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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden motor caracterizado por la
pérdida progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars
compacta (SNc); su etiologia es desconocida, pero existe una amplia evidencia
que sugiere que las especies reactivas de oxigeno juegan un papel muy
importante en la neurodegeneracion que ocurre en dicha enfermedad.

La melatonina es un producto de secrecion de la glandula pineal, y tiene la
caracteristica de actuar como antioxidante tanto in vitro como in vivo. Mientras
gue la levodopa es el farmaco mas empleado en el tratamiento de la EP debido
a su eficacia clinica, pero el tratamiento crénico produce efectos adversos
como las disquinesias. Por lo que nuestro objetivo fue determinar si el
tratamiento con melatonina protege las alteraciones inducidas por la inyeccion
unilateral con 6-OHDA y compararla con el tratamiento con L-DOPA.

Se utilizaron 24 ratas macho previamente entrenadas en la viga de equilibrio;
18 animales fueron lesionados en el haz medial del cerebro anterior con 8 nug
de 6-OHDA, después de la lesion, 6 ratas fueron tratadas oralmente con 15
mg/Kg de L-DOPA, y otro grupo (n=6) con 10mg/Kg de melatonina durante 30
dias, 6 ratas lesionadas sin tratamiento fueron mantenidas durante el mismo
tiempo. El grupo control (n=6) fue inyectado con 4 ul de solucion vehiculo
(salina y acido ascorbico). La evaluacion de la conducta motora fue a los 7, 14,
21 y 28 dias después de la lesion. Al término del tratamiento las ratas fueron
sacrificadas y se tomo la SNc para la técnica de inmunocitoquimica para
tirosina hidroxilasa (TH) y se realiz6 un conteo de neuronas inmunorreactivas.
Asimismo, se obtuvo el ndcleo estriado para el analisis ultraestructural.
Posteriormente se lesionaron otros animales de la misma manera y se obtuvo
el nacleo estriado y la SN para la medicion de peroxidacion de lipidos por
fluorometria.

En nuestros resultados encontramos que los animales lesionados con 6-OHDA
mostraron alteraciones en la conducta motora en todas las evaluaciones, a
diferencia del grupo tratado con L-DOPA, quien presentd recuperacion de la
conducta motora en los primeros dias de tratamiento, pero después de un
tiempo los animales manifestaron deterioro en la actividad motora. Los
animales tratados con melatonina tuvieron recuperacion gradual de la
conducta, siendo mas evidente a los 28 dias (en este mismo tiempo, los
animales tratados con levodopa presentaron deterioro motor evidente). A nivel
citolégico encontramos que el grupo de 6-OHDA y los animales con L-DOPA
presentaron pérdida drastica de células dopaminérgicas, alteraciones
ultraestructurales importantes, y altos niveles de peroxidacién de lipidos, a
diferencia del grupo de melatonina, el cual se caracterizd por presentar mayor
supervivencia de células dopaminérgicas, menor numero de botones con
edema y prevalencia de contactos sinapticos con espinas asi como bajos
niveles de peroxidacion de lipidos. Por lo que consideramos que la melatonina
podria ser un candidato para el tratamiento de la EP ya sea como monoterapia
0 en combinacion con la L-DOPA, para evitar o retardar el dafio producido por
esta ultima.



SUMMARY

Parkinson’s disease (PD) is a motor disorder characterized by the selective
degeneration of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta
(SNc), its etiology is unknown, but several evidences suggest that reactive
oxygen species play a pivotal role in its pathogenesis.

Melatonin is a product secreted by the pineal gland; it acts as an antioxidant
and a free radical scavenger in vivo and in vitro. L-DOPA is the most common
drug for the treatment of Parkinson’s disease because of its clinical efficacy.
However, chronic L-DOPA treatment is associated with the development of
adverse reactions like dyskinesias. Thus we conducted this study to determine
if Melatonin reverted the alterations induced by 6-OHDA and compare the
results with L-DOPA treatment.

Twenty-four male rats were trained in the beam-walking test before the lesion;
18 animals were stereotactically injected in the medial forebrain bundle with
either 8ug/Kg of 6-OHDA (n=12), or sham lesioned with 4pl of vehicle (n=6).
Two days after the lesion, rotational behavior was tested and 2 days later rats
were treated with 10mg/kg Melatonin (n=6) or L-DOPA (n=6) orally for a month
and 6 lesioned rats without treatment were kept for the same time. At 7, 14, 21
and 28 days, after the lesion motor behavior was evaluated, measuring the
ability of rats to traverse a graded series of narrow beams to reach an enclosed
safety platform. Rats were sacrificed, and ipsi and contralateral SN were
processed for tyrosine hydroxylase (TH) immunocytochemistry to count
dopaminergic neurons, we also took small fragments from ipsi and contralateral
striatum for the ultraestructural study. A second experiment was carried out,
where the animals were lesioned and treated in the same way and the
fragments from the ipsi and contralateral striatum and SN were used to
measure the lipid peroxidation trough fluorometry.

We found that the 6-OHDA lesioned rats showed alteration in the beam walking
task at all evaluated times, in contrast the L-DOPA treated rats exhibited
improve in the motor behavior at the first treatment days but after sometime the
animals showed poor motor performance. The Melatonin treated rats had
gradual motor behavior improvement, the improvement was more evident at 28
days after the lesion (in this time the L-DOPA treated animals showed evident
motor alteration). At cytological level we found in the 6-OHDA group and L-
DOPA treated rats a drastic loss of dopaminergic cells, ultrastructural
alterations and high levels of lipid peroxitation, in contrast melatonin treated rats
showed more dopaminergic cells, less number of synaptic endings with edema,
more synaptic contacts with dendritic spines as well as low levels of lipid
peroxitation.

Our results suggest that melatonin could be a possible candidate for treating PD
like monotherapy or in combination with L-DOPA in order to avoid or delay the
damage produced by L-DOPA.



INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden neurodegenerativo de los
ganglios basales el cual es progresivo y deja al paciente incapacitado para
ejecutar correctamente movimientos voluntarios. Se observa aproximadamente en
el 1% de la poblacidon con edad por arriba de los 55 afios (Brailowsky y Garcia,
1996). Se caracteriza por la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la sustancia
nigra pars compacta (SNc) por lo que existe disminucion en los niveles de
dopamina (DA) en los nucleos inervados por esta, principalmente en el ndcleo
estriado, el cual juega un papel muy importante en la actividad motora (Luquin y
Saldice, 1997).

Esta enfermedad es una patologia que ocupa el segundo lugar entre las
enfermedades degenerativas del sistema nervioso que afecta a personas de edad
avanzada. Por lo que es importante seguir la linea de investigacion en la EP ya
gue su prevalencia podria incrementarse en las proximas décadas debido al
aumento en la esperanza de vida (Ebadi et al. 1996) De acuerdo con el Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia, se ha estimado que existen al menos
500,000 pacientes con EP en nuestro pais, situando su prevalencia en un rango
50 a 100 casos por cada 100,000 habitantes (Gongora et al., 2005).

Los pacientes con EP desarrollan cuatro rasgos clinicos principales:

» TEMBLOR EN REPOSO. El cual se caracteriza por ser un temblor que
ocurre en reposo en una frecuencia de alrededor 3-4 HZ (Perkin, et al.,
2004) que se agrava con las emociones o0 el estrés; mejorar con la
actividad y generalmente desaparece durante el suefio. Principalmente
afecta las manos, pero también es frecuente en las extremidades inferiores.
Suele inicia en una mano y con el tiempo puede afectar a la otra
extremidad. Este temblor de la mano provoca la conocida postura de
‘cuenta de monedas”, en la que la mu eca esta flexionada y los dedos

pulgar e indice se aproximan en un temblor fino como si estuvieran



contando monedas. Los labios y la lengua también pueden presentar
temblor (Pastor y Tolosa 2001).

» RIGIDEZ MUSCULAR. Es causada por el aumento del tono muscular que
afecta a todos los grupos musculares como flexores, extensores, musculos
axiales o de extremidades y generalmente ocurre en fases mas avanzadas.
Como ocurre con el temblor, la rigidez aumenta generalmente ante

situaciones de estrés (Garcia-Martinez 2003).

» BRADICINESIA. Es la lentitud del movimiento que impide o dificulta los
movimientos sucesivos o simultaneos. Clinicamente se manifiesta por una
disminucion en todo tipo de movimientos, pérdida de movimientos
automaticos y reduccion de la amplitud de los movimientos voluntarios. Al
principio se manifiesta como dificultad al momento de realizar tareas
motoras finas, como abrocharse los botones, escribir, etc. (Guerrero et al.,
2006).

