoquines.  

3.2.4. Membrana basal. 

Tot i no formar part de manera explícita de la BHE, la membrana basal dóna suport a la 

vasculatura cerebral i separa les CECC de les cèl·lules veïnes, és a dir, perícits i astròcits. 

La membrana basal es compon de diferents proteïnes estructurals de la MEC com ara el 

col·lagen, la fibronectina, l’heparan-sulfat, la laminina i diversos proteoglicans condroitina

sulfat. Les CECC, els perícits i els astròcits cooperen per generar i mantenir la membrana 

basal i les propietats de la BHE. Les CECC, juntament amb les neurones i les cèl·lules glials 

de suport (micròglia, oligodendròglia i astròcits), expressen receptors d'adhesió de matriu, 

entre els que hi ha la família de receptors d’integrina i de distroglicans. Les funcions 

d’aquests receptors s’estan començant a estudiar, i s’ha vist que les integrines tenen un 

paper clau en la senyalització endotelial, la migració cel·lular i la formació dels tubs de 

capil·lars durant l’angiogènesi (del Zoppo i col., 2006; Zlokovic, 2008). Els receptors 

d’adhesió de matriu, juntament amb alguns dels seus lligands i la pròpia MEC, poden 

experimentar alteracions en alguns processos patològics com la isquèmia cerebral focal, 

l’EM, l’ELA i certs tumors del SNC, així com durant malformacions arteriovenoses (Rascher i 

col., 2002; Jian Liu i Rosenberg, 2005). 

3.3. Òrgans circumventriculars i plexe coroide. 

Els òrgans circumventriculars (OCV) són estructures especialitzades del cervell que estan 

localitzades al voltant del tercer i quart ventricles. Els OCV, a diferència de la resta del

parènquima cerebral, tenen una vascularització elevada i no presenten BHE, de manera que 

són accessibles a traçadors administrats per via intravenosa (Broadwell i col., 1983). Els 

capil·lars dels OCV són fenestrats i permeten la difusió lliure de macromolècules i soluts 

polars entre la sang i l’espai perivascular, de manera que les neurones es poden exposar a 
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senyals perifèrics (Schulz i Engelhardt, 2005). Actualment es considera que hi ha vuit OCV:

tres de sensorials, quatre de secretors i un que resta sense classificar. Els OCV sensorials 

inclouen l’òrgan subfornical (SFO, Subfornical organ), l’ organum vasculosum of lamina 

terminalis (OVLT) i l’àrea postrema (AP). Les neurones d’aquests OCV actuen com a 

sensors neuroquímics, ja que poden generar respostes a partir de la detecció de 

substàncies transportades per la sang. A més a més, l’OVLT també pot actuar com a 

secretor. L’SFO està involucrat en la sensació de set en resposta a un augment de 

l’osmolaritat; l’OVLT està relacionat amb el control de l’homeòstasi; i l’AP estimula el vòmit 

quan detecta substàncies tòxiques. Per altra banda, els OCV secretors inclouen la 

neurohipòfisi (NLP, Neural lobe of the pituitary gland), l’eminència mitjana (ME, Median 

eminence), la glàndula pineal (PI, Pineal gland) i l’òrgan subcomissural (SCO, 

Subcommissural organ). Aquest últim a vegades no es considera un OCV, donat que no té 

capil·lars fenestrats (Sisó i col., 2010). La NLP allibera hormona antidiürètica i oxitocina que 

actuen a nivell del ronyó i de la musculatura uterina respectivament; la ME allibera hormones 

que actuen sobre la part anterior de la glàndula pituïtària; la PI regula els ritmes circadiaris 

mitjançant la síntesi de melatonina; i l’SCO secreta diverses proteïnes al LCR (Johanson i 

col., 2011).  

  

El plexe coroide (CP, Choroid plexus) és una estructura vellosa que es troba ancorada als 

ventricles tercer, quart i lateral. EL CP es considera a vegades un OCV, tot i que, a 

diferència d’aquests, no presenta teixit nerviós (Sisó i col., 2010). La seva funció principal és 

la secreció del LCR. Està format per una àmplia xarxa de capil·lars fenestrats englobats a 

l’interior d'una capa en forma de bossa formada per un epiteli cúbic. Aquest epiteli conté TJ, 

de manera que restringeix la difusió cap a dins dels ventricles de les substàncies que arriben 

pels capil·lars. És per això que el CP constitueix una barrera entre la sang i el LCR (BCSFB, 

Blood-cerebrospinal fluid barrier). La majoria dels soluts creuen la BCSFB mitjançant 

transport transcel·lular actiu, mentre que només una petita part ho fa per difusió passiva per 

via paracel·lular. Algunes de les funcions de les cèl·lules epitelials del CP són: mantenir la 

concentració iònica als ventricles, eliminar productes de desfeta del SNC com anions i 

pèptids, metabolitzar substàncies per impedir la seva entrada al LCR, regular la capacitat 

immunitària del LCR, transportar de forma activa substàncies com l’àcid fòlic i la vitamina C 

per mantenir-ne una concentració més elevada al LCR respecte del plasma sanguini i 

participar en la regulació neuroendocrina (Johanson i col., 2011).  
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3.4. Alteracions de la BHE en les malalties neurodegeneratives. 

Les alteracions de la BHE estan pràcticament involucrades a totes les malalties 

neurodegeneratives. La pregunta que sorgeix és si aquestes alteracions són les 

responsables de la patologia, participen a la seva progressió, o bé només en són 

conseqüència, ja que la seva resposta pot tenir implicacions significatives. En models 

d’AVC, per exemple, s’ha vist que les alteracions de la BHE estan a l’inici de la pèrdua 

neuronal (Gasche i col., 2006). Altres estudis també proposen, en el que es coneix com la 

hipòtesi neurovascular de la malaltia, que la disfunció de la BHE acaba desencadenant la 

MA. En aquest cas, la fallida del mecanisme d’eliminació del pèptid A� provocaria la seva 

acumulació al cervell, de manera que la disfunció vascular seria prèvia a la 

neurodegeneració. Així, segons aquesta hipòtesi, la disfunció de la BHE actuaria com a 

causa en la progressió de la MA (Carvey i col., 2009). De fet, recentment s’han documentat,

en pacients de la MA, diverses alteracions de l’anatomia vascular com l’atròfia dels capil·lars 

i arterioles cerebrals, el trencament de la membrana basal, l’augment de vesícules 

pinocítiques a les CECC i la reducció de la densitat de la microvasculatura (Bell i Zlokovic, 

2009). Finalment, també s’ha proposat que la disfunció de la BHE jugaria un paper destacat 

a la progressió de la EM i que estaria present als estadis més inicials de la MP (Carvey i col., 

2009).

En els exemples comentats anteriorment, la disfunció de la BHE afecta a la seva capacitat 

per eliminar toxines i evitar els processos inflamatoris, i permet l’entrada d’elements de la 

circulació sanguínia perifèrica com components del sistema del complement, toxines, 

monòcits, metalls i altres substàncies. Aquests elements normalment no estan presents al 

cervell ja que la BHE evita que hi puguin accedir, i poden contribuir a la progressió de les 

malalties neurodegeneratives. La disfunció de la BHE també pot alterar el balanç iònic entre 

el cervell i la sang, el funcionament dels seus sistemes de transport i l’activitat de les 

proteïnes involucrades a la barrera metabòlica. A la vegada, facilita la pèrdua de 

quimiocines, metabòlits i neurotransmissors necessaris per la funció neuronal. Per tant, es 

posa de manifest que l’alteració de la BHE és un element crític i que cal considerar a l’hora 

d’entendre la progressió de les malalties neurodegeneratives.
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3.5. La BHE en el model del 3-NPA. 

Alguns estudis d’extravasació realitzats en rosegadors indiquen que la intoxicació amb 

3-NPA pot provocar alteracions de la BHE. En aquests estudis, les substàncies utilitzades 

com a traçadores han estat molècules presents de forma natural a la sang, com l’albúmina 

(Hamilton i Gould, 1987a) i l’IgG i els factors del complement (Nishino i col., 1995, 1997), o 

colorants fluorescents injectats a la circulació sanguínia abans del sacrifici dels animals com 

el blau d’Evans (BE) (Kim i col., 2003) o el blau tripà (Reynolds i Morton, 1998). Hamilton i 

Gould (1987a) van administrar a rates SD una única dosi de 3-NPA de 30 mg/kg per via 

subcutània i, un cop aquestes mostraven somnolència i immobilitat, les van dividir en dos 

grups que van sacrificar entre 0,5 i 1 hora o entre 2,5 i 3,5 hores després. En ambdós casos 

van detectar extravasació d’albúmina, tot i que en el grup sacrificat més tard l’extravasació 

va ser molt més evident. Nishino i col. van fer servir pautes diferents en els seus treballs. Al 

1995 van administrar a rates Wistar una dosi de 15 mg/kg tres cops per setmana, i van 

sacrificar els animals a 1, 2 i 4 setmanes de tractament. Seguint aquesta pauta 

d’administració, van detectar extravasació d’IgG i factors del complement només en els 

animals que van rebre 4 setmanes de tractament. Al 1997 van injectar a rates Wistar una 

dosi de 20 mg/kg diària per via subcutània durant dos o tres dies, i van sacrificar els animals 

tan bon punt mostraven signes d’intoxicació. En aquest cas, van detectar extravasació d’IgG 

a partir de les 2 hores després de la segona administració. Kim i col. (2003) van injectar 

estereotàxicament al cos estriat dret de ratolins CD-1 300 nmols de 3-NPA dissolts en 0,5 μl 

de solució salina, i van sacrificar els animals 4, 8 o 24 hores després. A les 4 hores ja es va 

detectar extravasació de BE, la qual va augmentar a les 8 hores i es va mantenir a les 24 

hores. Finalment, Reynolds i Morton (1998) van administrar a rates SD una dosi inicial de 12 

mg/kg per via subcutània que van augmentar en 3 mg/kg cada quatre dies de tractament. 

Aquesta pauta va ser administrada fins que els animals van mostrar alteracions motores, 

moment en el que es va suposar que ja s’havia produït la lesió estriatal. Llavors el 

tractament amb 3-NPA es va aturar i les rates es van deixar recuperar durant 4 setmanes, 

moment en el que es van sacrificar. Els investigadors van descriure que l’extravasació de 

blau tripà ja era visible a les dues hores després de l’inici de la simptomatologia, i que es 

mantenia fins a les quatre setmanes després de la formació de la lesió. En tots els estudis 

comentats, la detecció de les substàncies estudiades a l’àrea lesionada del cos estriat dels 

animals tractats amb 3-NPA es va associar a alteracions de la BHE que implicaven un 

augment de la seva permeabilitat.
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Aquests canvis de permeabilitat podrien estar relacionats amb alteracions en l’activitat de les  

metal·loproteïnases de matriu (MMP). Les MMP pertanyen a una família d’endopeptidases 

dependents de Zn2+ en la que hi ha incloses gelatinases i colagenases entre d’altres. 

Aquestes proteïnes se sintetitzen com a zimògens que s’activen per proteòlisi, i la seva 

funció principal és la d’hidrolitzar proteïnes de la MEC (Rivera i col., 2002). La MMP-9, que 

també s’anomena gelatinasa B, és produïda per les neurones del cervell en condicions 

normals, i intervé en la regulació de la seva plasticitat. Per altra banda, la MMP-9 pot 

sobreactivar-se en situacions patològiques com l’AVC o en casos de traumatisme, de 

manera que esdevé perjudicial per al teixit cerebral (Michaluk i Kaczmarek, 2007). 

Juntament amb la MMP-2, que també s’anomena gelatinasa A, la MMP-9 es pot activar en 

situacions d’estrès oxidatiu (Rajagopalan i col., 1996) i degradar la làmina basal i les 

proteïnes de les TJ com les claudines, l’ocludina i les ZO (Yang i col., 2007; Yu i col., 2008). 

Ambdues estan involucrades, a més a més, en la disfunció de la BHE associada a l’estrès

oxidatiu que s’observa en condicions d’isquèmia cerebral (Gasche i col., 2001; Pustovrh i 

col., 2005). 

Pel que fa al model experimental del 3-NPA, el paper de la MMP-2 i la MMP-9 en la lesió 

estriatal induïda per la toxina ha estat estudiat per Kim i col. (2003). En aquest treball, es va 

observar que el 3-NPA va induir l’expressió i l’activació de MMP-9 a l’estriat lesionat, mentre 

que no es va detectar l’activació de la MMP-2. A partir de les quatre hores després de 

l’administració del 3-NPA, l’augment de l’activació de la MMP-9 va anar acompanyat d’un 

augment de la permeabilitat de la BHE, i també es va establir una relació espacial entre 

l’aparició de les ROS i l’expressió de la MMP-9. D’aquesta manera, es va concloure que 

l’expressió i activació de la MMP-9 mediada per les ROS podia estar relacionada amb la 

disfunció de la BHE i la progressió de la lesió estriatal induïda per l’administració del 3-NPA.
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II. OBJECTIUS 
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L’administració de 3-NPA a rosegadors com rates o ratolins constitueix un model 

experimental que replica el fenotip de diverses malalties neurodegeneratives que es 

caracteritzen per la degeneració dels nuclis caudat i putamen del cervell dels pacients 

afectats. Aquest model experimental s’ha utilitzat bàsicament per a l’estudi de la MH, 

malaltia que, tot i tenir el seu origen en un defecte genètic, presenta unes manifestacions 

clíniques similars a les que produeix el 3-NPA i comparteix amb la toxina alguns dels 

mecanismes responsables de la neurodegeneració que s’observa a la malaltia. A nivell 

neuronal, la inhibició del CCRM II per part del 3-NPA produeix una disminució de la seva 

producció d’energia. Aquest fet posa en marxa mecanismes d’excitotoxicitat secundària i 

producció de ROS que es manifesten principalment a les neurones del cos estriat dels 

animals tractats i provoquen la seva mort a través de diferents mecanismes efectors, com 

l’activació de caspases per la via de l’apoptosi relacionada amb la possible reactivació del 

cicle cel·lular. D’altra banda, l’administració de la toxina pot provocar alteracions a nivell dels 

vasos sanguinis i de la permeabilitat de la BHE en les regions estriatals lesionades. 

Aquest treball inclou dos grans objectius, els quals es poden desglossar en diferents 

objectius concrets. 

El primer objectiu consisteix en estudiar la reactivació del cicle cel·lular com a possible 

mecanisme involucrat en la degeneració neuronal associada a l’administració de 3-NPA. Per 

a desenvolupar aquest objectiu, s’han plantejat els següents objectius concrets:

� Estudiar la possible reactivació del cicle cel·lular a la lesió estriatal derivada de 

l’administració de 3-NPA mitjançant la detecció de les proteïnes reguladores de la 

seva fase G1 com la CyD, la CDK4, la CyE, la CDK2 i del factor de transcripció 

E2F1.

� Determinar l’expressió i la distribució a la lesió estriatal de la forma activa de la 

caspasa-3 i el marcador TUNEL, indicador de fragmentació irreversible de l’ADN, 

ambdós utilitzats com a marcadors de mort neuronal.

� Estudiar l’expressió conjunta de marcadors de cicle i mort cel·lulars a les neurones 

de la lesió estriatal.

� Avaluar la implicació de les proteïnes ATM, p53, Akt i GSK3� en la reactivació del 

cicle cel·lular i en la degeneració neuronal.
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El segon objectiu consisteix en estudiar la disfunció de la BHE a les àrees lesionades del 

cos estriat dels animals tractats amb 3-NPA. Per a desenvolupar aquest objectiu, s’han 

plantejat els següents objectius concrets:

� Determinar les àrees del cos estriat en les que hi ha un augment de la permeabilitat 

dels vasos sanguinis mitjançant estudis d’extravasació.

� Estudiar la integritat de la BHE mitjançant el marcatge immunohistoquímic de les 

cèl·lules endotelials, la làmina basal i les proteïnes de les TJ.

� Estudiar la possible implicació de l’activitat gelatinasa de la MMP-2 i la MMP-9 en les 

alteracions de la BHE que es produeixen en les regions lesionades del cos estriat.

En l’apartat de resultats es presenten en primer lloc els referents al primer gran objectiu i 

posteriorment els referents al segon gran objectiu, malgrat que el desenvolupament de la 

part experimental s’ha realitzat en paral·lel. 
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III. RESULTATS 
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RESUM 

Objectius: Determinar l’expressió de proteïnes del cicle cel·lular de la fase G1 com els 

complexos CyD-CDK4 i CyE-CDK2 i del factor de transcripció E2F1 al cos estriat de rates 

tractades amb 3-NPA, toxina que s’ha utilitzat àmpliament per desenvolupar models 

experimentals de la MH. A més a més, analitzar l’expressió d’E2F1 i de CyD en mostres 

humanes de la MH.

Material i mètodes: Es van utilitzar rates SD de 220-250 g de pes. El model experimental es 

va induir administrant a les rates una dosi de 3-NPA de 20 mg/kg per via intraperitoneal 

durant 3 dies (dia 0, 1 i 2). Al mateix temps, un grup control va rebre únicament solució 

salina. El dia 6, es van anestessiar els animals, es van perfondre amb sèrum fisiològic i es 

va procedir a l’extracció del seu encèfal, que es va congelar en isopentà i es va guardar a 

-80 ºC. Es van realitzar seccions criostàtiques d’aquest teixit i es van aplicar tècniques 

immunohistoquímiques, emprant anticossos dirigits contra la CDK2, la CDK4, l’E2F1, la 

CyD1, la CyE i l’antigen del nucli neuronal (NeuN, neuronal nuclei antigen), per visualitzar 

les neurones. Les mostres es van analitzar per microscòpia de fluorescència i confocal. Les 

mostres cerebrals humanes, fixades en formol al 4% en les autòpsies, es van homogenitzar i 

preparar per a Western-blot, on es van utilitzar anticossos dirigits contra l’E2F1 i la CyD1.

Resultats: Els animals tractats amb 3-NPA van presentar una pèrdua important de pes 

respecte dels animals control, que es correlacionava positivament amb la seva afectació 

motora, i el seu cervell va mostrar una lesió important a la zona dorsal del cos estriat. Els 

animals control i les zones estriatals no afectades per la toxina dels animals tractats van 

mostrar un marcatge molt lleu o absent de les diferents proteïnes estudiades. En canvi, a la 

zona estriatal lesionada de les rates tractades es va detectar marcatge positiu corresponent 

a la CDK2, la CDK4, la CyE i també al factor E2F1 (Figura 19). El marcatge corresponent a 

la CDK4 va ser el que es va detectar amb més intensitat. Seguidament, el marcatge de la 

CDK4 es va combinar amb el del NeuN, i es va veure que totes les cèl·lules que 

expressaven la CDK4 també eren positives per a NeuN. Finalment, es va comprovar que 

totes les cèl·lules positives per a la CDK4, que eren neurones, ho eren també per a la CyD1, 

la seva ciclina activadora (Figura 20). 
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Figura 19. Marcatge de CDK4, CyE, CDK2 i E2F1 en el cos estriat de rates tractades amb 3-NPA. Imatges 

representatives del cos estriat de rates tractades amb 3-NPA (A, B, C, D) després de realitzar un marcatge 

immunohistoquímic de CDK4 (A), CyE (B), CDK2 (C) i E2F1 (D). Les imatges corresponen a la zona lesionada 

del cos estriat dels animals tractats. Barra d’escala: 100 �m.

Figura 20. Marcatge doble de CDK4 amb NeuN i CyD en el cos estriat de rates control i tractades amb 3-NPA. 

Imatges representatives del cos estriat de rates control (A, C) i tractades amb 3-NPA (B, D) després de realitzar

un marcatge immunohistoquímic de CDK4 i NeuN (A, B) i  CDK4 i CyD1 (C, D).  En els animals tractats amb la 

toxina, les imatges corresponen a la zona lesionada del seu cos estriat. Barra d’escala: 100 �m. Insets: 10 �m.

En els estudis realitzats amb mostres cerebrals humanes de pacients de la MH, es va trobar 

sobreexpressió de la CyD1 i de l’E2F1 (Figura 21).
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Figura 21. Expressió de CyD1 i E2F1 en mostres de cervells de pacients de la MH. A) Western-blot representatiu 

de l’expressió de CyD1 i E2F1. B i C) Densitat òptica (O.D.) de la CyD1 i de l’E2F1 en pacients control i en 

pacients de la MH. Els resultats s’expressen en mitjana + SEM. **p<0.01 vs control.

Conclusions: Per una banda, aquest estudi indica que el tractament amb 3-NPA indueix 

l’expressió d’elements de la fase G1 del cicle cel·lular que poden ser responsables de la 

reactivació del cicle cel·lular. A més a més, l’anàlisi de mostres humanes de cervells de 

pacients de la MH va mostrar la sobreexpressió de CyD i E2F1. Així, es va concloure que la 

reactivació del cicle cel·lular podia ser un mecanisme implicat a la neurodegeneració 

observada tant al model del 3-NPA com als cervells dels pacients afectats de MH.
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1. Introduction

The molecular basis of neuronal cell death mediated by
mitochondrial dysfunction is an area of intensive research. Thus,
a common characteristic of all experimental neurodegenerative
models, and also of human illness, is the evidence of the dramatic
increase in oxidative stress mediated by mitochondrial alteration
(Pallàs and Camins, 2006; Camins et al., 2008). Activity inhibition
of mitochondrial electron chain complexes with neurotoxins leads
to loss of ATP synthesis and constitutes suitable experimental
models of neurodegenerative diseases such as Parkinson’s disease
(PD) and Huntington’s disease (HD) (Manfredi and Beal, 2007).
Some neurotoxins used are 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahy-
dropyridine (MPTP), that inhibits mitochondrial complex I; and 3-
nitropropionic acid (3-NPA), a fungal toxin that irreversibly

inhibits succinate dehydrogenase of complex II (Brouillet et al.,
1998, 2005; Bizat et al., 2003; Vila and Przedborski, 2003;
Przedborski et al., 2004).

In addition to oxidative stress, in the last years the expression of
neuronal cell cycle proteins in the central nervous system of
patients with neurodegenerative pathologies such as Alzheimer’s
disease (AD), PD and amyotrophic lateral sclerosis (ALS) has been
demonstrated (Nunomura et al., 2007; Woods et al., 2007).
Moreover, unusual expression of cell-cycle proteins in the central
nervous system in other neurological disorders such as Pick’s
disease, progressive supranuclear palsy, Down’s syndrome and
stroke has also been observed (Camins et al., 2006). Evidence for
cell cycle re-entry in neurons includes the activation of cyclin-
dependent kinases (CDKs) and the expression of the transcription
factor E2F-1 (Krantic et al., 2005; Camins et al., 2007). Likewise, the
expression of proteins involved in cell cycle regulation is not only
limited to the central nervous system of patients with neurode-
generative diseases, but they are also expressed in the hippo-
campus of schizophrenic patients (Nunomura et al., 2007). These
data are consistent with the idea that both oxidative stress
increasing and cell cycle re-entry could be characteristic features
not only in neurodegenerative diseases but also in neurological
disorders (Woods et al., 2007; Zhu et al., 2007).

Furthermore, evidence of cell cycle reactivation involvement
in the process of neuronal loss is also found in several models
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of neurodegenerative diseases induced by administration of
diverse neurotoxins, such as models of excitotoxicity induced by
kainic acid, models of stroke, the MPTP model of PD and the
superoxide dismutase-1 mouse model of ALS (Verdaguer et al.,
2003; Nguyen et al., 2003; Höglinger et al., 2007). According to
this, the expression of cell-cycle proteins has been evidenced after
treating neuronal cell cultures or neuron-like cultures with
apoptotic stimuli such as potassium deprivation in cerebellar
granule cells (Yeste-Velasco et al., 2007), treatment with
excitatory amino acid glutamate and kainic acid (Gendron
et al., 2001; Smith et al., 2003; Verdaguer et al., 2003, 2004), b-
amyloid treatment (Iqbal and Grundke-Iqbal, 2008; Majd et al.,
2008), camptothecin treatment (Park et al., 2000) and other
stimuli (Kranenburg et al., 1996). As a whole, these studies
demonstrate that neurotoxins in neuronal cell cultures increase
the expression of proteins involved in cell-cycle regulation and
the proapoptotic transcription factor E2F-1.

Thus, it seems that the process of cell cycle re-entry might be a
common component of the process of neuronal loss. That is why
the aimof the present studywas to evaluate the cell cycle proteins
involved in G0/G1 phase in rats treated with 3-NPA, to
demonstrate the attempt to cell cycle re-entry in the rat brain.
We studied cyclin D1 (CyD1) which is associated with CDK4 and
cyclin E (CyE) which is associated with CDK2. Furthermore, we
have evaluated the transcription factor E2F-1 because the
increase in its expression is associated to the well-known
apoptotic route. Finally, the expression of E2F-1 and CyD1 in
human samples of HD was also analyzed and showed as an
evidence of translational results from the animal model to the
human disease.

2. Experimental procedures

2.1. Animals and tissue harvesting

Sprague–Dawley male rats (220–250 g, Harlan Interfauna Ibérica, Barcelona,

Spain) had food and water ad libitum and were kept in standard conditions of

temperature (22 � 2 8C) and 12:12-h light–dark cycles (300 lx/0 lx). Studies were

performed in accordance with the institutional guidelines for the care and use of

laboratory animals established by the Ethical Committee for Animal Experimentation

at the University of Barcelona. One group of rats received a saline solution of 3-NPA

adjusted to pH 7.4 with NaOH at a dose of 20 mg/kg i.p. once a day for 3 days (days 0, 1

and 2). The other group was injected only with saline (control group). All rats were

evaluated daily for both body weight loss and motor impairments from day 0 until day

6 of experiment. On day 6, animals were anaesthetized with 80 mg/kg of sodium

pentobarbital. Intra-cardiac perfusion was then performed by injecting 50 ml of saline

into the left ventricle and making an incision on the right auricle to drain all incoming

venous blood. Immediately after, brains were removed, snap frozen by immersion in

isopentane chilled in dry ice and stored at �80 8C until further use. Thereafter, frozen

brains were embedded in OCT cryostat-embedding compound (Tissue-Tek, Torrance,

CA, USA) and 20-mm-thick cryostatic sectionswhich contained striatumwere obtained

at �22 8C. Slides were fixed with acetone for 10 min at 4 8C, allowed to dry at room

temperature and then frozen at �20 8C until staining.

2.2. Immunohistochemistry of rat brain sections

Immunohistochemistry was performed as described previously (Pelegrı́ et al.,

2007). Slides were allowed to defrost at room temperature and then rehydrated

with PBS for 5 min. Sections were then blocked and permeabilized with PBS

containing 1% bovine serum albumin (BSA, Sigma–Aldrich) and 0.1% Triton-X-100

(Sigma–Aldrich) for 20 min. After two 5 min washes in PBS, brain sections were

incubated with the primary antibody (see below) for 90 min at room temperature.

Slides were washed again and then incubated for 1 h at room temperature in the

darkwith the secondary antibody (see below). Afterwashing again, nuclear staining

was performed by incubating slides in Hoechst reagent at 2 mg/ml in PBS for 10 min

at room temperature in the dark. Finally, slides were washed, mounted using

Prolong Gold anti-fade medium and stored at 4 8C in the dark. Staining controls

were performed by incubating with PBS instead of the primary antibody or instead

of both antibodies.

The following primary antibodies against cell cycle proteins or factorswere used:

rabbit polyclonal anti-human CDK2 (sc-163), rabbit polyclonal anti-mouse CDK4

(sc-260), mouse monoclonal anti-E2F-1 (sc-251) and rabbit polyclonal anti-rat CyE

(sc-481) from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA; dilution 1/50); and

mouse anti-recombinant human CyD1 (#2926) from Cell Signalling Technology

(Danvers, MA, USA; dilution 1/50). Mouse monoclonal anti-neuronal nuclei (NeuN,

MAB377, Millipore, Molsheim, France; dilution 1/100) was also used in order to

visualize neurons. AlexaFluor 488 donkey anti-mouse IgG and AlexaFluor 555

donkey anti-rabbit IgG (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA; dilution 1/250) were used as

secondary antibodies.

2.3. Confocal microscopy of rat brain sections

Slides were examined under a laser confocal microscope (TCS/SP2, Leica

Microsystems, Germany). Staining for AlexaFluor 488 was excited with a laser of

488 nm (blue zone) and visualized as green fluorescence. AlexaFluor 555 anti-

mouse IgG was excited at 543 nm (green zone) and visualized as red fluorescence.

Finally, nuclear staining (Hoechst) was excited at 351 and 364 nm (ultraviolet) and

visualized as blue fluorescence. All images that were compared between themwere

acquired under the same microscope setup and laser and software adjustments.

2.4. Human brain samples of neurodegenerative processes

Eightbrainsamples(four fromHDpatientsandfourcontrols, sexandage-matched)

were obtained from the Institute of Neuropathology and the University of Barcelona

Brain Bank, once the informed consent of the patients or their relatives and the

approvalof the localethics committeehadbeengiven.Atautopsy,halfofeachcerebral

tissue was fixed in 4% buffered formalin, frozen on dry ice and stored at�80 8C until

further use. All brain samples (with and without clinical neurological disease) were

processed in the same way using the same sampling and staining protocols. The

neuropathological characterization of HD (n = 4) was carried out according to

established criteria (Stuss andLevine, 1996).No remarkable changesweredetected in

control subjects (n = 4). The postmortem delay was between 3 and 17 h.

2.5. E2F-1 and CyD1 immunodetection in human brain samples

Tissues were homogenized with a polytron homogenizer at 4 8C in 10 volumes of

cold lysis buffer (150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton-X-100 and 10% glycerol),

protease inhibitor cocktail (1 mM Na3VO4, 1 mM NaF, 1 mM PMSF and 1 mg/ml

aprotinin), phosphatase inhibitor cocktail 1 (Sigma,Madrid, Spain) and 10 mMTris–

HCl, pH 7.4. For protein preparations, homogenates were centrifuged at 14,000 � g

for 5 min at 4 8C. Supernatants were collected and protein content determined

using BSA as the standard. Aliquots of homogenate, containing 30 mg of protein per

sample, were analyzed by western blot. Briefly, samples were placed in buffer

(0.5 M Tris–HCl, pH 6.8, 10% glycerol, 2% (w/v) SDS, 5% (v/v) 2-b-mercaptoethanol,

0.05% bromophenol blue) and denatured by boiling at 95–100 8C for 5 min. Samples

were then separated by electrophoresis on 10% acrylamide gels. Proteins were

subsequently transferred to polyvinylidene fluoride (PVDF) sheets (ImmobilonTM-

P, Millipore Corp., Bedford, MA, USA) using a transblot apparatus (BioRad, Hercules,

CA, USA). Membranes were blocked overnight with 5% non-fat milk dissolved in

TBS-T buffer (Tris 50 mM, NaCl 1.5%, Tween 20, 0.05%, pH 7.5). They were then

incubated with primary monoclonal antibodies against E2F-1 (sc-251, Santa Cruz

Biotechnology) or CyD1 (#2926, Cell Signalling Technology). After 90 min, blots

were washed thoroughly in TBS-T buffer and incubated for 1 h with a peroxidase

conjugated IgG antibody (Amersham Corp., Arlington Heights, IL, USA). Immunor-

eactive protein was visualized using a chemiluminescence-based detection kit

following the manufacturer’s instructions (ECL kit; Amersham Corp.). Digital

images were taken with a Chemidoc XRS (Biorad), which allows semi-quantitation

of band intensity. Protein load was periodically monitored by staining the blot

membrane with phenol red and via immunodetection of actin. Results were

presented in arbitrary units of optical density (D.O.).

2.6. Statistical analysis

In order to analyze body weight evolution, mean of daily body weight of rats

treated with 3-NPA were compared with that of control rats by using a non-

parametric Mann–Whitney U-test, and differences were considered significant at

p < 0.05.

On the human study, the western blot of four patients of each group was

analyzed. Optical density data for each group are given as mean + S.E.M. Statistical

analyses were carried out using Student’s t-test, and differences were also

considered significant at p < 0.05 vs control.

3. Results

3.1. Body weight loss and motor abnormalities in 3-NPA treated rats

When compared to control rats, 3-NPA treated animals showed
evident disturbances in the body weight curve. Fig. 1 shows the
daily mean of body weight from both studied groups. As expected,
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at the beginning of the study, on day 0, there were not significant
differences between both groups. On day 1, 24 h after the first
administration, the mean body weight of 3-NPA treated animals
was significantly lower than the observed in control animals.
Animals treated with 3-NPA continued losing weight until day 3,
24 h after the third (and last) administration of the toxin, and
differences with the control group appeared more remarkable.
From day 3 on, the body weight of treated animals increased but
remained significantly lower than control group (Mann–Whitney
U-test, p < 0.05 in all days except day 0).

Moreover, animals treatedwith 3-NPA exhibitedmotor abnorm-
alities, whichwere evidentwhen the animalswere allowed to climb
a cage grid. Treated animals used only their forelimbs to climb the
grid as they could not use their hind limbs. Control animals climbed
the grid in a well-coordinated postural control.

3.2. Expression of cell-cycle proteins in striatal neurons from 3-NPA

treated rats

The observation at the microscope of the striatum stained with
the different antibodies used showed strong differences between
3-NPA treated and control rats. NeuN staining showed, in control
brains, the characteristic neuronal arrangements on the fine
defined structure of striatum (Fig. 2A). In 3-NPA treated animals,
an important lesion was observed at the dorsal zone of striatum.
This lesion was visible by the disorganization of their structural
pattern, and was accompanied by a loss of NeuN-labelled neurons
(Fig. 2C). Away from the lesion, in peripheral and ventral zones of
striatum, the staining pattern was similar to that of control
animals; although certain tissue disorganization could be
observed, as well as a more diffuse staining with NeuN (Fig. 2E).
When observing Hoechst nuclear staining, neurons in striatum of
control brains (Fig. 2B) showed a characteristic well-defined
nucleus (insets B1 and B2). In the injured region of the striatum of
the 3-NPA treated animals (Fig. 2D), typical apoptotic condensa-
tion and fragmentation of chromatin could be observed (insets D1
and D2, respectively). In non-injured region of the striatum of the
3-NPA treated animals (Fig. 2F) nuclear staining was highly
variable: some neuronal nuclei appeared normally stained (inset
F1) while, in others, chromatin appeared to be condensed or
fragmented (inset F2).