» ALTERACION DE LA POSTURA. El paciente presenta inclinacion de la
cabeza en posicion erecta, tronco dirigido hacia adelante, hombros caidos,
brazos flexionados, manos delante del cuerpo y rodillas flexionadas
(Jiménez-Jiménez, 2000). La alteracion en la marcha que presentan estos
pacientes consiste en la dificultad para iniciar el movimiento, la marcha es
lenta y tienden a caminar arrastrando los pies. Debido a las alteraciones de
movimiento, los pacientes tienen problemas para mantener su centro de
gravedad estable y por lo tanto estan sujetos a caidas frecuentes, o pérdida

del equilibrio mientras estan parados o caminando (Guerrero et al., 2006).

Adicionalmente, pueden existir trastornos del sistema nervioso autbnomo en forma
de estrefiimiento, sialorrea, alteraciones de la deglucion, seborrea, la urgencia e
incontinencia urinaria y disminucién de la libido, todos estos aspectos se

presentan en un 90% de los pacientes (Obeso et al., 2002; Guerrero et al., 2006).



En la fase tardia de la enfermedad, puede presentarse pérdida de la capacidad
mental (Sanchez-Rodriguez, 2002) caracterizado por enlentecimiento cognitivo,

déficit de atencion y deterioro viso espacial (Guerrero et al., 2006).

Como se menciond, este padecimiento es progresivo y la incapacidad total ocurre
entre los 10 y 20 afios de iniciada la sintomatologia caracteristica de la
enfermedad si es que no se ha ingerido ningin medicamento. Por lo general la
muerte es prematura y ocurre por complicaciones secundarias, generalmente del
sistema respiratorio como embolia pulmonar, infecciones respiratorias, neumonia y

broncoaspiracién (Otero-Siliceo 1996).



ANTECEDENTES

La EP fue descrita por primera vez por el médico y gedlogo James Parkinson en
1817 en su publicacion Essay on the shaking palsy (Ensayo sobre la paralisis
agitante), como movimientos involuntarios con disminucion de la fuerza muscular
gue estan en reposo, sin alteracion intelectual ni de los 6rganos de los sentidos
(Otero-Siliceo 1996).

La EP despertd gran expectacién a causa de su larga evolucién y Charcot en 1880
afirm6 que la EP era el quinto padecimiento mas frecuente en pacientes con
edades mayores de 40 a 50 afos. Gowers en 1888, en una revision de 80
pacientes informo que la edad de aparicion de esta enfermedad era posterior a los
40 afos de edad y asegurd que los 52 afos era la edad exacta del comienzo
independientemente del sexo (Hoehn y Yahr, 1987). Asimismo Purves Steward en
1898 observo que la enfermedad aparecia de los 22 a los 71 afios (Alanis, 1996).
Por lo que la EP se clasifica como juvenil cuando la edad de inicio es igual o
inferior a 20 afos, de inicio temprano cuando la edad es entre 21 y 40 afos, y

tardia, con 70 o mas afnos (Giroud, 2004).

Se ha demostrado que la SNc presenta una considerable pérdida neuronal y
depigmentacion en pacientes que presentan la EP (Tretiakoff, 1919). En 1966
Hornykiewickz analizdé cerebros de pacientes con esta enfermedad y encontro
reduccion significativa de DA, serotonina y noradrenalina principalmente en el
cuerpo estriado y en la SNc, puntualizo que de las tres aminas biogénicas, la que

mas se reducia era la DA (Gibb y Less, 1991).

Asi, la EP se caracteriza por un problema clinico mayor, causado por la
disminucibn de DA en el cuerpo estriado como resultado de una severa

degeneracion de la via dopaminérgica (Appel, 1981).

En la EP existe una reduccion drastica en los niveles de DA y de sus metabolitos

en el nucleo caudado, putamen, globo palido, SNc (ganglios basales), una



moderada pérdida de DA en el hipotdlamo lateral, regidn olfatoria medial (Ebadi et
al., 1996) y locus ceruleus (Savitt et al., 2006).

Con base en estudios postmortem, se ha asumido que al menos 60-70% de las
neuronas dopaminérgicas de la SNc se debe perder antes de la aparicién de los
primeros sintomas clinicos (Gerlach y Reiddere 1999), ya que al inicio de la
enfermedad las neuronas dopaminérgicas sobrevivientes incrementan su actividad
ocasionando una mayor liberacion y recambio, observandose incremento en la
actividad de la tirosina hodroxilasa (TH -enzima limitante de la sintesis de
catecolaminas-), mientras que las neuronas postsingpicas en el estriado
incrementan sus receptores postsinapticos, esto es probablemente un mecanismo
compensatorio de la pérdida progresiva de la inervaciéon dopaminérgica (Zhang et
al.,, 2001). La caracteristica bioquimica de esta enfermedad incluye deplecion
drastica del Glutation (GSH) e inhibicion de la actividad del complejo | en la

sustancia nigra (SN) de Pacientes con EP (Tirmenstein et al., 2005).

Se ha observado que la pérdida neuronal asociada a la EP es distinta a la
encontrada en el envejecimiento, debido a que en la EP la pérdida neuronal se
concentra en la porcidn ventrolateral y caudal de la SNc, mientras que en el
envejecimiento la porcion dorsomedial es la que se encuentra afectada (Otero-
Siliceo 1996). Otro dato patolégico encontrado en autopsias de la mayoria de los
pacientes con EP, es la presencia de inclusiones citoplasméticas conocida como
cuerpos de Lewy (Dawson y Dawson 2003), los cuales son pequefias inclusiones
esféricas de 5-25um de diametro y de 200-600 nm de largo (Lotharius y Brundin,
2002) que se encuentran formadas principalmente de una proteina llamada o-
sinucleina (Bertabet et al., 2002). Su funcioén fisiol6gica no es muy clara, pero se
ha propuesto que juega un papel muy importante en la regulacion y reciclamiento
de las vesiculas sinapticas con particular relevancia en el almacenamiento de la
DA (Moore et al., 2005).



Los cuerpos de Lewy se encuentran localizados en las neuronas de la SN, y en
otras regiones del cerebro como en la corteza y el locus ceruleus (Bertabet et al.,
2002), asimismo se pueden encontrar en cerebros envejecidos normales y en los
cerebros de pacientes con otras enfermedades neurodegenerativas, como en la
Enfermedad de Alzheimer (Lotharius y Brundin, 2002). Estudios recientes sugieren
que algunas formas de Parkinson no presentan cuerpos de Lewy (Dawson y
Dawson 2003).

Ahora bien, las investigaciones de la enfermedad de Parkinson se han enriquecido
en los ultimos 35 afios, cuando ademas de los neuropatélogos, desperto el interés
de los farmacologos y neuroquimicos. Y es asi cuando en 1976, Cotzias,
Pavasiliou y Gellene, informaron por primera vez mejoria significativa con el uso
de L-DOPA (Duvoisin 1987).

Rajput et al.,, en su revision (1974 a 1979), sefialan que los pacientes con
Parkinson que recibieron L-DOPA, tuvieron beneficios dentro de los primeros tres
a seis meses de tratamiento; después de este tiempo mostraron un claro deterioro
caracterizado por movimientos involuntarios (Otero-Siliceo 1996). Mas tarde
McDowell y Cerdarbaum (1982) en un estudio realizado en un periodo de 18 afios
reportaron la aparicion de nuevos hallazgos, como las fluctuaciones presentadas
por la terapia con L-DOPA, es decir presencia de disquinesias con regreso a los

sintomas de la enfermedad.

ETIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

La etiologia primaria del proceso degenerativo que afecta las neuronas
dopaminérgicas en la EP es desconocida (Yap et al., 2006). Tampoco se tiene una
explicacion satisfactoria de la seleccién por las neuronas dopaminérgicas de la
SNc (Koleskinova y Sobrovskaya 2003). Por lo que se han establecido numerosas

hipétesis para tratar de explicar el origen de esta enfermedad (Appel, 1981).



DISFUNCION MITOCONDRIAL.

En estudios post-mortem en humanos se ha encontrado un decremento en la
actividad del complejo | (NADH—ubiquinona-reductasa) y IV (citocromo ¢ oxidasa)
de la cadena respiratoria mitocondrial en la SN (Dawson y Dawson, 2003),
asimismo en plaquetas y tejido muscular (DiMauro, 1993), de tal manera, que
disminuye la actividad energética y se produce muerte celular; también puede
incrementar la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y hacer a las
neuronas mas susceptibles a la excitotoxicidad por glutamato (Henzea et al.,
2005). Otra posibilidad es que el defecto del complejo | produzca apoptosis, ya
gue hay evidencias de que la reduccién en el potencial de membrana mitocondrial
produce como resultado del dafio en la bomba de protones puede llevar a la
apertura del poro de permeabilidad transitorio mitocondrial y liberar proteinas que

sefalizan el inicio de la apoptosis (Olanow y Tatton 1999).

FACTORES AMBIENTALES.

Diversos estudios epidemiolégicos han sugerido una relacion entre la
industrializacion y el uso de agroquimicos como factores en la incidencia de la EP,
en los que se encuentran el paraquat (herbicida), y la rotenona (plaguicida;
Bertabet et al., 2002).

FACTORES GENETICOS

Esta hipotesis generalmente implica la presencia de factores de susceptibilidad
hereditarios (Elizan y Casals, 1983; Langston et al., 1983) donde se ha estimado
gue entre el 5y 10% de los casos la EP es de caracter genético (Samadi et al.,
2006). A la fecha se identificaron 10 loci que se han relacionado con la EP
hereditario (Le y Appel, 2004), de los cuales solo cinco mutaciones en 5 genes
han sido identificados (Paisan Ruiz et al., 2005). Por ejemplo: una de las
alteraciones encontradas en pacientes que presentan la EP es una mutacién en el
gen que codifica para la proteina a-sinucleina, la cual esta relacionada con la
promocién de apoptosis, supervivencia neuronal bajo condiciones de estrés

oxidativo (Olanow y Tatton, 1999) y regulacién de la transmision dopaminérgica



(Shimohama et al., 2003). Se ha observado que la a-sinucleina presenta dos
mutaciones: la primera es una sustitucion de una alanina por una treonina en la
posicién 53, y la segunda es el resultado de una sustitucion de una alanina por
una prolina en la posicién 30 (Mouradian, 2002).

La region del cromosoma 6g25.2- 27 también fue ligada inicialmente a una forma
rara de parkinsonismo juvenil recesivo autosomico en familias japonesas.
Posteriormente, se identifico una delecion de microsatélites en una familia inglesa
y se le dio el nombre de parkin (Moore et al., 2005). Las mutaciones en tres de
estos genes PARK2, PARK7 (también conocido como DJ-1) y PARK6 se
relacionan con un fenotipo en particular, que se caracteriza por edad temprana de
inicio y progresion lenta de la enfermedad con una buena respuesta al tratamiento
con L-DOPA, pero asociado con frecuencia a la aparicion temprana de discinesias
(Linazasoro, 2005).

Asimismo se propone que la alteracion del complejo | de la cadena respiratoria de
pacientes con EP podria ser de origen hereditario, aunque todavia no existen

evidencias claras (Jiménez-Jiménez et al., 1998)

ESTRES OXIDATIVO.

Las reacciones de oxido reduccidn son procesos biolégicos esenciales que
conducen a la formacion de diferentes compuestos en los procesos metabdlicos
celulares. Estas reacciones conllevan la transferencia de electrones que generan
productos conocidos como radicales libres (RL) o especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Andersen, 2004). En condiciones metabdlicas normales, existe un balance
entre los eventos oxidativos (producto de los RL) y los sistemas de defensa
antioxidante (Cadet y Brannock; 1998; Leon et al., 2004; Yap et al., 2006), como el
GSH, glutatién peroxidasa (GSH-Px), superoxido dismutasa (SOD) y la catalasa

(CAT), las cuales pueden prevenir o eliminar a las ROS (Betarbet, et al., 2002).

Cuando el balance entre estos dos eventos no se logra mantener, ya sea por la

pérdida o disminucion del sistema protector o por el aumento en la produccién de



los RL, el tejido “entra” en un estado de estrés oxidativo que provoca la
destruccion indiscriminada de macromoléculas celulares como proteinas, DNA y
carbohidratos (Gonzalez, 1999). La generacion excesiva de ROS en el sistema
nervioso puede causar alteraciones en las vias de sefializacién del Calcio (Ca*"),
el cual causa una respuesta excitotoxica, es decir activacion de los receptores a
glutamato que desencadena una cascada de eventos que provoca la muerte
celular (Barnham et al., 2004; Savitt et al., 2006). Generalmente los lipidos
insaturados son particularmente vulnerables a las modificaciones oxidativas, la
peroxidacion de lipidos es el resultado del dafio producido por estrés oxidativo,
debido a que los RL reaccionan con el doble enlace de los &cidos grasos
insaturados, tales como el acido linoleico y acido araquidonico, generando peroxi
radicales, de tal manera que se inicia una reaccion en cadena con otros acidos
grasos insaturados. La reaccion en cadena conduce a la formacion de metabolitos
como el HNE (4 hidroxi- nonenal), acroleina, malondialdehido y F2-isoprostanes,
de los cuales se encuentran en altos niveles en cerebros de pacientes con EP
(Gonzéles, 1999; Barnham et al. 2004; Yap et al.,. 2006). La peroxidacion de
lipidos conlleva a la pérdida progresiva de la fluidez membranal, reduccion del
potencial de membrana y aumento a la permeabilidad de iones como el Ca?'
(Ferrer et al. 1999; Leist y Nicotera, 1999). El cerebro es un blanco importante de
los RL debido a su gran concentracion de lipidos poliinsaturados, catecolaminas,
altas concentraciones de fierro y por su elevada velocidad de metabolismo
oxidativo (Cruz et al., 2003; Pifiol et al., 2006; Yap, et al., 2006); ademas, el
cerebro humano contiene niveles bajos de enzimas protectoras y de otros
antioxidantes no enzimaticos. Otro aspecto significativo se relaciona con el hecho
de que ciertas areas del cerebro, como los ganglios basales, contienen grandes
cantidades de hierro y otros metales de transicion que constituyen factores
cruciales en la generacion de ROS (Gonzélez et al., 1999; Yap et al., 2006). Se ha
observado que la peroxidacion de lipidos es selectivamente incrementada en la
SN de Pacientes con EP, por lo que se sugiere un incremento en la produccién de
radicales libres que resultan en estrés oxidativo crdnico, que puede causar

degeneracion progresiva de las neuronas dopaminérgicas (Ebadi et al.,, 1996;



Lotharius y Brundin, 2002).

El origen de esta sobreproduccién de RL no se conoce pero se ha propuesto que
se pueden generar durante el metabolismo de la DA (Ebadi et al., 1996; Molina et
al., 1999). La DA puede autooxidarse facilmente en especies toxicas como
quinonas, radical superoxido (O2) y peroxido de hidrégeno (H,O;). Mas aln, la DA
puede metabolizarse por la MAO-B (monoamino oxidas-B) y formar DOPAC (4cido
3,4-dihidroxifenilacetico) y H,O,. El O, puede convertirse en H,O, por la SOD, o
bien reaccionar con 6xido nitrico (ON®) y formar peroxinitrito (ONOO). El H.O,
puede ser facilmente reducido en presencia del ion hierro (Fe?") para formar a
través de la reaccion de Fenton, el radical hidroxilo (OH'), el cual se considera

como el mas dafiino (Ebadi et al., 1996; Cardoso et al., 2005).

Estas hipotesis sirven de alguna manera, para explicar algunas de las
anormalidades relacionadas con la EP. Sin embargo ninguna de éstas explica

clara y completamente la cascada de eventos responsables de dicha enfermedad.

Ahora bien, como se mencion6 anteriormente las estructuras cerebrales
involucradas en la enfermedad de Parkinson son los ganglios basales, los cuales

seran descritos a continuacion.

GANGLIOS BASALES

El termino “ganglios basales” es usado para denominar a un numero de nucleos
relacionados anatdmica y funcionalmente, los cuales se localizan en el
telencéfalo, diencéfalo y mesencéfalo. Estudios anatomo-funcionales reportan que
los ganglios basales son un sitio de convergencia e integracion de multiples areas

sensoriales, motoras y de asociacion (Wilson, 1998; Bolam et al., 2000).

ANATOMIA DE LOS GANGLIOS BASALES
Los ganglios basales son un grupo de nucleos localizados subcorticalmente, estan

intimamente relacionados con el control del movimiento (Smith et al, 1998). Este



grupo de nucleos incluyen: el nacleo caudado (NC), el putamen (P), el globo palido
(GP), nacleo subtaldmico (NST) y la sustancia nigra (SN) (Gilmans y Winans,

1994) (Figura 1).
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FIGURA 1. Esquema de los ganglios basales los cuales estan intimamente
relacionados con el control del movimiento (tomado de Bertabet et al., 2002).