In brains of 3-NPA treated animals, staining with anti-CDK4
showed a high number of positive cells present in the injured zone

of striatum (Fig. 3B), while this intense staining did not appear in
brains from control animals (Fig. 3A) or in non-injured zones of 3-
NPA treated brains. On the other hand, striatal injured zones from
3-NPA treated animals presented cells with an intense positive
staining for CDK2 (Fig. 3D), while this intense stainingwas not seen
in the non-injured zone from this group nor in control animals
(Fig. 3C). Moreover, only in the injured zone from treated animals,
positive staining for CyE and E2F-1 appeared (Fig. 3F and 3H,
respectively). The rest of the striatum of the 3-NPA treated animals
showed only a slight staining which could be observed for these
antibodies in some of these animals, while staining was practically
not present in control animals (Fig. 3E and G).

All CDK4+ cells of the injured striatum from 3-NPA treated
animals showed positive staining for NeuN, although some NeuN+

cells did not show positive staining for CDK4 (Fig. 4B). Moreover,
all CDK4+ cells in the injured zone showed positive staining for
anti-CyD1 (Fig. 4D), while there did not appear any CyD1+ cell
being CDK4�. It must be pointed out that high CDK4 and CyD1
staining was present in cells on the striatal lesion of the 3-NPA
treated animals, but not in control animals (Fig. 4A and C).

It is interesting to point out that striatum from control animals
and non-injured zones of striatum from 3-NPA treated rats, as well
as cerebral cortex from both studied groups, can present a slight
cellular staining for the different markers. However, this staining
wasmuch lower than that observed in disrupted zones of striatum.

3.3. Expression of E2F-1 and CyD1 in brains from HD patients

Samples from the brains of HD patients were also specifically
studied usingwestern blot technique to determine E2F-1 and CyD1
expression as robustmarkers of re-entry in neuronal cell cycle. The
expression of both proteins was dramatically higher in the four HD
cases studied than in the age-matched control patients. Repre-
sentative western blot of CyD1 and E2F-1 can be observed in Fig. 5.
Quantification and statistical analysis of band intensity indicates
that both protein load of CyD1 and E2F-1 are significantly higher
on HD samples than in control healthy patients.

4. Discussion

This study demonstrates that cell cycle activation in cerebral
tissue from rats treated with 3-NPA can constitute a potential
pathway involved in neuronal cell death in this experimental
model of HD. These findings are in agreement with results from a
recent published studywhich suggest that neuronal death owed to
3-NPA treatment ismediated by cell cycle re-entry (Akashiba et al.,
2008). Specifically, they have found that treatment of striatal
neuronal cultures with 3-NPA decreased the expression of the cell
cycle inhibitor p27 and increased the phosphorylation of
retinoblastoma protein, a marker of cell cycle progression at late
G1 phase. Our results show a neuronal expression of G1 markers
(CDK4, CDK2, CyD1 and CyE) and E2F-1 in rat striatum after the
treatment with 3-NPA.

The involvement of cell cycle re-entry and specifically the
expression of the transcription factor E2F-1 in neuronal apoptosis
has been demonstrated (Kranenburg et al., 1996; O’Hare et al.,
2000; Gendron et al., 2001; Hou et al., 2001b; Smith et al., 2003;
Verdaguer et al., 2004; Höglinger et al., 2007; Woods et al., 2007).
Therefore, it can be deduced that some neurons that are still
present in the injured zone of striatum of 3-NPA treated rats are
initiating an apoptotic process, as can be observed by the presence
of positive staining for the different markers used. Evidence that
E2F-1 is a key component of the neuronal apoptotic route was
demonstrated by utilizing neuronal cell cultures lacking this
transcription factor. Thus, the loss of E2F-1 attenuates neuronal

Fig. 1. Body weight throughout the study of rats treated with 3-NPA and control

rats. Data are expressed as mean + S.E.M. On days 0–2, treated rats received 3-NPA,

while control rats received saline solution.
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cell death from neurotoxic stimuli. Examples include potassium
deprivation in cerebellar granule cells, neuronal cell death
mediated by neurotoxins such as kainic acid or MPTP, ischemia,
apoptosis mediated by oxygen–glucose deprivation in cortical and
hippocampal cultures, and cell death induced by b-amyloid
(Giovanni et al., 1999, 2000; O’Hare et al., 2000; Gendron et al.,
2001; Hou et al., 2001a,b; MacManus et al., 2003; Smith et al.,
2003; Höglinger et al., 2007). Moreover, this experimental data is
in accordance with observations that E2F-1 expression, itself, is
sufficient to induce death in cortical neurons in the absence of any
apoptotic stimuli (Giovanni et al., 2000). E2F-1 induced apoptosis
encompasses severalmechanisms as p53 activation,mitochondrial
protein release, proapoptotic gene activation, Apaf-1/bax and
other signals like NF-kb inhibition (Liu and Greene, 2001; Stanelle
and Pützer, 2006). Thus, E2F-1 directly induces the expression of
p53 proapoptotic targets such as PUMA and Noxa. With reference
to NF-kb, this transcription factor is involved in the regulation
of cell survival in response to death-promoting stimuli and the

inhibition of NF-kb by E2F-1 induces an increase in oxidative
stress by supression of the enzyme superoxide dismutase (Phillips
et al., 1999). Accordingly, E2F-1 could also be involved in ROS
regulation and may increase neuronal apoptosis by the inhibition
of cell survival signals (Phillips et al., 1999; Konishi and Bonni,
2003). Interestingly, another target of E2F-1 is the induction of
Cdc2 (CDK1) expression following potassium deprivation in
cerebellar granule neurons. Moreover, this study constitutes a
novel apoptotic route in neurons between CDKs-pRb-E2F-1
pathway and the mitotic kinase Cdc2, via phosphorylation of
BH3-only protein BAD (Konishi and Bonni, 2003). Therefore, Cdc2
represents a selective target for E2F-1 in postmitotic neurons.

In the human studies conducted here, we confirm that CyD1
involved in cell cycle re-entry, as well as the transcription factor
E2F-1 are also over-expressed in brains from HD patients. As
severalmarkers of G1 phase are present in degenerating neurons in
experimental models and also in human samples, the evoked G1
phase related mechanism might be important for neuronal loss in

Fig. 2. Representative NeuN (A, C and E) and Hoechst (B, D and F) staining of striatum from control and 3-NPA treated rats. A and B: striatum from a control animal. C and D:

injured region of striatumof a 3-NPA animal. E and F: non-injured region of striatumof a 3-NPA treated animal. Inset on B, D and F:magnification of neuronal nuclei stained by

Hoechst. Scale bar: 100 mm (insets: 10mm). (For interpretation of the references to color in the text, the reader is referred to the web version of the article).
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HD and other neurodegenerative diseases. Moreover, our data
agrees with the hypothesis that re-entry in the cell cycle could
constitute a convergent point in all neurodegenerative diseases
towards the induction of neuronal demise. On the other hand, the
importance of cell cycle activation is further supported by the
evidence that inhibition of CDKs by drugs such as flavopiridol
and roscovitine induces neuroprotective effects in neuronal cell
cultures (Verdaguer et al., 2004).

Although the apoptotic pathways implicated in HD are still
being determined, in previous studies we and others have
suggested that calpain activationmay be a prominent pathway in
3-NPA-induced striatal neuronal cell death (Bizat et al., 2003;
Pang et al., 2003; Brouillet et al., 2005; Crespo-Biel et al., 2007). In
addition, we have demonstrated that CDK5, a CDK regulated by

calpain activation, is activated after a treatment with this
neurotoxin suggesting a direct impact of calpain in HD
pathogenesis (Crespo-Biel et al., 2007). Interestingly, Strachan
et al. (2005) suggest in a recent work that cytoplasm E2F-1
localization is involved in the process of calpain activation and
may constitute a novel pathway regulating neuronal loss in
neurodegenerative diseases. In support of this, E2F-1 has been
shown to exhibit increased immunostaining in multiple neuro-
degenerative diseases including PD, Down syndrome, AD and ALS
(Motonaga et al., 2001; Jordan-Sciutto et al., 2003; Zhang et al.,
2004; Nguyen et al., 2003; Ranganathan and Bowser, 2003).
Interestingly, in all these studies, E2F-1 showed mainly
cytoplasm localization in neurons. Thus, it could be hypothesised
that when E2F-1 move from nucleus towards the cytoplasm it

Fig. 3. Representative striatum from control (A, C, E andG) and 3-NPA treated (B, D, F andH) animals stained for CDK4 (A and B), CDK2 (C andD), CyE (E and F) and E2F-1 (G and

H). All images from 3-NPA animals correspond to the injured region of the striatum. Scale bar: 100 mm. (For interpretation of the references to color in the text, the reader is

referred to the web version of the article).
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may have a role in neuronal apoptosis. Understanding the
mechanism by which E2F-1 induces apoptosis, probably may
provide novel targets for HD therapy.

Taken together, these findings indicate that re-entry in the cell
cycle in experimental and human HD may be a new pathway
implicated in neuronal apoptosis in this disease. Moreover, data
presented in the present work give support to the evidence that
neuronal cell cycle re-entry constitutes a prerequisite of apoptosis
in neurodegenerative diseases.
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2007. Glycogen synthase kinase-3 is involved in the regulation of the cell cycle
in cerebellar granule cells. Neuropharmacology 53, 295–307.

Zhang, M., Li, J., Chakrabarty, P., Bu, B., Vincent, I., 2004. Cyclin-dependent kinase
inhibitors attenuate protein hyperphosphorylation cytoskeletal lesion forma-
tion, and motor defects in Niemann-Pick Type C mice. Am. J. Pathol. 165, 843–
853.

Zhu, X., Lee, H.G., Perry, G., Smith, M.A., 2007. Alzheimer disease, the two-hit
hypothesis: an update. Biochim. Biophys. Acta 1772, 494–502.

C. Pelegrı́ et al. / Int. J. Devl Neuroscience 26 (2008) 665–671 671





83 

ARTICLE 2 

SYSTEMIC ADMINISTRATION OF 3-NITROPROPIONIC ACID POINTS OUT A 
DIFFERENT ROLE FOR ACTIVE CASPASE-3 IN NEURONS AND ASTROCYTES

Joaquim Duran-Vilaregut, Jaume del Valle, Gemma Manich, Fèlix Junyent,             

Antoni Camins, Mercè Pallàs, Carme Pelegrí i Jordi Vilaplana

Neurochemistry International 2010; 56: 443-450



 



85 

RESUM 

Objectius: Estudiar la presència de caspasa-3 activa i marcatge de TUNEL, ambdós 

utilitzats com a marcadors d’apoptosi, en neurones i astròcits de cervells de rates tractades 

amb 3-NPA, per aprofundir en el coneixement dels mecanismes involucrats en la 

neurodegeneració estriatal provocada per la toxina i comprovar si hi ha inducció de 

l’apoptosi en els tipus cel·lulars esmentats.

Material i mètodes: Es van utilitzar rates SD de 220-250 g de pes. El model experimental es 

va induir administrant a les rates una dosi de 3-NPA de 20 mg/kg per via intraperitoneal 

durant 3 dies (dia 0, 1 i 2). També es va disposar d’un grup control sa que es va injectar amb 

sèrum fisiològic. El dia 6, es van anestessiar els animals, es van perfondre amb sèrum 

fisiològic i es va procedir a l’extracció de l’encèfal, que es va congelar en isopentà i es va 

guardar a -80 ºC. Es van realitzar seccions criostàtiques d’aquest teixit i es van aplicar 

tècniques immunohistoquímiques, emprant anticossos dirigits contra la caspasa-3 activa, la 

proteïna NeuN, per visualitzar les neurones, i contra la proteina GFAP, per visualitzar els 

astròcits. Alguns procediments immunohistoquímics van incloure també el TUNEL (Terminal 

dUTP Nick End Labeling), kit que s’utilitza per detectar la mort cel·lular in situ. Les mostres 

es van analitzar per microscòpia de fluorescència i confocal.

Resultats: Les neurones i els astròcits apareixen distribuïts homogèniament a l’escorça i a 

l’estriat dels animals control i a l’escorça dels animals tractats. A l’estriat lesionat, la població 

neuronal va disminuint com més ens apropem al centre de la lesió, i les poques neurones 

que queden a l’àrea lesionada tenen aspecte picnòtic. D’altra banda, els astròcits mostren 

un marcatge de GFAP fragmentat al centre de la lesió i un marcatge molt dens i brillant a la 

vora de la lesió, indicant la presencia d’astrogliosi.

La caspasa-3 activa es va trobar àmpliament distribuïda en els astròcits de l’escorça i el cos 

estriat, tant als animals control com a les àrees no afectades per la toxina dels animals 

tractats. Pel que fa a les neurones, només presentaven marcatge de caspasa-3 activa les 

que estaven en procés de degeneració a la vora de la lesió estriatal. Les neurones de les 

àrees no afectades per la toxina dels animals tractats no presentaven caspasa-3 activa 

(Figura 22). 
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Figura 22. Marcatge de caspasa-3 activa en neurones i astròcits de rates control i tractades amb 3-NPA.

Marcatge representatiu de caspasa-3 activa en astròcits del cos estriat (A) i l’escorça (B) en animals del grup 

control. En neurones, només es troba caspasa-3 activa a les que estan en procés de degeneració a la vora de la 

lesió estriatal dels animals tractats (C). Les neurones de les àrees no afectades per la toxina dels animals tractats 

no mostren la proteasa (D). Barres d’escala: 100 �m. 

El marcatge amb TUNEL, que juntament amb el de la caspasa-3 activa, s’utilitzen per 

identificar processos d’apoptosi, només va aparèixer a l’àrea estriatal lesionada dels animals 

tractats amb el 3-NPA. Algunes de les neurones amb caspasa-3 activa eren positives, a la 

vegada, per al marcatge de TUNEL. En altres casos, les neurones TUNEL positives no 

tenien caspasa-3 activa, i finalment també n’hi havia que únicament expressaven la proteasa 

(Figura 23).
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Figura 23. Marcatge de caspasa-3 activa, TUNEL i NeuN de l’àrea lesionada del cos estriat de rates tractades 

amb 3-NPA. Marcatge triple representatiu de caspasa-3 activa (vermell), TUNEL (blau) i NeuN (verd) a l’àrea 

lesionada del cos estriat d’una rata tractada amb 3-NPA (A, B). Fletxes blanques: colocalització de TUNEL, 

caspasa-3 activa i NeuN. Fletxes blau clar: colocalització de TUNEL i NeuN. Fletxes grogues: colocalització de 

caspasa-3 activa i NeuN. Barres d’escala: 30 μm. 

Conclusions: En les rates tractades amb 3-NPA, part de la degeneració neuronal del cos 

estriat està mediada per l’activació de la via de senyalització apoptòtica que culmina amb 

l’activació de la caspasa-3. D’altra banda, la presència de caspasa-3 activa en els astròcits 

sembla ser constitutiva.
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1. Introduction

Huntington’s disease (HD) is an autosomal dominant neurode-
generative disorder caused by the unstable expansion of CAG
repeats in the gene encoding for a protein called huntingtin
(Walling et al., 1998). In this pathology, medium-sized spiny
projection neurons containing g-aminobutyric acid (GABA), the
predominant neostriatal cell type, are selectively affected during
disease progression (Glass et al., 2000). It is well established that
mitochondria play a pivotal role in the regulation of cellular aging
and the activity of many proteins related to neuronal demise. Thus,
mitochondrial dysfunction, which involves depletion in ATP
production and activation of metabolic pathways leading to cell
death, has been proposed to contribute to the neurodegeneration
observed in HD (Lin and Beal, 2006).

It is widely accepted that necrosis and programmed cell death
(PCD) are the basic ways in which a cell can die. Necrosis is a fast
and chaotic process that occurs in neurons under conditions of
severe energy deprivation or oxidative stress and courses with
cellular edema, disruption of the plasma membrane and inflam-
mation (Bröker et al., 2005). In contrast, apoptosis, the prototypical
form of PCD, is a controlled process that does not occur in the
absence of ATP (Nicotera et al., 1999). It is distinguished by
morphological changes in cells, consisting of shrinkage, condensa-
tion of chromatin and the disintegration of the cell soma into small
bodies that are removed by phagocytosis, in a way that prevents
activation of unwanted inflammatory responses. On a biochemical
level, two apoptotic cascades have been described: the intrinsic
and extrinsic pathways. The intrinsic pathway, which is predomi-
nant in neurons and is decisively mediated by mitochondria, leads
to the activation of caspases, a family of proteases among which
caspase-3 stands out as the main effector of the apoptotic cell
death process (Mattson et al., 2008; Taylor et al., 2008).

With respect to HD, studies performed on patients and post-
mortem HD tissue have shown evidence of metabolic energy
impairment related to mitochondrial dysfunction. This im-
pairment takes the form of a significant decrease in the activity
of mitochondrial respiratory chain complexes (MCCs) II, III and IV,
among other factors (Gil and Rego, 2008). These findings led to the
use of 3-nitropropionic acid (3-NPA) to induce toxicity models of
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HD in experimental animals (Brouillet et al., 1999; Gil and Rego,
2008). 3-NPA is a natural toxin that irreversibly inhibits the
succinate dehydrogenase enzyme,which is themain constituent of
MCC II. When it is systemically administered to rodents, 3-NPA
reproduces the brain lesions observed in HD patients, which
consist of degeneration of the striatumwith a particular impact on
medium-sized spiny projection neurons (Beal et al., 1993).

It is not clear whether apoptosis contributes to the neurode-
generation observed in HD. Some studies performed in brain tissue
of HD patients showed Terminal dUTP Nick End Labeling (TUNEL)
staining, which is used as a marker of apoptosis (Gavrieli et al.,
1992), although the characteristic apoptotic pattern of DNA
fragmentation was not found (Portera-Cailliau et al., 1995).
Moreover, evidence of neuroinflammation, which is generally
absent in apoptotic conditions, has also been detected in HD brains
(Hedreen and Folstein, 1995). Nevertheless, activation of caspase-1
and -8 has been found in post-mortem brains from HD patients
(Ona et al., 1999; Sánchez et al., 1999) and weak expression of
active caspase-3 has also been observed in cells that could not be
clearly identified (Vis et al., 2005).

When the 3-NPA model of HD is considered, the evidence of
apoptosis mediated by caspase-3 activation is also controversial.
Some studies show the cleavage of caspase-3 or DNA fragmenta-
tion in cortical and/or striatal cells (Duan et al., 2000; Almeida
et al., 2004, 2006; Diwakarla et al., 2009); others report no
significant activation of caspase-3 after the administration of the
toxin (Bizat et al., 2003a,b; Galas et al., 2004; Del Rı́o and Massieu,
2008). To clarify this matter, we injected 3-NPA into Sprague–
Dawley rats, in accordance with a subacute administration
protocol (Brouillet et al., 2005), in the hope of establishing
whether the toxin induces activation of caspase-3, and if it does, to
study its location in the different brain regions, particularly in the
cortex and striatum, and also of characterizing the nature of the
cells in which activation of caspase-3 occurs. TUNEL staining has
been used as a complementary tool to establish whether cells
expressing active caspase-3 undergo an apoptotic process.

2. Experimental procedures

2.1. Animals and 3-NPA treatment

Sprague–Dawley male rats (220–250 g, Harlan Interfauna Ibérica, Barcelona,

Spain) had access to food andwater ad libitum andwere kept in standard conditions

of temperature (22 � 2 8C) and 12:12 h light–dark cycles (300 lx/0 lx). Studies were

performed in accordance with the institutional guidelines for the care and use of

laboratory animals established by the Ethical Committee for Animal Experimentation

at the University of Barcelona. One group of rats (treated group, eight animals) was

injected with saline solution containing 3-NPA adjusted to pH 7.4 with NaOH at a dose

of 20 mg/kg i.p. once a day for 3 days (days 0, 1 and 2). The other group (control group,

eight animals) was injected with saline solution only. All rats were evaluated daily

from day 0 until day 6 of experiment for both body weight loss andmotor impairment.

3-NPA-treated rats followed a normal time course of effects (Duran-Vilaregut et al.,

2009).

2.2. Brain processing

On day 6, i.e. 3 days after the last 3-NPA administration, the two groups of rats

were sacrificed to obtain their brains. The animals were anaesthetized with 80 mg/

kg i.p. of sodium pentobarbital and intracardially perfused with 100 ml of

physiological saline. Subsequently, brains were dissected and snap frozen by

immersion in isopentane chilled in dry ice and stored at �80 8C. Brains were then

embedded in OCT cryostat embedding compound (Tissue-Tek, Torrance, CA) and

20-mm-thick cryostat sections containing striatum were obtained. Slices were

placed on common slides, fixed with acetone at 4 8C for 10 min, allowed to dry at

room temperature and finally frozen at �20 8C until staining.

2.3. Staining of brain sections

For the standard immunostaining method, slides with brain sections were

allowed to thaw at room temperature and rehydrated with phosphate buffered

saline (PBS) for 5 min before being blocked and permeabilized with PBS containing

1% bovine serum albumin (Sigma–Aldrich) and 0.1% Triton-X-100 (Sigma–Aldrich)

for 20 min. They were then washed twice for 5 min with PBS and incubated with

primary antibodies (see below) for 90 min at room temperature. After a new wash,

incubation with secondary antibodies (see below) was performed for 1 h at room

temperature. Fiveminutes before the end of the second incubation, nuclear staining

was performed by adding Hoechst (H-33258, Fluka) reagent at 10 mg/ml in PBS to

the incubation medium, in such a way that its final concentration was 2 mg/ml.

Finally, the slides were washed, mounted using Prolong Gold (Invitrogen) anti-fade

medium, allowed to dry for 3 h at room temperature and stored at 4 8C in the dark.

Immunostaining controls were performed by incubating with PBS instead of the

primary antibody or instead of both antibodies.

Other immunostaining procedures that were used included TUNEL (in situ cell

death detection kit from Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). In this

case, slides were allowed to thaw at room temperature, rehydrated in PBS for 5 min

and blocked and permeabilized as described above. After washing, slides were

incubated for 60 min at 37 8C in the dark with the TUNEL reaction mixture. This

mixture contained TdT enzyme and fluorescein-dUTP and was prepared following

the manufacturer’s instructions. For negative controls, some brain sections were

only incubated with fluorescein-dUTP. Slides were then washed again and

incubated with primary and secondary antibodies, as described in the standard

method. The incubation was always carried out in the dark.

The following primary antibodies were used: rabbit polyclonal antibody anti-

cleaved caspase-3 from Cell Signaling Technology (Beverley, MA, USA; dilution 1/

150) which has previously been used as a marker of the active form of caspase-3

(Thuret et al., 2003; Noyan-Ashraf et al., 2005; Oomman et al., 2006); mouse

monoclonal antibody raised against a protein called neuronal nuclei protein (NeuN)

fromMillipore (Billerica,MA, USA; dilution 1/100), which is specifically found in the

nucleus of neurons (Mullen et al., 1992); and mouse monoclonal antibody against

glial fibrillary acidic protein (GFAP) from Labvision Corporation (Fremont, CA, USA;

dilution 1/100), which is a specific marker of astrocytes (Bignami and Dahl, 1977;

Eng et al., 2000). AlexaFluor 488 donkey anti-mouse IgG, AlexaFluor 555 donkey

anti-rabbit IgG, and AlexaFluor 660 goat anti-mouse IgG (Invitrogen, Carlsbad, CA,

USA; dilution 1:250) were used as secondary antibodies.

2.4. Fluorescence microscopy analysis

Slides from 3-NPA-treated and control rats were examined under a laser confocal

microscope (TCS/SP2, Leica Microsystems, Germany). Series of consecutive images

starting in the striatum, passing through the corpus callosum and finishing in the

cortexwere obtained for each staining and experimental group. In the case of treated

animals, the starting point of the sequence was the injured part of the striatum. Once

the image series had been collected, theywere rebuilt in order toobtain single images

that, subsequently, were conveniently merged using Image J software.

3. Results

In an initial set of experiments, we studied the distribution of
active caspase-3 in brain slices from 3-NPA-treated and control
rats. Fig. 1 shows sequences of overlapping photographs which
provide a continuous view of a portion of the brain of representa-
tive control and 3-NPA-treated rats from the cortex to the striatum,
passing through the corpus callosum. In treated animals, the non-
injured part, the perilesional rim and the injured part of the
striatum can be observed.

In control rats, the staining of active caspase-3 was evenly
distributed along cortex and striatum (Fig. 1A). In 3-NPA-treated
animals a similar pattern of staining was observed in cortex and
non-injured striatal areas, while some differences appeared in the
damaged part of the striatum (Fig. 1B). In injured striatum active
caspase-3 staining was almost absent and, if found, was mainly on
the rim of the lesion and weaker than that observed when the
tissuewas not injured. Neurons, stainedwith NeuN, appeared to be
homogeneously distributed in the cortex and striatum of control
animals (Fig. 1C). The same profile of neuronal staining was found
in the cortex of 3-NPA-treated animals (Fig. 1D), but not in their
striatum, inwhich the population of neurons clearly decreased as it
delved into the lesion (Fig. 1D). In addition, the few neurons that
still remained in the injured area had pycnotic features, as
described previously in 3-NPA administration (Túnez et al., 2006).
Astrocytes were also regularly found along the cortex and striatum
of control rats (Fig. 1E). In 3-NPA-treated animals, GFAP staining
resembled that observed for controls in the cortex. However, it
appeared fragmented and scattered in the injured area of the
striatum and dense and bright in the rim of the lesion (Fig. 1F),
which indicates that astrogliosis had occurred.
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Fig. 1. Representative staining of active caspase-3, NeuN and GFAP in brain sections from control (A, C and E) and 3-NPA-treated rats (B, D and F). Images were obtained by

overlapping serial photographs from the striatum to the cortex through corpus callosum. (A and B) Staining of active caspase-3. (C and D) Neurons stained by the anti-NeuN

antibody. (E and F) Astrocytes stained by the anti-GFAP antibody. Cx: cortex; cc: corpus callosum; Str: striatum. i: injured area of striatum (in 3-NPA-treated animals); r: rim

of the injured region (in 3-NPA-treated animals); ni: non-injured area of striatum (in 3-NPA-treated animals). Scale bars: 100 mm.
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Fig. 2. Colocalization of active caspase-3 andGFAP (A–D) or NeuN (E–H) staining in striatumand cortex from representative brains of control (A, B, E, and F) and 3-NPA-treated

(C, D, G, andH) rats. In the treated rats, images of the striatum correspond to the injured region. For each image, single staining and amagnification of a selected region are also

shown. Scale bars: 50mm.
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Fig. 3. (A) Representative triple-staining of active caspase-3 (red), TUNEL (blue) and GFAP (green) in striatum from a 3-NPA-treated rat. (B) Representative triple-staining of

active caspase-3 (red), TUNEL (blue) and NeuN (green) in striatum from a 3-NPA-treated rat. Magnified images of selected regions of interest are shown below (C–H),

accompanied by the corresponding images of single color staining. White thin arrows: colocalization of TUNEL, active caspase-3 and NeuN. Magenta open arrowheads:

colocalization of TUNEL and active caspase-3. Cyan thick arrows: colocalization of TUNEL and NeuN. Yellow open arrows: colocalization of active caspase-3 and NeuN. i:

injured region of striatum; r: rim of the injured region; ni: non-injured region. Scale bar on A and B: 300 mm. Other scale bars: 30 mm. (For interpretation of the references to

color in this figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)
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Somemagnified regions from the sequences presented in Fig. 1,
which show active caspase-3 staining merged with either NeuN or
GFAP staining, are presented in Fig. 2. Colocalizations of active
caspase-3 and GFAP staining revealed that almost all active
caspase-3 in the cortex and striatum of control rats and the cortex
of 3-NPA-treated animals was located in the cell body of astrocytes
(Fig. 2A, B and D). However, weak active caspase-3 staining found
in the injured area of the striatum of injected animals was not
associated with GFAP staining (Fig. 2C). Colocalizations of active
caspase-3 and NeuN staining showed that only some of the
pycnotic neurons remaining in the injured area of the striatum of
3-NPA-treated rats expressed active caspase-3 (Fig. 2G), whereas
neurons belonging to either cortex or striatum from controls and
cortex or non-damaged areas of striatum from intoxicated animals
did not express the active protease (Fig. 2E, F and H).

Once the expression of active caspase-3 in neurons and
astrocytes of the cortex and striatum from control and 3-NPA-
treated rats had been determined, the next step was to elucidate
whether this protease had an apoptotic role. For this purpose, we
undertook a new set of experiments, in which TUNEL staining was
added to the aforementioned immunostaining to check whether
cells expressing active caspase-3 presented DNA fragmentation.
Fig. 3 shows the combined staining of active caspase-3 with TUNEL,
coupled with GFAP (Fig. 3A) and NeuN (Fig. 3B) immunostaining of
the striatum from 3-NPA-treated rats. Some magnifications of
different regions belonging to these images are included (Fig. 3C–H).
In intoxicated animals, TUNEL stainingwas not observed in the non-
injured part of the striatum (Fig. 3C andD) and appeared in both the
perilesional rim(Fig. 3E andF) and the injuredpart (Fig. 3GandH). In
the lesion, colocalization of TUNEL and active caspase-3 only
occurred in neurons (Fig. 3F and H, white thin arrows). Merged
positive TUNEL and active caspase-3 staining were not found
colocalizing with the remaining GFAP staining (Fig. 3E and G, pink
arrowheads). Active caspase-3 and TUNEL positive neurons were
more abundant in the rim of the lesion than in its core. In the rim of
the lesion, some active caspase-3 negative and TUNEL positive
neurons were observed (Fig. 3F, cyan thick arrows). Finally, active
caspase-3 positive and TUNEL negative neurons were also found
(Fig. 3F and H, yellow open arrows), more abundantly in the core
(Fig. 3H) than in the rim of the lesion (Fig. 3F). TUNEL positive
staining did not appear in cortex of treated animals, or in cortex and
striatum of control animals (data not shown).

4. Discussion

We studied the presence of active caspase-3 and DNA
fragmentation in neurons and astrocytes from brains of rats
treated with 3-NPA, according to a subacute administration
protocol. As it has already been described (Brouillet et al., 1999;
Blum et al., 2001; Duran-Vilaregut et al., 2009), the intraperitoneal
administration of 3-NPA produced severe injury in the lateral part
of the striatum of rat brains. It is also known that the toxin
produces a lateral focused lesion with a perilesional rim that
progressively extends along the striatum (Nishino et al., 1995,
1997). Therefore, although the extension of the injured, non-
injured and perilesional rim areas is supposed to vary as the lesion
progresses, one can assume that, at any time point of this
progression, cells in each of these areas will be in the same
physiological stage. We observed here that active caspase-3
staining was almost completely absent in the core of the striatal
lesion and was weak in its rim. In both sites, the active protease
mainly colocalized with neurons. In contrast, active caspase-3
staining was vivid and widely distributed in non-injured striatal
areas and the cortex, but colocalized with the cell bodies of
astrocytes instead of neurons. TUNEL staining was confined to the
striatal injured area, and colocalized mainly with neurons. In

control rats, striatal and cortical active caspase-3 staining was
detectedwith the same pattern as that observed in the non-injured
striatum and cortex of treated animals, and it also colocalized with
astrocytes. In control animals, TUNEL staining was not found at all.

The role of apoptosis in neurodegenerative diseases remains
controversial, as it has been emphasized in recent reviews about
HD (Hickey and Chesselet, 2003; Gil and Rego, 2008) and
Alzheimer’s disease (AD, Raina et al., 2003). Studies performed
in post-mortem tissue from AD patients revealed a clear elevation
of the upstream caspases from the apoptotic cascade in neurons
containing neurofibrillary tangles, while, in these cells, effector
caspases such as 3 or 7 remained at control levels (Raina et al.,
2001). In the same report, caspase-6, which is also considered an
effector caspase, was found associated to senile plaques but not to
neurons. This novel phenomenon, in which the activation of
upstream apoptotic cascade signals does not lead to the activation
of the downstream caspase effectors, has been called apoptotic
avoidance or abortosis and proposed to play a significant role in
prolonging neuronal survival in AD (Raina et al., 2001, 2003).
Furthermore, it has been suggested that apoptosis, which in fact
requires only 16–24 h to be completed, would be amathematically
improbable mechanism involved in the neurodegeneration ob-
served in a chronic disease like AD, with an average duration of
almost 10 years (Perry et al., 1998; Zhu et al., 2006). Regarding HD,
evidence of apoptosis based on caspase activation has been found
in post-mortem HD brains (Ona et al., 1999; Sánchez et al., 1999;
Vis et al., 2005). When the existing transgenic models of HD are
considered, reports come to different conclusions, since the
activation of apoptosis varies depending on the severity of the
model studied (Hickey and Chesselet, 2003). Evidence of tran-
scriptional caspase-1 and -3 up-regulation has been found in R6/2
mice, the first transgenic model of the disease to be developed
(Sanchez Mejia and Friedlander, 2001). This suggests that caspases
play a role in HD. Moreover, administration of caspase inhibitors
such as minocycline to these mice increased their survival and
improved their motor response (Chen et al., 2000). Regarding the
3-NPAmodel of HD, there is variation in the results. Intraperitoneal
injection and subcutaneous pump implantation are the two
systemic methods of in vivo administration that have been used
by researchers to induce this model in experimental animals. In
both cases, the lesions produced in their striatum mimicked the
histopathology of HD (Brouillet et al., 1999; Yang et al., 2004). In
the in vivo studies, themolecularmechanisms underlying neuronal
degeneration seem to differ depending on the systemic adminis-
tration method. Intraperitoneal administration of 3-NPA in an
acute dose of 30 mg/kg to Sprague–Dawley rats (Duan et al., 2000)
or two doses of 50 mg/kg at 90-min intervals to Lewis rats (Bizat
et al., 2003a) led, in both reports, to an increase in the levels of
active caspase-3 and DNA fragmentation in the striatum of the
treated rats compared to the controls. Conversely, the administra-
tion of two intraperitoneal doses of 15 mg/kg of 3-NPA separated
by 24 h to Wistar rats provoked only minor and transient
activation of caspase-3 11 h after the second injection (Del Rı́o
and Massieu, 2008). When 3-NPA is chronically administered,
activation of caspase-3 remains at control levels (Bizat et al.,
2003a) or even below them (Bizat et al., 2003b). In addition,
increased activity of the Ca2+-activated neutral protease called
calpain, which is usually associated with necrosis (Wang, 2000), is
detected in the striatum (Bizat et al., 2003a,b). This fact, and the
subsequent discovery of the ability of calpain to directly cleave the
active form of caspase-3 (Bizat et al., 2003b), suggests that, in this
model, active caspase-3 is not required for 3-NPA to induce striatal
degeneration. However, it has subsequently been shown that the
administration of a systemic broad-spectrum active caspase
inhibitor attenuates 3-NPA toxicity in a similar chronic model
(Yang et al., 2004).
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The nature of the cells that express increased levels of active
caspase-3 or calpain was not investigated in any of the
aforementioned in vivo studies, as the analysis was performed
mainly by means of Western blot and proteolytic activity assay
techniques. In the present report, we used a subacute model of HD
and confirmed the presence of neurons expressing active caspase-
3 in the injured area of the striatum of treated rats, which is in
agreement with the increase in active caspase-3 levels observed in
acute models by Duan et al. (2000) and Bizat et al. (2003a). In
addition, our findings indicate that there is constitutive expression
of active caspase-3 in the bodies of astrocytes. We demonstrated
that astrocytes are affected by 3-NPA, since GFAP positive staining
in the core of the lesion does not colocalize with active caspase-3
staining. This could provide an additional explanation for the fact
that, in chronic models of 3-NPA administration, active caspase-3
remains at control levels or even below them during the
intoxication. In these cases, the overexpression of active
caspase-3 in neurons due to 3-NPA administration could be
counteracted by the loss of active protease that is constitutively
expressed in the bodies of astrocytes. Thus, neurons could
experience apoptosis mediated by active caspase-3 in chronic
models of 3-NPA administration. However, the increase in striatal
levels could not be appreciable by proteolytic activity assays or
Western blot techniques.