Dentro de los primates, el nucleo estriado (NE) se encuentra separado por la
capsula interna en dos regiones: una region dorsomedial (el nucleo caudado) y
una region ventromedial (el putamen), a estos dos ndcleos se les considera como
la entrada hacia los ganglios basales, ambos nucleos se desarrollan de la misma
estructura telencefélica, por lo que se componen del mismo tipo celular

(Carpenter, 1981). El GP es una estructura compuesta por dos segmentos, el



segmento interno (GPi) y el externo (GPe), en mamiferos inferiores se presentan
el globo pélido y el nucleo entopedunculado (De Long y Georgopoulus, 1981). El
NST se encuentra en la porcion basal del diencéfalo, en la uni6on con el
mesencéfalo (Parent, 1990). La SN esta en el mesencénfalo y presenta dos
porciones una ventral llamada sustancia nigra pars reticular (SNr) que se semeja
citolégicamente al globo palido y otra dorsal pigmentada llamada sustancia nigra
pars compacta (SNc), compuesta por células dopaminérgicas cuyos cuerpos
neuronales contienen neuromelanina (Carpenter, 1976). Este pigmento oscuro, el
cual parece ser un polimero de la DA o sus metabolitos, da a la SNc su nhombre, el
grado de pigmentacion esta correlacionado con la concentracion de DA, pero la
funcidn del pigmento es desconocida (Coté y Crutcher, 1991). El GPi y la SNr

constituyen los principales nucleos de salida de los ganglios basales.

ORGANIZACION FUNCIONAL

Los ganglios basales no solamente se limitan a aspectos sensoriales de
programacioén de movimientos, si no que también se encuentran relacionados con
aspectos de planeacion de movimientos, seleccion y memoria motora (Parent y
Hazrati, 1995).

Las complejas conexiones de los ganglios basales se pueden simplificar con base
a circuitos intrinsecos, los cuales estan organizados funcional y estructuralmente,
ademas aparentemente trabajan en paralelo y estan funcionalmente segregados,
relacionando corteza-ganglios basales-talamo-corteza. A la fecha se conocen 5

circuitos principales:

a) Circuito motor, que proyecta a regiones corticales motoras precentrales
talamo, ndcleos ventral lateral pars oralis, ventral anterior pars
parvocellularis y ventral anterior pars magnocellularis.

b) Circuito 6culomotor, que proyecta a regiones corticales visuales frontal y
suplementaria y talamo.

c) Circuito prefrontal, que proyecta a la corteza prefrontal dorsolateral y



talamo.

d) Circuito 6rbitofrontal lateral, que proyecta hacia la corteza oérbitofrontal
lateral y al tAlamo.

e) Circuito limbico, que proyecta a la corteza cingulada anterior, a la corteza
orbitofrontal medial y al tAlamo (Alexander y Crutcher, 1990; Smith et al.,
1998).

El circuito motor se basa en la llamada “via directa” y “via indirecta”, para
procesar, integrar y transmitir (a través de los ganglios basales) el flujo de
informacién proveniente de la corteza cerebral. La via directa se inicia en el
estriado y proyecta directamente hacia los nucleos de salida (GPi-SNr); asi mismo,
del estriado parte otra via (indirecta), en esta se hacen relevos en el GPe y NST,
para finalmente dirigirla hacia los nucleos de salida (Smith et al., 1998). La
integracion dentro del estriado se realiza a través de dos subpoblaciones de
neuronas espinosas de proyeccion (Smith y Bolam, 1990). Ambas subpoblaciones
se caracterizan por el tipo de receptores a neurotransmisores y neuropéptidos que
presentan. De acuerdo a esto, las células de la via directa expresan receptores a
GABA vy receptores a DA del subtipo D; y los neuropéptidos sustancia P vy
dinorfinas; mientras que las neuronas de la via indirecta expresan GABA,

receptores a DA del subtipo D y los neuropéptidos encefalinas (Smith et al., 1998)

Funcionalmente, la activacion de ambas vias produce efectos opuestos, es decir,
al incrementar la actividad de las neuronas de la via directa se inhiben
tonicamente a las neuronas de los nucleos de salida, disminuyendo la inhibicion o
bien se presentan la llamada “desinhibicion” de las neuronas del talamo. Mientras
gue al incrementar la actividad de las neuronas de la via indirecta, se inhibe
tonicamente la actividad del GPe, este decremento conlleva a la desinhibicion de
las neuronas del NST y éstas a su vez incrementan la actividad de los nucleos de
salida, inhibiéndose las neuronas del talamo (Alexander y Crutcher, 1990. Figura
2)



Con base a este modelo se puede tener un mejor panorama de la patofisiologia de
los desordenes de movimiento asociados con la enfermedad de los ganglios
basales. El incremento en la actividad de ambas vias se ha relacionado, primero
con la facilitacién del movimiento (via directa) y con su inhibicion (via indirecta). De
acuerdo a lo anterior se sugiere que la EP es el resultado de un desbalance en la
actividad de ambas vias (DeLong, 1990; Smith et al. 1998).

Es importante sefalar que la DA que llega al estriado al parecer desempefa
funciones diferenciales sobre la actividad de ambas vias, es decir, facilita la
transmision de la via directa y decrementa la actividad de la via indirecta (Gerfen y
Young, 1998). Funcionalmente la DA ejerce sus efectos sobre la actividad motora
a través de 7 subtipos de receptores genéticamente diferentes, los cuales se han
distribuido en dos familias; D; (D, Ds) y D, (D3, D4, Dic, ¥ Dip). Se ha reportado,
gue los neuropéptidos que se localizan en ambas vias se encuentran regulados
diferencialmente por la DA. Cuando aumenta la densidad de receptores D1 (via
directa) se incrementan los niveles de expresion de sustancia P y dinorfinas, asi
mismo cuando aumenta la denervacion de receptores D, (via indirecta), se

incrementa la expresion de encefalinas (Missale et al., 1998).

INTERACCION DE NEUROTRANSMISORES

Los ganglios basales son un grupo de nucleos que trabajan en estricta sinergia
con la corteza cerebral, en donde se relacionan funciones motoras Yy
motivacionales. Estos nucleos contienen una marcada diversidad de sustancias
neuroactivas que estan organizadas en subsistemas funcionales que trabajan de
manera balanceada. Cualquier alteracion de este balance da como resultado
importantes alteraciones, como las que se observan en las enfermedades

neurodegenerativas (Graybiel, 1990; Di Chiara et al. 1994).

Los modelos clasicos sobre la interaccibn entre neurotransmisores parten
principalmente de observaciones clinicas, ya que tanto los agonistas a receptores

dopaminérgicos asi como los antagonistas de los receptores muscarinicos,



inducen algunas mejorias en los sintomas de la EP (Di Chiara y Morelli, 1993).

Evidencias experimentales indican que la DA ejerce efectos inhibitorios sobre la
liberacion de acetilcolina (Wilson, 1998). Asimismo la estimulacion de los
receptores dopaminérgicos, expresados por las interneuronas colinérgicas, inhibe
la liberacion de acetilcolina (Kawaguchi et al., 1995). La administracion de
farmacos agonistas dopaminérgicos como la L-DOPA o la apomorfina inhibe la
liberacion de acetilcolina en el estriado, sin embargo este efecto puede bloquearse
cuando se aplican antagonistas dopaminérgicos (Graybiel, 1990; Wilson, 1998).
De acuerdo a lo anterior, se afirmé que la funcion dopaminérgica depende en
parte de la inhibicion de las neuronas colinérgicas (Di Chiara y Morelli, 1993). Se
ha reportado que los receptores dopaminérgicos D; y D, ejercen efectos
diferenciales (Smith y Bolam, 1990; Gerfen 1992), estableciéndose que la
estimulacion directa de los receptores D; facilita la liberacion de acetilcolina
transinaptica mientras que la estimulacion de los receptores D; la inhibe (Di Chiara
y Morelli, 1993; Di Chiara, 1994).
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FIGURA 2. Modelo esquematico de la anatomia funcional del circuito motor corteza ganglios
basales-talamo-corteza, mostrando las vias paralelas directa e indirecta. Las lineas grises
representan las conexiones glutamatérgicas (GLU) excitatorias, mientras que las lineas negras
muestran las conexiones GABAérgicas inhibitorias. A: circuito normal, en donde la via directa
incluye el Globo pdlido interno (GPi) y la sustancia nigra reticular (SNr), mientras que la via
indirecta incluye el Globo palido externo (GPe) y al Nucleo subtaldmico. La dopamina (DA)
proveniente de la sustancia nigra pars compacta (SNc) ejerce funciones diferenciales sobre las
proyecciones de la via directa e indirecta, mediante la activacién de los receptores dopaminérgicos
D1 y D2 respectivamente. EI GPi/SNr proyectan de regreso hacia la corteza cerebral via Talamo
(TAL), otros de los neurotransmisores involucrados son, encefélicas, (ENC) y sustancia P (SP), B:
Lesion de la via nigroestriatal. El resultado de las alteraciones que se presentan después de la
pérdida dopaminérgica en todo el circuito, esta indicado por el grosor de las flechas. La
hiperactividad glutamatérgica del NST, es la posible causa de los sintomas parkinsénicos, ya que
se incrementa la actividad de la SNry el GPi, y se sobreinhibe el circuito talamocortical. Modificado
de Wichmann y DelLong (1993).



Las proyecciones glutamatérgicas cortico-estriatales, ademéas de las colaterales
del NST y de algunas fibras talamicas, ejercen funciones excitatorias dentro del
estriado estableciendo una interaccién entre las terminales dopaminérgicas,
colinérgicas y glutamatérgicas en las neuronas espinosas medianas (Smith y
Bolam, 1990; Graybiel, 1990; Wilson 1998).

Por otro lado, las neuronas espinosas medianas de proyeccion, que contienen
GABA inhiben la actividad de las neuronas dopaminérgicas de la via nigro-estriatal
gue hacen contacto en dos sitios principales: en los cuerpos celulares y en las
terminales axénicas (Smith y Bolam, 1990). La microinyeccién de antagonistas
GABAérgicos en la sustancia nigra y en el estriado, provoca que se incremente el
recambio de DA. Sin embargo, este efecto es anulado cuando se administra
GABA, es decir se inhibe la liberacion de DA (Bartholini, 1976). Este
neurotransmisor (GABA) tiene una influencia inhibitoria sobre las interneuronas
estriatales (Scatton, 1987).

Como se mencion6 anteriormente, los neuropéptidos se encuentran distribuidos
de manera diferencial en ambas vias (Graybiel, 1990; Gerfen, 1992). Se ha
reportado que la interaccion entre la DA, GABA y encefalinas, estimulan la
actividad motora en la rata (Voorn et al.,. 1987; Reid et al., 1990). Asimismo la
sustancia P, neuroquininas y dinorfinas también estimulan esta actividad (Herrera-
Marschitz et al., 1986). Sin embargo, cuando se administra naloxona (antagonista

de los receptores a opiaceos) esta actividad se suprime (Angulo y McEwen, 1994).

Los opiaceos como las encefalinas inhiben la actividad de las neuronas estriatales
GABAérgicas, por consiguiente se presenta la desinhibicion de las neuronas que
proyectan al globo pélido (Dewar et al., 1987; Austin y Kalivas, 1990). Ademas
esta desinhibicion de las proyecciones GABAérgicas del globo pélido, suprime la
actividad de las neuronas GABAérgicas de la SNr y finalmente el talamo es
desinhibido (Graybiel, 1990; Angulo y McEwen, 1994).

El efecto regulador de la DA sobre el neuropéptido encefalina se ha estudiado a



través de investigaciones realizadas en ratas, donde la DA es depletada
unilateralmente de la SNc con 6-OHDA, junto con estos estudios, se ha reportado
mediante técnicas inmunocitoquimicas, que hay un incremento ipsilateral en los
niveles de ARNm de metionina-encefalina y preproencefalinas (Graybiel, 1990;
Pickel et al., 1992; Wilson, 1998). De acuerdo a estos resultados, la DA ejerce una

inhibicion ténica sobre los neuropéptidos dentro del estriado de ratas.

Funcionalmente, la administracién de sustancia P dentro de la SN, produce
despolarizacion de estas neuronas (Davies y Dray, 1976), estos resultados
sugieren que esta despolarizacion se debe a la liberacién de sustancia P, por lo
gue se propone que las neuronas espinosas, que contienen GABA/sustancia P

modulan la liberacion de DA en la via nigroestriatal (Kawaguchi et al., 1995).

POBLACIONES CELULARES

Estudios celulares con tincion de Nissl revelan la existencia de aproximadamente
111 millones de neuronas en el estriado de humano (Fox et al. 1975), de las
cuales, se describieron diferentes tipos neuronales (Gravenland et al., 1985). Se
estima que el 95% de las neuronas estriatales son neuronas espinosas medianas
y se caracterizan por un cuerpo celular que mide entre 10-20um de diametro.
Ultraestructuralmente presentan un nucleo relativamente grande con pocas
indentaciones y con agregados de cromatina en la membrana nuclear, también
presentan poca cantidad de citoplasma y pocos organelos (Fox et al., 1971).
Ademas presentan de 25 a 30 ramificaciones dendriticas que irradian en todas
direcciones, presentando un radio de 300 a 500pum (Wilson, 1998). Su axdn
colateral se distribuye en la misma area que su arbol dendritico (Wilson y Groves,
1980) (Figura 3A). Se ha reportado otro tipo de neurona espinosa menos comun,
gue tiene como caracteristica una menor densidad de espinas dendriticas, un
soma mas largo y pocas pero largas ramificaciones dendriticas (Bolam et al.,
1981; Graveland et al., 1985)



El 5% restante de la poblacion total del estriado esta formado por varios tipos de
neuronas llamadas interneuronas, su principal caracteristica es la tener un soma
de gran tamafio (mas de 20um) y carecer de espinas en las dendritas (Figura 3B).
Se han identificado entre 7 y 8 tipos de interneuronas con base a su morfologia,
sin embargo sélo se conocen en detalle tres tipos, de acuerdo al tipo de
neurotransmisor y neuromodulador que expresan, y se caracterizan estructural y

funcionalmente como:

1. Interneuronas gigantes colinérgicas que presentan el 2% de la poblacion
total en el estriado (Fox et al., 1971.; DiFiglia et al., 1982; Wilson, 1998).

2. Interneuronas en forma de canasta que contienen GABA/parvoalbumina,
gue son entre el 3-5% del numero total de células, ademas incluyen otro
grupo de interneuronas que contienen GABA/calretinina, sin embargo este
tipo de interneuronas no esta caracterizada con detalle.

3. Interneuronas que contienen somatostatina /0xido nitrico sintetasa, que
representan el 1-2% de la poblacién total (DiFiglia et al., 1982; Wilson 1998)
(Figura 3B).

FIGURA 3. Neurona espinosa mediana que se caracteriza por presentar espinas
dendriticas (A) y una interneurona colinérgica la cual se caracteriza por tener un
soma de gran tamafio (mas de 20um) y por carecer de espinas dendriticas (B).



En especies como ratas, ratones y gatos, las neuronas espinosas medianas de
proyeccion representan el 95% del total de la poblacion neuronal del estriado,
aunque en otras especies este porcentaje varia, como en el mono, en donde estas
neuronas representan el 77% de la poblacién y el resto se considera que esta
constituido por interneuronas (Wilson, 1998).

Una gran variedad de reportes se han enfocado principalmente a describir la
organizacion sinaptica de las neuronas espinosas medianas, ya que son el
principal blanco de las aferencias corticales (Wilson y Groves, 1980; Smith et al.,
1998). Se ha reportado que el soma de las neuronas espinosas medianas y las
porciones iniciales de las dendritas, reciben al menos dos tipos de sinapsis
simétricas, las cuales han sido propuestas como dopaminérgicas (Freud et al.,
1984). Las dendritas distales y proximales reciben sinapsis simétricas Yy
asimeétricas (Gerfen et al., 1990). Las espinas dendriticas se pueden dividir en dos
porciones: la region del cuello de la espina, la cual recibe principalmente sinapsis
simétricas y la region de la cabeza que recibe sinapsis asimétricas generalmente
excitatorias (Mensah, 1980; Smith et al., 1998).

CONSECUENCIAS DE LA DEPLECION DOPAMINERGICA

La denervacion dopaminérgica estriatal provoca un aumento en la densidad de los
receptores D,y disminucion de los receptores D; (Qin et al., 1994), lo cual resulta
en complejas alteraciones en la circuiteria de los ganglios basales (Figura 2B). Se
ha propuesto que las neuronas que contienen los receptores D;, reducen su tasa
de disparo, lo que trae como consecuencia una reduccion en la inhibicion de las
neuronas de la SNr/Gpi; mientras que las neuronas que contienen receptores D, y
gue proyectan al GPe producen hiperactividad glutamatérgica del NST, afectando
a las neuronas de la SNr y GPi que proyectan al talamo y son GABAérgicas es
decir inhibitorias, de tal forma que se sobreinhibe el circuito talamocortical
(DeLong, 1990), dicha reduccion en la actividad talamocortical ha sido evidenciada
por estudios de tomografia por emisién de positrones (PET) en pacientes con EP

(Playford et al., 1992), por lo que se piensa que esta sobreinhibicion es la causa



del temblor, la rigidez y la bradicinesia se observa en los pacientes (DelLong,
1990).

Rodriguez y cols. (1998) proponen la hipotesis de que la hiperactividad
glutamatérgica del NST a través de la conexion hacia la SNc puede tener
influencia excitotoxica en las neuronas dopaminérgicas sobrevivientes y provocar
la progresion continua de la EP. Asimismo, en registros de neuronas espinosas de
proyeccion se muestra que la deplecién dopaminérgica provoca incremento en la
liberacion de glutamato y alteracion de la sensibilidad de los receptores
postsinapticos a diferentes neurotransmisores (Calabrasi et al., 1993).