It is important to emphasize that the pycnotic neurons in the
injured area of the striatum of 3-NPA-treated rats display different
patterns of staining. Active caspase-3 and TUNEL positive neurons
are the most abundant. These neurons are supposed to undergo a
classic apoptotic process, since TUNEL in conjunction with active
caspase-3 is considered a reliable tool for assessing apoptosis
progression (Lei et al., 2004). Active caspase-3 positive and TUNEL
negative neurons are also found. This indicates that in these cells,
either the apoptotic cascade has been stopped before DNA
fragmentation, an event that is downstream to the protease
activation, or DNA fragmentation has still not taken place. In
relation to the former possibility, it has been shown that expression
of survivin, a protein with the ability to inhibit the activity, but not
the activation, of caspase-3 (Tamm et al., 1998), has a parallel
patternof expression toactive caspase-3after traumaticbrain injury
in rats and may attenuate the DNA fragmentation induced by the
protease (Johnsonet al., 2005). The last remarkablegroupofneurons
located in the injured striatal area corresponds to active caspase-3
negative and TUNEL positive stained neurons, which may be
involved in a caspase-independent apoptotic process. Almeida et al.
(2006) supported this idea, as they found that, after exposing
cultured cortical neurons to 3-NPA, cell death was mediated in part
by the release of apoptotic-inducing factor (AIF), an endonuclease
involved in DNA fragmentation (Susin et al., 1999).

The astrocytes present in the cortex and striatum of brains from
control rats and cortex and striatal non-injured areas of 3-NPA-
treated animals had positive staining for active caspase-3 in their
cellular bodies. Caspase-3 is one of the caspase family members,
which are a set of cysteine proteases present as inactive precursors
in virtually all mammalian cells. They are involved in different
stages of the apoptotic cell death process, in which they act as
either initiators or effectors. Caspase-3 is the most abundant
cysteine protease in the brain and is considered an effector, since it
is activated by initiator caspases and becomes one of the enzymes
that is responsible for the proteolysis observed in the latter phases
of apoptosis (Taylor et al., 2008). However, evidence of active
caspase-3 involvement in neuronal processes that are not linked to
apoptosis, such as synaptic remodeling or neuroprotection, is in
fact growing (Schwerk and Schulze-Osthoff, 2003; McLaughlin,
2004). In addition, there seems to be some relationship between
this protease and constitutive glia. Active caspase-3 has been found
in the nuclei of Bergmann glia and subpopulations of astrocytes in

the cerebellar cortex, hippocampus and spinal cords of adult rats of
different strains, without playing an apoptotic role (Noyan-Ashraf
et al., 2005). These authors suggested that the active protease could
process transcription factors as some of the members of the FOXO
family, which contain a conserved caspase-3 cleavage site (Charvet
et al., 2003), instead of the normal apoptotic substrates. In a
subsequent study carried out with Bergmann glia cultures, active
caspase-3 appeared to function as both an inducer andmaintenance
factor for the differentiation of this cellular type (Oomman et al.,
2006). Furthermore, when an excitotoxic cortical damage paradigm
was applied to postnatal rat brains, some active caspase-3 was
observed inneurons.However,mostof theproteasewas found inthe
nuclei of astrocytes during the study interval (Acarin et al., 2007).
Astrocytes were mainly TUNEL negative, which suggests a non-
apoptotic function, and it was hypothesized that the protease may
participate in astrocyte cytoskeletal remodeling processes. Interest-
ingly, the authors found astrocytes with active caspase-3 in their
nuclei in the cingulum of the corpus callosum of control and saline-
injected brains. On this basis, our work represents progress in the
study of active caspase-3 in non-apoptotic processes, since our
results suggest that, in the absence of injury, protease in its active
form is constitutively present in astrocytes from the cortex and
striatumof thebrainof rats, anddoesnot indicatecelldeath. The lack
of TUNEL staining supports this hypothesis.

We conclude that part of the neuronal degeneration in striatum
due to the intraperitoneal administration of 3-NPA is produced via
active caspase-3 apoptotic signaling, while active caspase-3 in
astrocytes is merely constitutive. These different roles of active
caspase-3 can lead tomisinterpretation in studies in which cellular
compartments are omitted.
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RESUM 

Objectius: Establir si les neurones apoptòtiques presents en l’àrea lesionada del cos estriat 

de les rates tractades amb 3-NPA, identificades amb marcatge TUNEL, expressen els 

marcadors de la fase G1 del cicle cel·lular CDK4 i CyD. A més a més, estudiar el patró de 

marcatge de les proteïnes pRb i Ki67, ambdues involucrades en la regulació del cicle 

cel·lular.

Material i mètodes: Es van utilitzar rates SD de 220-250 g de pes. El model experimental es 

va induir administrant a les rates una dosi de 3-NPA de 20 mg/kg per via intraperitoneal 

durant 3 dies (dia 0, 1 i 2). Al mateix temps, un grup control es va injectar amb sèrum 

fisiològic. El dia 6, es van anestessiar els animals, es van perfondre amb sèrum fisiològic i es 

va procedir a l’extracció de l’encèfal, que es va congelar en isopentà i es va guardar a           

-80 ºC. Es van realitzar seccions criostàtiques d’aquest teixit i es van aplicar tècniques 

immunohistoquímiques, emprant anticossos dirigits contra la CyD, la CDK4 (ambdues 

marcadores de la fase G1 del cicle), la pRb (proteïna nuclear que inhibeix la transcripció de 

gens que són necessaris per la progressió del cicle cel·lular), la Ki67 (proteïna present a 

totes les fases actives del cicle cel·lular), el NeuN (per visualitzar les neurones) i la GFAP 

(per visualitzar els astròcits). Alguns procediments immunohistoquímics van incloure també 

el marcatge TUNEL (kit per detectar la mort cel·lular in situ). Les mostres es van analitzar 

per microscòpia de fluorescència i confocal. 

Resultats: Primerament es va estudiar l’expressió de CDK4 i CyD a les neurones positives 

per al marcatge de TUNEL. Al cos estriat de les rates control no es van trobar neurones 

marcades amb TUNEL o amb CDK4 (Figura 24 E). Com era d’esperar, aquests dos 

marcatges tampoc es van trobar a l’àrea del cos estriat no afectada per la toxina de les rates 

tractades (Figura 24 D). El marcatge amb TUNEL es va detectar a la vora de la lesió i 

dèbilment en el centre de la mateixa (Figura 24 B). D’altra banda, el marcatge amb CDK4 

era absent a la vora de la lesió però apareixia de forma abundant i intensa al centre de la 

zona lesionada en neurones (Figura 24 C). Les neurones del centre de la lesió que 

mostraven CDK4 no mostraven TUNEL, el seu marcatge de NeuN era més dèbil que el de 

les neurones positives per TUNEL i, a més a més, no mostraven marcatge nuclear de 

Hoechst (Figura 24 G, inset). Pel que fa a les neurones positives per TUNEL, no mostraven 

marcatge de CDK4 i sempre tenien marcatge nuclear de Hoechst, encara que en alguns 

casos era lleu (Figura 24 F, inset).
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De forma similar a l’observat per a la CDK4, la CyD no es va detectar en el cos estriat dels 

animals control o en les zones no lesionades dels tractats. En els animals tractats es va 

detectar en algunes cèl·lules de la vora de la lesió que es va veure que eren astròcits. Igual 

que passava amb la CDK4, les neurones positives per TUNEL no mostraven expressió de 

CyD. El marcatge intens de CyD apareixia al centre de la lesió en neurones que no 

mostraven marcatge de TUNEL, tenien un marcatge de NeuN més feble que les de la vora 

de la lesió i no tenien marcatge nuclear de Hoechst (no es mostra la figura al resum).

Figura 24. Marcatge de NeuN, TUNEL i CDK4 d’una secció del cos estriat de rates control i tractades amb 

3-NPA. Marcatges representatius de NeuN, TUNEL i CDK4 en seccions criostàtiques del cos estriat de cervell de 

rates tractades amb 3-NPA (A, B i C) i rates control (E). En el cas de les rates tractades, les imatges es van 

obtenir a partir de la superposició de fotografies seriades de l’estriat i inclouen zones lesionades i no lesionades. 

A) Marcatge de neurones amb l’anticòs NeuN. B) Marcatge de TUNEL. C) Marcatge de CDK4. E) Colocalització 

de NeuN, TUNEL i CDK4. D, F, G) Ampliacions de les tres zones de l’estriat, zona no lesionada, vora de la lesió i 

centre de la lesió, d’un animal tractat amb 3-NPA en les que es mostra la colocalització de NeuN, TUNEL i CDK4. 

Els insets a les Figures F i G mostren una ampliació de la zona seleccionada que inclou marcatge nuclear amb 

Hoechst. Barres d’escala a A, B i C: 100 �m; a D, E, F i G: 50 �m.



101 

Pel que fa a la pRb, el marcatge de les rates control va permetre veure que la proteïna era 

expressada constitutivament per les neurones del cos estriat. En els animals tractats amb 

3-NPA, es va veure que les neurones de la lesió estriatal perdien la proteïna tan bon punt 

començaven a degenerar. L’addició del marcatge de TUNEL va permetre veure que les 

neurones positives per TUNEL ja no expressaven la pRb (Figura 25). 

El marcatge de Ki67 va mostrar uns resultats similars als obtinguts per a la pRb. La Ki67 era

expressada, tot i que de forma feble, per les neurones del cos estriat, i es va veure que el 

tractament amb 3-NPA induïa la pèrdua de l’expressió de la proteïna per part de les 

neurones estriatals afectades. El triple marcatge amb TUNEL va mostrar, igual que per a la 

pRb, que cap de les neurones positives per TUNEL expressava Ki67. Cal destacar que el 

tractament amb 3-NPA induïa una expressió intensa de Ki67 en algunes cèl·lules, que no 

eren neurones en cap cas (Figura 26).

Figura 25. Marcatge de pRb i NeuN en el cos estriat de rates control i tractades amb 3-NPA. Marcatges 

representatius de pRb i NeuN en seccions criostàtiques del cos estriat de cervell de rates control (A1, A2 i A3) i 

tractades amb 3-NPA (B1, B2, B3 i B4). En el cas de les rates tractades, només es mostra una imatge 

corresponent a la vora de la lesió estriatal i s’inclou el marcatge de TUNEL. A1, A2 I A3) Colocalització del 

marcatge de pRb amb NeuN. B1, B2, B3 i B4) Colocalització del marcatge de pRb amb NeuN i TUNEL. Barres 

d’escala: 50 �m.
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Figura 26. Marcatge de Ki67 i NeuN en el cos estriat de rates control i tractades amb 3-NPA. Marcatges 

representatius de Ki67 i NeuN en seccions criostàtiques del cos estriat de cervell de rates control (A1, A2 i A3) i 

tractades amb 3-NPA (B1, B2, B3 i B4). En el cas de les rates tractades, només es mostra una imatge 

corresponent a la vora de la lesió estriatal i s’inclou el marcatge de TUNEL. A1, A2 I A3) Colocalització del 

marcatge de Ki67 amb NeuN. B1, B2, B3 i B4) Colocalització del marcatge de Ki67 amb NeuN i TUNEL. Barres 

d’escala: 50 �m.

Conclusions: La reentrada al cicle cel·lular no està implicada en l’inici de la degeneració 

neuronal observada a la lesió del cos estriat de les rates tractades amb 3-NPA. Per tant, 

l’expressió de marcadors de cicle de la fase G1 trobada a les neurones del centre de la lesió 

que no expressen TUNEL ni Hoechst es considera una resposta aberrant cap a la 

supervivència. 
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1. Introduction

The cell cycle is a tightly regulated process that is essential to
the control of development, differentiation and proliferation of
eukaryotic cells. It proceeds through five phases, G0, G1, S, G2 and
M, and requires the coordinated participation of several proteins,
including cyclins, cyclin-dependent kinases (CDKs), the retino-
blastoma family of ‘‘pocket’’ proteins, namely retinoblastoma
protein (pRb), p107 and p130, and members of the E2F
transcription factor family (Greene et al., 2007; Rashidian et al.,

2007). Although it may seem contradictory, the fact that cell
proliferation and cell death show similar morphological changes,
including substrate detachment, cell rounding, cell shrinkage and
chromatin condensation, and share some common cell-cycle
regulators, suggests a link between cell cycle and apoptosis
(Vermeulen et al., 2003; Wang et al., 2009). Moreover, it has been
proposed that cell proliferation and cell death are linked in such a
way that any initiation of mitotic machinery also primes the
apoptotic cascades, which may serve as a safety measure to abort
uncontrolled proliferation of cells (Stoica et al., 2009). Such a link is
also found in the case of post-mitotic, terminally differentiated
neurons, which, despite having no capacity to undergo cell
division, retain the ability to reactivate the cell cycle in response
to central nervous system (CNS) insults. However, this reactiva-
tion, far from being mitogenic, is lethal for the neurons (Yang and
Herrup, 2007).

Furthermore, cell-cycle activation plays an active role in the
acute CNS damage induced by cerebral ischemia, brain trauma or
spinal cord injury, promoting apoptosis in neurons and cellular
proliferation/activation in astroglia and microglia that may
contribute to neurotoxicity (Byrnes and Faden, 2007; Stoica
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A B S T R A C T

Although terminally differentiated neurons lack the capacity to undergo cell division, they retain the

capacity to reactivate the cell cycle. This reactivation, however, has been linked to the degeneration of

neurons in many experimental models of neurodegenerative disease and in post-mortem brains of

affected patients. Expression of markers of the G1 phase and apoptotic neurons has been detected in the

striatal lesion of rats treated with 3-nitropropionic acid (3-NPA). Here we examined whether neuronal

apoptosis induced by 3-NPA was mediated by the reactivation of the cell cycle. To this end, we studied

whether TUNEL-positive neurons expressed the G1-phase markers cyclin-dependent kinase 4 (CDK4)

and cyclin D (CyD). In addition, we also evaluated the neuronal expression of pRb and Ki67 antigens, both

of which are involved in the regulation of cell-cycle progression. In 3-NPA-treated rats, CDK4 and CyD

were not detected in TUNEL-positive neurons, but they were expressed in neurons in the core of the

lesion, which were assumed to be in a more advanced stage of degeneration, since they had weaker NeuN

staining and lacked Hoechst staining. In addition, injured neurons in the striatal lesion of 3-NPA-treated

rats had lost the constitutive expression of pRb and Ki67 that we had detected in control animals. Taken

together, these results indicate that neuronal apoptosis in the striatal lesion of 3-NPA-treated rats was

not triggered by cell-cycle re-entry, and we conclude that expression of G1 markers may be considered

an aberrant survival response, with no relation to the mechanisms of apoptosis.
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et al., 2009). Many studies have also revealed abnormal expression
of cell-cycle proteins in post-mortem brains from patients suffering
from neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s disease (AD),
amyotrophic lateral sclerosis and Parkinson’s disease (Becker and
Bonni, 2004; Herrup et al., 2004; Wang et al., 2009). Moreover,
neuronal apoptosis linked to cell-cycle re-entry has been described
in several models of neurodegeneration induced by neurotrophic
factor deprivation (Park et al., 1997) or the administration of
diverse neurotoxins such as kainic acid (Ino and Chiba, 2001; Smith
et al., 2003; Verdaguer et al., 2002), 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (Höglinger et al., 2007), b-amyloid (Majd et al.,
2008), camptothecin (Park et al., 2000), thrombin (Rao et al., 2007)
and lead (Li et al., 2008).

3-Nitropropionic acid (3-NPA) is a natural toxin that irrevers-
ibly inhibits the mitochondrial respiratory chain complex II
(MCCII). This inhibition leads to a rapid fall in ATP, with a
concomitant rise in the production of reactive oxygen species
(ROS) and delayed activation of N-methyl-D-aspartate glutamate
receptors. This in turn induces a second rise in ROS production that
eventually triggers neuronal cell death (Liot et al., 2009). 3-NPA is
widely used to induce experimental models of Huntington’s
disease in laboratory animals such as rodents and non-human
primates, taking advantage of its capacity to reproduce the brain
lesions observed in the disease, which mainly consist of specific
striatal neurodegeneration (Brouillet et al., 2005).

Some authors claim that cell-cycle activation has a significant
role in 3-NPA-induced neuronal cell death. Flavopiridol, an inhibitor
of CDKs, blocked the delayed death of cultured cortical neurons
evoked by exposure to the toxin (Park et al., 2000). Moreover, it was
recently shown, both in vitro and in vivo, that 3-NPA reduced the
level of the CDK inhibitor p27 and induced phosphorylation of pRb in
striatal neurons, thus indicating the reactivation of the cell cycle
(Akashiba et al., 2008). In a previous study we detected, in the
injured striatal areas of brains of treated rats, some neurons with
increased expression of cell-cycle markers of the G1 phase, namely
CDK4 and cyclin D (CyD) among others (Pelegrı́ et al., 2008).
Moreover, in another study we identified apoptotic neurons with a
pyknotic appearance which were positive for active caspase-3 and
TUNEL staining in the striatal lesions of intoxicated rats (Duran-
Vilaregut et al., 2010). Thus, the present study examines whether
apoptotic neurons in the striatal lesion of 3-NPA-treated rats,
identified by TUNEL staining, express the G1 cell cycle markers CDK4
and CyD. Both early G1 elements are believed to have a prominent
role in neuronal apoptosis (Becker and Bonni, 2004; Wang et al.,
2009). Furthermore, we also studied the pattern of expression of pRb
and Ki67 antigens in the striatum of control and 3-NPA treated rats,
since both proteins are involved in cell-cycle regulation. pRb is a
nuclear protein that represses transcription of genes required for cell
cycle progression and is regulated by CDK-mediated phosphoryla-
tion (Inoue et al., 2007). The antigen detected by Ki67 antibody is a
large protein that is used as a marker of cell proliferation, since it is
expressed in all active stages of the cell cycle and is absent in resting
cells (Schlüter et al., 1993).

2. Materials and methods

2.1. Animals and 3-NPA treatment

Male Sprague-Dawley rats (220–250 g, Harlan Interfauna
Ibérica, Barcelona, Spain) with access to food and water ad libitum

were kept in standard conditions of temperature (22 � 2 8C) and
12:12-h light–dark cycles (300 lx/0 lx). Studies were performed in
accordance with the institutional guidelines for the care and use of
laboratory animals established by the Ethical Committee for Animal
Experimentation at the University of Barcelona. One group of 10 rats
(treated group) was injected with saline solution containing 3-NPA

(Sigma–Aldrich, St Louis, MO, USA) adjusted to pH 7.4 with NaOH, at a
dose of 20 mg/kg i.p. once a day for 3 days (days 0, 1 and 2). The
control group, which included 5 animals, was injected only with
saline solution. On day 6, both groups of animals were sacrificed and
their brains were excised. All rats were evaluated daily from day 0
until day 6 of the experiment for both body weight loss and motor
impairment, and the evolution observed was similar to that described
in previous studies in our laboratory (Duran-Vilaregut et al., 2009).

2.2. Brain processing

Brains for immunohistochemistry and TUNEL staining were
obtained as follows. Rats were anaesthetized with 80 mg/kg i.p. of
sodium pentobarbital and intracardially perfused with 100 ml of
physiological saline. Brains were then excised and snap frozen by
immersion in isopentane chilled in dry ice and stored at �80 8C.
Thereafter, brains were embedded in OCT cryostat-embedding
compound (Tissue-Tek, Torrance, CA, USA) and 20-mm-thick
cryostatic sections containing striatum were obtained. Slices were
picked up on common slides, fixed with acetone for 10 min at 4 8C,
allowed to dry at room temperature and finally frozen at �20 8C
until staining.

2.3. Staining of brain sections

For the standard immunostaining method, slides with brain
sections were allowed to thaw at room temperature and rehydrated
with phosphate buffered saline (PBS) for 5 min before being blocked
and permeabilized with PBS containing 1% bovine serum albumin
(Sigma–Aldrich) and 0.1% Triton-X-100 (Sigma–Aldrich) for 20 min.
They were then washed twice for 5 min in PBS and incubated with
freshly prepared (following the manufacturer’s instructions) TUNEL
reaction mixture containing TdT enzyme and fluorescein-dUTP (in
situ cell death detection kit from Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) for 60 min at 37 8C. For negative controls,
some brain sections were incubated with fluorescein-dUTP alone.
Slides were then washed again and incubated with primary
antibodies (see below) for 90 min at room temperature. After
another wash, incubation with secondary antibodies (see below)
was performed for 1 h at room temperature. Five minutes before the
end of the second incubation, nuclear staining was performed by
adding Hoechst (H-33258, Sigma–Aldrich) reagent at 10 mg/ml in
PBS to the incubation medium to a final concentration of 2 mg/ml.
Finally, the slides were washed, mounted using Prolong Gold
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) anti-fade medium, allowed to dry for
3 h at room temperature and stored at 4 8C in the dark.
Immunostaining controls were performed by incubating with PBS
instead of the primary antibody or instead of both antibodies. All
incubations were carried out in the dark.

The following primary antibodies were used: rabbit polyclonal
anti-CyD1 (Abcam, Cambridge, UK; dilution 1:100), rabbit
polyclonal anti-CDK4 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA; dilution 1:100), rabbit monoclonal anti-pRb (Cell Signaling,
Danvers, MA, USA; dilution 1:50), rabbit polyclonal anti-Ki67
antigen (Neomarkers, Fremont, CA, USA; dilution 1:100), mouse
monoclonal anti-neuronal antigen nuclei (NeuN) (Millipore, Bill-
erica, MA, USA; dilution 1:100) and mouse monoclonal anti-glial
fibrillary acidic protein (GFAP) (Abcam; dilution 1:100). AlexaFluor
488 donkey anti-mouse IgG, AlexaFluor 555 donkey anti-rabbit
IgG, and AlexaFluor 660 goat anti-mouse IgG (Invitrogen; dilution
1:250) were used as secondary antibodies.

2.4. Fluorescence microscopy analysis

Brain sections from 3-NPA-treated and control rats were
examined under a laser confocal microscope (TCS/SP2, Leica
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Microsystems, Wetzlar, Germany). In some cases, series of
consecutive images were obtained for each staining and experi-
mental group. In the case of treated animals, the sequence of
images included injured and non-injured areas of the striatum.
Once the image series had been collected, they were reconstructed
in order to obtain single images, which were then merged using
Image J (National Institute of Mental Health, North Bethesda, MD,
USA) and Photoshop software (Adobe Systems Inc, San Jose, CA,
USA).

3. Results

As previously described (Duran-Vilaregut et al., 2010), 3-NPA
induced a lesion in the lateral part of the striatum of treated rats.
Following the same criteria established in this previous work, the
non-injured part, the perilesional rim and the injured part of the
striatum of 3-NPA-treated animals were considered in all
immunostainings here studied. We first attempted to establish
whether expression of cell-cycle markers of the G1 phase was
related to 3-NPA-induced neuronal apoptosis. To this end, we
ascertained whether apoptotic neurons, identified by TUNEL
staining, were positive for CyD and CDK4. Fig. 1 shows
representative images of the striatum of control and 3-NPA-
treated rats in which immunostaining for CDK4 and NeuN was
performed together with TUNEL staining. In the case of intoxicated

rats, a portion of the striatum including injured and non-injured
areas is shown. TUNEL and CDK4 stains were not detected in
control rats (Fig. 1E) or in the non-injured striatal areas of 3-NPA-
treated animals (Fig. 1D). TUNEL staining was mainly detected in
the rim of the striatal lesion (Fig. 1B, perilesional rim), while it was
much weaker closer to the core (Fig. 1B, lesion core). Conversely,
CDK4 staining was absent in the rim of the lesion (Fig. 1C,
perilesional rim) but profusely detected in the deeper areas of the
lesion (Fig. 1C, lesion core). Colocalization of both stains with NeuN
stain revealed that TUNEL staining in the rim of the lesion was
almost exclusively detected in neurons which did not show
positive staining for CDK4 (Fig. 1F). TUNEL-positive, CDK4 negative
neurons were, in turn, positive for Hoechst staining, although
weakly so in some cases (Fig. 1F, inset). Closer to the core of the
lesion, degenerating neurons showed no TUNEL staining (Fig. 1B)
and weaker NeuN staining (Fig. 1A, lesion core). Moreover, they
began to display positive staining for CDK4 (Fig. 1C, lesion core), in
such a way that the weaker the NeuN staining, the more intense
that of CDK4 (Fig. 1G). TUNEL-negative, CDK4-positive neurons did
not show Hoechst staining (Fig. 1G, inset).

The same triple immunostaining design was performed to
examine CyD instead of CDK4, and the results were similar. CyD
was not detected in neurons either in the striata of control rats
(Fig. 2A1) or in the non-injured striatal areas of 3-NPA treated
animals (Fig. 2B1). CyD staining was sparingly detected in the rim

Fig. 1. Representative staining of NeuN, TUNEL and CDK4 in striatal sections from 3-NPA-treated (A, B and C) and control rats (E). In the case of 3-NPA-treated rats, images

were obtained by overlapping serial photographs from the striatum including non-injured and injured areas. (A) Neurons stained by the anti-NeuN antibody. (B) TUNEL

staining. (C) Staining of CDKA. (E) Overlapping of NeuN, TUNEL and CDK4 staining. (D, F and G) Magnifications of the three striatal areas considered in 3-NPA-treated animals,

namely non-injured area, rim of the lesion and core of the lesion respectively, in which overlapping of NeuN, TUNEL and CDK4 staining is shown. Insets in Figures F and G show

a magnification of the selected area that includes Hoechst staining. Scale bars in A, B and C: 100 mm. Scale bars in D, E, F and G: 50 mm.
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of the striatal lesion (Fig. 2C1), although it was not found in TUNEL-
positive neurons (Fig. 2C2). Similarly to that observed for CDK4,
CyD was strongly expressed by neurons located in the deeper areas
of the striatal lesion that exhibited weaker NeuN staining and were
negative for TUNEL staining (Fig. 2D2). Taken together, these
results suggested that neuronal apoptosis in the striatal lesion of 3-
NPA-treated rats was not triggered by reactivation of cell cycle. As
we described elsewhere, the striatal lesion induced by 3-NPA is
surrounded by an area of astrogliosis containing reactive astro-
cytes (Duran-Vilaregut et al., 2010). Interestingly, a slight CyD
staining that resembled astrocytical processes was detected
surrounding the striatal lesion of intoxicated animals (Fig. 2B1,
arrowhead), and this was not observed for CDK4. Insets in Fig. 2B1
show colocalization (Inset C) of CyD staining that resembled
astrocytes (Inset A) and GFAP staining (Inset B). Hence, this finding
suggests that, in our experimental model, activation of astrocytes
may be accompanied by the expression of CyD.

We next studied the pattern of expression of pRb and Ki67 in
control and 3-NPA-treated rats. As shown in Fig. 3A3, striatal
neurons in control rats constitutively expressed pRb. In 3-NPA-
treated animals, pRb was also detected in neurons in the non-
injured areas of the striatum (Fig. 3B3, non-injured area).
Conversely, as soon as they started to degenerate, neurons no
longer showed pRb staining, indicating that they had lost the
protein (Fig. 3B3, perilesional rim). Colocalization of pRb and NeuN
immunostaining with TUNEL staining confirmed that neurons
undergoing apoptosis had lost pRb (Fig. 3C4, arrowheads). A weak
stain corresponding to Ki67 antigen was detected in the striatum of
control rats (Fig. 4A1). Colocalization with NeuN staining revealed
that Ki67 antigen was almost exclusively expressed by neurons
(Fig. 4A3). In the non-injured area of 3-NPA-treated rats, neurons
preserved their slight Ki67 antigen staining (Fig. 4B3, non-injured
area). Some cells with strong expression of Ki67 were detected in
the same area (Fig. 4B1, arrowheads), although they were not
neurons as they did not colocalize with NeuN staining (Fig. 4B3,
arrowheads). As observed for pRb, neurons lost their Ki67 antigen
staining when they began to degenerate (Fig. 4B3, perilesional
rim). Cells positive for Ki67 antigen detected in the striatal lesion
were not neurons (Fig. 4B3, perilesional rim and lesion core).

Colocalization of Ki67 antigen and NeuN immunostaining with
TUNEL staining confirmed that apoptotic neurons were not
positive for Ki67 antigen (Fig. 4C4, arrowheads). Taken together,
these results support the hypothesis that cell-cycle re-entry does
not trigger neuronal apoptosis in the striatal lesion of 3-NPA-
treated rats.

4. Discussion

This study attempted to demonstrate the involvement of a CDK-
dependent pathway in neuronal apoptosis. To this end, we first
studied two markers of G1 phase, namely CDK4 and its activating
cyclin, CyD, in order to check whether they were expressed by
apoptotic neurons identified by TUNEL staining. Among cell-cycle
elements, G1 kinase CDK4 and its activating cyclin CyD have
received attention for their potential role in apoptosis of
postmitotic neurons. An increase in their levels has been detected
in numerous in vitro models of neuronal cell death such as trophic
factor withdrawal (Freeman et al., 1994), oxygen glucose
deprivation (Katchanov et al., 2001), excitotoxicity mediated by
kainic acid (Giardina et al., 1998; Ino and Chiba, 2001; Verdaguer
et al., 2002) and neurotoxicity mediated by aggregates of b-
amyloid peptide (Copani et al., 1999), and also in models of
ischemia and spinal cord injury in vivo (Rashidian et al., 2007). The
subsequent use of CDK inhibitors such as olomoucine, roscovitine
or flavopiridol, antisense oligonucleotides, dominant negative
CDKs or knockdown strategies, all of which proved to be protective
in several paradigms of neuronal death, provided evidence for the
functional involvement of CDK4 and CyD in neuronal apoptosis
(Greene et al., 2007; Rashidian et al., 2007). Moreover, two reports
addressing the 3-NPA-mediated activation of cell cycle suggested a
positive role for it in the resulting striatal neurodegeneration
(Akashiba et al., 2008; Park et al., 2000). In contrast to this body of
evidence, our results indicate that, although TUNEL-positive
neurons are detected simultaneously with CDK4- or CyD-positive
neurons in the striatal injured area of 3-NPA treated rats, they are
clearly located in different areas of the lesion. TUNEL-positive
neurons are preferentially found in the rim of the lesion, while
CDK4- or CyD-positive neurons are located near the core.

Fig. 2. Representative staining of CyD in striatal sections from control (A1) and 3-NPA-treated rats (B1, C1, and D1). In all cases, images in which CyD staining is overlapped

with NeuN and TUNEL staining are also shown (A2: control rat; B2, C2 and D2: 3-NPA-treated rat). For 3-NPA-treated rats, three striatal areas are considered, namely non-

injured area (B1 and B2), rim of the lesion (C1 and C2) and core of the lesion (D1 and D2). Insets in B1 show colocalization (Inset C) of CyD staining (Inset A) and GFAP staining

(Inset B). Insets in figures C2 and D2 show a magnification of the selected area that includes Hoechst staining. Scale bars: 50 mm.
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Moreover, the latter exhibit weaker NeuN staining than the former,
indicating that they may be at a more advanced stage of
degeneration. Taken together, these findings suggest that the
increase in G1 markers is a delayed event with respect to the
apoptotic process. Interestingly, one of the previous reports (Ino
and Chiba, 2001) studied the immunoreactivity of CDK4 and CyD in
TUNEL-positive cells in the piriform cortex of rats treated with
kainic acid. The cells studied were assumed to be neurons, since
the authors ascertained that, after kainic acid treatment, most of
the neurons in the piriform cortex were TUNEL positive, and TUNEL
staining was not detected in sporadic cells. The authors reported

that several TUNEL-positive cells expressed CyD, although CyD
expression was generally weak, and they mentioned, in line with
our findings, that most of the TUNEL-positive cells were devoid of
CDK4.

CDK4 and CyD staining were detected in neurons in the inner
areas of the striatal lesion of 3-NPA-treated rats. These neurons
were not TUNEL positive, showed weak NeuN staining and had
completely lost Hoechst staining, which was always detected,
although slightly in some cases, in TUNEL-positive neurons,
indicating that the former had lost their DNA. Several studies,
performed in models of ischemia and cortical traumatism, are

Fig. 3. Representative staining of pRb and NeuN in striatal sections from control (A1, A2 and A3) and 3-NPA-treated rats (B1, B2 and B3). In the case of 3-NPA-treated rats,

images were obtained by overlapping serial photographs from the striatum including non-injured and injured areas. (A1 and B1) Staining of pRb. (A2 and B2) Neurons stained

with the anti-NeuN antibody. (A3 and B3) Overlapping of pRb and NeuN staining. A representative section of the rim of the striatal lesion of a 3-NPA treated animal in which

pRb (C1), NeuN (C2) and TUNEL (C3) stainings were performed simultaneously (C4, merged image) is also shown. Scale bars: 50 mm.
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consistent with our findings. CyD was detected in intact and
injured neurons, but not in apoptotic neurons identified by TUNEL
staining in rat brain after cortical contusion injury (Kaya et al.,
1999). A focal cerebral ischemia induced in rats showed expression
of CDK4 and CyD in normal and reversibly injured neurons
localized to the boundary zone of damaged areas (Li et al., 1997).
Both reports concluded that expression of cell-cycle components
was involved in a survival response related to DNA repair. Li et al.
(1997) also mentioned, however, that apoptotic neurons without
cell-cycle proteins at the time of sacrifice, 72 h after the last 3-NPA

administration in our case, may have expressed these proteins
earlier. Furthermore, activation of G1 components of the cell cycle
was suggested to be a survival response involved in DNA repair in
postmitotic neurons exposed to subtoxic concentrations of
hydrogen peroxide (Schwartz et al., 2007). Thus, It might be
argued that the presence of CDK4 and CyD in neurons in the core of
the 3-NPA-induced lesion is a survival response, although it would
be a sterile response, since these neurons have lost their DNA.
Similarly to our findings on CDK4, a study performed in a rat model
of transient ischemia reported that TUNEL-positive cells appeared

Fig. 4. Representative staining of Ki67 and NeuN in striatal sections from control (A1, A2 and A3) and 3-NPA-treated rats (B1, B2 and B3). In the case of 3-NPA-treated rats,

images were obtained by overlapping serial photographs from the striatum including non-injured and injured areas. (A1 and B1) Staining of Ki67. (A2 and B2) Neurons stained

with the anti-NeuN antibody. (A3 and B3) Superposition of Ki67 and NeuN staining. A representative section of the rim of the striatal lesion of a 3-NPA treated animal in which

Ki67 (C1), NeuN (C2) and TUNEL (C3) staining were performed simultaneously (C4, merged image) is also shown. Scale bars: 50 mm.
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as early as 3 h after reperfusion, while CDK4 staining was detected
1 day later. The authors concluded that aberrant expression of cell-
cycle elements did not cause apoptosis (Hayashi et al., 1999). It has
been reported that partial execution of apoptosis in vivo, due to
defects in energy metabolism, may result in the persistence of
damaged cells within the tissue until they lyse (Nicotera, 2002).
This might explain our results, although it appears that neurons in
the core of the striatal lesion retained the ability to express CDK4
and CyD. Their state might be similar to that described in other
studies showing that brains from transgenic mouse models of AD
and ataxia telangiectasia exhibited neurons that can enter a cell-
cycle-like process. This leads to the constitutive expression of cell-
cycle components and the acquisition of hyper-diploid DNA. The
process persists in the brain, contributing to the progress of the
disease, for long periods of time, as if apoptosis had been blocked
(Herrup and Yang, 2007). Survival time after the initial injury,
which is related to the severity of the insult, may be a critical factor
that would determine whether apoptotic neurons pass the G1/S
phase checkpoint and synthesize new DNA or remain blocked in a
previous stage (Kuan et al., 2004).