Se ha observado que en modelos experimentales de la EP la pérdida de neuronas
dopaminérgicas resulta en la alteracion de la expresion del RNAm de algunos
neuropéptidos y neurotransmisores como por ejemplo el del GABA (Wang et al.,
2007).

A nivel ultraestructural con la deplecion de DA, se observa incremento en el
tamafo de los botones presinapticos, aumento en el numero de sinapsis
perforadas asi como cambios en los blancos postsinapticos (Colin-Barenque,
1994; Avila-Costa, 1996; 1998; Avila-Costa et al, 2005). Meshul y cols. (2000)
lesionaron unilateralmente en 3 diferentes sitios, la SNc, la corteza prefrontal y la
combinacion de la SNc/corteza prefrontal y reportan que en los tres grupos se
presentd un incremento en la media del porcentaje de sinapsis asimétricas

asociadas a sinapsis perforadas.

MODELOS EXPERIMENTALES.

Los estudios en animales experimentales son de gran ayuda para dilucidar los
mecanismos basicos que regulan la funcion neuronal a nivel celular, molecular y
conductual. La finalidad de generar estos modelos es recrear algunos de los
eventos que suceden en las enfermedades neurodegenerativas y probar nuevas

estrategias terapéuticas. El objetivo de los compuestos quimicos usados en los



modelos de la EP es el de interrumpir la via dopaminérgica nigroestriatal e imitar la
deficiencia de DA observada en los pacientes con esta enfermedad (Flint, 2001,
Bertabet et al., 2002)

RESERPINA

La reserpina es un alcaloide aislado de la planta Rauwolfia (Alamo et al., 2004).
Se ha observado que la administracion sistémica de la reserpina produce
deplecion de las terminales dopaminérgicas en el estriado e induce un estado de
hipocinesia en roedores. La principal desventaja de este modelo es que la
reserpina induce cambios que son temporales y cuando se inyecta en el estriado
no induce cambios morfologicos en las células dopaminérgicas de la SNc. Sin
embargo este modelo es empleado para investigar el efecto terapéutico del
reemplazo dopaminérgico estriatal, incluyendo la L-DOPA y agonistas
dopaminérgicos (Betarbet et al., 2002).

MPTP

Después de la inyeccion de El 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) se
observan sintomas clinicos similares a los de la EP en humanos. El MPTP es
altamente liposoluble por lo que facilmente puede cruzar la barrera
hematoencefélica, posteriormente es metabolizado por los astrositos y el MPTP es
convertido al ion MPP™, por la enzima MAO-B el cual es reconocido y tomado por
el sistema de recaptura de DA de alta afinidad de las neuronas dopaminérgicas. El
MPP™ puede actuar inhibiendo el complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial

y de ese modo provocar estrés oxidativo (Betarbet et al., 2002).

El MPTP se administra principalmente en forma sistémica, pero también se
administra por diferentes vias, incluyendo via oral, intracerebral y subcutanea
(Betarbet et al., 2002; Emborg, 2004). Se reporta que existe diferente
susceptibilidad a la neurotoxina entre especies, ya que el ratdn es mas susceptible
que la rata, incluso diferentes cepas de ratones pueden mostrar distinta

sensibilidad. Los animales mas utilizados para este modelo son el ratén y el mono,



ya que las ratas son insensibles al MPTP y la mayoria de los estudios en ratas

involucran la inyeccion intracerebral de la toxina.

Lotharius y cols. (1999) reportan que el MPP produce bloqueo parcial del complejo
| de la cadena respiratoria mitocondrial y se observa que a bajas y altas dosis no
hay cambio ultraestructural en la mitocondria de células del estriado. Por otra parte
se ha reportado que animales tratados con esta toxina presentan recuperacion
tanto de la conducta asi como de la bioquimica del efecto producido por el MPTP.
Sin embargo, estudios realizados a nivel de microscopia electrénica muestran
deterioro de las células de la SNc de animales tratados con esta neurotoxina,
manifestada por encogimiento, acumulo de cromatina, vacuolizacion, dilatacion de
cisternas del aparato de Golgi, inclusiones citoplasmaticas, edema mitocondrial, e
inclusiones densas en las mitocondrias. En el estriado se encontré degeneracion
axonal evidenciado por separacion de la mielina, disgregacion o interrupcion de
microtubulos, neurofilamentos y edema de las terminales axdnicas (Cochiolo et
al., 2000; Emborg, 2004).

Este modelo es frecuentemente utilizado para el estudio de mecanismos en la
patogénesis de la EP, por ejemplo este modelo sugiere el papel de la disfuncion
mitocondrial y la exposicion ambiental a toxinas en la patogénesis de la EP
(Bertabet et al., 2002).

PARAQUAT

La exposicion al herbicida 1,1"-dimetil-4.4"-bipiridina o paraquat (PQ), que es uno
de los quimicos empleados en la agricultura, ha sido utilizada para generar un
modelo de la EP. ElI PQ puede cruzar la barrera hematoencefélica, y cuando se
inyecta sistémicamente en ratones produce un decremento dosis-dependiente de
las células dopaminérgicas de la SNc y de la inervacion estriatal, seguido por
disminucién en los movimientos ambulatorios. EI mecanismo de acciéon del PQ
involucra estrés oxidativo y tiene una estructura muy similar al MPP+, por lo que

puede ejercer un efecto toxico por via de la inhibicion de la cadena respiratoria



mitocondrial. EI modelo de PQ soporta la teoria de que la toxinas ambientales y
pesticidas pueden jugar un papel muy importante en la patogénesis de la EP
(Bertabet et al., 2002).

ROTENONA

Es un componente natural derivado de las raices de cierta especie de plantas, la
cual es comunmente utilizada como un insecticida de vegetales, y también se
utiliza para matar poblaciones de peces en los lagos y los depdésitos. La rotenona
es un inhibidor especifico del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial
(Dawson y Dawson, 2003) y causa una degeneracion selectiva de de las neuronas
dopaminérgicas, por lo que es utlizado para reproducir varias de las
caracteristicas de la EP. Debido a que la rotenona es extremadamente
hidrofobico, es capaz de cruzar las membranas biolégicas facilmente, y por lo
tanto no depende del transportador de la DA para el acceso al citoplasma de las
células (Diaz et al., 2004). El mecanismo por el cual produce la muerte de las
neuronas dopaminérgicas no es completamente entendido, pero se ha sugerido la
hipétesis de la produccion de especies reactivas de oxigeno. Se reporta que la
exposicion croénica a rotenona puede causar la acumulacién de inclusiones
citoplasmaticas que contienen ubiquitina y a-sinucleina (Bertabet et al., 2000). La
desventaja de este modelo esta en base a la susceptibilidad de los animales, ya

gue unos animales muestran lesion y otros no (Bertabet et al., 2002).

6-OHDA

La 6-Hidroxidopamina (2,4,5-trihidroxifeniletilamina; 6-OHDA) es un anélogo
hidroxilado de la DA (Blum et al.,, 2001) usada extensamente para generar un
modelo animal de EP; fue el primer componente descubierto para inducir la muerte
selectiva de las neuronas dopaminérgicas (Ungerstedt, 1968). Cuando se
administra in vivo la toxina causa condiciones Parkinsonicas por decremento en
los niveles de DA y de la actividad de la Tirosina Hidroxilasa (TH) dafiando la
recaptura de DA y causando la muerte de las neuronas dopaminérgicas

(Lotharius, et al., 1999), se ha reportado que también produce catalepsia e



hipoactividad (Srinivasan y Schmidt, 2004).

Este modelo se ha estudiado en muchas especies animales incluyendo ratones,
ratas, gatos, perros y primates no humanos. La rata es la especie mas usada
debido a la capacidad de réplica y a la estabilidad del modelo (Emborg, 2004).

La 6-OHDA no puede cruzar la barrera hematoencefalica, por lo que se debe
administrar intracerebralmente para ejercer sus efectos toxicos. Se estima que la
vida media de la 6-OHDA en condiciones fisiologicas es de 38 minutos
(Tirmenstein et al., 2005). Generalmente la lesién es unilateral y la inyeccion se
puede hacer en el haz medial, en la SN o en el estriado. Dependiendo del sitio de
la inyeccion, el numero de inyecciones y la cantidad de neurotoxina, el animal
presenta diferente grado de progresion de la enfermedad, la eleccion de uno u otro
sitio de la aplicacion depende del objetivo del experimento (Emborg, 2004).

La inyeccion en el haz medial del cerebro anterior induce la pérdida de las células
dopaminérgicas en aproximadamente el 85-90% en la SNc, llevando a la
deaferentacion del nucleo estriado, nucleo accumbens y corteza prefrontal (Dowd
y Dunnett 2005); en comparacion con otros sitios donde se induce pérdida celular
de aproximadamente el 70% (Emborg, 2004). La degeneracion ocurre dentro de
las 24 horas después de la administracion de la 6-OHDA, y la deplecion de DA
estriatal se puede apreciar 2 60 3 dias después de la inyeccién (Bertabet et al.,
2002).

La 6-OHDA es incorporada a la neurona por el sistema de recaptura de DA de alta
afinidad, actua inhibiendo el complejo | y IV de la cadena respiratoria mitocondrial,
de este modo reduce la generacién de ATP (Glinka et al., 1998; Lotharius, et al.,
1999) ademas causa la produccion de ROS, O, OH® y .H,O,, induciendo
subsecuentemente la degeneracion de las terminales axénicas y de los cuerpos
celulares (Otero-Siliceo, 1996). Andrew y cols (1993) detectaron la presencia de 6-
OHDA enddgena en muestras de orina de pacientes con EP, sugiriendo que este

componente puede estar involucrado en la patogénesis de la enfermedad



(Tirmenstein et al., 2005).

Por lo anterior el modelo de la 6-OHDA es ampliamente utilizado para imitar
aspectos selectivos de este trastorno, asi como para evaluar la eficacia del
transplante de células, factores neurotréficos y componentes que promueven la
supervivencia de las células dopaminérgicas de la SNc en la EP. La desventaja de
este modelo es que no se ha detectado la formacién de las inclusiones
citoplasmaticas caracteristicas de la EP (cuerpos de Lewy); generalmente se
emplea unilateralmente ya que si se lleva a cabo de forma bilateral produce
adipsia y afagia y en consecuencia la muerte (Bertabet et al., 2002).

Después de la lesion unilateral en el haz medial del cerebro anterior o bien en la
SNc con la 6-OHDA, el animal presenta giro espontaneo ipsilateral y disminuye su
conducta exploratoria espontanea (Ungerstedt, 1971%). La conducta de giro puede
ser provocada con la administracion de algunas sustancias que activan los
sistemas dopaminérgicos (Ungerstedt y Arbuthnott, 1970; Ungerstedt, 1971°).

Una de las drogas que han sido empleadas para inducir la conducta de giro es la
apomorfina (agonista dopaminérgico), la cual actia sobre las terminales
postsinapticas produciendo una mayor actividad motora en el lado ipsilateral a la
lesién por lo tanto el animal gira hacia el lado que tiene menos DA (Miller y
Beninger, 1991). De acuerdo a esto, si a un animal depletado de DA
unilateralmente se le administra apomorfina y se registran 200 giros 6 mas durante
30 minutos, se puede afirmar que la denervacién de DA estriatal es de un 95% o
més (Ungerstedt, 1971°).

TRATAMIENTOS

El tratamiento de la enfermedad de Parkinson sigue siendo un problema de dificil
solucion. Desde que se demostro que la enfermedad se debia a una deficiencia en
el suministro de DA, se han establecido diversos tratamientos farmacoldgicos con
el objeto de minimizar los sintomas de esta enfermedad y mejorar la funcién de las

estructuras involucradas, (Kienzl et al., 1999). En las Ultimas décadas se han



producido grandes avances en el conocimiento de las bases neuroquimicas y
anatomofuncionales de la EP, lo que se ha traducido en el desarrollo de
tratamientos farmacoldgicos y quirtrgicos con eficacia sintomatica. Sin embargo,
hasta el momento, ningun tratamiento ha demostrado de forma fehaciente la
capacidad para modificar la evolucion del proceso degenerativo (Minguez y
Escamilla 2005%)

AGONISTAS DOPAMINERGICOS

La caracteristica de los agonistas dopaminérgicos es que su accién farmacoldgica
deriva de su capacidad de activar receptores dopaminérgicos (Martinez et al.,
1998). Se ha mostrado que los agonistas a receptores D1, los cuales estimulan la
adenilato ciclasa, no son adecuados terapéuticamente debido a que es mas
probable desarrollar disquinesias que con los agonistas de los receptores D2. En
contraste los agonistas a receptores D2, los cuales inhiben la adenilato ciclas son
drogas antiparkinsonicas mas eficaces. Por lo que en general, el uso de la mezcla
de agonistas a receptores dopaminérgicos D1 y D2 proporciona un mejor control
de los sintomas de la EP (Biagio y Bernardi 2005). Entre los agonistas mas

empleados en la terapéutica de la EP se encuentran:

L-DOPA

L-DOPA (Levo-dihidroxifenilalanina) se forma a partir del aminoacido L-tiroxiona
como uno de los pasos intermedios en la sintesis de catecolaminas (Otero-Siliceo,
1996), basicamente ocurren dos reacciones: la primer reaccion es catalizada por
la enzima TH (-enzima limitante de la sintesis de la DA- Nagatsu y Udenfriend,
1964; Levitt et al., 1965) la cual convierte a la tirosina a L-3,4-dihydroxyfenilalanina
(Bahena et al.,, 2000). El siguiente paso de esta transformacion es la
descarboxilacion de la DOPA, catabolizada por la enzima descarboxilasa de L-

amino &cidos aromaticos (AADC) produciendo DA (Figura 4) (Vallone et al., 2000).

Histéricamente, el uso de la L-DOPA en la EP comienza en 1961, cuando

Birkmayer y Hornykiewicz describieron el uso de pequefias dosis por via



intravenosa, posteriormente en 1967 Cotzias report6 la utilidad de este farmaco
por via oral en dosis de 4y 8 g al dia (Juri y Chana, 2006).

Es indudable que el uso de este farmaco vino a revolucionar y mejorar la calidad
de vida de los pacientes, permitiéndoles realizar sus actividades cotidianas
(Barbeau, 1981), por lo que hasta el momento la L-DOPA es el farmaco
sintomético méas efectivo en el tratamiento de la EP (Biagio y Bernardi, 2005). El
mecanismo de accién no se conoce completamente, aunque su efecto parece
derivar principalmente de su capacidad de elevar los niveles de DA en el estriado
(Obeso et al., 2000% Picconi et al., 2004).

La DA no atraviesa la barrera hematoencenfalica, (BHE), por lo que se recurre al
aminoacido precursor inmediato, la L-DOPA, que si logra atravesar la BHE
utilizando un transportador propio de los aminoacidos aromaticos (Diaz et al.
1998). La L-DOPA se absorbe bien en el intestino delgado, pero se inactiva en una
gran proporcion (aproximadamente al 95%) por la MAO periférica y da lugar a la
aparicion de efectos secundarios como vomito y taquicardia. Una minima parte de
la dosis (5 0 10%) alcanza la circulacion cerebral; por lo que con el fin de evitar
esta transformacion periférica, la L-DOPA suele administrarse asociada a un
inhibidor de la descarboxilasa, incapaz de atravesar la BHE, como la carbidopa o
la benzeracida y de esta manera se prolongan sus niveles plasmaticos y
cerebrales. (Nombela et al. 2002; Segura et al. 2003; Garcia-Minet et al., 2003).

En la mayoria de los pacientes la administracion cronica de la L-DOPA esta
asociada con una serie de complicaciones, por ejemplo problemas
neuropsiquiatricos, que son desarrollados en un 40% de los pacientes,
alucinaciones, delirios, y demencia desarrollada en un 30% de los pacientes
(Obeso et al., 2000°; Molloy et al., 2006), debido a que se ha discutido que la L-
DOPA puede entrar a las neuronas dopaminérgicas de la via mesolimbica, la cual

puede resultar en sintomas psicéticos (Radad et al., 2005).
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FIGURA 4. Sintesis de Dopamina

Las fluctuaciones motoras que se presentan con el tratamiento prolongado con L-
DOPA, son fenomenos dificiles de entender, dichas fluctuaciones motoras y
fendbmenos secundarios, como las discinesias (Yamamoto et al., 2006) se
presentan rara vez en los primeros meses de tratamiento, excepto en algunos
pacientes afectados severamente; se reporta que las discinesias se desarrollan en
un 60-80% de los pacientes, (Blanchet, 1999; Linazasoro 2005).



Se ha observado que después de aproximadamente 10 afos, el tratamiento con L-
DOPA en pacientes Parkinsonicos deja de ser efectivo (Wooten, 1990; Biagio y
Bernardi, 2005).

Los trastornos secundarios que se presentan después de un largo periodo de
aplicacion crénica de L-DOPA son:

a) "Pérdida del efecto al final de la dosis” (wearing-off), es decir cuando una
dosis de L-DOPA no es suficiente para mejorar los sintomas de la
enfermedad antes del tiempo indicado para la siguiente dosis. Este
fendmeno se presenta después de 3 6 5 aflos del uso continuo de L-DOPA.

b) Estado “efectivo-inefectivo” (on-off), Complicacion que se presenta después
de tiempo indefinido e impredecible, y consiste en periodos de buena
respuesta a la L-DOPA y periodos de poca respuesta a este farmaco
(Samadi et al., 2006).