To further investigate the role of cell-cycle re-entry in neuronal
apoptosis induced by 3-NPA administration, we next evaluated the
pattern of expression of pRb and Ki67 antigens in control and
treated rats. We found that pRb expression, which was constitutive
in striatal neurons in control animals, was lost in degenerating
neurons located in the lesion induced by 3-NPA. Ki67 antigen was
also absent in degenerating neurons, which supports the
hypothesis that apoptosis was not mediated by cell-cycle re-entry
in our 3-NPA model. pRb plays a central role in cell-cycle
regulation, since upon mitogenic stimulation it is phosphorylated
by active cyclin D/CDK4/6 complexes and released from E2F
proteins, thus de-repressing the E2F-responsive genes that
contribute to S-phase entry (Liu and Greene, 2001). Phosphoryla-
tion of pRb has been detected in cultured neurons in diverse
paradigms of cell death (Becker and Bonni, 2004), and also in
models of neurodegeneration in vivo such as ischemia (Wang et al.,
2002; Wen et al., 2005) or AD (Malik et al., 2008). Moreover, an
increase in the phosphorylated form of pRb was also detected both
in vitro and in vivo after 3-NPA neurotoxicity (Akashiba et al.,
2008). The loss of pRb that we detected in striatal degenerating
neurons is consistent, rather than with a role for the protein in the
promotion of neuronal apoptosis as this report suggested, with a
growing body of evidence that ascribes to pRb additional functions
in many processes fundamentally important for cell survival
including cellular stress responses and differentiation (Goodrich,
2006; McClellan et al., 2007). Furthermore, it has been demon-
strated that, during apoptosis, pRb was cleaved and degraded by
caspase-3-like enzymes (Fattman et al., 2001) and that a mutant
cleavage-resistant form of pRb attenuated cell death (Tan et al.,
1997; Tan and Wang, 1998). These findings are in accordance with
ours, since we detected active caspase-3 in striatal degenerating
neurons after 3-NPA treatment (Duran-Vilaregut et al., 2010) that
would explain their loss of pRb, which in turn may facilitate the
apoptotic process.

5. Conclusions

This study shows that neuronal apoptosis detected in the
striatal lesion of our 3-NPA model induced in rats was not triggered
by the reactivation of cell cycle, since TUNEL-positive neurons
were not positive for any of the cell-cycle components studied.
Thus, expression of CDK4 and CyD detected in neurons in the core
of the striatal lesion of intoxicated animals, which were assumed to
be at an advanced stage of degeneration, was considered to be an
aberrant survival response without any relation to the causes of
apoptotic cell death.
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activation in striatal neurons from Huntington’s disease patients and rats treated
with 3-nitropropionic acid. Int J Dev Neurosci 2008;26:665–71.

Rao HV, Thirumangalakudi L, Desmond P, Grammas P. Cyclin D1, cdk4, and Bim are
involved in thrombin-induced apoptosis in cultured cortical neurons. J Neurochem
2007;101:498–505.

Rashidian J, Iyirhiaro GO, Park DS. Cell cycle machinery and stroke. Biochim Biophys
Acta 2007;1772:484–93.
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RESUM 

Objectius: Estudiar la possible activació o inhibició de les proteïnes ATM, p53, Akt i GSK3�

en neurones estriatals de rates tractades amb 3-NPA.

Material i mètodes: Es van utilitzar rates SD de 220-250 g de pes. El model experimental es 

va induir administrant a les rates una dosi de 3-NPA de 20 mg/kg per via intraperitoneal

durant 3 dies (dia 0, 1 i 2). Al mateix temps, un grup control es va injectar amb sèrum 

fisiològic. El dia 6, es van anestessiar els animals, es van perfondre amb sèrum fisiològic i es 

va procedir a l’extracció de l’encèfal, que es va congelar en isopentà i es va guardar a -80 

ºC. Es van realitzar seccions criostàtiques d’aquest teixit i es van aplicar tècniques 

immunohistoquímiques, emprant anticossos dirigits contra la phosphoSer1981-ATM, la 

phosphoSer15-p53, la phosphoSer473-Akt, la phosphoSer9-GSK3�, el NeuN (per visualitzar les 

neurones) i la GFAP (per visualitzar els astròcits). Les mostres es van analitzar per 

microscòpia de fluorescència i confocal.

Resultats: Els animals control no van mostrar marcatge de la forma fosforilada activa de 

l’ATM ni de la forma fosforilada de la p53. De la mateixa manera, no es va detectar marcatge 

d’aquestes proteïnes a la zona no lesionada del cos estriat dels animals tractats amb 3-NPA. 

El marcatge de phosphoSer1981-ATM només es va detectar a la vora de la lesió estriatal dels 

animals tractats, i els dobles marcatges amb NeuN i GFAP van posar de manifest que la 

forma activa de l’ATM només era expressada per astròcits reactius presents a la vora de la 

lesió (Figura 27). De forma similar, el marcatge de phosphoSer15-p53 es va detectar a la vora 

de la lesió estriatal en astròcits reactius i, a més a més, també se’n va trobar associat a 

restes de marcatge d’astròcits al llarg del centre de la lesió (Figura 28). El marcatge de 

phosphoSer15-p53 tampoc es va trobar associat a neurones.
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Figura 27. Marcatges representatius de phosphoSer1981-ATM, NeuN i GFAP a la vora de la lesió estriatal de les 

rates tractades amb 3-NPA. A) Colocalització del marcatge de phosphoSer1981-ATM amb NeuN. B) Colocalització 

del marcatge de phosphoSer1981-ATM amb GFAP. Barres d’escala 50 μm.

Figura 28. Marcatges representatius de phosphoSer15-p53 i GFAP al centre i a la vora de la lesió estriatal de les 

rates tractades amb 3-NPA. A) Colocalització del marcatge de phosphoSer15-p53 amb GFAP al centre de la lesió. 

B) Colocalització del marcatge de phosphoSer15-p53 amb GFAP a la vora de la lesió. Barres d’escala 50 μm.

Pel que fa a l’Akt, la seva forma fosforilada activa es va trobar de forma constitutiva a les 

neurones del cos estriat de les rates control, i també a les neurones estriatals no afectades 

per la toxina. En canvi, les neurones de l’àrea lesionada del cos estriat dels animals tractats 

amb 3-NPA perdien el marcatge de phosphoSer473-Akt tan bon punt començaven a degenerar 

(Figura 29). 
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Figura 29. Marcatges representatius de phosphoSer473-Akt i NeuN en una porció del cos estriat de les rates 

tractades amb 3-NPA. S’inclou l’àrea no lesionada, la vora i una part més central de la lesió. A1) Marcatge de 

phosphoSer473-Akt. A2) Marcatge de NeuN. A3) Colocalització del marcatge de phosphoSer473-Akt amb NeuN. 

Barres d’escala 50 μm.

D’altra banda, el marcatge de phosphoSer9-GSK3��es va detectar de manera intensa a la 

vora de la lesió estriatal, en forma d’agregats densos que colocalitzaven o envoltaven 

algunes de les neurones en procés de degeneració (Figura 30, puntes de fletxa). A mida que 

ens apropàvem cap al centre de la lesió, el marcatge de phosphoSer9-GSK3��era cada cop 

més feble i només es detectava ocasionalment envoltant alguna neurona (Figura 30,

fletxes). 



116 

Figura 30. Marcatges representatius de phosphoSer9-GSK3� i NeuN en una porció del cos estriat de les rates 

tractades amb 3-NPA. S’inclou l’àrea no lesionada, la vora i una part més central de la lesió. A1) Marcatge de 

phosphoSer9-GSK3�. A2) Marcatge de NeuN. A3) Colocalització del marcatge de phosphoSer9-GSK3� amb NeuN. 

Barres d’escala 50 μm.

Conclusions: La via de senyalització ATM/p53 no sembla que participi de la degeneració de 

les neurones estriatals associada a l’administració del 3-NPA, ja que les formes fosforilades 

d’ATM i p53 s’han detectat en astròcits però no en neurones. D’altra banda, la pèrdua de la 

forma activa d’Akt sí que sembla jugar un paper destacat a la neurodegeneració associada a 

l’administració del 3-NPA, ja que les neurones en procés de degeneració perden la seva 

expressió. La GSK3� inactiva es detecta principalment a la vora de la lesió, i es pensa que 

en la seva fosforilació intervé una quinasa diferent de l’Akt.
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3-Nitropropionic acid (3-NPA) is a mitochondrial toxin
used in the laboratory to replicate neurodegenerative
conditions that are accompanied by degeneration of
the caudate-putamen. 3-NPA induces depletion in ATP
production, reactive oxygen species production, and
secondary excitotoxicity mediated by activation of
N-methyl-D-aspartate receptors that culminates in the
triggering of cell death mechanisms, including apopto-
sis. We here examined by immunohistochemical
methods whether cellular expression of phosphoSer1981-
ataxia telangiectasia mutated (ATM), phosphoSer15-p53,
phosphoSer473-Akt, and phosphoSer9-glycogen synthase
kinase-3b (GSK3b), which are key signal molecules
that play a critical role in regulating cellular processes
related to cell survival and demise, were involved in the
striatal neurodegeneration in the brains of rats treated
with 3-NPA. Our results indicate that the toxin induced
the activation of ATM and p53 only in astrocytes, and a
role for these proteins in neuronal degeneration was
ruled out. On the other hand, striatal neurons lost the
active form of Akt as soon as they began to appear
pyknotic, indicating impairment of the PI3K/Akt/GSK3
pathway in their degenerative process. The inactive
form of GSK3b was detected extensively, mainly in the
rim of the striatal lesions around degenerating neurons,
which could be attributed to a cell death or cell survival
response. VVC 2012 Wiley Periodicals, Inc.

Key words: neurotoxin; immunohistochemistry; rat

3-Nitropropionic acid (3-NPA) is a mitochondrial
toxin and its precursor, 3-nitropropanol, is present in
plants such as Astragalus and fungus such as Arthrinium
(Ludolph et al., 1991). In humans, 3-NPA produces
preferential degeneration of the putamen and caudate
nucleus, associated with severe neurological symptoms.
Systemic administration of the toxin to experimental ani-
mals such as nonhuman primates or rodents produces
similar effects. Thus, 3-NPA is used in the laboratory to

replicate neurodegenerative conditions associated with
degeneration of the caudate-putamen (Brouillet et al.,
2005). 3-NPA has been used mainly to study Hunting-
ton’s disease (HD), a neurodegenerative disorder prefer-
entially affecting the striatum, in which deficits in energy
metabolism and dysfunction of mitochondrial chain
complexes (MCCs) play a pivotal role (Gu et al., 1996;
Browne et al., 1997). In addition, 3-NPA is suitable for
modeling features of acute neuronal insults, such as cere-
bral ischemia (Pang et al., 2003). The toxin irreversibly
inhibits succinate dehydrogenase (SDH), the main con-
stituent of the MCC II (Brouillet et al., 1999). A recent
study (Liot et al., 2009), performed in cultured cortical
neurons, revealed that 3-NPA-mediated inhibition of
SDH causes an initial dramatic depletion in ATP pro-
duction. This depletion is concomitant to a mild increase
in reactive oxygen species (ROS) and delayed secondary
excitotoxicity, mediated by activation of N-methyl-D-
aspartate receptors (NMDAR) by glutamate. This activa-
tion in turn induces a second rise in ROS production
and mitochondrial fragmentation, which triggers neuro-
nal cell death.
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Both necrosis and apoptosis, which have tradition-
ally been considered as the basic mechanisms of cell
death, are involved in 3-NPA-mediated neurotoxicity in
vitro (Pang and Geddes, 1997; Nasr et al., 2003; Pang
et al., 2003). With in vivo administration, it has been
reported that calpain, a cysteine protease that is activated
by Ca21 and is related to necrotic processes (Wang,
2000), is a predominant effector of striatal cell death
when SDH is persistently inhibited by chronic adminis-
tration of 3-NPA (Bizat et al., 2003a,b; Galas et al.,
2004). In contrast, transient inhibition of SDH by acute
or subacute treatment with the toxin leads to the addi-
tional activation of caspase-3, the main effector of the
apoptotic process, as has been shown in our laboratory
(Duran-Vilaregut et al., 2010) and others (Duan et al.,
2000; Bizat et al., 2003a).

Several signaling pathways could be responsible for
activation of the apoptotic process that culminates in cas-
pase-3 activation and subsequent neuronal demise after
acute or subacute 3-NPA administration. It has been pro-
posed that the toxin induces overproduction of ROS,
which causes oxidative DNA damage and DNA fragmen-
tation (Kim and Chan, 2002). Thus, we first focused on
the study of the activation of ataxia telangiectasia mutated
(ATM), which is activated by autophosphorylation at
Ser1981 in response to DNA damage signals. It then
phosphorylates a number of proteins that are essential to
the control of cell cycle checkpoints; DNA repair; and, in
the case of excessive DNA damage, cell death
(McKinnon, 2004). In addition to ATM, we studied the
form of p53 phosphorylated at Ser15, one of the main
substrates of the former (Shiloh, 2003). p53 Is a transcrip-
tion factor that is activated in response to stress signals and
elicits several cellular responses, including growth arrest,
senescence, and apoptosis (Polager and Ginsberg, 2009).
On the other hand, it has been reported that an increase
in the phosphorylated form of Akt is protective against 3-
NPA-induced neurodegeneration (Lee et al., 2008a,b;
Almeida et al., 2009). Akt, also called protein kinase B, is a
serine/threonine protein kinase of the PI3K pathway that
plays a central role in cell survival, in that it blocks the
function of proapoptotic proteins and processes (Manning
and Cantley, 2007). Here we studied its fully activated
form, which requires phosphorylation at Ser473 (Alesi
et al., 1999; Liao and Hung, 2010). Moreover, we ana-
lyzed the b isoform of glycogen synthase kinase-3
(GSK3) phosphorylated at Ser9, which is a main substrate
of Akt (Cohen and Frame, 2001). GSK3 is a serine/thre-
onine protein kinase with two isoforms, namely, GSK3a
and GSK3b, which was initially described as a key
enzyme in glucogen metabolism, although recent evi-
dence indicates that it can modulate apoptosis in a wide
range of neurotoxic conditions (Jope and Johnson, 2004).

MATERIALS AND METHODS

Animals and 3-NPA Treatment

Male Sprague-Dawley rats (220–250 g; Harlan Inter-
fauna Ibérica, Barcelona, Spain) had access to food and water

ad libitum and were kept under standard conditions of tem-
perature (228C 6 28C) and on 12:12-hr light–dark cycles
(300 lx/0 lx). Studies were performed in accordance with the
institutional guidelines for the care and use of laboratory ani-
mals established by the Ethical Committee for Animal Experi-
mentation at the University of Barcelona. One group of 10
rats (treated group) was injected with saline solution contain-
ing 3-NPA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) adjusted to pH
7.4 with NaOH at a dose of 20 mg/kg i.p. once per day for
3 days (days 0, 1, and 2). The control group, which included
five animals, was injected only with saline solution. On day 6,
both groups of animals were killed as described below, and
their brains were excised. All rats were evaluated daily from
day 0 until day 6 of experiment for both body weight loss
and motor impairment, and the evolution observed was simi-
lar to that described from previous studies performed in our
laboratory (Duran-Vilaregut et al., 2009).

Brain Processing

Brains for immunohistochemistry and TUNEL staining
were obtained as follows. Rats were anesthetized with 80 mg/
kg i.p. sodium pentobarbital and intracardially perfused with
100 ml physiological saline. Brains were then excised and snap
frozen by immersion in isopentane chilled in dry ice and
stored at 2808C. Thereafter, brains were embedded in OCT
cryostat-embedding compound (Tissue-Tek, Torrance, CA),
and 20-lm-thick cryostatic sections containing striatum were
obtained. Slices were picked up on common slides, fixed with
acetone for 10 min at 48C, allowed to dry at room tempera-
ture, and finally frozen at 2208C until staining.

Immunohistochemistry of Brain Sections

Slides with brain sections were allowed to thaw at room
temperature and then rehydrated with PBS for 5 min before
being blocked and permeabilized with PBS containing 1%
bovine serum albumin (Sigma-Aldrich) and 0.1% Triton
X-100 (Sigma-Aldrich) for 20 min. After two 5-min washes
in PBS, slides were incubated with the primary antibody (see
below) for 90 min at room temperature. They were then
washed again and incubated for 1 hr at room temperature in
the dark with the secondary antibody (see below). Five
minutes before the end of the second incubation, nuclear
staining was performed by adding Hoechst (H-33258; Sigma-
Aldrich) reagent at 10 lg/ml in PBS to the incubation
medium to a final concentration of 2 lg/ml. Finally, slides
were washed, mounted using Prolong Gold (Invitrogen,
Carlsbad, CA) antifade medium, allowed to dry overnight at
room temperature, and stored at 48C in the dark. Staining
controls were performed by incubating with PBS instead of
the primary antibody or instead of both antibodies.

The following primary antibodies were used: rabbit pol-
yclonal antiphosphoSer1981-ATM (R&D Systems, Minneapolis,
MN; dilution 1:200), rabbit polyclonal antiphosphoSer15-p53
(R&D Systems; dilution 1:100), rabbit polyclonal antiphos-
phoSer9-GSK3b (Cell Signaling, Danvers, MA; dilution
1:100), rabbit polyclonal antiphosphoSer473-Akt (Abcam, Cam-
bridge, United Kingdom; dilution 1:100), mouse monoclonal
anti-NeuN (Millipore, Billerica, MA; dilution 1:100), mouse
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monoclonal anti-GFAP (Neomarkers, Fremont, CA; dilution
1:100), and chicken polyclonal anti-GFAP (Millipore; dilution
1:100). AlexaFluor 488 donkey anti-mouse IgG, AlexaFluor
488 anti-chicken IgG, AlexaFluor 555 donkey anti-rabbit
IgG, and AlexaFluor 660 anti-mouse IgG (Invitrogen; dilution
1:250) were used as secondary antibodies.

Fluorescence Microscopy Analysis

Brain sections from 3-NPA-treated and control rats were
examined under a laser confocal microscope (TCS/SP2; Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany). In some cases, series of con-
secutive images were obtained for each staining and experimen-
tal group. In the case of treated animals, the sequence of images
included injured and noninjured areas of the striatum. Once
the image series had been collected, the images were rebuilt in
order to obtain single images which, subsequently, were
merged in Image J (National Institutes of Mental Health) and
Photoshop (Adobe Systems, San Jose, CA). The authors declare
that there are no conflicts of interest.

RESULTS

Description of the Striatal Lesion Induced
by 3-NPA

According to previous studies (Duran-Vilaregut
et al., 2009, 2010), we defined three striatal regions in
our studies with the 3-NPA model (Fig. 1). The region
called ‘‘noninjured striatum’’ included all the striatal areas
in which neurons and astrocytes (stained with the
chicken polyclonal antiglial fibrillary acidic protein
(GFAP) antibody) were not affected by the treatment
with the toxin, so they did not show morphological
alterations compared with nontreated rats. A magnifica-
tion of this area is included in Figure 1A, in which
astrocytes and neurons unaffected by 3-NPA can be
observed. The ‘‘perilesional rim’’ included the astroglio-
sis area and the outer area of the striatal lesion, where,
according to our previous study (Duran-Vilaregut et al.,

2010), apoptotic neurons positive for active caspase-3
and TUNEL stains were mainly found. In the astrogliosis
area, astrocytes appeared in their reactive form (Fig. 1B),
showing stronger GFAP staining and more processes
than astrocytes in the noninjured striatal area. In the
outer area of the striatal lesion, neurons started to show
a pyknotic appearance (Fig. 1C), and, although astroglio-
sis had been lost, residual GFAP staining was still
detected. Reactive astrocytes in contact with the outer
area of the lesion showed altered morphology, indicating
that they experienced a degeneration process. Finally, in
the ‘‘lesion core’’ region, neurons were pyknotic (Fig.
1D). According to our previous study (Duran-Vilaregut
et al., 2010), they barely showed active caspase-3 or
TUNEL stains. Residual GFAP staining was also found
in this region.

Although the size and extent of the lesion were
different in each animal, the different striatal studied
areas could be observed in all of them. In each area, the
cellular pattern and the protein expression were equiva-
lent in all animals.

Expression Pattern of PhosphoSer1981-ATM
and PhosphoSer15-p53

Figure 2 shows representative images corresponding
to striatal areas of brains from control and 3-NPA-
treated rats immunostained with an antibody that recog-
nizes the form of ATM phosphorylated at Ser1981. As
shown in Figure 2A, the striatum of control animals did
not show any staining for phosphoSer1981-ATM. In 3-
NPA-treated animals, noninjured areas of their striatum
had the same appearance as controls (Fig. 2B). The core
of the striatal lesion did not show any positive staining
for the kinase (Fig. 2C). Positive staining for phos-
phoSer1981-ATM was detected only on the rim of the
striatal lesion, where tissue had started to lose its charac-
teristic structure (Fig. 2D1,E1). Subsequently, phos-
phoSer1981-ATM staining was combined with NeuN

Fig. 1. Staining of neurons and astrocytes in the striatum of 3-NPA-
treated rats. Representative image of the striatum of a rat from the 3-
NPA-treated group immunostained with the anti-NeuN antibody and
the anti-GFAP antibody, including the three regions studied. Magnifi-
cations of each of these regions are shown: noninjured striatum (A),
perilesional rim (B,C), and lesion core (D). Solid arrow indicates

astrocytes not affected by 3-NPA. Solid arrowheads indicate neurons
not affected by 3-NPA. Open arrows indicate reactive astrocytes.
Open arrowheads indicate pyknotic neurons in the lesion induced by
3-NPA. Small arrow indicates residual GFAP staining in the lesion
induced by 3-NPA. Scale bars 5 50 lm. [Color figure can be viewed
in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]
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Fig. 2. PhosphoSer1981-ATM staining is detected on the rim of the
striatal lesion of 3-NPA-treated rats. Representative images of the
striatum of control (A) and 3-NPA-treated (B,C,D1,E1) rats immu-
nostained with the anti-phosphoSer1981-ATM antibody. In the case of
the rim of the striatal lesion of 3-NPA-treated animals, magnifica-
tions in which phosphoSer1981-ATM staining overlaps with NeuN

(D2) and GFAP (E2) staining are included. Insets in D3 and E3
show a magnification of the selected area that includes Hoechst
staining. ATM-P, phosphoSer1981-ATM. Scale bars 5 50 lm. [Color
figure can be viewed in the online issue, which is available at
wileyonlinelibrary.com.]

4 Duran-Vilaregut et al.

Journal of Neuroscience Research



staining to investigate whether cells expressing the active
kinase were neurons. Figure 2D3 shows that phos-
phoSer1981-ATM was present in the area where neurons
began to appear pyknotic, although they did not express
it in any case. Thus, we next tested whether phos-
phoSer1981-ATM was expressed by astrocytes. Figure 2E3
shows that phosphoSer1981-ATM staining was detected in
the nuclei of the reactive astrocytes (stained with the
mouse monoclonal anti-GFAP antibody) located in the
astrogliosis area surrounding the lesion. Insets in Figure
2D3,E3 show that phosphoSer1981-ATM staining was nu-
clear, insofar as it colocalized with Hoechst staining.
Because GFAP stains the processes of astrocytes, colocal-
ization of GFAP and phosphoSer1981-ATM was not
visible.

We next studied activation of one of the main tar-
gets of ATM, p53. Figure 3 shows representative images
of staining of p53 phosphorylated at Ser15, in striata
from control and 3-NPA-treated rats. PhosphoSer15-p53
was not detected either in control animals or in the non-
injured striatal areas of 3-NPA-treated animals (Fig.
3A,B, respectively). However, in contrast to ATM, posi-
tive staining for p53 was seen both on the rim (Fig.
3F1) and in the core (Fig. 3C,D1,E1) of the striatal
lesion of 3-NPA-treated rats. Combination of phos-
phoSer15-p53 and NeuN stains showed that the protein
was not expressed by neurons (Fig. 3D3). In contrast,
double staining with the chicken polyclonal anti-GFAP
antibody showed that, as for ATM, phosphoSer15-p53
was expressed in astroglia (Fig. 3E3,F3). In the core of
the lesion, p53 was found mainly in accumulations of
residual GFAP staining that had completely lost the
characteristic appearance of astrocytes (Fig. 3E3),
whereas, on the rim surrounding the lesion, it was
detected in degenerating astrocytes (Fig. 3F3). Insets in
Figure 3D3,E3,F3 show that phosphoSer15-p53 staining
was preferentially detected next to Hoechst staining but
did not colocalize.

Expression Pattern of PhosphoSer473-Akt
and PhosphoSer9-GSK3b

Figure 4 shows representative images of striatal areas
from control and 3-NPA-treated rats immunostained with
an antibody directed against Akt phosphorylated at
Ser473. As shown in Figure 4A3, phosphoSer473-Akt was
constitutively expressed in striatal neurons from control
rats. Insets in Figure 4A1–A3 show that its expression was
nuclear. In 3-NPA-treated animals, phosphoSer473-Akt
was also present in neurons located in the noninjured
areas of the striata (Fig. 4B3, noninjured area). In contrast,
degenerating neurons in the injured area did not show
any staining for the kinase (Fig. 4B3, perilesional rim and
lesion core).

Figure 5 shows representative images of striatal
areas from control and 3-NPA-treated rats immuno-
stained with an antibody that specifically recognizes
phosphoSer9-GSK3b. In the injured striatal area of
treated animals, phosphoSer9-GSK3b staining was

strongly detected on the rim of the lesion in the form
of dense clumps (Fig. 5B1, rim of the lesion). Staining
was weaker closer to the core (Fig. 5B1, lesion core).
Colocalization with NeuN staining showed that phos-
phoSer9-GSK3b staining on the rim of the lesion was
preferentially found in pyknotic neurons, and it seemed
to be perikaryal (Fig. 5B3, arrowheads). Toward the
core of the lesion, pyknotic neurons with perikaryal
phosphoSer9-GSK3b staining were barely detected
(Fig. 5B3, arrows).

DISCUSSION

Expression Pattern of PhosphoSer1981-ATM and
PhosphoSer15-p53.

Our results indicate that 3-NPA treatment did not
induce phosphorylation of ATM and p53 in neurons of
the striatum of intoxicated rats. In contrast, the active
form of ATM, phosphoSer1981-ATM, was detected in
reactive astrocytes in the area of astrogliosis that sur-
rounded the 3-NPA-induced lesion. PhosphoSer15-p53,
one of the main products of active ATM, was also
detected only in association with degenerating astrocytes
located both in the core and on the rim of the lesion.
ATM is activated in response to double strand breaks in
DNA, and it then phosphorylates substrates involved in
recognizing DNA damage or in signaling this damage to
cell-cycle checkpoints (Shiloh, 2003; Barzilai et al.,
2008). Kruman et al. (2004) showed that, in cultured
neurons, exposure to genotoxic compounds induces
DNA damage that triggers cell cycle re-entry and subse-
quent apoptosis and that pretreatment with ATM inhibi-
tors such as caffeine or wortmannin abrogates both
events without affecting the DNA damage. These find-
ings pointed to a close relationship among DNA dam-
age-induced apoptosis, activation of ATM, and cell cycle
re-entry in postmitotic neurons and supported previous
studies in which neurons from ATM-deficient mice had
been shown to be resistant to DNA damage-induced ap-
optosis (Chong et al., 2000; Lee and McKinnon, 2000;
Macleod et al., 2003). 3-NPA treatment induces
overproduction of ROS, which causes oxidative DNA
damage and DNA fragmentation, which were detected
by 8-hydroxyguanosine immunohistochemistry and
TUNEL staining, respectively (Kim and Chan, 2002).
However, the lack of neuronal ATM activation shown
here suggests that 3-NPA neuronal toxicity is not medi-
ated by genotoxic effects. In a previous study performed
with our 3-NPA experimental model, TUNEL staining
was confined to the striatal lesion, mainly on its rim, and
was widely detected in neurons that expressed active cas-
pase-3 (Duran-Vilaregut et al., 2010), indicating that
DNA fragmentation could be the final stage of the apo-
ptotic cascade rather than a manifestation of the geno-
toxic effect of 3-NPA. In support of this, it has been
reported that 3-NPA induces specific mitochondrial
DNA damage and does not alter nuclear DNA (Manda-
villi et al., 2005).
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Fig. 3. PhosphoSer15-p53 staining is detected on the rim and core of
the striatal lesion of 3-NPA-treated rats. Representative images of the
striatum of control (A) and 3-NPA-treated (B,C,D1,E1,F1) rats
immunostained with the anti-phosphoSer15-p53 antibody are shown.
In the case of 3-NPA-treated animals, magnifications in which phos-
phoSer15-p53 overlaps with NeuN staining in the core of the lesion

(D2) and with GFAP staining in the core (E2) and on the rim (F2) of
the striatal lesion are included. Insets in D3, E3, and F3 show a mag-
nification of the selected area that includes Hoechst staining. p53-P,
phosphoSer15-p53. Scale bars 5 50 lm. [Color figure can be viewed in
the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]
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On the other hand, administration of 3-NPA
induced the activation of ATM in reactive astrocytes
located in the area of astrogliosis that surrounded the
striatal lesion of intoxicated rats. Astrocytes interact
closely with surrounding neurons by providing them
with energy and substrates for neurotransmission, pro-
tecting and modulating their growth and synaptic func-
tion (Travis, 1994; Allen and Barres, 2009). Neurons are
particularly vulnerable to oxidative stress, and they rely
heavily on metabolic coupling with astrocytes for antiox-
idant support, since the latter have stronger antioxidant

potential (Shih et al., 2003; Liu et al., 2005). It has been
reported that Atm2/2 astrocytes show growth abnormal-
ities and increased oxidative stress (Liu et al., 2005).
Moreover, the absence of ATM results in oxidative stress
in the brain (Kamsler et al., 2001; Chen et al., 2003).
These observations indicate that ATM may modulate in-
tracellular redox status. Recently, it has been shown that
activation of ATM induced by oxidative stress can occur
in the absence of DNA damage (Guo et al., 2010).
According to this evidence, activation of ATM in reac-
tive astrocytes on the rim of the striatal lesion may be a

Fig. 4. PhosphoSer473-Akt is lost in degenerating neurons in the striatal
lesion of 3-NPA-treated rats. Representative images of the striatum of
control (A1–3) and 3-NPA-treated (B1–3) rats immunostained with
the antiphosphoSer473-Akt and anti-NeuN antibodies. In the case of 3-
NPA-treated animals, images were obtained by overlapping serial
photographs from the striatum including noninjured and injured areas.

A1,B1: Staining of phosphoSer473-Akt. A2,B2: Neurons stained with
the anti-NeuN antibody. A3,B3: Overlapping of phosphoSer473-Akt
and NeuN staining. Insets in A1–3 show a magnification of the
selected area that includes Hoechst staining. AKT-P, phosphoSer473-
Akt. Scale bars 5 50 lm. [Color figure can be viewed in the online
issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]
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mechanism involved in re-establishing redox status and
protecting neurons against the oxidative insult induced
by 3-NPA administration.

Expression Pattern of PhosphoSer473-Akt and
PhosphoSer9-GSK3b

Our results show that the activated form of Akt,
which is phosphorylated at Ser473, is constitutively

expressed by neurons in healthy striatal tissue from con-
trol and 3-NPA-treated rats, although it is completely
lost in pyknotic neurons located in the lesioned area of
the striatum in intoxicated animals. Akt is a central node
in cell signaling downstream of growth factors, cyto-
kines, and other cellular stimuli. It plays a critical role in
cell survival by inhibiting, through phosphorylation, the
function of proapoptotic proteins such as BAD and

Fig. 5. PhosphoSer9-GSK3b is strongly detected on the rim of the
striatal lesion of 3-NPA-treated rats. Representative images of the
striatum of control (A1–3) and 3-NPA-treated (B1–3) rats immuno-
stained with the antiphosphoSer9-GSK3b and anti-NeuN antibodies.
In the case of 3-NPA-treated animals, images were obtained by
overlapping serial photographs from the striatum including nonin-
jured and injured areas. A1,B1: Staining of phosphoSer9-GSK3b.

A2,B2: Neurons stained with the anti-NeuN antibody. A3,B3:
Overlapping of phosphoSer9-GSK3b and NeuN staining. Arrowheads
show pyknotic neurons with perikaryal GSK3b staining clumps in
the rim of the lesion. Arrows indicate pyknotic neurons with peryka-
rial GSK3b staining in the core of the lesion. GSK3b-P, phos-
phoSer9-GSK3b. Scale bars 5 50 lm. [Color figure can be viewed
in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]
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caspase-9 and transcription factors such as FOXO pro-
teins. These, in turn, promote transcription of other
apoptotic proteins such as BIM and Fas ligand when
active (Manning and Cantley, 2007). Consistently with
our findings, it has been reported in rats that concomi-
tant administration of atorvastain (Lee et al., 2008a) or
granulocyte colony-stimulating factor (Lee et al., 2008b)
with 3-NPA protects against the striatal neurodegenera-
tion induced by the toxin. Moreover, in an in vitro
study, brain-derived neurotrophic factor prevented mito-
chondrial-dependent apoptosis induced by 3-NPA by
reducing caspase-3 activation and chromatin condensa-
tion/fragmentation (Almeida et al., 2009). In all three
studies, the protective treatment induced an increase in
the phosphorylated form of Akt, indicating that its loss
might be involved in 3-NPA-induced neurodegenera-
tion. Furthermore, administration to rats of lentiviral
vectors expressing the first 171 N-terminal amino
acids of huntingtin with a pathological polyglutamine
sequence of 82 units induces striatal HD neuropathology
accompanied by downregulation of total and phos-
phoSer473-Akt levels in neurons before they degenerate
(Colin et al., 2005). This indicates that the decrease was
not merely a consequence of apoptosis but a mechanism
involved in it. Remarkably, the same study detected, in
HD post-mortem brains, high levels of a truncated and
inactive form of Akt resulting from caspase-3 cleavage,
particularly in the striata. This confirms the involvement
of the protease in the development of the disease, as the
3-NPA model also suggests (Duan et al., 2000; Duran-
Vilaregut et al., 2010). A marked decrease in total and
phosphoSer473-Akt has also been detected in degenerating
dopaminergic neurons from substantia nigra pars com-
pacta in post-mortem brains of Parkinson’s disease
patients (Timmons et al., 2009). This finding has been
reproduced in models of the disease in vitro, induced by
toxins such as 6-hydroxidopamine (Malagelada et al.,
2008). Likewise, senescence accelerated prone 10
(SAMP10), a mouse model of early-onset neurodegener-
ative dementia diseases, showed reduced hippocampal
levels of phosphoSer473-Akt after 6 months of age, when
mice showed obvious deterioration in performance of
learning and memory tasks (Nie et al., 2009). Thus, our
results are consistent with a growing body of evidence
pointing to impairment of Akt signaling pathway as a
key event in neuronal degeneration.

With regard to GSK3b, our results indicate a
strong increase in the expression of the inhibited form of
the kinase phosphorylated in Ser9 in the striatal lesion of
3-NPA-treated rats compared with control animals.
PhosphoSer9-GSK3b was found mainly forming dense
perikaryal neuronal clumps, on the rim of the striatal
lesion, where the majority of active caspase-3- and/or
TUNEL-positive neurons were detected after 3-NPA
treatment (Duran-Vilaregut et al., 2010). GSK3 is a
kinase that, although traditionally associated exclusively
with the metabolism of glycogen, is now recognized as a
key regulator of numerous signaling pathways. When
dysregulated, such pathways have been implicated in the

development of neurodegenerative diseases such as Alz-
heimer’s disease, among others (Doble and Woodgett,
2003; Jope and Johnson, 2004). Paradoxical findings
have been reported regarding the involvement of GSK3
in apoptosis. On the one hand, it has been shown that
its aberrant activation promotes apoptosis in a wide vari-
ety of paradigms of cell death, which include toxicity
induced by amyloid-b peptide and mitochondrial toxins
(Grimes and Jope, 2001) and HD-associated polyglut-
amine toxicity (Carmichael et al., 2002). On the other
hand, transgenic mice in which GSK3b activity was
inhibited through the expression of a dominant-negative
form of the protein showed increased neuronal apopto-
sis, which preferentially affected the striatum (Gómez-
Sintes et al., 2007; Gómez-Sintes and Lucas, 2010).
These apparent contradictory findings are the result of
GSK3 having opposite effects on the two major apopto-
tic signaling pathways. It has been established that the
kinase, when active, promotes the intrinsic apoptotic
pathway, by facilitating the function of proapoptotic
proteins, but it inhibits the extrinsic pathway by pre-
venting the activation of the initiator caspase-8 (Beurel
and Jope, 2006). According to this line of evidence, if
the death receptor-mediated extrinsic pathway of apo-
ptosis is activated in the striatal lesion of 3-NPA-treated
rats, then the inactivation of GSK3b that we found here
may contribute to its progression, because activation of
caspase-8 would not be inhibited. This would be con-
sistent with the fact that sustained GSK3 inhibition pref-
erentially increases apoptosis in the striatum, as has been
reported by Gómez-Sintes et al. (2007).

Given that the active form of Akt is absent in
degenerating neurons located in the striatal lesion of 3-
NPA-treated rats, other kinases may be involved in the
inactivation of GSK3. In addition to Akt, several kinases,
including protein kinase A (PKA) and protein kinase C
(PKC), can phosphorylate GSK3 in Ser9 (Doble and
Woodgett, 2003), in a mechanism that has been related
to the promotion of survival of neurons in both cases.
cAMP-mediated activation of PKA and subsequent inac-
tivation of GSK3b promoted survival in cerebellar gran-
ule neurons subjected to potassium deprivation inde-
pendently of Akt activation (Li et al., 2000). Moreover,
recent findings showed that activation of PKC through
NMDAR-mediated extracellular calcium entry induced
a survival response in cerebellar granule neurons that was
not suppressed by PI3K/Akt pathway impairment
(Ortega et al., 2010). The latter is consistent with the
fact that two types of NMDAR are present in neurons,
NR2A and NR2B, the activation of which has been
linked to the triggering of prosurvival and proapoptotic
mechanisms, respectively (Broughton et al., 2009).
According to this view, because excitotoxicity mediated
by NMDAR activation and cytosolic calcium increase is
a key mechanism in 3-NPA-mediated neurotoxicity
(Liot et al., 2009), inactivation of GSK3b on the rim
of the striatal lesion of 3-NPA-treated rats may be a
survival response induced by prosurvival NMDAR-
mediated PKC activation.
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CONCLUSIONS

The aim of this study was to establish whether
phosphorylation of ATM, p53, Akt, and GSK3b, which
are key signal molecules related to cellular survival and
demise processes, were involved in neuronal apoptosis
degeneration in the striatal lesion induced by 3-NPA
administration. According to our findings, the toxin
induced the activation of ATM and phosphorylation of
its main target p53 in astrocytes but not in neurons. This
would tend to rule out the involvement of this signaling
pathway in 3-NPA-induced neuronal degeneration.
With respect to Akt and GSK3b, neurons lost nuclear
phosphoSer473-Akt as soon as they started to appear
pyknotic, which suggests that the loss of this kinase has a
determining role in their degeneration. Although the
active form of Akt was lost, the form of GSK3b phos-
phorylated in Ser9 was increased and extensively
detected in the striatal lesion of 3-NPA-treated rats,
mainly on the rim, in some of the pyknotic neurons.
More studies are required to establish whether inactiva-
tion of GSK3b in the striatal lesion of 3-NPA-treated
rats is more likely to contribute to neurodegeneration
through the activation of the extrinsic apoptotic pathway
or to be part of a survival response against neuronal apo-
ptosis induced by the toxin.
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RESUM 

Objectius: Estudiar la integritat de la BHE dels vasos sanguinis del cos estriat de rates 

tractades amb 3-NPA, valorant l’efecte de la toxina sobre els diferents components de la

BHE com les TJ, les cèl·lules endotelials i la làmina basal. A més a més, analitzar les 

possibles diferències entre els vasos sanguinis de les zones lesionades del cos estriat 

enfront a les no lesionades. 

Material i mètodes: Es van utilitzar rates SD de 220-250 g de pes. El model experimental es 

va induir administrant a les rates una dosi de 3-NPA de 20 mg/kg per via intraperitoneal 

durant 3 dies (dia 0, 1 i 2). Al mateix temps, un grup control es va injectar amb sèrum 

fisiològic. El dia 6, es van anestessiar els animals i la meitat de les rates de cada grup es va 

perfondre amb sèrum fisiològic i es va procedir a l’extracció del seu encèfal, que es va 

congelar en isopentà i es va guardar a -80 ºC. Es van realitzar seccions criostàtiques 

d’aquest teixit i es van aplicar tècniques immunohistoquímiques, emprant anticossos 

anti-antigen endotelial de barrera (EBA, Endothelial barrier antigen), anti-ZO-1 i 

anti-laminina, per analitzar l’estat de la BHE. L’altra meitat dels animals es van perfondre 

amb sèrum fisiològic seguit d’una solució de BE a l’1% i p-formaldehid al 4% en solució 

amortidora de fosfats (PBS, Phosphate buffered saline). Es van extreure els encèfals, es van 

postfixar en p-formaldehid al 4% i es van crioprotegir amb sucrosa al 30% en PBS. 

L’extravasació de BE es va utilitzar per identificar les zones lesionades del cervell dels 

animals tractats amb 3-NPA. Totes les mostres es van analitzar per microscòpia de 

fluorescència i confocal. 

Resultats: Els animals tractats amb 3-NPA van presentar una pèrdua important de pes 

comparat amb els control i es va observar una correlació positiva entre l’afectació motora i la 

pèrdua de pes. En els animals tractats amb 3-NPA la part dorsolateral del cos estriat es va 

trobar especialment afectada i la BHE pràcticament va desaparèixer en el centre de la lesió, 

com es va evidenciar per una gran extravasació de BE i la incorporació del colorant a 

algunes cèl·lules d’aquesta zona (Figura 31). Des del centre de la lesió, la intensitat de 

fluorescència anava disminuint fins a la vora de la lesió, on desapareixia. En els animals 

control, no s’observava extravasació en l’estriat, indicant que la BHE era funcional. 

A les rates control, el marcatge immunohistoquímic amb els anticossos anti-EBA i 

anti-laminina va mostrar positivitat en tots els vasos sanguinis, amb un patró continu i ben 

definit (Figura 32). El mateix patró es va observar a les zones no lesionades del cos estriat 
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dels animals tractats amb 3-NPA. En canvi, a les zones lesionades, es van observar 

alteracions molt importants respecte als controls. El marcatge amb EBA apareixia de forma 

discontínua i no es podien identificar fàcilment estructures corresponents a vasos sanguinis. 

El marcatge corresponent a la laminina de la membrana basal dels vasos sanguinis 

mostrava el mateix aspecte.

Figura 31. Estudi d’extravasació de BE en una secció de l’encèfal de rates control i tractades amb 3-NPA. 

Imatges representatives del cos estriat de rates control (A, C) i tractades amb 3-NPA (B, D, E) corresponents a 

l’estudi d’extravasació de BE. Hemisferis cerebrals complets d’una rata control (A) i una tractada amb 3-NPA (B). 

Cos estriat d’una rata control (C). Cos estriat d’una rata tractada amb 3-NPA, zona no lesionada (D) i zona 

lesionada (E).
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Figura 32. Marcatge d’EBA i laminina en rates control i tractades amb 3-NPA. Marcatge representatiu amb 

l’anticòs anti-EBA (A, B, C) i anti-laminina (D, E, F) del cos estriat de rates control (A, D) i tractades amb 3-NPA, 

zona no lesionada (B, E) i lesionada (C, F). 

El marcatge amb ZO-1 va mostrar un patró de filaments ben definits al llarg dels vasos 

sanguinis de l’encèfal de les rates control i de les zones no lesionades del cos estriat dels 

animals tractats amb 3-NPA. A les zones lesionades de l’estriat, el marcatge amb ZO-1 era 

molt dèbil i difús i ja no mostrava un patró de filaments ben definits (Figura 33).

Figura 33. Marcatge de ZO-1 en el cos estriat de rates control i tractades amb 3-NPA. Marcatge representatiu 

amb l’anticòs anti-ZO-1 del cos estriat de rates control (A) i tractades amb 3-NPA, zona no lesionada (B) i 

lesionada (C). 

Conclusions: El tractament amb 3-NPA indueix alteracions importants a l’estructura de la 

BHE del cos estriat dels animals tractats, tant a nivell de les cèl·lules endotelials com a nivell 

de la membrana basal dels vasos sanguinis i de les TJ.
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Carme Pelegrı́ a,c,1, Jordi Vilaplana a,c,1,*
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1. Introduction

Huntington’s disease (HD) is an autosomal dominant inherited
neurodegenerative disorder that is clinically characterized by
involuntary choreic movements, psychiatric affectation and
dementia. The molecular mechanism behind HD consists of
an abnormal polyglutamine extension in the N-terminal region
of the huntingtin protein (Walling et al., 1998). Physiopathologi-
cally, neurodegeneration of the neostriatum (caudate nucleus
and putamen) is the main cerebral alteration observed in HD
patients, with medium-sized spiny projection neurons containing
g-aminobutyric acid (GABA), the predominant neostriatal cell
type, being selectively affected (Glass et al., 2000). At the
biochemical level, studies performed in symptomatic HD patients
and postmortem HD brains suggest that oxidative damage of
multiple cellular components, such as DNA, proteins and lipids,
and metabolic energy impairment caused by alteration of

mitochondrial respiratory chain complex (MC) II–III are the main
factors that account for the neurodegeneration observed in the
disease (Brouillet et al., 1999; Browne and Beal, 2006).

Present in plants such as Astragalus or in fungus such as
Arthrinium, 3-nitropropionic acid (3-NPA) is a toxin that
irreversibly inhibits succinate dehydrogenase (SDH), an enzyme
that is the main constituent of MCII (Alston et al., 1977).
Inhibition of SDH triggers metabolic energy impairment as a
result of decreased mitochondrial ATP production, which causes
neuronal death through several mechanisms involving excito-
toxicity and oxidative stress (Lee and Chang, 2004). Striatum is
the main cerebral region affected by the neurotoxin, although
mechanisms underlying this specificity remain unclear (Bench-
oua et al., 2008). Animals and humans that accidentally ingest 3-
NPA develop a neurological syndrome that mimics the clinical
and physiopathological features of HD. Thus, since this
finding, the toxin has been extensively used to induce animal
models of HD in rodents and non-human primates (Brouillet
et al., 1999, 2005).

The blood-brain barrier (BBB) is a specialized system compris-
ing a microvascular endothelium, basement membrane, astro-
cytes, pericytes and microglia that limits the entry of blood
components into the brain and is essential for proper central
nervous system (CNS) function. Under physiologic conditions, the
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BBB guarantees brain cells constant nutrient supply, the removal of
harmful compounds via the bloodstream and protection from toxic
substances present in blood (Persidsky et al., 2006). Tight junctions
(TJs), formed by integral membrane proteins such as claudins and
occludin, which are fixed to the cytoskeleton of endothelial cells by
a family of cytoplasmatic proteins called zona occludens (ZO), are
the main structures responsible for preventing the free para-
cellular exchange of substances between the brain parenchyma
and blood since these junctions maintain endothelial cells in close
contact (Zlokovic, 2008). Several in vivo studies performed in
rodents injected with 3-NPA have shown that striatal damage
induced by the neurotoxin is associated with an alteration of BBB
permeability, since albumin (Hamilton and Gould, 1987), IgG and
complement factors (Nishino et al., 1995, 1997), Evans blue (EB)
(Kim et al., 2003; Sato et al., 1997) and trypan blue (Reynolds and
Morton, 1998) extravasation from blood vessels to cerebral
parenchyma has been observed. Quite recently, a mechanism
involving the digestion of the endothelial basal lamina by active
matrix metalloproteinases (MMPs) has been associated with BBB
dysfunction induced by 3-NPA (Kim et al., 2003).

Here we examined blood vessels from injured and non-injured
areas of the striata of brains from rats treated with 3-NPA to
elucidate whether changes in BBB permeability induced by the
neurotoxin are caused by TJs modifications or whether there is a
concomitant loss of endothelial cells and basal lamina. A
modification of a previously described method based on the
administration of the tracer EB on the p-formaldehyde fixative
solution (del Valle et al., 2008) was used to identify cerebral
injured areas with extravasation. Thereafter, we assessed the
integrity of the BBB by means of immunostaining of ZO-1,
endothelial barrier antigen (EBA) and laminin. ZO-1 was used as
a marker of TJs integrity (Kirk et al., 2003). EBA, a specific rat
antigen localized in endothelial cells of the blood vessels in which
BBB is present (Sternberger and Sternberger, 1987; Sternberger
et al., 1989), was used to characterize endothelial cells after 3-NPA
treatment. Finally, we examined the characteristics of the basal
lamina by immunostaining laminin, a basic component of all
basement membranes of the body, which, in the adult CNS,
maintains the BBB (Liebkind et al., 2007), among other functions.

2. Materials and methods

2.1. Animals and 3-NPA treatment

Sprague–Dawley male rats (220–250 g, Harlan Interfauna
Ibérica, Barcelona, Spain) had access to food and water ad libitum

and were kept in standard conditions of temperature (22 � 2 8C)
and 12:12-h light–dark cycles (300 lx/0 lx). Studies were performed
in accordance with the institutional guidelines for the care and use of
laboratory animals established by the Ethical Committee for Animal
Experimentation at the University of Barcelona. One group of rats
(treated group) was injected with saline solution containing 3-NPA
adjusted to pH 7.4 with NaOH at a dose of 20 mg/kg i.p. once a day for
3 days (days 0, 1 and 2). The other group (control group) was injected
only with saline solution. All rats were evaluated daily from day 0
until day 6 of experiment for both body weight loss and motor
impairment. On day 6, the two groups of animals were sacrificed in
order to obtain their brains.

2.2. Analysis of EB extravasation

Half the animals in each group were used for extravasation
studies. These studies were performed following a method
proposed by del Valle et al. (2008), with some modifications.
Thus, rats were anaesthetized with 80 mg/kg i.p. of sodium

pentobarbital. They were then intracardially perfused with 50 ml
of phosphate buffered saline (PBS, pH 7.2) followed by 50 ml of a
solution prepared as follows: EB 1% (Sigma–Aldrich,Madrid, Spain)
and p-formaldehyde 4% (Scharlau, Barcelona, Spain) in PBS. After
perfusion, brains were dissected and post-fixed in 4% p-formalde-
hyde in PBS for 4 h, cryoprotected by immersion in PBS with 30%
sucrose for 24 h, and finally frozen by immersion in isopentane
chilled in dry ice and stored at �80 8C until further use. Thereafter,
brains were embedded in OCT cryostat-embedding compound
(Tissue-Tek, Torrance, CA) and 20-mm-thick cryostatic sections
containing striatumwere obtained at�22 8C. Sliceswere picked up
on Superfrost+ slides (Menzel-Glaser, Braunschweig, Germany)
and frozen at �20 8C. Sections were visualized on confocal
microscopy after being coverslipped on Entellan medium (Merck,
Darmstadt, Germany).

2.3. Immunohistochemistry of brain sections

The other half of the animals of each group was used for
immunohistochemistry studies. These animals were also anaes-
thetized with 80 mg/kg i.p. of sodium pentobarbital and intracar-
dially perfused with 100 ml of physiological saline. After, brains
were dissected and snap frozen by immersion in isopentane chilled
in dry ice and stored at �80 8C. Thereafter, brains were embedded
in OCT cryostat-embedding compound (Tissue-Tek, Torrance, CA)
and 20-mm-thick cryostatic sections containing striatum were
obtained. Slices were picked up on common slides, fixed with
acetone for 10 min at 4 8C, allowed to dry at room temperature and
finally frozen at �20 8C until immunostaining.

Slides with brain sections from animals perfused with
physiological saline were allowed to thaw at room temperature
and were rehydrated with PBS for 5 min before being blocked and
permeabilizedwith PBS containing 1% bovine serum albumin (BSA,
Sigma–Aldrich) and 0.1% Triton-X-100 (Sigma–Aldrich) for 20 min.
After two 5-min washes in PBS, slides were incubated with the
primary antibody (see below) for 90 min at room temperature.
They were then washed again and incubated for 1 h at room
temperature in the dark with the secondary antibody (see below).
Five minutes before the end of the second incubation, nuclear
staining was performed by adding Hoechst reagent at 10 mg/ml in
PBS to the incubation medium, in such a way that its final
concentration was 2mg/ml. Finally, slides were washed, mounted
using Prolong Gold (Invitrogen) anti-fade medium, allowed to dry
for 3 h at room temperature and stored at 4 8C in the dark. Staining
controls were performed by incubating with PBS instead of the
primary antibody or instead of both antibodies.

The following primary antibodies against BBB proteins were
used: mouse monoclonal anti-rat EBA (SMI 71) from Covance
(Emeryville, CA, USA; dilution 1/100); rabbit polyclonal anti-ZO-1
from Zymed (South San Francisco, CA, USA; dilution 1/100); and
rabbit anti-laminin from Sigma (Saint Louis, Missouri, USA;
dilution 1/200). AlexaFluor 488 donkey anti-mouse IgG and
AlexaFluor 555 donkey anti-rabbit IgG (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA; dilution 1:250) were used as secondary antibodies.

2.4. Fluorescence microscopy analysis

Slides were examined under a laser confocal microscope (TCS/
SP2, Leica Microsystems, Germany). For each brain section, several
images were digitalized with a number of laser filters for further
analysis. AlexaFluor 488 staining was excited with a laser of
488 nm (blue zone) and viewed as green fluorescence. AlexaFluor
555 and EB were excited at 543 nm (green zone) and visualized as
red fluorescence. Nuclear staining (Hoechst) was excited at 351
and 364 nm (ultraviolet) and visualized as blue fluorescence.
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3. Results

3.1. Body weight loss and motor abnormalities in 3-NPA-treated rats

The body weight curve for 3-NPA-treated animals showed
evident disturbances compared to that corresponding to controls
(Fig. 1). On day 0, at the beginning of the study, no significant
differences in this variable were observed between the two groups.
In contrast, on day 1, 24 h after the first administration of the
neurotoxin, the mean body weight of treated animals was
significantly lower than that of controls. Day-to-day differences
became more notable until day 3, 24 h after the final 3-NPA
injection. From day 3 onwards, the body weight of treated animals
started to increase, although it remained significantly lower than
that of the control group (Mann–Whitney U-test, p < 0.05 on all
days except day 0).

In addition, we monitored the motor behaviour of control and
3-NPA-treated rats from day 0 (beginning of 3-NPA administra-
tion) until the day the animals were killed. For this purpose, each
animal was subjected to a test similar to others described in the
literature (Deshpande et al., 2006). The test consisted of forcing the
animals to climb a cage grid. During the test, explicit motor
abnormalities were observed in 3-NPA-treated rats since they used
only their fore limbs. In contrast, control animals climbed the grid
with a well coordinated postural control, using both fore and hind
limbs.

3.2. EB extravasation in brains of control and 3-NPA-treated rats

No trace of red fluorescence caused by EB leakage to striatal
parenchyma was observed in the control animals (Fig. 2A).
However, a large injured area with evident extravasation that
included the whole lateral part of the striatumwas detected in the
group treated with 3-NPA (Fig. 2B). The core of the lesion was
located in the striatal-most lateral end, where EB staining was
more intense and bright. From this point, red fluorescence
progressively declined until reaching the perilesional rim of the
lesion, where it disappeared. Almost symmetrical injured areas
with extravasation were observed in striata from the right and left
hemispheres, both being of similar size and placed in the lateral
part of this cerebral structure. Fig. 2C–H shows enlarged images of
the control (C and F) and 3-NPA-treated (D, E, G and H) rats. In the
control animals (Fig. 2F), EB red fluorescence was confined to the

lumen of some blood vessels and did not envelope them, thereby
indicating that the BBB was functional. In contrast, magnification
of the injured area of the striatum of the treated animals (Fig. 2H)
showed high levels of red fluorescence caused by EB extravasation
and several cells that incorporated part of the leaked EB, as shown
by its strong red fluorescence. The non-affected part of the striata
of the treated rats (Fig. 2D and G) showed a similar appearance to
that of the control animals, with neither extravasation nor
fluorescent stained cells.

Finally, the cerebral cortex of both hemispheres remained free
of red fluorescence in both experimental groups, thereby indicat-
ing that this cerebral area was not damaged by the 3-NPA
treatment.

3.3. Immunostaining of the BBB components used as integritymarkers

Two double immunostainings, anti-EBA/anti-ZO-1 and anti-
EBA/anti-laminin, were used to analyse the integrity of the BBB in
the striata of controls and 3-NPA-treated animals. The immunor-
eactivity for the anti-EBA antibody in the control rats was confined
to blood vessels, all ofwhich showed awell defined and continuous
staining (Fig. 3A). In the same animals, ZO-1 (Fig. 3D) appeared as
thin well defined filaments that spread out along the vessels.
Fig. 3G and J shows magnified images of EBA and ZO-1 stainings
corresponding to the same control. The non-injured part of the
striata of treated rats showed a pattern of staining similar to that
observed in the controls (Fig. 3B and H corresponding to EBA and
3E and K to ZO-1). The striatal injured area of the 3-NPA-treated
animals showed dramatic alterations in staining compared to
controls and the non-injured area of treated rats. EBA staining
(Fig. 3C) had almost disappeared and no structure resembling
blood vessels was detected. ZO-1 staining (Fig. 3F) was much
weaker and diffuse and it had lost its distribution in thin and well
defined filaments. Magnified images from the striatal injured area
of treated animals, corresponding to EBA and ZO-1 stainings,
respectively, are shown in Fig. 3I and L.

In anti-EBA/anti-laminin staining, EBA showed a staining
pattern identical to that described above (Fig. 4A, B, C, G, H and
I). Among these figures, it is worth highlighting Fig. 4I, which
shows a vessel with its BBB partially disintegrated, as it had been
digested. With regard to laminin, the controls (Fig. 4D and J) and
the non-injured areas of the striata of 3-NPA-treated rats (Fig. 4E
and K) show very similar staining compared to EBA, since laminin
was also confined to blood vessels and the staining was well
defined and continuous. A great loss of staining was observed in
the injured area of the striata of treated rats (Fig. 4F and L), thereby
indicating disruption of the basement membrane of blood vessels.
Co-localization of the two stainings is shown in Fig. 4M–O. In the
latter, it can be clearly appreciated how basement membrane
envelopes the endothelial cells of the blood vessel.

4. Discussion

Wehave shown that in the 3-NPA ratmodel of HD the BBB loses
its integrity not only as a result of punctual TJ alterations but also
because of large alterations in the injured areas of the striata. Large
extravasation areas where EB had flowed from circulating blood to
parenchyma were detected in the lateral part of the striata of the
treated animals, thus indicating that the BBB had lost its function
there. Later, EBA, ZO-1 and laminin immunostainings confirmed
that in lesioned areas with extravasation, BBB was completely
disrupted. EBA, a marker of endothelial cells from brain blood
vessels, was almost absent in the core of the lesions observed,
while areas next to the core revealed blood vessels that appeared to
be partially digested. Immunostaining of ZO-1, a marker of TJ

Fig. 1. Body weight of rats treated with 3-NPA and controls throughout the study.

Data are expressed as mean � S.E.M. On days 0, 1, and 2, treated rats received 3-NPA

while controls received saline solution.
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integrity, was weaker and more diffuse in injured areas, and
laminin, a component of the basal lamina, had a pattern of staining
very similar to that observed for EBA.

EB extravasation showed that the lateral part of the striatum
was the most affected cerebral area after 3-NPA treatment. This
finding is consistent with reports by other authors who found that
in subacute treatments, with an administered amount of
neurotoxin ranging from 15 mg/kg to 20 mg/kg for 3–5 days, only
some of the animals with striatal affectation presented neurode-
generation in extrastriatal regions, such as the hippocampus (Beal
et al., 1993; Guyot et al., 1997). Several regimens of intoxication
differing in terms of 3-NPA delivery have been used to induce
striatal lesions, and these studies have revealed that in vivo, 3-NPA
toxicity can vary depending on the protocol of administration
(Brouillet et al., 2005). In acute treatments, when 30 mg/kg of the
neurotoxin were administered, multiple extrastriatal regions
including cortex, hippocampus, thalamus and cerebellum
appeared injured (Hamilton and Gould, 1987; Binienda et al.,
1995).

The reason for the striatal specificity of 3-NPA remains
unknown. When it is systemically administered to rats and mice,

irreversible inhibition of SDH produced by this neurotoxin
induces chronic impairment of energy metabolism associated
with an ATP deficiency in the whole body. Regarding the brain,
although the inhibition of SDH is similar throughout all its
regions (Alexi et al., 1998), the lateral part of the striatum is
especially damaged. Several mechanisms have been put forward
to explain this observation. Among these, mechanisms involving
neurotransmission systems found in the striatum, such as
glutamatergic, dopaminergic, cannabinoid and adenosine sys-
tems, could be the main elements responsible for its vulner-
ability (Brouillet et al., 2005). With respect to glutamate, which
acts in the striatum mainly through N-methyl-D-aspartate
(NMDA) receptors (Centonze et al., 2006; Lee et al., 2002), it
has been observed that administration of 3-NPA does not
increase the extracellular levels of this compound (Beal et al.,
1993). However, surgical removal of glutamatergic cortical
projections to the striatum and administration of glutamate
release blockers, such as lamotrigine, or NMDA antagonists, such
as MK-801 or memantine, protect the striatum against the
neurotoxin action (Doble, 1999; Kim et al., 2000; Lee et al.,
2006; Schulz et al., 1996; Storgaard et al., 2000).

Fig. 2. Representative images of striata from 3-NPA-treated and control rats corresponding to EB extravasation study. (A) Complete cerebral hemisphere from a control

animal. (B) Complete cerebral hemisphere from a 3-NPA-treated animal. (C and F) Magnified images of the striatum of a control animal. (D and G) Magnified images of the

non-injured part of the striatum of a 3-NPA-treated animal. (E and H) Magnified images of the injured area of the striatum of a 3-NPA-treated animal.
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In addition to neurotransmitter systems, in a recent report
(Akashiba et al., 2008), a new mechanism involving neuronal cell
cycle re-entry has been suggested to play a prominent role in
selective vulnerability of the striatum against 3-NPA. In this study,
striatal and cortical neurons were exposed to the neurotoxin.
Following this, the activation of cell cycle proteins via calpain-
mediated p27 down-regulation leading to the induction of cell
cycle progression, which was associated to apoptotic cell death,
was only observed in striatal neurons. Giving support to this work,
we have observed in 3-NPA-treated animals a cell cycle re-entry in
the striatal neurons but not in neurons of other cerebral zones
(Pelegrı́ et al., 2008). Finally, selective vulnerability of the striatum
to 3-NPA has been also related to a particular sensitivity of the
lateral striatal artery to the toxin (Nishino et al., 1995, 1997). As a
perforating artery, the lateral striatal artery is especially sensitive
to intracerebral hemorrhage. This artery has high intraluminal
pressure, its vascular wall is thin compared to its diameter and it is
very richly innervated. Because of these features, it is reasonable to
hypothesize that in difficult conditions, for instance an assault by a
neurotoxin such as 3-NPA, the lateral striatal artery is rapidly

affected. This affectation would lead to the dysfunction of the BBB,
followed by extravasation of serum proteins as well as lympho-
cytes and neutrophils.

The patterns of EBA, ZO-1 and laminin staining in the present
work showed that BBB practically disappeared in the cores of the
striatal lesions of the rats treatedwith 3-NPA,while it was partially
digested in injured areas next to the core. EBA plays a crucial role in
maintaining BBB integrity (Ghabriel et al., 2000). Moreover, it is a
specific immunohistochemical marker of normal CNSmicrovessels
and its intensity to staining is diminished in pathological brain
conditions such as ischemia (Lin and Ginsberg, 2000; Lu et al.,
2008), traumatic injury (Lin et al., 2001) and stroke (Gursoy-
Ozdemir et al., 2004), thereby suggesting impairment of the BBB.
Degradation of ZO-1 and basement membrane has also been
detected in ischemia (Asahi et al., 2001; del Zoppo and Mabuchi,
2003), while in multiple sclerosis staining of ZO-1 reveals
abnormalities in TJs (Kirk et al., 2003).

Proteases of the serine and MMPs are proteolytic enzymes
produced by endothelial cells, neurons, microglia and astrocytes
that play a pivotal role in BBB impairment, since they are able to

Fig. 3. Representative EBA (A, B, C, G, H and I) and ZO-1 (D, E, F, J, K and L) staining of the striata of control and 3-NPA-treated rats. (A, D, G and J) Striatum froma control animal.

(B, E, H and K) Non-injured striatum from a 3-NPA-treated animal. (C, F, I and L) Injured area of the striatum of a 3-NPA-treated animal.
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degrade proteins of the basal lamina and TJs (Asahi et al., 2001;
Fukuda et al., 2004; Yang et al., 2007). Oxidative stress
associated to reactive oxygen species (ROS) production, which
is one of the main mechanisms involved in 3-NPA toxicity (Lee
and Chang, 2004), has been connected to the increase of MMPs
activity in several cerebral pathological conditions such as focal
cerebral ischemia and cold injury induced brain trauma
(Alexander and Elrod, 2002; Yu et al., 2008). The activation of
MMP-9, which was found to be contemporary in space and time
to EB extravasation, has also been reported in the 3-NPA model

of HD (Kim et al., 2003). Recently, a novel pathway connecting
oxidative stress in endothelial cells and BBB injury has been
proposed (Haorah et al., 2007). Its starting point, consisting in
the activation of the protein tyrosine kinase (PTK) by ROS, leads
to up-regulation of MMPs with concomitant degradation of
basal lamina proteins and phosphorylation of TJs proteins at
tyrosine residues. As a result of this, the integrity of BBB is lost
and its permeability increases. Production of ROS has also been
related to brain endothelial cell death following an apoptotic
mechanism. In a BBB cell model, exposure to human immuno-

Fig. 4. Representative EBA (A, B, C, G, H and I) and laminin (D, E, F, J, K and L) staining of the striata of control and 3-NPA-treated rats. (A, D, G and J) Striatumof a control animal.

(B, E, H and K) Non-injured striatum of a 3-NPA-treated animal. (C, F, I and L) Injured area of the striatum of a 3-NPA-treated animal. (M, N and O) Merged magnified images.
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deficiency virus proteins induced oxidative stress on the
endothelial cells and activation of caspase-3, a central compo-
nent of the proteolytic cascade during apoptosis (Price et al.,
2006). In another report, mouse cerebral endothelial cells were
exposed to oxidized low-density lipoprotein (Chen et al., 2007).
This oxidative insult increased the levels of cellular and
mitochondrial proapoptotic Bax protein, induced mitochondria
dysfunction due to supression of its membrane potential,
augmented the amounts of mitochondria-related apoptotic
factors such as cytochrome c, and finally increased intracellular
ROS and the activities of caspase-9, -3 and -6. On the basis of all
these findings we can hypothesize that the activation of PTK and
MMPs and apoptotic cell death processes involving a Bax-
mitochondria-caspase protease pathway could be mechanisms
implicated on the BBB disruption observed in 3-NPA treatments.

It is well accepted that the excitotoxicity via overstimulation
of NMDA receptors is another mechanism that plays an
important role in the pathogenesis of 3-NPA-induced neuronal
death (Lee and Chang, 2004). Although it has been shown that
rat cerebral endothelial cells express various glutamate recep-
tors including NMDA receptors (Krizbai et al., 1998), the fact of
whether neurotoxic levels of this compound could be toxic for
them or not remains unclear, as recent reports pointing out to
both directions can be found. Sharp et al. (2003) suggested
that glutamate contributes to the loss of endothelial barrier
through NMDA receptors and András et al. (2007) have recently
shown that these receptors are involved in glutamate-induced
alterations of occludin expression. However, Domoki et al.
(2008) have concluded that cerebral endothelial cells are
resistant to glutamatergic stimuli in accordance with their in

vivo role as regulators of potentially neurotoxic amino acids
crossing the BBB.

In conclusion, our study shows that 3-NPA induces dramatic
alterations in BBB structure, changes that generally affect endothe-
lial cells as well as basal lamina in striatal blood vessels. In order to
design new therapeutic strategies against HD, further studies must
address the general mechanisms underlying this phenomenon and
their relationship with the neurodegenerative process.
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Alexi T, Hughes PE, Knüsel B, Tobin AJ. Metabolic compromise with systemic 3-
nitropropionic acid produces striatal apoptosis in Sprague-Dawley rats but not
in BALB/c By J mice. Exp Neurol 1998;153:74–93.

Alston TA, Mela L, Bright HJ. 3-Nitropropionate, the toxic substance of Indigofera, is a
suicide inactivator of succinate dehydrogenase. Proc Natl Acad Sci USA
1977;74:3767–71.

András IE, Deli MA, Veszelka S, Hayashi K, Hennig B, Toborek M. The NMDA and AMPA/
KA receptors are involved in glutamate-induced alterations of occludin expression
and phosphorylation in brain endothelial cells. J Cereb Blood Flow Metab
2007;27:1431–43.

Asahi M, Wang X, Mori T, Sumii T, Jung JC, Moskowitz MA, et al. Effects of matrix
metalloproteinase-9 gene knock-out on the proteolysis of blood-brain barrier and
white matter components after cerebral ischemia. J Neurosci 2001;21:7724–32.

Beal MF, Brouillet E, Jenkins BG, Ferrante RJ, Kowall NW, Miller JM, et al. Neurochem-
ical and histologic characterization of striatal excitotoxic lesions produced by the
mitochondrial toxin 3-nitropropionic acid. J Neurosci 1993;13:4181–92.

Benchoua A, Trioulier Y, Diguet E, Malgorn C, Gaillard MC, Dufour N, et al. Dopamine
determines the vulnerability of striatal neurons to the N-terminal fragment of
mutant huntingtin through the regulation of mitochondrial complex II. Hum Mol
Genet 2008;17:1446–56.

Binienda Z, Frederick DL, Ferguson SA, Rountree RL, Paule MG, Schmued L, et al. The
effects of perinatal hypoxia on the behavioral, neurochemical, and neurohistolo-
gical toxicity of the metabolic inhibitor 3-nitropropionic acid. Metab Brain Dis
1995;10:269–82.
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RESUM 

Objectius: Estudiar el paper de la MMP-2 i la MMP-9 en les alteracions de la BHE presents 

en rates tractades amb 3-NPA, que desenvolupen un model experimental de la MH.

Material i mètodes: Es van utilitzar rates SD de 220-250 g de pes. El model experimental es 

va induir administrant a les rates una dosi de 3-NPA de 20 mg/kg per via intraperitoneal 

durant 3 dies (dia 0, 1 i 2). També es va disposar d’un grup control administrat amb sèrum 

fisiològic. El dia 6, es van anestessiar els animals, es van perfondre amb sèrum fisiològic i es 

va procedir a l’extracció de l’encèfal, que es va congelar en isopentà i es va guardar a           

-80 ºC. Es van realitzar seccions criostàtiques d’aquest teixit i es van aplicar tècniques 

immunohistoquímiques, emprant anticossos anti-MMP-2, anti-MMP-9, anti-laminina, 

anti-EBA, anti-NeuN (per detectar neurones), anti-GFAP (per marcar els astròcits) i 

anti-CD11b (per detectar micròglia). Algunes seccions criostàtiques es van processar per 

zimografia in situ emprant gelatina conjugada a fluoresceïna, per detectar l’activitat 

gelatinasa present al teixit. A més a més, aquesta tècnica es va combinar amb la 

immunohistoquímica. Així, l’activitat gelatinasa es va colocalitzar amb els marcatges d’EBA i 

laminina per estudiar si els vasos sanguinis presentaven aquesta activitat. Finalment, en 

alguns talls criostàtics es van realitzar estudis d’inhibició de l’activitat gelatinasa utilitzant 

anticossos dirigits contra el centre catalític de les MMP considerades. Les mostres es van 

analitzar per microscòpia de fluorescència i confocal. 

Resultats: A les rates tractades amb 3-NPA, la MMP-9 es va detectar al voltant de la 

majoria de vasos sanguinis degradats de l’àrea lesionada del cos estriat, mentre que era 

absent als vasos del teixit sa (Figura 34 C i D). D’altra banda, el marcatge positiu de MMP-9

va aparèixer en un gran nombre de cèl·lules de l’estriat de les rates control i de la zona no 

lesionada de les rates tractades (Figura 34 C i D), cèl·lules que es van identificar com a 

neurones (no es mostra la figura en aquest resum). En quant a la MMP-2, no es va detectar 

en els animals control ni en la zona no lesionada dels animals tractats, i només es va 

detectar de manera molt lleu a prop d’alguns vasos sanguinis de la zona lesionada dels 

animals tractats (Figura 34 A i B). 

Seguidament, la combinació dels marcatges immunohistoquímics d’EBA i laminina amb la 

zimografia in situ van revelar l’existència d’activitat gelatinasa als vasos sanguinis en procés 

de degradació de l’àrea lesionada del cos estriat de les rates tractades amb 3-NPA (no es 

mostra la figura en aquest resum). La posterior combinació del marcatge immunohistoquímic 
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de la MMP-9 realitzat abans i després de la zimografia in situ va permetre establir que 

aquesta proteasa era la principal responsable de l’activitat gelatinasa detectada als vasos 

degradats de la lesió estriatal. Quan la incubació amb l’anticòs dirigit contra el centre catalític 

de la MMP-9 era prèvia a la zimografia, l’activitat gelatinasa desapareixia, mentre que quan 

era posterior, ambdós marcatges colocalitzaven (Figura 35).

Figura 34. Patró d’expressió de la MMP-2 i la MMP-9 en el cos estriat de rates control i tractades amb 3-NPA. 

Expressió de la MMP-2 i la MMP-9 en el cos estriat del cervell de rates control (A1-A3 i C1-C3) i tractades amb 

3-NPA (B1-B3 i D1-D3). Imatges representatives de la colocalització de marcatges de MMP-2 (A1-B3) i de 

MMP-9 (C1-D3) amb laminina.  Les imatges es van obtenir a partir de la superposició de fotografies seriades. Les 

imatges obtingudes d’animals tractats amb 3-NPA inclouen una porció de l’estriat que comprèn zona lesionada i 

no lesionada. Barres d’escala: 100 �m. 
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Figura 35. Estudi de l’activitat gelatinasa per zimografia in situ realitzat abans i després de l’immunomarcatge de

MMP-9. Colocalització d’imatges representatives de marcatge amb MMP-9 (A2, B2, C1 i D1) i activitat gelatinasa 

(A1, B1, C2 i D2) en rates tractades amb 3-NPA. En A1-B3, la incubació amb l’anticòs anti-MMP-9 es va realitzar

després de la zimografia in situ. En C1-D3, la incubació amb l’anticòs es va realitzar abans de la zimografia. Es 

mostren imatges del cos estriat lesionat i no lesionat. Barres d’escala: 50 �m. 

Conclusions: La MMP-9 exerceix un paper rellevant en la degradació dels vasos sanguinis i 

de la BHE a les zones lesionades del cos estriat de les rates tractades amb 3-NPA. 
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Role of matrix metalloproteinase (MMP)-9 in striatal blood–brain barrier disruption in a

3-nitropropionic acid model of Huntington’s disease

Aims: 3-Nitropropionic acid (3-NPA) is a natural toxin
that, when administered to experimental animals, repro-
duces the brain lesions observed in Huntington’s disease,
which mainly consist of selective neurodegeneration of
the striatum. The lesions also include severe alterations to
the blood–brain barrier (BBB), which increase its perme-
ability to several substances including blood components
and exogenous fluorescent dyes, and the concomitant deg-
radation of some of its constituents such as endothelial
cells, tight junction proteins and the basementmembrane.
We studied here the role of matrix metalloproteinases
(MMPs)-2 and -9, also called gelatinases A and B, in the
degradation of the BBB in the striatal lesions induced by
the systemic administration of 3-NPA to Sprague-Dawley
rats. Methods: 3-NPA was intraperitoneally administered

at a dose of 20 mg/kg once a day for 3 days. MMPs were
studied by means of immunohistochemistry and in situ
zymography. Results: In 3-NPA-treated rats, MMP-9 was
present in most of the degraded blood vessels in the
injured striatum, while it was absent in vessels from non-
injured tissue. In the same animals, MMP-2 staining was
barely detected close to degraded blood vessels. The com-
bination of MMP-9 immunostaining, in situ zymography
and inhibitory studies of MMP-9 confirmed that net
gelatinolytic activity detected in the degraded striatal
blood vessels could be attributed almost exclusively to the
active form of MMP-9. Conclusion: Our results highlight
the prominent role of MMP-9 in BBB disruption in the
striatal injured areas of this experimental model of
Huntington’s disease.

Keywords: 3-nitropropionic acid, blood–brain barrier, Huntington’s disease, immunohistochemistry, matrix metallopro
teinase, striatum

Introduction

3-Nitropropionic acid (3-NPA) is a natural toxin widely
used to induce experimental models of Huntington’s
disease (HD) in rodents and non-human primates [1].
The molecule is an irreversible inhibitor of succinate
dehydrogenase, the main constituent of the mitochon-
drial respiratory chain complex II [2]. When systemically

Correspondence: Carme Pelegrí, Departament de Fisiologia, Facultat
de Farmàcia, Universitat de Barcelona, Avenue Joan XXIII s/n.,
E-08028 Barcelona, Spain. Tel: +34 93 4024505; Fax: +34 93
4035901; E-mail: carmepelegri@ub.edu

J. Vilaplana and C. Pelegrí contributed equally to this study.
Conflict of interests: the authors declare that there are no conflicts of
interests.

© 2011 The Authors
Neuropathology and Applied Neurobiology © 2011 British Neuropathological Society

525

Neuropathology and Applied Neurobiology (2011), 37, 525–537 doi: 10.1111/j.1365-2990.2010.01157.x



administered to the aforementioned experimental
animals, it reproduces the brain lesions observed in HD
patients, including selective neurodegeneration of the
main subpopulation of striatal neurones, the gabaergic
medium-sized spiny projection neurones [3]. Inhibition
of succinate dehydrogenase reduces mitochondrial pro-
duction of adenosine triphosphate, with concomitant
neuronal death through several mechanisms involving
excitotoxicity and oxidative stress [4]. Studies in post-
mortem tissue from HD patients revealed metabolic energy
impairment related to mitochondrial dysfunction in terms
of, among others, a significant decrease in the activity
of mitochondrial respiratory chain complexes II, III and
IV. This justifies the use of 3-NPA as an approach to study
HD [5]. What remains to be explained, however, is the
specific involvement of the striatum by the toxin, as the
decrease in succinate dehydrogenase activity for a given
dose of 3-NPA is homogeneously distributed throughout
the brain [6,7].
The blood–brain barrier (BBB) is a specialized system

that comprises brain microvascular endothelial cells,
basement membrane and various types of cells, including
astrocytes, pericytes and neurones located close to the
endothelium. The BBB is a key element for the central
nervous system (CNS), as it shields the brain from toxic
substances in the blood, supplies brain tissues with nutri-
ents and filters harmful compounds from the brain back
to the bloodstream [8]. Free exchange of solutes between
blood and brain is prevented by tight sealing of endothe-
lial cells by a junctional complex formed by several inte-
gral transmembrane proteins grouped in two families,
tight junctions and adherent junctions [9]. An increase
in BBB permeability has been detected in the lesions in
the 3-NPA model of HD, as revealed by extravasation of
blood components such as albumin, IgG and complement
factors [10–12] or fluorescent dyes such as Evans blue
previously injected into the bloodstream [13,14]. In a
prior study performed in our laboratory, we detected
Evans blue extravasation and severe alterations in the
pattern of staining of vascular endothelial cells and
laminin, in the striatal lesions induced in rat brains by
3-NPA, thus linking increase in BBB permeability with its
disruption [15].
Matrix metalloproteinases (MMPs) belong to a family

of Zn2+-dependent endopeptidases including gelatinases,
collagenases, stromelysins and membrane-type MMPs.
They are synthesized as zymogens that are activated
by proteolysis, and their main function is to cleave

protein components of the extracellular matrix [16].
Among them, MMP-9, also called gelatinase B, seems
to play a key role in neuronal physiology and path-
ology. Under normal conditions, it is produced by neu-
rones in the adult brain, and is involved in neuronal
plasticity. On the other hand, in stroke or brain trauma
MMP-9 is detrimental to the brain tissue, probably
because of its excessive activity [17]. Oxidative stress is
an important activator of MMP-9 and MMP-2, also
called gelatinase A [18]. When activated, they degrade
endothelial basal lamina and tight junction proteins
such as claudin, occludin and zona occludens (ZO)
[19,20]. They are both prominently involved in oxidative
stress-related disruption of the BBB during cerebral
ischaemia [21,22], and in vitro studies have also found
correlation between an increase in MMP-9 and BBB dys-
function [23,24]. Activation of MMP-9 has been
observed after striatal administration of 3-NPA in CD-1
mice [13].
In the present study, we examined whether the BBB

alterations detected in the brains of our experimental HD
model, induced in rats by intraperitoneal administration
of 3-NPA, was attributable to MMP-2 or MMP-9 or both.
To this end, immunostaining of MMP-2 and MMP-9 com-
bined with antibodies directed against laminin, a basic
component of all basement membranes of the body [25],
neuronal antigen nuclei (NeuN), used to identify neu-
rones [26], glial fibrillary acidic protein (GFAP), used to
identify astrocytes [27], and CD11b, used to identify acti-
vated microglia [28], was first performed in order to
discern the pattern of expression of both gelatinases in
the brains of control and 3-NPA-treated rats. Then, as
antibodies used to stain MMP-2 and MMP-9 detected
both proactive and active forms of each one, in situ
zymography was performed to locate net gelatinolytic
activity in the animal brains. In some in situ zymography
experiments, brain sections were previously incubated
with antibodies against MMPs to study gelatinase activity
inhibition and to discern whether this activity could be
attributed exclusively to the action of MMPs, or whether
the role of other proteases should be considered. Finally,
in situ zymography was combined with immunostaining
with antibodies against MMP-9, endothelial barrier
antigen (EBA), which is a specific rat antigen localized in
endothelial cells of the blood vessels in which BBB is
present [29,30], and laminin in order to link gelatinolytic
activity with the presence of MMP-9 in striatal blood
vessels.
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Materials and methods

Animals and 3-NPA treatment

MaleSprague-Dawley rats (220–250 g,Harlan Interfauna
Ibérica, Barcelona, Spain) had access to food and water ad
libitum and were kept in standard conditions of tempera-
ture (22 � 2°C) and 12:12-h light–dark cycles (300 lx/
0 lx). Studies were performed in accordance with the
institutional guidelines for the care and use of laboratory
animals established by the Ethical Committee for Animal
Experimentationat theUniversityof Barcelona.Onegroup
of 10 rats (treated group)was injectedwith saline solution
containing 3-NPA adjusted to pH 7.4 with NaOH at a dose
of 20 mg/kg i.p. onceaday for3days (days0,1and2).The
control group, which included five animals, was injected
onlywith saline solution.Onday6, bothgroups of animals
were sacrificed in order to obtain their brains. All rats were
evaluated daily from day 0 until day 6 of experiment
for both body weight loss and motor impairment, and
the evolution observed was similar to that described in
previous studies performed in our laboratory [15].

Brain processing

Brains for immunohistochemistry and in situ zymography
were obtained as follows. Rats were anaesthetized with
80 mg/kg i.p. of sodium pentobarbital and intracardially
perfused with 100 ml of physiological saline. Brains were
then excised and snap frozen by immersion in isopentane
chilled indry iceandstoredat-80°C.Thereafter, brainswere
embedded in OCT cryostat-embedding compound (Tissue-
Tek, Torrance, CA, USA) and 20-mm-thick cryostatic sec-
tions containing striatum were obtained. Slices were picked
up on common slides, fixed with acetone for 10 min at 4°C,
allowed to dry at room temperature and finally frozen at
-20°C until immunostaining or in situ zymography.

Immunohistochemistry of brain sections

Slides with brain sections were allowed to thaw at room
temperature and were then rehydrated with phosphate-
buffered saline (PBS) for 5 min before being blocked and
permeabilized with PBS containing 1% bovine serum
albumin (BSA, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) and
0.1%Triton-X-100 (Sigma-Aldrich) for 20 min. After two
5-min washes in PBS, slides were incubated with the
primary antibody (see below) for 90 min at room tempera-

ture. They were then washed again and incubated for 1 h
at room temperature in the dark with the secondary
antibody (see below). Five minutes before the end of the
second incubation, nuclear staining was performed by
adding Hoechst reagent at 10 mg/ml in PBS to the incuba-
tion medium to a final concentration of 2 mg/ml. Finally,
slides were washed in PBS, mounted using Prolong
Gold (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) anti-fade medium,
allowed to dry overnight at room temperature and stored
at 4°C in the dark. Staining controls were performed by
incubating with PBS instead of the primary antibody or
instead of both antibodies.
The following primary antibodies were used: rabbit

polyclonal anti-MMP-2 directed against the whole mol-
ecule from Millipore (Billerica, MA, USA; dilution 1:100),
rabbit polyclonal anti-MMP-9 directed against its catalytic
site from Millipore (dilution 1:100), chicken polyclonal
anti-laminin from Abcam (Cambridge, UK; dilution
1:100), mouse monoclonal anti-EBA from Covance
(Emeryville, CA, USA; dilution 1:100), mousemonoclonal
anti-NeuN from Millipore (dilution 1:100), chicken
polyclonal anti-GFAP from Millipore (dilution 1:100)
and mouse monoclonal anti-CD11b from Abcam (dilu-
tion 1:100). AlexaFluor 488 donkey anti-mouse IgG,
AlexaFluor 488 goat anti-chicken IgG and AlexaFluor
555 donkey anti-rabbit IgG (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA; dilution 1:250) were used as secondary antibodies.

In situ zymography

Slides with brain sections were allowed to thaw at room
temperature and permeabilized with PBS containing
1% bovine serum albumin and 0.1% Triton-X-100 for
20 min. After two 5-min washes in PBS, they were incu-
bated for 2 h at 37°C with PBS containing 2 mg/ml of
fluorescein isothiocyanate (FITC)-labelled DQ-gelatin
(EnzCheck Collagenase Kit, Molecular Probes, Eugene,
OR, USA). Gelatin-FITC is cleaved by gelatinases, yielding
peptides whose fluorescence is representative of net pro-
teolytic activity. Following this, nuclear staining was per-
formed as described above. Sections were then rinsed five
times for 1 min in PBS and mounted in Prolong Gold for
fluorescence microscopy.

Combined immunohistochemistry of EBA and
laminin and in situ zymography

Slides with brain sections were permeabilized and
incubated with the corresponding primary antibody as
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described above. Afterwards, sections were incubated for
2 h at 37°C in PBS containing 2 mg/ml of fluorescein-
labelled gelatin and the corresponding secondary anti-
body diluted 1:500. Subsequently, nuclear stain was
performed and finally sections were rinsed five times for
1 min in PBS and mounted in Prolong Gold.

Inhibition of gelatinolytic activity

Inhibition of gelatinolytic activity was studied as follows.
Brain sections were permeabilized and incubated with the
primary antibody directed against MMP-9 as described
above. Afterwards, sectionswere incubated for 2 h at 37°C
in PBS containing 2 mg/ml of fluorescein-labelled gelatin
and the corresponding secondary antibody diluted 1:500.
Subsequently, nuclear stainwas performed and finally sec-
tions were rinsed five times for 1 min in PBS and mounted
in Prolong Gold. As the antibody used to detect MMP-9
recognizes its catalytic site, the gelatinolytic activity due to
this gelatinase was expected to disappear.
In order to confirm that the lost gelatinolytic activity

was due to MMP-9 activity, immunostaining with the
anti-MMP-9 antibody was also performed after in situ
zymography. In this case, the protease was not blocked
during the zymography, so both stains could be observed
simultaneously. To this end, once in situ zymography had
been performed as described above, slices were washed five
times for 1 min in PBS and immunostained with the cor-
responding antibody as described above.

Fluorescent microscopy analysis

Brain slices from 3-NPA-treated and control rats were
examined under a laser confocal microscope (TCS/SP2,
Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) in order to collect
representative images of the various stains. In some cases,
series of consecutive images were collected and later
reconstructed into a single image. All images were merged
using Image J (National Institute of Mental Health, North
Bethesda, MD, USA) and Photoshop software (Adobe
Systems Inc., San Jose, CA, USA).

Results

We first attempted to detect MMP-2 and MMP-9 in the
striata of control and 3-NPA-treated rats, paying special
attention to whether their expression was associated with
blood vessels, which were identified by laminin immun-

ostaining. Significant staining for MMP-2 was not seen in
control rats (Figure 1A1) or in the uninjured area of the
striatum of 3-NPA-treated ones (Figure 1B1, upper half).
The loss of the characteristic structure and the presence
of digested blood vessels revealed by laminin staining
showed areas of striatal lesion in the 3-NPA-treated rats
(Figure 1B2, bottom half). Occasional MMP-2 staining
(Figure 1B1, arrowheads) that in some cases appeared
relatively close to digested blood vessels was detected
(Figure 1B3, arrowheads). In contrast, immunostaining
for MMP-9 revealed that it was present in a significant
proportion of the striatal cells of control rats (Figure 1C1),
which, according to their structure and distribution,
appeared to be neurones. Colocalization with laminin
staining showed that MMP-9 was not found in healthy
blood vessels (Figure 1C3). An identical pattern of MMP-9
expression to that observed in control rats was found in
the non-injured area of the striatum of 3-NPA-treated rats
(Figure 1D1, upper half), with healthy blood vessels again
showing no remarkable staining for MMP-9 (Figure 1D3,
upper half). In contrast, in the striatal lesion of the 3-NPA-
treated rats, MMP-9 staining lost its cellular profile and
acquired an appearance reminiscent of blood vessels
(Figure 1D1, bottom half). Colocalization with laminin
staining confirmed that many of the partially digested
blood vessels that still remained in the lesion were associ-
ated with positive staining for MMP-9 (Figure 1D3,
arrowheads). These results suggest a prominent role for
MMP-9 rather than MMP-2 in the degradation of striatal
blood vessels after administration of 3-NPA.
We next examined the nature of the cells expressing

MMP-9. To this end, immunostaining for MMP-9 was per-
formed together with NeuN, GFAP and CD11b staining in
order to study whether MMP-9 was expressed by neu-
rones, astrocytes or microglia respectively. These experi-
ments revealed that, in control rats and healthy striatal
tissue from 3-NPA-treated animals, MMP-9 was mainly
expressed in neurones, as its staining colocalized almost
completely with NeuN staining (Figure 2A3,B3 respec-
tively). Insets in Figure 2A1–A3 show that MMP-9 and
NeuN colocalized almost exactly, and that both stains
included the nuclear Hoechst staining, indicating that
MMP-9 was present in the nucleus and part of the neu-
ronal soma. Arrowheads in Figure 2A3,B3 indicate some
of the few cells that were positive for MMP-9 but not
for NeuN. In the striatal lesion the pattern of staining
of MMP-9 detected in healthy tissue had been lost
(Figure 2C1), and degenerating neurones still remaining
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Figure 1. Expression of MMP-2 and MMP-9 in striata from brains of control and 3-NPA-treated rats. Representative images of
colocalization of MMP-2 (A1–B3) and MMP-9 (C1–D3) stains with laminin stain of striata from brains of control (A1–A3 and C1–C3) and
3-NPA-treated rats (B1–B3 and D1–D3). In all cases, images were obtained from overlapping serial photographs. Images of 3-NPA-treated
animals include a portion of the striatum in which non-injured and injured areas can be observed. MMP, matrix metalloproteinase; 3-NPA,
3-nitropropionic acid. Scale bars: 100 mm.
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Figure 2. Expression of MMP-9 in neurones, astrocytes and microglia in striata from brains of control and 3-NPA-treated rats.
Colocalization of MMP-9 and NeuN (A1–C3), GFAP (D1–F3) or CD11b (G1–I3) staining in striata with striata from representative brains
of control (A1–A3, D1–D3 and G1–G3) and 3-NPA-treated rats (B1–C3, E1–F3 and H1–I3). Images corresponding to non-injured and
injured areas of their striata are presented for 3-NPA-treated rats. Insets in A1–A3 show magnifications of an individual cell, which include
Hoechst staining. Insets in F3 show the colocalization (C) of MMP-9 (A) and GFAP (B) staining of a region placed at the rim of the striatal
lesion of a 3-NPA-treated rat, in which a MMP-9-positive astrocyte can be seen projecting towards a degraded blood vessel. MMP, matrix
metalloproteinase; NeuN, neuronal antigen nuclei; GFAP, glial fibrillary acidic protein; 3-NPA, 3-nitropropionic acid. Scale bars: 50 mm.
Scale bar in inset C in F3: 10 mm.
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in the injured area were only weakly positive for MMP-9
(Figure 2C3). GFAP staining revealed a few astrocytes that
were positive for MMP-9 in control rats (Figure 2D3,
arrowhead). As shown in Figure 2E3, MMP-9-positive
astrocytes were more abundant in the area of astrogliosis
surrounding the striatal lesion of 3-NPA-treated animals
(Figure 2E3, arrowheads). Finally, the digested blood
vessels withMMP-9 staining located in the striatal injured
area had residual GFAP staining that did not resemble
astrocytes (Figure 2F3, arrowheads). Inset in Figure 2F3
shows an MMP-9-positive astrocyte located at the rim of
the lesion, which appears to project towards a nearby
degenerating MMP-9-positive blood vessel surrounded by
GFAP staining. Microglial marker CD11b was poorly
detected in control and in the non-injured areas of 3-NPA-
treated rats (Figure 2G2,H2 respectively, arrows and
arrowheads). In these areas, microglia had a morphology
characterized by thin processes and small cell bodies, indi-
cating that it was in a resting, inactivated state. Colocal-
ization with MMP-9 staining showed that some of these
microglial cells were slightly positive for MMP-9 in both
areas (Figure 2G3,H3, arrows). In contrast, CD11b stain-
ing was strongly detected around the whole striatal lesion
of 3-NPA-treated rats (Figure 2I2). In this area, microglial
had short processes and evidence of cytoplasmic swelling,
indicating that it was in a highly activated or reactive
state. Colocalization with MMP-9 staining showed that
many of the partially digested blood vessels with positive
staining for the gelatinase that still remained in the lesion
were abundantly surrounded by reactive microglia
(Figure 2I3). Some of the microglial cells were positive for
MMP-9 (Figure 2I3, arrows).
Once the patterns of MMP-2 and MMP-9 expression

had been studied, we subsequently performed in situ
zymography in order to detect net gelatinolytic activity
linked to active gelatinases in our samples. Gelatinolytic
activity was observed as green fluorescence that resulted
from the cleavage of gelatin, so heavily labelled with fluo-
rescein that its fluorescence was quenched, into smaller
highly fluorescent peptides. In control rats, gelatinolytic
activity was found in a significant portion of striatal cells
(Figure 3A). In 3-NPA-treated rats, the non-injured part of
the striatum showed the same appearance as controls
(Figure 3B) while, in the lesion, some structures that were
reminiscent of blood vessels were positive for gelatinolytic
activity (Figure 3C, arrowheads). Thus, to confirm that
gelatinolytic activity was associated with digested blood
vessels located in the striatal lesion, in situ zymography

was combined with laminin and EBA immunostaining.
These experiments revealed that blood vessels in the stria-
tum of control rats and those vessels located in the non-
injured striatum of 3-NPA-treated animals did not exhibit
gelatinolytic activity (Figure 3D3,F3). In contrast, most of
the digested blood vessels in the striatal lesion of 3-NPA-
treated rats were associated with green fluorescence
corresponding to gelatinolytic activity (Figure 3E3,G3).
Gelatinolytic activity colocalized almost exactly with
laminin staining (Figure 3E3, arrowheads), while it
surrounded EBA staining (Figure 3G3, arrowheads),
which suggests that the basal lamina of blood vessels was
digested by gelatinolytic enzymes. These results estab-
lished a direct link between the activity of gelatinolytic
enzymes and the degradation of blood vessels in the
injured striatal area of 3-NPA-treated rats.
Finally, the last set of experiments attempted to link

gelatinolytic activity with the expression of MMP-9. To
this end, on the one hand, we previously incubated our
samples with the antibody used to detect MMP-9 in the
immunohistochemical procedures, which recognizes the
catalytic site of the protease, before performing in situ
zymography in order to check whether gelatinolytic activ-
ity was inhibited. On the other hand, incubation with the
antibody was performed after in situ zymography in order
to colocalize gelatinolytic activity withMMP-9 expression.
When immunohistochemistry of MMP-9 was performed
after in situ zymography, gelatinolytic activity colocalized
almost completely with MMP-9 immunostaining in cells
located in the non-injured area of striatum of 3-NPA-
treated rats (Figure 4A3). Moreover, in the striatal lesion,
MMP-9 staining resembling blood vessels also colocalized
with degraded gelatin (Figure 4B3). Both results sug-
gested that the MMP-9 we had detected in our samples, or
at least part of it, was in its active form. When incubation
with anti-MMP-9 was performed prior to in situ zymogra-
phy, gelatinolytic activity of cells located in the non-
injured striatal area of 3-NPA-treated rats was partially
inhibited (Figure 4C2). In the striatal lesion, gelatinolytic
activity that resembled blood vessels was almost com-
pletely abolished (Figure 4D2) and thus, MMP-9 staining
did not colocalize with green fluorescence due to digested
gelatin in this case (Figure 4D3). One possible explanation
for this would be that prior incubation with the anti-
MMP-9 antibody is incompatible with in situ zymography,
leading to the observed lack of gelatinolytic activity.
However, it is shown in Figure 3E1,G1 that prior incuba-
tion with anti-EBA and anti-laminin antibodies did not
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Figure 3. Detection of gelatinolytic activity by the in situ zymography study in striatal blood vessels identified by EBA and laminin stains.
Representative images of gelatinolytic activity in striata from control (A) and 3-NPA-treated rats (B and C). In 3-NPA-treated animals,
gelatinolytic activity was colocalized with laminin (D1–E3) and EBA (F1–G3) staining. Images corresponding to non-injured and injured
areas of their striata are presented for 3-NPA-treated rats. 3-NPA, 3-nitropropionic acid; Gel. act., gelatinolytic activity; EBA, endothelial
barrier antigen. Scale bars: 50 mm.
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Figure 4. Study of gelatinolytic activity by in situ zymography performed before and after MMP-9 immunostaining. Colocalization of
representative images of MMP-9 staining (A2, B2, C1 and D1) and gelatinolytic activity detected in the in situ zymography study (A1, B1,
C2 and D2) in 3-NPA-treated rats. In A1–B3, incubation with anti-MMP-9 antibody was performed after in situ zymography. In C1–D3,
incubation with the antibody was prior to gelatinolytic activity detection. In both cases, images corresponding to non-injured and injured
striatal areas are presented. MMP, matrix metalloproteinase; 3-NPA, 3-nitropropionic acid; Gel. act., gelatinolytic activity. Scale bars: 50 mm.
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affect this technique, indicating that inhibition of gelati-
nolysis was due to the specific interaction of the antibody
with the catalytic site of MMP-9. Thus, these results indi-
cate that MMP-9 was mainly responsible for degradation
of blood vessels in the striatal lesion of 3-NPA-treated rats.

Discussion

Matrix metalloproteinase-2 and MMP-9 have been
extensively studied in the CNS because of their role in
neurological disorders and the fact that they are relatively
easily to detect andmeasure by zymography.We examined
their possible involvement in the increase of BBB perme-
ability associated with the degradation of striatal blood
vessels inducedby3-NPA in rats.The injury includes severe
alterations of the basal lamina, ZO-1, a constituent protein
of tight junctions, and epithelium, which was described in
our previous study [15]. The results of the present study
show that MMP-9 was constitutively expressed in neu-
rones and some astrocytes of the striatum of control rats,
but not in blood vessels. In contrast, MMP-2 was hardly
detected in the same animals. This result is inconsistent
with other reports in which zymographic studies indicate
that, in brains from mice [21] and rats [31,32], MMP-2 is
more abundant thanMMP-9.We found only one report in
which activation of MMPs after 3-NPAadministrationwas
examined [13]. In that study, inwhichCD-1micewereused
and 3-NPA was administered intrastriatally, low levels of
both MMPs were also detected by zymography in control
animals, but MMP-2 was again more abundant than
MMP-9.Nevertheless, other studies inwhichbasal levels of
both proteases were analysed in control rats by immuno-
histochemistry support our findings, as MMP-9 was
detected in hippocampal neurones [16] and very low levels
of MMP-2were detected in the non-ischaemic hemisphere
of a model of focal ischaemia [19]. Besides, MMP-9 is
expressed in physiological conditions by adult brain neu-
rones and is involved in neuronal plasticity [17] and tissue
repair [33], which could explain the constitutive MMP-9
we detected in striatal neurones of our control rats.
Matrix metalloproteinase-9 was abundant in degraded

blood vessels in the injured area of the striatum of 3-NPA-
treated rats. MMP-9 staining colocalized with laminin
staining, suggesting that the protease was mainly located
in the basal lamina of blood vessels. In situ zymography
experiments revealed net gelatinolytic activity in injured
blood vessels that colocalized with laminin and sur-
rounded EBA stains, suggesting that active gelatinases

accumulated in their basal lamina rather than in their
epithelium. This gelatinolytic activity was almost com-
pletely inhibited when brain sections subjected to in situ
zymography were previously incubated with the anti-
MMP-9 antibody, which blocked the catalytic site of the
protease. If the same antibody was incubated after the
zymography, both stains were colocalized. These findings
indicate that MMP-9 was the main protease responsible
for the degradation of the basal lamina of blood vessels
affected by 3-NPA treatment. It could thus play a promi-
nent role in BBB disruption. However, as this study was
based on immunohistochemistry, we could not establish
whether the degradation of blood vessels was linked to a
net increase in the amount of the active, inactive or both
forms of MMP-9. In spite of this limitation, our results are
consistent with the findings reported in several models of
CNS pathologies such as focal ischaemia with reperfusion
[19,21,31,34], global forebrain ischaemia [16], spinal
cord injury [20] and neurodegeneration linked to excito-
toxicity induced by the systemic administration of kainic
acid [32], in which, after the cerebral insult, a significant
increase in MMP-9 activity was detected. Moreover, the
use of MMP inhibitors together with the determination of
MMP-9 levels allowed some of these authors to establish
correlations between the expression of the protease and
increases in vascular permeability, measured by Evans
blue extravasation, which is indicative of BBB disruption
[19–21]. The increase in BBB permeability associated
with the activity of MMP-9 may be mediated by its ability
to concomitantly digest basal lamina and proteins of
the tight junctions between endothelial cells such as
claudin-5 and occludin [19] and ZO-1 [35]. Indeed, it has
been hypothesized that whenever BBB is affected, MMP-9
is a key factor in the injury [36]. In models of focal tran-
sient ischaemia, an early reversible and a later irreversible
opening of BBB have been described [19]. The former may
be mediated by the activation of constituent MMP-2,
while the latter may be related to the activity of MMP-9,
as prior activation of MMP-2 had ceased. In our case, the
rats were killed 4 days after the administration of 3-NPA,
when a large lesion in the striatum can be detected.
According to what is reported for transcient focal
ischaemia, we would expect to find activation of MMP-2
along the rim of the lesion, where it is starting to develop.
As no positive staining for MMP-2 was detected there, we
conclude that MMP-2 does not play a significant role in
the vascular pathology induced by 3-NPA, a role that
seems to belong basically to MMP-9. In any case, we can
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only speculate as to whether MMP-2 contributes in the
process of degradation later, as it has also been described
in focal ischaemia by others [31]. Moreover, our results
are consistent with what was reported by [13]. In their
3-NPA model, they detected the active form of MMP-9
after the administration of the toxin, and concluded that
it was responsible for the BBB disruption and subsequent
damage in their model. However, they also detected
increases in proforms of both proteases, which is incon-
sistent with the poor detection of MMP-2 obtained in our
samples.
Constitutive expression of MMP-9 detected in striatal

neurones from control rats suggests a neuronal origin for
the MMP-9 found in the injured blood vessels of the
lesion induced by 3-NPA. Supporting this, it has been
reported that MMP-9 is mainly secreted by neurones in
the CNS, as they are the main source of the gelatinase
[31,37]. Furthermore, MMP-9 production in neurones
may be induced by stress, for instance, in response to
excitotoxins such as kainic acid [32]. In 3-NPA-treated
rats, we detected MMP-9-positive reactive astrocytes in
the area of astrogliosis surrounding the striatal lesion,
which in some cases seemed to interact with the degen-
erate vessels. MMP-9 secretion from these astrocytes may
contribute to the vascular degradation, but the opposite
cannot be ruled out, as it has been postulated that the
glial scar formed mainly by reactive astrocytes after brain
injury may play an active role in repairing the BBB
[38,39]. MMP-9-positive partially digested blood vessels
that still remained in the lesion induced by 3-NPA
administration were abundantly surrounded by reactive
microglia. In their reactive state, microglia secrete a wide
range of products involved in immunologic and inflam-
matory processes, among which MMP-9 is found [40]. In
our case, some of the microglial cells located next to
MMP-9-positive degraded blood vessels had, although
slightly, positive staining for the gelatinase, a fact that
makes us attribute to them a limited role in MMP-9
secretion. In partially digested blood vessels in the
injured area of the striatum, endothelial cells, stained
with anti-EBA antibody, showed gelatinolytic activity. As
in partially digested blood vessels gelatinolytic activity
colocalized with MMP-9 staining, we assume that endot-
helial cells are another source of MMP-9. Supporting
this, it has been reported that endothelial cells secrete
MMP-9 in response to angiogenic factors or inflamma-
tory mediators, but not constitutively [41,42]. In our
case, the fact that degrading blood vessels were sur-

rounded by reactive microglia, which releases angiogenic
and inflammatory substances such as cytokines [40],
reinforces this possibility.
In conclusion, our results highlight the prominent role

played by MMP-9 in the BBB disruption linked to degrada-
tion of blood vessels in the striatal injury induced by
3-NPA. Growing evidence implicates MMPs in the main
neurodegenerative disorders [36] and also in HD, inwhich
MMP-9 has been found to be upregulated in post-mortem
brains of patients [43]. Thus, amore detailed examination
of the relative contribution of MMPsmay provide a deeper
understanding of these diseases and lead to the develop-
ment of new therapeutic strategies for their treatment.
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IV. DISCUSSIÓ 
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1. REACTIVACIÓ DEL CICLE CEL·LULAR EN EL MODEL DEL 3-NPA. 

Les neurones postmitòtiques diferenciades no experimenten divisió cel·lular al llarg de la 

seva vida. Tot i això, un gran nombre d’estudis han posat de manifest que aquestes cèl·lules 

retenen la capacitat de reactivar el seu cicle cel·lular en situacions de patologia del SNC, fet 

que s’ha vist que no és mitogènic, sinó que porta a la mort de la neurona afectada (Yang i 

Herrup, 2007). Aquests estudis han detectat l’expressió anormal de proteïnes del cicle 

cel·lular en diverses malalties neurodegeneratives com la MA, la MP o l’ELA (Nunomura i 

col., 2007; Wang i col., 2009; Woods i col., 2007) i altres desordres neurològics com la 

malaltia de Pick, la síndrome de Down i l’AVC (Camins i col., 2006). D’aquesta manera, 

l’activació a les neurones dels complexos de les CDK amb les seves corresponents ciclines 

activadores i l’expressió del factor de transcripció E2F1 fan pensar en la reactivació del seu 

cicle cel·lular com a possible mecanisme involucrat a la neurodegeneració observada en 

aquestes malalties (Krantic i col., 2005). La reactivació del cicle cel·lular associada a la mort 

neuronal també s’ha detectat en diversos models de malalties neurodegeneratives induïts 

per l’administració de neurotoxines com l’àcid kaïnic, models d’AVC, el model de la MP 

induït mitjançant l’administració de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) o el 

model superòxid dismutasa-1 d’ELA en ratolí (Höglinger i col., 2007; Nguyen i col., 2003; 

Verdaguer i col., 2003), així com en neurones sotmeses a estímuls apoptòtics com la 

privació de potassi (Yeste-Velasco i col., 2007) i el tractament amb el pèptid A��(Majd i col., 

2008) o amb camptotecina (Park i col., 2000a).

D’acord amb les evidències que relacionen la reactivació del cicle cel·lular amb la mort 

neuronal, en el primer objectiu d’aquest treball s’ha volgut estudiar la implicació d’aquest 

procés en la neurodegeneració estriatal associada a l’acció del 3-NPA. El model 

experimental utilitzat es va desenvolupar en rates SD mitjançant una pauta d’administració, 

recollida a la bibliografia i classificada com a subaguda (Brouillet i col., 2005), consistent en 

la injecció per via intraperitoneal d’una dosi de 20 mg/kg de 3-NPA durant tres dies 

consecutius, amb sacrifici quatre dies després de l’última administració. D’acord amb el que 

ja s’havia publicat anteriorment (Brouillet i col., 1999), aquest tractament va produir una lesió 

severa a la part dorsolateral del cos estriat dels animals tractats. Està descrit, a més a més,

que aquesta lesió s’origina de forma focalitzada i s’extén progressivament per tot l’estriat 

(Nishino i col., 1995, 1997). A partir d’això, des d’un bon principi es va assumir que, tot i que 

la grandària de la lesió depenia del temps, les neurones de la vora de la lesió eren aquelles 

que estaven patint el procés de neurodegeneració, mentre que en el centre de la lesió hi 

havia les que es trobaven en els estadis finals del procés. A partir d’aquí, en el cos estriat de 
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les rates tractades amb 3-NPA es van definir tres zones: la zona estriatal no lesionada, en la 

qual les neurones presentaven la mateixa morfologia que l’observada en els animals control; 

la vora de la lesió, en la qual les neurones començaven a mostrar alteracions morfològiques; 

i finalment el centre de la lesió, en el qual les neurones estaven en el seu estadi final de 

degeneració.

Inicialment, la primera tasca que es va dur a terme dins d’aquest objectiu va ser la d’avaluar 

l’expressió de les proteïnes de la fase G1 del cicle, en concret els complexos CyD-CDK4 i 

CyE-CDK2, juntament amb la del factor de transcripció E2F1, en el cos estriat dels animals 

tractats amb 3-NPA, donat que hom pensa que l’entrada a la fase G1-S del cicle cel·lular té 

un paper destacat a l’apoptosi neuronal (Becker i Bonni, 2004; Wang i col., 2009). L’estudi 

immunohistoquímic d’aquestes proteïnes va mostrar un augment de la seva expressió 

principalment al centre de l’àrea lesionada del cos estriat de les rates tractades amb 3-NPA, 

augment que va ser especialment destacable en el cas de la CDK4. Seguidament, el 

marcatge de CDK4 es va superposar amb el corresponent al de NeuN, que s’utilitza per 

identificar les neurones, i es va comprovar que totes les cèl·lules que expressaven CDK4 

eren a la vegada positives per NeuN. A la lesió, com ja ha estat descrit per altres autors 

(Túnez i col., 2006) les neurones presentaven picnosi, ja que exhibien un marcatge de NeuN 

més intens, un encongiment i una morfologia irregular. Finalment, el marcatge de CDK4 es 

va superposar amb el de CyD, la seva ciclina activadora, i es va veure que totes les cèl·lules 

positives per a la CDK4 ho eren també per a la CyD. Així, aquests resultats van permetre 

concloure que l’activació de cicle cel·lular en forma d’augment en l’expressió de les 

proteïnes reguladores de la seva fase G1 podia ser un mecanisme desencadenant de la 

degeneració de les neurones estriatals induïda per l’administració de 3-NPA. L’augment de 

l’expressió de proteïnes relacionades amb el cicle cel·lular, en concret la CyD i l’E2F1, 

també es va detectar en mostres post mortem de cervells de pacients afectats per la MH, de 

manera que es va suggerir que aquest mecanisme podia estar implicat en el 

desenvolupament de la neurodegeneració observada a l’esmentada malaltia. Cal remarcar 

que tant a l’escorça de les rates control i tractades com al cos estriat de les controls i a les 

zones no lesionades del cos estriat de les tractades es va detectar un lleuger marcatge de 

totes les proteïnes estudiades excepte l’E2F1, que en tots els casos era molt menys intens 

que l’observat a la lesió estriatal. Aquest fet ja ha estat descrit en altres treballs 

(Schmetsdorf i col., 2007), i indica que aquestes proteïnes podrien tenir funcions diferents a 

les de regular el cicle cel·lular que podrien estar relacionades amb la plasticitat i l’estabilitat 

neuronals (Schmetsdorf i col., 2007) o amb la reparació de l’ADN (Schwartz i col., 2007).
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La conclusió a la que es va arribar amb aquest primer treball estava d’acord amb el que 

havien afirmat altres estudis en els que s’havia investigat el paper del cicle cel·lular en la 

neurotoxicitat associada al 3-NPA. En un d’ells, es va comprovar que el flavopiridol, que és 

una molècula inhibidora de les CDK, bloquejava, a nivell de cultiu cel·lular, la mort de 

neurones corticals exposades a la toxina (Park i col., 2000b). Més recentment, es va veure 

en neurones estriatals que, tant a nivell in vitro com in vivo, el 3-NPA reduïa el nivell de p27, 

proteïna que inhibeix les CDK de la fase G1-S, i induïa la fosforilació de pRb, fet que feia 

pensar que hi havia una activació del cicle cel·lular en aquestes neurones (Akashiba i col., 

2008). Un aspecte a tenir en compte d’aquests dos treballs, però, és que no van estudiar 

directament les proteïnes reguladores del cicle cel·lular, sinó que van considerar o bé 

inhibidors de la progressió del cicle, o bé dianes d’aquestes com la pRb, proteïna que és 

fosforilada pels complexos actius CyD-CDK4 o CyD-CDK6 però que també pot ser-ho per 

altres quinases (Inoue i col., 2007). A més a més, cal destacar que el flavopiridol no és 

específic de les CDK mitòtiques, sinó que també en pot inhibir d’altres no mitòtiques com la 

CDK5 i, a més a més, altres quinases que no estan relacionades amb les primeres, com la 

GSK3��(Leclerc i col., 2001; Rashidian i col., 2007).

El primer treball d’aquesta tesi, doncs, va permetre establir que l’administració de 3-NPA 

provocava la presència de proteïnes de la fase G1-S del cicle cel·lular a l’àrea lesionada del 

cos estriat de les rates tractades, i que per tant hi podia haver una activació del cicle que 

podria estar relacionada amb la degeneració neuronal produïda per la toxina. 

A continuació, en el següent treball, es va estudiar la degeneració experimentada per les 

neurones estriatals després del tractament amb 3-NPA. Dins dels diversos mecanismes que 

condueixen a la mort cel·lular, es va considerar el d’apoptosi, donat que es creu que és el 

procés que la reactivació del cicle cel·lular posaria en marxa en neurones (Becker i Bonni, 

2004; Wang i col., 2009). L’apoptosi es va estudiar mitjançant el marcatge de la forma activa 

de la caspasa-3, proteasa efectora que intervé a la fase final del procés, i el TUNEL. Aquest 

últim és un marcatge que s’ha utilitzat àmpliament per detectar l’apoptosi (Gavrieli i col., 

1992) donat que detecta dany irreversible de l’ADN, el qual es produeix a les etapes finals 

del procés degeneratiu. Els resultats van mostrar que, pel que feia a neurones, les úniques 

que expressaven la forma activa de la caspasa-3 eren les que estaven en procés de 

degeneració a la lesió estriatal induïda pel 3-NPA. Dins de la lesió, aquestes neurones es 

trobaven principalment a la seva vora en contacte amb la zona no lesionada de l’estriat, i al 

centre de la lesió pràcticament no se’n detectaven. D’altra banda, els astròcits de l’àrea no 

lesionada del cos estriat i de l’escorça de les rates tractades, així com els del cos estriat i 

l’escorça de les control, presentaven marcatge positiu de caspasa-3 activa als seus cossos 
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cel·lulars. Pel que fa al marcatge TUNEL, aquest només es va detectar a l’àrea lesionada 

del cos estriat dels animals tractats amb 3-NPA, sobretot en neurones en procés de 

degeneració situades a la vora de la lesió. No es va observar marcatge TUNEL a l’escorça o 

al cos estriat de les rates control, ni tampoc a l’escorça i a l’àrea del cos estriat no afectada 

per la toxina dels animals tractats.

S’ha de considerar que el model del 3-NPA in vivo s’ha desenvolupat utilitzant dos tipus 

d’administració sistèmica, els quals han donat lloc a l’existència de models experimentals 

aguts o subaguts i crònics (Brouillet i col., 2005). Els primers s’obtenen per injecció 

intraperitoneal de diverses quantitats de toxina, mentre que pels segons s’utilitzen bombes 

implantades a nivell subcutani. En ambdós casos, s’ha descrit que les lesions produïdes al 

cos estriat dels animals tractats eren similars a les observades en els pacients de la MH 

(Brouillet i col., 1999; Yang i col., 2004). Ara bé, s’han trobat diferències a nivell dels 

mecanismes moleculars implicats en la neurodegeneració induïda per la toxina segons el 

mètode d’administració utilitzat. Així, dins dels models aguts o subaguts, en els que la 

inhibició del CCRM II és transitòria, hi ha activació de la caspasa-3, fet que no passa en els 

models crònics, en els que la inhibició del CCRM II és sostinguda en el temps. 

L’administració intraperitoneal d’una dosi de 30 mg/kg de 3-NPA a rates SD (Duan i col., 

2000) o dues dosis de 50 mg/kg separades per 90 minuts a rates Lewis (Bizat i col., 2003a), 

va comportar, en ambdós casos, un augment dels nivells de la forma activa de la caspasa-3

i l’aparició de fragmentació de l’ADN al cos estriat dels cervells de les rates tractades 

respecte de les control. A més a més, l’administració intraperitoneal a rates Wistar de dues 

dosis de 15 mg/kg en dos dies consecutius va induir un augment lleuger i transitori de la 

forma activa de la proteasa onze hores després de la segona administració (Del Río i 

Massieu, 2008). D’altra banda, es va veure que l’administració crònica del 3-NPA mitjançant 

bombes implantades mantenia a nivells basals l’activació de la caspasa-3 (Bizat i col., 

2003a) o fins i tot la feia disminuir (Bizat i col., 2003b), i induïa l’activació de la calpaïna 

(Bizat i col., 2003a, 2003b), proteasa que s’associa amb processos de necrosi (Wang, 

2000). Tot això, juntament amb el posterior descobriment de la capacitat que té la calpaïna 

de degradar la forma activa de la caspasa-3, van fer pensar que aquesta última proteasa no 

jugava cap paper a la neurotoxicitat induïda per 3-NPA administrat de forma crònica. Més 

endavant es va veure, però, que l’administració sistèmica d’un inhibidor de caspases actives 

d’ampli espectre era capaç d’atenuar la toxicitat del 3-NPA en un model d’administració 

crònica similar als anteriors (Yang i col., 2004). 

Els estudis in vivo comentats anteriorment es van dur a terme mitjançant tècniques com el 

Western-blot o l’assaig de l’activitat proteolítica, de manera que no es va investigar quines 
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cèl·lules eren les que experimentaven l’increment dels nivells de caspasa-3 activa o de 

calpaïna. Pel que fa al present treball, els resultats confirmen, en neurones del cos estriat de 

les rates tractades amb 3-NPA, l’activació de la caspasa-3 associada a la inhibició transitòria 

del CCRM II, fet que ja havia estat descrit en altres models en els que el 3-NPA s’havia 

administrat de forma intraperitoneal (Bizat i col., 2003a; Duan i col., 2000). A més a més, en 

aquest treball també s’ha vist que els astròcits expressen de forma constitutiva la forma 

activa de la caspasa-3. Els astròcits també es veuen afectats per la toxina, ja que el 

marcatge de GFAP amb el que es van identificar només es detectava de forma residual a la 

zona central de la lesió del cos estriat dels animals tractats, fet que feia palesa la seva 

degradació. Cal destacar que aquesta degradació anava acompanyada de la pèrdua del 

marcatge de la forma activa de la caspasa-3. Això podria explicar en part el fet que, en els 

models en els que el 3-NPA és administrat de forma crònica, s’hagi trobat, mitjançant 

Western-blot o assaigs d’activitat proteolítica, que la caspasa-3 activa es manté al nivell de 

la detectada als animals control o fins i tot per sota. Així, aquestes tècniques no podrien 

detectar l’augment de caspasa-3 activa en neurones, ja que aquest augment es veuria 

contrarestat per la disminució de la forma activa de la proteasa associada a la degradació 

dels astròcits. Per tant, no es podria descartar que en els models amb administració crònica 

del 3-NPA, l’activació de la caspasa-3 jugui un paper en la neurodegeneració estriatal que 

s´hi observa.

Un aspecte a destacar és que les neurones en procés de degradació a l’àrea lesionada del 

cos estriat de les rates tractades amb 3-NPA mostraven diversos patrons de marcatge. Les 

més abundants eren les positives per a la caspasa-3 activa i amb marcatge TUNEL a la 

vegada, les quals estarien experimentant un procés d’apoptosi clàssica, donat que està 

establert que aquests dos marcatges, realitzats de forma simultània, són una eina adequada 

per identificar aquest procés de mort cel·lular programada (Lei i col., 2004). A zones més 

centrals de la lesió, també es van detectar neurones amb caspasa-3 activa però que no 

mostraven marcatge TUNEL. Una possibilitat era que, en aquestes cèl·lules, el procés 

apoptòtic s’hagués aturat abans de que hi hagués la fragmentació de l’ADN. Així, per 

exemple, s’ha vist que la survivina, que és una proteïna que té la capacitat d’inhibir l’activitat, 

però no l’activació, de la caspasa-3 (Tamm i col., 1998), exhibia un patró d’expressió 

paral·lel a aquesta al cervell de rates sotmeses a un traumatisme cerebral (Johnson i col., 

2005). Una altra possibilitat era que en aquestes neurones ja s’hagués culminat la 

degradació de l’ADN, i que la caspasa-3 activa estigués intervenint en l’etapa final de 

l’apoptosi, en la que es formen els cossos apoptòtics que seran degradats per fagocitosi 

(Taylor i col., 2008). Finalment, un altre grup de neurones situades sobretot a la vora de la 

lesió estriatal només tenien marcatge TUNEL, i això semblava indicar que podien estar 
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experimentant un procés d’apoptosi independent de caspases. Anteriorment, en un treball 

realitzat amb un cultiu de neurones corticals (Almeida i col., 2006), es va veure que part de 

la mort ocasionada per l’exposició al 3-NPA era mediada per l’alliberació d’AIF.

Pel que fa als astròcits, els de l’escorça i el cos estriat de les rates control i els de l’escorça i 

les àrees no lesionades del cos estriat de les tractades amb 3-NPA mostraven marcatge de 

la forma activa de la caspasa-3 als seus cossos cel·lulars. Tot i que habitualment se la 

relaciona amb l’apoptosi, cada vegada hi ha més evidències que relacionen la caspasa-3

amb processos que no tenen res a veure amb aquesta, com la remodelació sinàptica o la 

neuroprotecció (McLaughlin, 2004; Schwerk i Schulze-Osthoff, 2003). A més a més, sembla 

que hi ha una relació entre aquesta proteasa i la glia constitutiva. La forma activa de la 

caspasa-3 s’ha detectat al nucli de la glia de Bergmann i a altres poblacions d’astròcits de 

l’hipocamp i de la medul·la espinal de rates adultes de diferents soques, sense que 

aparentment hi estigués desenvolupant cap funció relacionada amb l’apoptosi (Noyan-Ashraf 

i col., 2005). Aquests autors van suggerir que la proteasa podria tenir la funció de processar 

factors de transcripció com algun dels membres de la família FOXO, els quals tenen un punt 

de tall conservat per a la caspasa-3 (Charvet i col., 2003). Un estudi posterior realitzat amb 

cultius de glia de Bergmann va suggerir la possibilitat que la caspasa-3 actués com a 

inductor i factor de manteniment de la diferenciació d’aquest tipus de cèl·lules (Oomman i 

col., 2006). D’altra banda, un paradigma de dany excitotòxic cortical aplicat a rates 

nounades va posar de manifest que la caspasa-3 detectada era en gran part astrocítica 

(Acarin i col., 2007). A la vegada, els astròcits eren TUNEL negatius, i es va suggerir que la 

proteasa participava a la remodelació del seu citoesquelet. Cal destacar que als cervells dels 

animals control i dels perfosos amb solució salina també es van detectar astròcits amb 

caspasa-3 activa, en concret al cíngol del seu cos callós. D’acord amb aquesta evidència, 

els resultats obtinguts en el present treball indicaven que la forma activa de la caspasa-3 es 

troba present de forma constitutiva als astròcits del cos estriat i a l’escorça del cervell de les 

rates sense que tingui una funció apoptòtica.

Després de comprovar que el tractament amb 3-NPA induïa el procés d’apoptosi en algunes 

de les neurones situades a l’àrea lesionada del cos estriat de les rates tractades, al tercer 

treball es va investigar si les neurones apoptòtiques eren les que, a la vegada, expressaven 

marcadors de la fase G1 del cicle cel·lular. Com a marcador de l’apoptosi neuronal es va 

utilitzar el marcatge de TUNEL, mentre que els marcadors de la fase G1 considerats van ser 

la CDK4 i la CyD. A més a més, es va analitzar el perfil d’expressió de dues proteïnes 

addicionals, la pRb i la Ki67, relacionades amb la progressió del cicle cel·lular. La primera és 

una proteïna nuclear regulada per fosforilació dependent de CDK que intervé en la regulació 
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de gens necessaris per a la progressió del cicle, mentre que la Ki67 és una proteïna que 

s’utilitza com a marcador de la proliferació cel·lular, donat que s’expressa en totes les etapes 

actives del cicle i no es troba a les cèl·lules en repòs (Schlüter i col., 1993). 

La CDK4 i la CyD han rebut una atenció especial com a elements relacionats amb el procés 

apoptòtic. L’augment dels seus nivells s’ha detectat en nombrosos models in vitro de mort 

neuronal com el de retirada de factors tròfics (Freeman i col., 1994), el de privació de 

glucosa i oxigen (Katchanov i col., 2001), el d’excitotoxicitat mediada per àcid kaïnic

(Giardina i col., 1998; Ino i Chiba, 2001; Verdaguer i col., 2002) i el de neurotoxicitat 

mediada per agregats de pèptid A� (Copani i col., 1999); a nivell in vivo també s’ha detectat 

en models d’isquèmia i de dany de la medul·la espinal (Rashidian i col., 2007). A més a més, 

diverses estratègies com la utilització de inhibidors de CDK com la olomucina, la roscovitina 

o el flavopiridol, formes dominants negatives de la CDK4 o oligonucleòtids antisentit contra 

CDK4 i CyD, entre d’altres, han demostrat ser protectores a diversos paradigmes de mort 

neuronal, i han aportat, per tant, evidència indirecta de la relació d’ambdues proteïnes amb 

la mort neuronal (Greene i col., 2007; Rashidian i col., 2007). Per contra, els resultats 

obtinguts en aquest treball mostren que les neurones en procés de degeneració presents al 

cos estriat de les rates tractades amb 3-NPA positives pel marcatge de TUNEL, que 

principalment es troben a la vora de la lesió, no expressaven ni CDK4 ni CyD. Les neurones 

positives per aquestes dues proteïnes del cicle cel·lular es trobaven, en general, a les àrees 

més internes de la lesió estriatal. Cal destacar que el seu marcatge de NeuN era més dèbil 

que el de les neurones positives per a TUNEL i que, a diferència d’aquestes últimes, que en 

major o menor grau sempre tenien marcatge de Hoechst, les neurones de les zones més 

internes de la lesió amb marcatge de CDK4 o CyD havien perdut completament aquest 

marcatge, fet que volia dir que ja no tenien ADN. Aquests fets, considerats conjuntament, 

feien pensar que les neurones amb marcadors de la fase G1 estaven en un estadi de 

degeneració més avançat que les neurones TUNEL positives, i que l’activació de CDK4 i 

CyD era un esdeveniment posterior al procés d’apoptosi. Prèviament, Ino i Chiva (2001) 

observaren la immunoreactivitat de CDK4 i CyD a l’escorça piriforme de rates tractades amb 

àcid kaïnic, obtenint uns resultats similars als aquí exposats. Van veure que alguna de les 

cèl·lules TUNEL positives, que bàsicament eren neurones, expressaven, tot i que de manera 

molt dèbil, CyD, mentre que pràcticament no mostraven marcatge de CDK4. Altres estudis

fets en models d’isquèmia i traumatisme cortical també han mostrat resultats consistents 

amb el present treball. La CyD va ser detectada en neurones intactes i lesionades, però no 

en neurones apoptòtiques positives per a marcatge de TUNEL al cervell de rates sotmeses a 

una lesió per contusió cortical (Kaya i col., 1999). L’expressió de CyD i CDK4 també es va 

detectar en neurones normals i lesionades de forma reversible situades a les vores de 
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lesions cerebrals induïdes en rates mitjançant un procés d’isquèmia focalitzada (Li i col., 

1997). Ambdós treballs van concloure que l’expressió d’elements del cicle cel·lular anava 

lligada a una resposta de supervivència relacionada amb la reparació de l’ADN. Un treball 

posterior (Schwartz i col., 2007) va concloure, de manera anàloga, que l’activació dels 

marcadors de fase G1 en neurones postmitòtiques exposades a concentracions subtòxiques 

de peròxid d’hidrogen constituïa una resposta de supervivència relacionada amb la reparació 

de l’ADN. Tot i això, Li i col. (1997) van mencionar que l’expressió de proteïnes del cicle 

cel·lular es podria haver donat amb anterioritat al moment del sacrifici, de manera que 

haurien pogut tenir a veure amb la posada en funcionament de l’apoptosi neuronal tot i que

posteriorment no les van detectar a les seves mostres. Finalment, un estudi fet en un model 

d’isquèmia transitòria en rates va descriure que les cèl·lules amb marcatge positiu de 

TUNEL apareixien tres hores després de la reperfusió, mentre que el marcatge de CDK4 ho 

feia un dia després (Hayashi i col., 1999). A partir d’aquestes observacions, es va concloure 

que, tal com els resultats obtinguts en el present treball indiquen, l’expressió aberrant dels 

marcadors del cicle cel·lular no està relacionada amb l’apoptosi neuronal associada al 

tractament amb 3-NPA.

Agafant en conjunt tot allò exposat anteriorment, es podia especular amb la possibilitat que 

l’activació de CDK4 i CyD a les neurones situades a l’àrea interna de la lesió estriatal de les 

rates tractades amb 3-NPA estigués associada a una resposta de supervivència 

encaminada a restablir a aquestes cèl·lules del dany sofert. De tota manera, es tractaria 

d’una resposta aberrant, donat que aquestes neurones ja no mostraven marcatge de 

Hoechst i, per tant, caldria suposar que ja no tindrien ADN. Una possibilitat era que aquestes 

neurones estiguessin a l’estadi final de la seva degeneració, a l’espera de ser fagocitades. 

També es podria pensar que el seu procés de mort hauria pogut quedar retardat o 

interromput en un punt previ a la seva lisi. En aquest sentit, s’ha publicat que, a nivell in vivo,

els defectes en el metabolisme energètic podien provocar que l’apoptosi no es completés i 

les cèl·lules persistissin al teixit fins acabar lisant-se (Nicotera, 2002). Per altra banda, en 

cervells de ratolins transgènics utilitzats com a models de la MA o de l’atàxia telangiectàsica

s’han detectat neurones en les que semblava que l’apoptosi s’havia aturat. Aquestes 

neurones podien activar el seu cicle cel·lular, fet que les portava a expressar proteïnes 

reguladores del cicle i a replicar el seu ADN sense experimentar divisió cel·lular, de manera 

que esdevenien hiperdiploides. Ja en aquest estat, les neurones podien romandre al cervell 

durant llargs períodes de temps, i semblava que podien contribuir a la progressió de les 

esmentades malalties (Herrup i Yang, 2007).
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Addicionalment a l’expressió de CDK4 i CyD, en aquest tercer treball es va estudiar 

l’expressió de la pRb i la Ki67. Es va observar que la pRb estava present de forma 

constitutiva a les neurones del cos estriat de les rates control, mentre que no es trobava a 

les que estaven en procés de degeneració a la lesió dels animals tractats amb 3-NPA, fossin 

positives per TUNEL o no. Les neurones estriatals també mostraven un lleuger marcatge 

constitutiu de Ki67, el qual perdien tan bon punt experimentaven el procés degeneratiu a la 

lesió estriatal. Cal destacar que a la lesió estriatal hi havia cèl·lules amb una expressió 

intensa de Ki67, que en cap cas es va detectar que fossin neurones. Ambdós resultats, per 

tant, donaven suport a la hipòtesi que l’activació del cicle no estava involucrada en la posada 

en marxa de l’apoptosi neuronal detectada al cos estriat de les rates tractades amb 3-NPA. 

Donat que la Ki67 és una proteïna que s’expressa en totes les fases de la divisió cel·lular, la 

seva absència a les neurones de l’àrea estriatal lesionada indicava que aquestes no estaven 

reactivant el cicle. La pRb juga un paper fonamental a la regulació de gens fonamentals per 

a la progressió del cicle cel·lular a través de la seva interacció amb els factors de 

transcripció E2F. La regulació de la pRb es produeix principalment per fosforilació mediada 

pels complexos actius CyD-CDK4/6, tot i que hi poden haver altres quinases involucrades 

(Inoue i col., 2007). La fosforilació de la pRb s’ha detectat en diversos models de 

neurodegeneració tant a nivell in vitro (Becker i Bonni, 2004) com in vivo (Malik i col., 2008; 

Wang i col., 2002; Wen i col., 2005), així com associada a la neurotoxicitat induïda pel

3-NPA (Akashiba i col., 2008). En contrast amb les conclusions a les que van arribar 

Akashiba i col., en les que implicaven la fosforilació de la pRb i, per tant, la reactivació del 

cicle cel·lular, en la promoció de la neurodegeneració associada al 3-NPA, la pèrdua de la 

pRb a les neurones en procés de degeneració de la lesió estriatal detectada en aquest 

treball era consistent amb un creixent gruix d’evidència que atribueix a la proteïna funcions 

diferents de la regulació del cicle cel·lular, les quals tindrien a veure amb processos 

fonamentals per a la supervivència cel·lular (Goodrich, 2006; McClellan i col., 2007). A més 

a més, s’ha vist que la pRb pot ser degradada per la caspasa-3 (Fattman i col., 2001), 

mentre que una forma mutant de la proteïna resistent a l’escissió atenua la mort cel·lular 

(Tan i col.,1997; Tan i Wang, 1998). Així, la caspasa-3 podria ser la responsable de la 

pèrdua de pRb observada a les neurones de l’àrea lesionada del cos estriat de les rates 

tractades amb 3-NPA.

Fins al moment, els resultats obtinguts semblaven indicar que l’apoptosi neuronal detectada 

al cos estriat de les rates tractades amb 3-NPA no era provocada per la reactivació del seu 

cicle cel·lular. D’altra banda, s’ha publicat que la reactivació del cicle cel·lular acompanya a 

la mort neuronal causada per inductors de l’apoptosi si aquests provoquen dany de l’ADN 

(Barzilai i col., 2008), i que el 3-NPA pot induir dany a l’ADN mitocondrial però no al nuclear 
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(Mandavilli i col., 2005), de manera que no es pot considerar que sigui un compost 

genotòxic. En cas de dany de l’ADN en forma de DSB, que són el tipus de lesions més letals 

i que provoquen una major activació del sistema de reparació de l’ADN, l’ATM és la proteïna 

que actua com a transductor primari del senyal. Un cop activa, l’ATM fosforila diversos 

substrats responsables de la reparació de l’ADN danyat (Shiloh, 2003). En neurones, s’havia 

vist que els compostos genotòxics provocaven la seva apoptosi associada a la reactivació 

del seu cicle cel·lular. A més a més, es va detectar que el pretractament amb inhibidors de 

l’ATM com la cafeïna o la wortmanina evitava els dos processos anteriors, de manera que es 

posava de manifest l’existència d’una relació entre l’activació de l’ATM associada al dany de 

l’ADN i la del cicle cel·lular (Kruman i col., 2004). D’acord amb això, el següent pas va ser 

estudiar l’activació de l’ATM, així com la de p53, un dels seus principals substrats i que és 

fosforilada per l’ATM a la serina 15, al cos estriat de les rates tractades amb 3-NPA, amb 

l’objectiu de poder corroborar el fet que l’apoptosi de les neurones estriatals provocada per 

la toxina no era induïda per la reactivació del seu cicle cel·lular. La forma activa de l’ATM, 

fosforilada a la serina 1981, es va detectar en els astròcits reactius que envoltaven la lesió 

estriatal de les rates tractades, però no en neurones. Així mateix, el p53 fosforilat a la serina 

15 només es va trobar associat al marcatge residual d’astròcits situat a la lesió estriatal. 

D’aquesta manera, l’absència d’activació d’ATM observada en neurones era consistent amb 

la manca de genotoxicitat del 3-NPA. 

A diferència del que succeïa en neurones, l’administració de 3-NPA va induir l’activació de 

l’ATM en els astròcits reactius en procés de degeneració de la zona d’astrogliosi que 

envoltava la lesió estriatal de les rates tractades. Els astròcits interaccionen estretament 

amb les neurones, realitzant funcions de protecció, modulació del seu creixement i de la 

seva funció sinàptica, i proporcionant energia i substrats necessaris per a la 

neurotransmissió (Allen i Barres, 2009; Travis, 1994). Les neurones són especialment 

vulnerables a l’estrès oxidatiu i, per combatre’l, depenen de la seva interacció amb els 

astròcits, donat que aquests tenen més capacitat antioxidant (Liu i col., 2005; Shih i col., 

2003). Es pensa que l’ATM juga un paper destacat com a regulador de l’estrès oxidatiu al 

cervell, ja que s’ha vist que ratolins KO per aquesta proteïna presenten un augment de les 

ROS cerebrals que es manifesta inicialment al cerebel (Kamsler i col., 2001). Recentment 

s’ha vist, a més a més, que l’activació de l’ATM induïda per l’estrès oxidatiu es pot produir en 

absència de dany de l’ADN (Guo i col., 2010). D’acord amb això, es va considerar que 

l’activació de l’ATM als astròcits reactius que envoltaven la lesió constituïa una resposta per 

protegir a les neurones de l’estrès oxidatiu induït per l’administració del 3-NPA.
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Cap de les dues vies de senyalització considerades, la del cicle cel·lular i la de l’ATM, 

semblaven ser responsables de l’activació de l’apoptosi a les neurones del cos estriat 

després de l’administració del 3-NPA. Per finalitzar aquest estudi, es va avaluar la possible 

relació de la proteïna Akt, donat el paper determinant que juga a nivell de la supervivència 

de la cèl·lula a l’inhibir, mitjançant un procés de fosforilació, diverses proteïnes 

proapoptòtiques com la Bad i la caspasa-9 i factors de transcripció com els de la família 

FOXO, que a la vegada promouen la síntesi d’altres proteïnes apoptòtiques com la Bim i el 

FasL (Manning i Cantley, 2007). Es va observar que la forma plenament activa de l’Akt, que 

està fosforilada a la serina 473, era expressada de manera constitutiva per les neurones del 

teixit estriatal sa de les rates control i les tractades amb 3-NPA, mentre que les neurones en 

procés de degeneració situades a la lesió estriatal dels animals tractats perdien 

completament la seva expressió. Aquests resultats estaven d’acord amb d’altres treballs 

realitzats amb el model del 3-NPA, en els que l’administració de diferents tractaments 

protectors induïen un augment de la forma fosforilada de l’Akt, indicant que la seva pèrdua 

podia estar implicada a la neurotoxicitat del 3-NPA. En concret, s’havia vist que 

l’administració conjunta d’atorvastatina (Lee i col., 2008a) o del factor estimulant de colònies 

de granulòcits (Lee i col., 2008b) protegia a les neurones de la degeneració induïda per la 

toxina. A més a més, es va comprovar in vitro que el factor neurotròfic derivat del cervell 

prevenia l’apoptosi neuronal induïda pel 3-NPA reduint l’activació de la caspasa-3 i la 

fragmentació/condensació de l’ADN (Almeida i col., 2009). Anteriorment, també s’havia vist 

que l’administració a rates de vectors lentivirals que expressaven els primers 171 

aminoàcids N-terminals de la Htt amb una cadena poliglutamínica de 82 unitats induïa una 

neuropatologia estriatal del tipus de la de la MH que anava acompanyada d’una disminució 

dels nivells d’Akt fosforilada a la serina 473 en neurones (Colin i col., 2005). Aquesta 

disminució d’Akt fosforilada era prèvia a la degeneració de les neurones, fet que indicava 

que la degradació de la proteïna podia tenir a veure amb la posada en marxa de l’apoptosi. 

Finalment, destacar que la pèrdua de la forma fosforilada de l’Akt s’ha detectat en neurones 

dopaminèrgiques en degeneració de la substància negra pars compacta de cervells post 

mortem d’afectats per la MP (Timmons i col.,2009), i també en ratolins amb envelliment 

accelerat utilitzats com a model de demències neurodegeneratives (Nie i col., 2009). D’acord 

amb tots aquests treballs i els resultats obtinguts, es va concloure que la pèrdua de la forma 

activa de l’Akt podia jugar un paper destacat a l’apoptosi induïda pel 3-NPA.

En paral·lel a l’estudi de la forma activa de l’Akt, es va analitzar l’expressió d’una de les 

isoformes d’un dels seus substrats principals, la proteïna GSK3�, la qual està implicada en 

nombroses vies de senyalització i relacionada estretament amb el procés d’apoptosi. A les 

rates tractades amb 3-NPA es va detectar una elevada expressió de la forma inhibida de la 
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GSK3�, la qual té la serina 9 fosforilada, a la lesió estriatal. Dins de la lesió, el marcatge es 

concentrava principalment a la vora de la lesió, formant cúmuls densos que englobaven o 

envoltaven estretament algunes de les neurones en procés de degeneració. Es pensa que la 

GSK3 actua més com a modulador del llindar a partir del qual es pot produir l’apoptosi que 

no pas com a inductora directa d’aquesta (Beurel i Jope, 2006). A més a més, pels papers 

contraris que juga a les dues vies apoptòtiques més conegudes, la intrínseca i l’extrínseca, 

la forma activa de la GSK3 pot potenciar el desenvolupament de la primera, mentre que la 

seva inhibició facilita el progrés de la segona (Beurel i Jope, 2006). En relació a aquesta 

segona possibilitat, s’ha vist que la inhibició de l’activitat de la GSK3� en ratolins mitjançant 

l’expressió d’una forma negativa dominant de l’enzim produïa un augment de l’apoptosi en 

neurones, essent el cos estriat l’àrea cerebral preferentment afectada (Gómez-Sintes i col., 

2007; Gómez-Sintes i Lucas, 2010). Des d’aquest punt de vista, es podia pensar que la 

inhibició de la GSK3� a la lesió estriatal de les rates tractades amb 3-NPA podia contribuir a

l’apoptosi neuronal a través de la via extrínseca.

Donat que les neurones en procés de degeneració de la lesió estriatal de les rates tractades 

amb 3-NPA havien perdut l’expressió d’Akt activa, calia suposar que hi havia altres quinases 

relacionades amb la fosforilació de GSK3�. A més a més de l’Akt, altres quinases com la 

PKA o la PKC poden fosforilar GSk3� a la serina 9 (Doble i Woodgett, 2003), fet que s’ha 

vist que promou la supervivència neuronal sense que calgui l’activació de l’Akt (Li i col., 

2000a; Ortega i col., 2010). Ortega i col. (2010) van mostrar que l’activació de la PKC 

mitjançant Ca2+ extracel·lular incorporat a través de receptors NMDAR induïa una resposta 

de supervivència en neurones granulars del cerebel que no era suprimida per l’alteració de 

la via de senyalització de l’Akt. Això és consistent amb el fet que les neurones presenten dos 

tipus de NMDAR, NR2A i NR2B, l’activació dels quals s’ha relacionat amb la posada en 

funcionament de respostes de supervivència i apoptosi respectivament (Broughton i col., 

2009). D’acord amb això, donat que l’activació dels NMDAR i la posterior entrada de Ca2+

són mecanismes que intervenen a la neurotoxicitat mediada per 3-NPA (Liot i col., 2009), la 

inactivació de GSK3� a la lesió estriatal de les rates tractades amb 3-NPA podia estar 

relacionada amb aquest mecanisme de supervivència mediat per l’activació de la PKC per 

Ca2+. Que la inactivació de la GSK3� potenciï l’apoptosi a través de la via extrínseca o 

estigui englobada en un mecanisme de supervivència és un fet que requereix més 

investigació.

A manera de resum, el primer objectiu d’aquest treball consistia en comprovar si la 

reactivació del cicle cel·lular estava relacionada amb la neurodegeneració del cos estriat de 
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les rates tractades amb 3-NPA. Per això es va estudiar l’expressió de marcadors de la fase 

G1 del cicle cel·lular com la CDK4, la CDK2, la CyD, la CyE i l’E2F1, en el cos estriat dels 

animals tractats. Es va veure que la lesió estriatal provocada per la toxina es podia dividir en 

dues zones, la vora i el centre. La vora abastava la porció perifèrica de la lesió, en la qual es 

trobaven majoritàriament les neurones que mostraven els marcadors de degeneració 

utilitzats en aquest treball, en concret la forma activa de la caspasa-3 i el TUNEL. A més a 

més, dins de la vora també es va incloure l’àrea d’astrogliosi que envoltava la lesió estriatal. 

Al centre de la lesió hi havia neurones que pràcticament no mostraven marcatge de 

caspasa-3 activa o TUNEL i, a més a més, també s’hi podia trobar marcatge residual 

corresponent a astròcits. Els marcadors de la fase G1 es van detectar principalment al 

centre de la lesió, essent la CDK4 la que es va detectar més intensament. L’estudi conjunt 

en neurones del marcatge de TUNEL i el de la CDK4 i la CyD va mostrar que les neurones 

en procés de degeneració positives per a TUNEL no expressaven ni la CDK4 ni la CyD, sinó 

que ambdues proteïnes es trobaven a les neurones del centre de la lesió que, per no tenir 

marcatge positiu de Hoechst i presentar un marcatge de NeuN més dèbil, es va suposar que 

estaven en estat avançat de degeneració. Així, es va concloure que l’activació del cicle 

cel·lular no era responsable de la posada en marxa del procés de mort neuronal programada 

i que, en canvi, podia formar part d’una resposta de supervivència tardana. A partir d’aquí, 

es van analitzar altres proteïnes que poguessin tenir a veure amb la mort neuronal com 

l’ATM, el p53, l’Akt i la GSK3�. Les formes fosforilades de l’ATM i el p53 no es van detectar 

en neurones, de manera que es va descartar que estiguessin relacionades en el seu procés 

de degeneració. Per altra banda, es va veure que les neurones expressaven de manera 

constitutiva la forma activa de l’Akt, i que perdien aquesta proteïna tan bon punt 

començaven a degenerar. Així, semblava que la pèrdua d’aquesta quinasa sí que podia 

estar implicada en el procés de neurodegeneració. Finalment, la forma inhibida de la GSK3�

es va detectar de forma intensa a la vora de la lesió, en forma de cúmuls que en alguns 

casos englobaven les neurones en degeneració. En aquest cas, es va especular amb que la 

proteïna podia contribuir a la progressió de la forma extrínseca de l’apoptosi o que, d’altra 

banda, podia formar part d’una resposta de supervivència.

2. ALTERACIONS DE LA BHE EN EL MODEL DEL 3-NPA. 

La BHE és un sistema especialitzat que permet limitar l’entrada al cervell de substàncies 

presents al flux sanguini i resulta essencial pel bon funcionament del SNC. En condicions 

fisiològiques, la BHE assegura a les cèl·lules cerebrals l’aportació constant de nutrients, 
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l’eliminació dels productes de rebuig a través del flux sanguini i la protecció davant de 

productes tòxics presents a la sang. Les TJ, formades entre d’altres per les claudines i 

l’ocludina, són proteïnes integrals de membrana que es troben unint les CECC, limitant 

d’aquesta manera la lliure circulació de substàncies entre l’interior del SNC i la circulació 

sanguínia per via paracel·lular. Estudis recents suggereixen que la funció de la BHE està 

alterada en la majoria de processos degeneratius del SNC (Carvey i col., 2009). Aquest fet

també s’ha demostrat en el model del 3-NPA, ja que diversos estudis in vivo realitzats en 

rosegadors han posat de manifest que el dany estriatal induït per la toxina porta associat 

una alteració de la permeabilitat de la BHE, que s’ha detectat mitjançant l’extravasació de 

diferents substàncies, entre les que n’hi ha d’endògenes com l’albúmina, l’IgG i factors del 

complement (Hamilton i Gould, 1987a; Nishino i col., 1995, 1997) i exògenes com colorants 

injectats sistèmicament (Kim i col., 2003; Reynolds i Morton, 1998). 

Per desenvolupar el segon objectiu d’aquesta tesi, la primera tasca que es va plantejar va 

ser la d’estudiar la integritat dels vasos sanguinis i de les TJ presents al cos estriat de les 

rates tractades amb 3-NPA, que no s’havia abordat anteriorment en aquest model. L’estudi 

va mostrar que a la zona lesionada del cos estriat del cervell dels animals tractats amb 

3-NPA hi havia una pèrdua severa de la integritat de la BHE, que era conseqüència del 

deteriorament dels capil·lars d’aquesta zona. Aquest fet era el responsable de que, després 

de l’administració per via intravenosa de BE, a la lesió estriatal s’observés una elevada 

fluorescència vermella deguda al pas del BE lligat a proteïnes des de la circulació sanguínia 

cap al parènquima cerebral. A més a més, es podia observar que les neurones en procés de 

degeneració havien captat part del colorant, donat que també exhibien fluorescència 

vermella. La part dorsolateral del cos estriat era la més afectada per la toxina, la qual cosa

estava en concordança amb els resultats dels experiments d’extravasació recollits en els 

treballs fets amb el model del 3-NPA anteriorment citats. El motiu de l’especificitat del 3-NPA 

pel cos estriat segueix essent desconegut. Quan la toxina s’administra sistèmicament a 

rosegadors, la inhibició irreversible de la SDH que produeix provoca un deteriorament del 

metabolisme energètic associat a una deficiència de la producció d’ATP que afecta a tot 

l’organisme de l’animal intoxicat. Pel que fa al cervell, tot i que la inhibició de la SDH és 

semblant en totes les seves regions (Alexi i col., 1998), la part lateral del cos estriat és la 

que resulta especialment afectada. Així, en els tractaments subaguts amb 3-NPA com el que 

s’ha utilitzat en aquest treball, en els que s’administra una dosi d’entre 15 i 20 mg/kg de la 

toxina durant 3 - 5 dies, s’ha vist que només alguns dels animals amb lesió estriatal 

presenten alteracions fora d’aquesta regió, especialment a l’hipocamp (Beal i col., 1993; 

Guyot i col., 1997). Diversos mecanismes han estat proposats com a possibles responsables 

d’aquesta especificitat. S’ha suggerit que els diversos sistemes de neurotransmissió que es 
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troben al cos estriat, com el glutamatèrgic, el dopaminèrgic, el cannabinoid i l’adenosínic, hi 

poden estar implicats (Brouillet i col., 2005). Recentment, també s’ha vist que les neurones 

estriatals i corticals responien de manera diferent davant del 3-NPA, ja que només les 

primeres experimentaven una disminució de la proteïna p27 mediada per l’activitat de la 

proteasa calpaïna que s’associava a la reactivació del seu cicle cel·lular i posterior apoptosi 

(Akashiba i col., 2008). Finalment, l’especificitat del 3-NPA pel cos estriat també s’ha 

relacionat amb la particular sensibilitat a la toxina de l’artèria lateral estriatal (Nishino i col., 

1995, 1997). Aquesta artèria és especialment sensible, donat que té una pressió intraluminal 

elevada, una paret vascular prima en comparació amb el seu diàmetre i una abundant 

innervació. En base a aquests fets, es pot hipotetitzar amb la possibilitat que, en una situació 

de compromís com la induïda per l’administració de 3-NPA, aquesta artèria pugui resultar 

afectada ràpidament, fet que provocaria una alteració de la funcionalitat de la BHE i una 

extravasació associada d’elements del flux sanguini com proteïnes plasmàtiques, limfòcits i 

neutròfils.

Després de determinar l’àrea estriatal afectada pel 3-NPA a partir de l’observació de

l’extravasació del BE, es va continuar estudiant la integritat dels vasos sanguinis a la 

mateixa àrea cerebral en les rates tractades amb la toxina mitjançant els marcatges 

immunohistoquímics amb anticossos dirigits contra diferents proteïnes presents a la BHE: 

l’EBA, el qual és específic de rata i es troba a les cèl·lules endotelials dels vasos sanguinis 

que tenen BHE (Sternberger i Sternberger, 1987, Sternberger i col., 1989); la laminina, 

proteïna que és un component bàsic de totes les membranes basals de l’organisme (Páez i 

col., 2007); i, finalment, la ZO-1, proteïna citoplasmàtica de les CECC que serveix 

d’ancoratge a les claudines i l’ocludina i que es va utilitzar com a marcadora de la integritat 

de les TJ (Kirk i col., 2003). El patró de marcatge observat en els tres casos va revelar la 

ruptura dels vasos sanguinis, i per tant de la BHE, a les àrees amb extravasació del cos 

estriat de les rates intoxicades. D’acord amb allò observat amb els marcatges d’EBA i 

laminina, a la part més interna de les lesions estriatals no hi havia rastre de vasos sanguinis, 

mentre que a la vora de la lesió es podien observar parcialment digerits. Pel que fa al 

marcatge de ZO-1, aquest apareixia més dèbil i desestructurat a l’àrea estriatal lesionada de 

les rates tractades en comparació amb l’observat als animals control o a les àrees no 

lesionades del cos estriat dels animals tractats. Les alteracions en aquests tres marcadors 

també s’han trobat en altres situacions de dany cerebral. L’EBA juga un paper destacat en el 

manteniment de la integritat de la BHE (Ghabriel i col., 2000), i s’ha vist que la seva 

intensitat de marcatge disminueix en situacions de patologia cerebral com la isquèmia (Lin i 

Ginsberg, 2000; Lu i col., 2008), el traumatisme (Lin i col., 2001) i l’AVC (Gursoy-Ozdemir i 

col., 2004). La degradació de la ZO-1 i la membrana basal també s’ha detectat en 
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condicions d’isquèmia (Asahi i col., 2001; del Zoppo i Mabuchi, 2003), mentre que en l’EM 

s’han detectat alteracions a les TJ (Kirk i col., 2003).

Dins del model del 3-NPA, diferents mecanismes poden estar involucrats en el 

deteriorament de la BHE. L’excitotoxicitat mediada per la sobreestimulació dels NMDAR és

un mecanisme que desenvolupa un paper important a la patologia neuronal induïda per la 

toxina. Les cèl·lules endotelials del cervell de les rates també expressen aquests receptors 

(Krizbai i col., 1998), però no queda clar si es veuen afectades pels nivells neurotòxics de 

glutamat. Per una banda, s’ha suggerit que el glutamat contribueix a la pèrdua de la barrera 

endotelial mitjançant l’activació dels NMDAR (Sharp i col., 2003) i que l’activació d’aquests 

receptors pot estar involucrada en l’alteració de l’expressió de l’ocludina (András i col., 

2007). D’altra banda, altres estudis han arribat a la conclusió de que les cèl·lules endotelials 

han de ser resistents a l’estimulació per glutamat, donat que in vivo actuen com a 

reguladores a nivell de la BHE del pas al cervell dels aminoàcids potencialment neurotòxics 

(Domoki i col., 2008). L’estrès oxidatiu lligat a la producció de ROS també s’associa 

estretament a la neurotoxicitat del 3-NPA, i pot ser responsable de la posada en marxa 

d’altres vies que poden contribuir a l’efecte perniciós de la toxina. S’ha descrit que les MMP, 

enzims proteolítics que poden ser produïts per les cèl·lules endotelials, les neurones, la 

micròglia i els astròcits, poden degradar les proteïnes de la membrana basal i les TJ, i per 

tant alterar la BHE (Asahi i col., 2001; Fukuda i col., 2004; Yang i col., 2007). L’estrès

oxidatiu associat a la producció de ROS s’ha associat a l’augment de l’activitat de les MMP

en diversos models de patologies cerebrals com la isquèmia focal o el traumatisme cerebral 

induït per fred (Alexander i Elrod, 2002; Yu i col., 2008). S’ha proposat que l’activació de la 

tirosina quinasa seria la responsable de l’activació de les MMP, les quals induirien l’augment 

de la permeabilitat de la BHE per degradació de la membrana basal i per fosforilació dels 

residus de tirosina de les TJ (Haorah i col., 2007). Finalment, també s’ha vist que, en 

resposta a l’estrès oxidatiu, les cèl·lules endotelials poden experimentar un procés 

d’apoptosi mediat per l’activació de Bax en el que hi acaba havent activació de caspases 

(Chen i col., 2007).

Després de reflexionar sobre alguns dels mecanismes que podien estar implicats en les 

alteracions de la BHE causades per l’administració del 3-NPA, es va continuar estudiant la 

possible relació entre l’activació de les MMP i el dany vascular detectat al cos estriat de les 

rates intoxicades. Entre les MMP conegudes, es van considerar la MMP-2 i la MMP-9, que 

son les que han estat més àmpliament estudiades a nivell del SNC a causa del paper

destacat que juguen en diverses alteracions neurològiques. Es va veure que, al cos estriat 

de les rates control, la MMP-9 s’expressava constitutivament en les neurones i en alguns 
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astròcits, mentre que la MMP-2 pràcticament no es detectava. Aquests resultats no es 

corresponien amb altres treballs que, mitjançant estudis zimogràfics, havien descrit que la 

MMP-2 era més abundant que la MMP-9 als cervells de ratolins (Gasche i col., 2001) i de 

rates (Planas i col., 2001; Zhang i col., 1998). En l’únic treball trobat a la bibliografia en el 

que s’havia estudiat l’activació de les MMP en el model del 3-NPA, en els ratolins control es 

van trobar nivells baixos, mesurats per zimografia, de les dues MMP, tot i que els 

corresponents a la MMP-2 eren de nou més alts. De tota manera, altres estudis 

immunohistoquímics havien detectat la MMP-9 (Rivera i col., 2002) i pràcticament l’absència 

de la MMP-2 (Yang i col., 2007) en els animals control. A més a més, l’expressió fisiològica 

de la MMP-9 a les neurones del cervell adult, la qual s’ha relacionat amb la plasticitat 

neuronal (Michaluk i Kaczmarek, 2007) i la reparació tissular (Yong, 2005), està ben 

documentada. 

Pel que fa a les rates tractades amb 3-NPA, la MMP-9 es va detectar de forma abundant als 

vasos sanguinis degradats de l’àrea lesionada del seu cos estriat, i el seu marcatge

colocalizava amb el de la laminina. D’altra banda, la zimografia in situ va revelar que, en els 

vasos sanguinis degradats, hi havia una activitat gelatinolítica que colocalitzava amb el 

marcatge de la laminina i envoltava el marcatge de l’EBA. A més a més, l’activitat 

gelatinolítica era pràcticament inhibida quan el teixit sotmès a la zimografia in situ era 

prèviament incubat amb un anticòs dirigit contra el centre catalític de la MMP-9, mentre que 

l’activitat gelatinolítica colocalitzava amb el marcatge de la MMP-9 quan la incubació amb 

l’anticòs es feia posteriorment a la zimografia. Vist en conjunt, això feia pensar que la MMP-

9 era la principal gelatinasa implicada en la degradació de la membrana basal dels vasos 

sanguinis afectats pel tractament amb el 3-NPA, i que jugava un paper destacat al 

deteriorament de la BHE. El que no es va poder determinar, però, va ser si el tractament 

amb el 3-NPA provocava únicament un augment de l’activació de la MMP-9, o si també hi 

havia un augment de l’expressió de la gelatinasa. Tot i aquesta limitació, els resultats 

obtinguts estaven d’acord amb els exposats a d’altres treballs desenvolupats en models de 

patologia del SNC com els d’isquèmia focal (Gasche i col., 1999, 2001; Planas i col., 2001; 

Yang i col., 2007), d’isquèmia global (Rivera i col., 2002), de dany medul·lar (Yu i col., 2008) 

i el d’excitotoxicitat induïda per l’administració sistèmica de kaïnat (Zhang i col., 1998), en els 

quals, després d’induir el dany cerebral, es va detectar un augment de la MMP-9. Alguns 

d’aquests treballs, a més a més, van establir una correlació entre l’expressió de la gelatinasa 

i l’augment de la permeabilitat vascular associada al deteriorament de la BHE (Gasche i col., 

2001; Yang i col., 2007; Yu i col., 2008). En els models d’isquèmia transitòria s’ha descrit 

que hi ha una primera obertura reversible de la BHE, que estaria mediada per l’activitat de la

MMP-2 constitutiva, i una de més tardana irreversible, mediada per l’activació de la MMP-9
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quan disminueix l’activació de la MMP-2 (Yang i col., 2007). D’acord amb això, es podia 

pensar que si la MMP-2 estava intervenint en la degradació dels vasos sanguinis a les 

primeres etapes de la intoxicació, el seu marcatge es podria detectar a la vora de la lesió 

estriatal. Com que aquest no va ser el cas, es va concloure que la MMP-2 no estava jugant 

un paper significant a la patologia vascular del cos estriat de les rates intoxicades, sinó que 

la patologia era deguda bàsicament a l’acció de la MMP-9. Aquesta afirmació està d’acord

amb les conclusions a les que van arribar Kim i col. (2003) en el seu model del 3-NPA, que 

assenyalaven a la forma activa de la MMP-9 com a responsable de la degradació de la BHE 

concomitant a la patologia vascular estriatal associada a l’administració de la toxina.

Un cop establert el paper determinant de la MMP-9 en la degradació vascular estriatal 

associada a l’administració de 3-NPA, al mateix treball es va analitzar la presència de la 

gelatinasa en les neurones, els astròcits, la micròglia i les cèl·lules endotelials. L’expressió 

constitutiva de la MMP-9 detectada a les neurones de les rates control feia pensar que la 

MMP-9 present als vasos sanguinis afectats pel 3-NPA era d’origen neuronal. Donant suport 

a aquest resultat, s’ha publicat que, al SNC, aquesta gelatinasa és secretada principalment 

per les neurones (Lim i col., 1996; Planas i col., 2001). A més a més, l’estrès pot induir la 

producció de la MMP-9 a les neurones, tal com succeeix en resposta a excitotoxines com el 

kaïnat (Zhang i col., 1998). A les rates tractades amb 3-NPA també es van trobar astròcits 

reactius presents a la zona d’astrogliosi que envoltava la lesió estriatal que expressaven 

MMP-9 i en alguns casos semblava que interaccionaven amb els vasos sanguinis danyats. 

Així, semblava que els astròcits podien contribuir a la degradació vascular, tot i que tampoc 

es podia descartar l’opció contrària, ja que s’ha postulat que la cicatriu glial formada 

principalment per astròcits reactius pot contribuir a la reparació de la BHE (Bush i col., 1999; 

Copin i Gasche, 2007). Pel que fa a la micròglia, els vasos degradats de la lesió estriatal 

apareixien profusament envoltats per la seva forma reactiva. La micròglia reactiva secreta un 

gran ventall de substàncies involucrades en la resposta immunitària i inflamatòria entre les 

que hi ha la MMP-9 (Rock i col., 2004). Tot i això, els resultats obtinguts suggerien que la 

micròglia jugava un paper limitat a la secreció de la MMP-9, ja que només en alguns casos 

mostrava un marcatge lleuger corresponent a la gelatinasa. Finalment, es va trobar que el 

marcatge d’EBA, utilitzat per identificar les cèl·lules endotelials, apareixia superposat a 

l’activitat gelatinolítica. Com que aquesta última apareixia superposada a la vegada amb el 

marcatge de la MMP-9, es podia assumir que les cèl·lules endotelials podien ser una altra 

font de la gelatinasa. En aquesta línia, s’ha vist que les cèl·lules endotelials secreten MMP-9

en resposta a factors angiogènics o mediadors de la inflamació, però no de forma 

constitutiva (Hanemaaijer i col., 1993; Jackson i Nguyen, 1997). El fet que la micròglia 

reactiva pugui secretar aquestes substàncies mediadores de la inflamació (Rock i col., 2004) 
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i que estigués present al voltant dels vasos degradats reforçava la possibilitat que les 

cèl·lules endotelials estiguessin secretant MMP-9 després del tractament amb el 3-NPA.

Com a resum, el segon objectiu d’aquest treball consistia en avaluar les alteracions de la 

BHE al cos estriat de les rates tractades amb 3-NPA. L’extravasació de BE va permetre 

detectar un augment de la permeabilitat vascular a la part dorsolateral del cos estriat dels 

animals tractats, la qual cosa indicava que, a aquella zona, la BHE resultava severament 

afectada per la toxina. Els marcatges de les cèl·lules endotelials, de la membrana basal i de 

la proteïna ZO-1 van confirmar el deteriorament de la BHE a la zona estriatal lesionada dels 

animals tractats. Seguidament es va estudiar el paper de la MMP-2 i la MMP-9 en la 

degradació de la BHE associada a l’administració de 3-NPA. Es va veure que els vasos 

sanguinis de l’àrea estriatal lesionada presentaven activitat gelatinasa, la qual era deguda 

principalment a l’acció de la MMP-9. Això feia pensar que la MMP-9 era la principal 

implicada en la seva degradació. A més a més, als vasos lesionats hi havia una presència 

elevada de micròglia reactiva, la qual també podia contribuir a la degradació dels vasos 

sanguinis de la lesió estriatal de les rates tractades amb 3-NPA. 
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V. CONCLUSIONS 
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CONCLUSIONS. 

1. L’administració intraperitoneal de 3-NPA a rates SD a dosi de 20 mg/kg/dia durant 
tres dies els produeix una lesió a la regió dorsolateral de cada nucli estriat de 
l’encèfal. 

2. A la zona perifèrica de la lesió s’hi produeix astrogliosi i les neurones adquireixen 
formes picnòtiques, mentre que al centre de la lesió s’hi troben restes 
astrocítiques i neurones picnòtiques residuals.

3. En aquest model de neurodegeneració per 3-NPA, la MCP neuronal es produeix 
principalment a la vora de la lesió estriatal, però no al seu centre.

Aquest fet es posa de manifest perquè, en les neurones, els marcatges de la 

forma activa de la caspasa-3 i de TUNEL apareixen principalment a la vora de 

la lesió i no es troben en les restes neuronals del centre de la lesió. El fet que 

es trobin diferents combinacions d’ambdós marcadors en les neurones de la 

vora de la lesió suggereix que es poden estar activant diferents formes de 

MCP.

4. La caspasa-3 no desenvolupa funcions apoptòtiques en els astròcits.

Aquest fet es posa de manifest perquè els astròcits del cos estriat i de 

l’escorça de les rates sanes mostren expressió constitutiva de la forma activa 

de la caspasa-3, mentre que es perd en els astròcits situats a la vora i al 

centre de la lesió.

5. En aquest model, la reactivació del cicle cel·lular no és el responsable de 
l’activació dels processos de mort neuronal. 

Aquest fet es posa de manifest perquè, tot i que es detecta un augment de 

l’expressió dels marcadors de la fase G1 del cicle cel·lular, principalment de la 

CDK4 i la CyD, s’observa que aquests dos marcadors es troben principalment 

en les restes neuronals del centre de la lesió que es troben en un estadi molt 

avançat de degeneració (no mostren marcatge de Hoechst), i no es detecten 
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a les neurones de la vora de la lesió que mostren marcatge TUNEL i encara 

tenen marcatge de Hoechst. A més a més, les neurones tant de la vora com 

del centre de la lesió perden el marcatge constitutiu de pRb i Ki67, que sí 

mostren les neurones dels animals control i de les zones estriatals no 

afectades dels animals tractats. L’expressió dels marcadors/elements de la 

fase G1 es pot atribuir a una possible resposta de supervivència tardana.

6. L’anàlisi de mostres humanes de cervells de pacients de MH per tècniques de 
Western-blot mostra la presència de marcadors de reactivació del cicle cel·lular.

Aquest fet es posa de manifest per la sobreexpressió de la CyD i l’E2F1. No 

s’ha determinat si aquesta reactivació de cicle cel·lular és la causant de la 

mort neuronal o una resposta de supervivència.

7. En els animals tractats amb 3-NPA, s’ha detectat l’expressió de la forma activa de 
l’ATM en els astròcits reactius que envolten la lesió. 

Aquest fet pot constituir una resposta encaminada a protegir les neurones de 

l’estrès oxidatiu induït pel 3-NPA.

8. En el model estudiat, la pèrdua de la forma activa de l’Akt està relacionada amb 
els processos de mort neuronal. 

Aquest fet es posa de manifest perquè les neurones de la lesió estriatal 

perden l’expressió constitutiva de la forma activa de l’Akt, la qual s’observa en 

les neurones dels animals control i en les de les zones estriatals no 

lesionades dels animals tractats.

9. En les rates tractades amb la toxina, la forma inactiva de la GSK3�� es troba de 

forma abundant en algunes neurones de la vora de la lesió i es va perdent a 
l’avançar cap al centre de la lesió.

Aquest fet pot indicar que la GSK3� inactiva pot estar involucrada o bé en la 

progressió de la via apoptòtica extrínseca o bé en una resposta de 

supervivència associada a l’activació dels NMDAR.
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10. En el model estudiat, la funció de la BHE es veu severament alterada a la zona 
lesionada. 

Aquest fet es posa de manifest perquè a la zona lesionada hi ha una 

extravasació elevada de BE. A més a més, s’observa que tant les CECC, les 

TJ que uneixen les CECC entre elles, com la membrana basal dels vasos 

sanguinis de la zona lesionada mostren grans alteracions. 

11. En les rates tractades amb 3-NPA, l’activitat gelatinasa de la MMP-9 exerceix un 
paper determinant en la degradació de la BHE a la lesió estriatal.

Aquest fet es posa de manifest perquè a la lesió estriatal els vasos sanguinis 

mostren, a la vegada, marcatge de MMP-9 i activitat gelatinasa, i aquesta 

activitat gelatinasa pràcticament deixa de detectar-se quan, prèviament a la 

zimografia in situ, es bloqueja l’activitat de la MMP-9 mitjançant la incubació 

amb un anticòs dirigit contra el seu centre catalític. 

12. En aquest model, al voltant de gran part dels vasos sanguinis de la lesió estriatal 
hi ha una presència elevada de micròglia reactiva. 

Aquest fet suggereix que la micròglia reactiva participa en la degradació de la 

BHE a la zona estriatal lesionada.
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