Se ha sugerido que estos transtornos representan alteraciones farmacocinéticas, o
gue el efecto farmacodindmico de la L-DOPA altera la sensibilidad de los
receptores dopaminérgicos por su prolongada estimulacion o por los cambios
patolégicos progresivos de la enfermedad (Otero-Siliceo, 1996). Asimismo se ha
reportado que la administracion a largo plazo puede acelerar la degeneracion de
las neuronas dopaminérgicas, debido a que este farmaco incrementa la
produccion de radicales libres provocando en las células estrés oxidativo e

induciendo su muerte (Jenner, 1995; Wolters et al., 1995).

APOMORFINA

La apomorfina es un agonista dopaminérgico de los receptores D1 y D,, (Obeso et
al; 2000°) con una actividad terapéutica maxima entre los 30 y 60 minutos
después de la inyeccion (Giménez y Garcia 2002), se puede administrar por via
subcutanea, intranasal, sublingual y rectal. Se ha reportado que la inyeccion
intermitente de apomorfina por via subcutdnea es utililizada para controlar los

periodos de fluctuaciones off, inducidos por la L-DOPA, dicha utilidad se mantiene



durante 5 afos de tratamiento en muchos pacientes (Molina et al., 1999; Radad et
al., 2005). Pero por otra parte, se ha reportado que la administracion intermitente
de apomorfina por via subcutédnea, puede causar problemas adversos como
inflamacion de la piel, que se caracteriza por la formacion de nédulos dolorosos en
la grasa del tejido subcutdneo (Paniculitis). La administracion via intranasal
conlleva a problemas locales como costras y obstruccion nasal; la administracién
via sublingual tarda mas tiempo en iniciar su efecto (20-40 min de latencia), lo que
representa un inconveniente de cierta importancia; y la administracion via rectal,
ya sea en supositorios o enema es dificil de manejar por los propios pacientes.
Ademas, existe una gran variabilidad personal en la respuesta, posiblemente

relacionada con la variable irrigacion anatomica del recto.

Posteriormente se insistio en el uso de la L-DOPA coadministrando N-
propilnorapomorfina, la cual permitia su administracion por via oral, la mitad de los
pacientes tratados sufrieron trastornos psiquiatricos y en muchos pacientes se
reprodujeron los mismos patrones de fluctuaciones y de discinesias que ya habian
experimentado previamente bajo el tratamiento con L-DOPA (Giménez y Garcia
2002).

BROMOCRIPTINA

La 2-bromo-a—ergocryptina es un derivado del &cido lisérgico y en 1974 fue
propuesto como el primer agonista dopaminérgico para la terapia en la EP
(Ramaker et al. 2000). Al parecer la bromocriptina es utilizada en las etapas
iniciales de la EP ya que retarda las complicaciones motoras inducidas por la
administracion a largo plazo de la L-DOPA (Ramaker et al., 2000; Segura et al.,
2003). Sin embargo, reportes clinicos han mencionado que la Bromocriptina
induce algunos efectos colaterales como nauseas, vomito (Ramarker et al., 2000),
cuadros de confusion y alucinaciones los cuales son frecuentes, y con el pasar del

tiempo se produce una aparente disminucion del beneficio (Molina et al., 1999).



Un estudio realizado por Avila-Costa y cols. (2005"), reporta que en el modelo
animal de la enfermedad de Parkinson producido con 6-OHDA, el tratamiento con
bromocriptina atento el efecto neurotdxico reduciendo el edema de los botones
presinépticos y la pérdida de espinas dendriticas en el nucleo estriado de rata,
asimismo protege a las neuronas dopaminérgicas de la SNc (Ordofez, 2004). Se
ha propuesto que el efecto neuroprotector de la bromocriptina puede deberse a
sus caracteristicas antioxidantes y como atrapador de radicales libres (Radad et
al., 2005).

ROPINIROL

El ropinirol es un indol no ergoético que se asemeja a la DA y presenta una afinidad
selectiva por receptores dopaminérgicos D2, y nula o escasa actividad sobre los
receptores D1. El ropinirol se ha analizado en multiples estudios clinicos, tanto
como monoterapia como administrada en combinacion con L-DOPA; estos
trabajos avalan su eficacia y buena tolerancia, hasta el punto de que muchos
pacientes en estadios iniciales de la EP pueden tratarse satisfactoriamente
durante cinco afos, o bien suplementando con L-DOPA reduce el riesgo de
aparicion de discinesias y consigue mantener al paciente en buena situacion
funcional. El ropinirol habitualmente se tolera bien, aunque con su administracion
pueden presentarse efectos adversos, como nauseas, hipotensién, somnolencia,
incremento de las discinesias, confusion y alucinaciones (-sintomas muy parecidos

al tratamiento con farmacos dopaminérgicos-Vivancos, 2006).

ANTICOLINERGICOS

Actualmente esta claro que la liberacion de acetilcolina se encuentra sujeta a un
control inhibitorio continuo de la DA, mediante su accion sobre los receptores del
tipo D2 presentes en las interneuronas colinérgicas, por tal motivo, la pérdida de la
inervaciéon dopaminérgica da como resultado un aumento en la liberacion de
acetilcolina y por tanto, un exceso de estimulacion de los receptores muscarinicos
del estriado, sugiriendo un papel importante de la acetilcolina en los sintomas, por

lo que se ha propuesto que la eficacia de los anticolinérgicos en la enfermedad de



Parkinson se debe a una atenuacion de la hiperactividad colinérgica mediante el
bloqueo de los receptores muscarinicos del estriado (Beker y Joynt, 1990;
Gongora et al., 2005). Los antagonistas muscarinicos son farmacos usados como
adyuvantes para reducir algunas deficiencias motoras en los estadios iniciales de
la EP. El trihexifenidilo, la benzotropina y el biperideno son algunos de los que se
usan en la actualidad (Otero-Silicio et al., 1996). Todos estos farmacos bloquean a
los receptores colinérgicos muscarinicos, por lo que probablemente actlan
corrigiendo el exceso de neurotransmision colinérgica estriatal originado por la
deficiencia dopaminérgica (Goéngora et al., 2005). Por si solos los anticolinérgicos
son moderadamente efectivos para aliviar la bradicinesia y la rigidez, pero raras
veces son eficaces para corregir la inestabilidad postural. Sin embargo, cuando se
usan en combinacion con L-DOPA, son bastante efectivos para suprimir el temblor

en reposo (Gongora et al., 2005).

Dada su moderada accion antiparkinsoniana, su uso ha quedado relegado para el
tratamiento de los sintomas leves de las etapas iniciales de la EP o como
coadyuvante de la L-DOPA o los agonistas dopaminérgicos. Las dosis suelen
incrementarse gradualmente hasta llegar a la mejoria maxima o probablemente
hasta la aparicion de efectos secundarios, que incluyen sequedad bucal, retencion
urinaria, vision borrosa y constipacion. De manera notable, el bloqueo de los
receptores muscarinicos del sistema nervioso central (SNC) produce confusion
mental, amnesia y alteraciones cognoscitivas. A pesar de todo, los farmacos
anticolinérgicos siguen siendo muy Utiles para los pacientes con sintomas minimos

0 que no toleran la L-DOPA por sus efectos adversos (Géngora et al., 2005).

INHIBIDORES DE LA MONOAMINA OXIDASA

La Selegilina (L-deprenilo) es un inhibidor de la enzima mono-amino-oxidasa tipo
B (MAO-B), isoenzima que actia sobre la DA. La enzima oxida el grupo propinil de
la selegilina dando lugar a un derivado intermediario que a su vez, inactiva a la
MAO-B, de este modo, la selegilina eleva la concentracion cerebral de DA sin

afectar otras monoaminas. Es utilizada desde hace tiempo como coadyuvante de



la levodopaterapia para reducir los efectos wearing-off de aparicion temprana,
pero es ineficaz en las fluctuaciones on-off de las fases avanzadas de la EP. En la
actualidad se piensa que el principal efecto de la selegilina es sintomético y no
neuroprotector (Martinez et al., 1998; Stocchi y Olanow, 2003).

POTENCIADORES DE LA LIBERACION DE DA

La amantadina es un antiviral (para el virus de la influenza A2) cuyo mecanismo
de accion no es totalmente conocido. Se ha demostrado que actla sobre la
liberacion de DA. A esto se suma su accion antagonista sobre los receptores
glutamatérgicos tipo NMDA (Segura et al., 2003), bloqueando la neurotransmision
glutamatérgica desde el nucleo subtalamico al globo palido, lo que podria explicar
su accion antiparkinsénica y neuroprotectora. Tiene una eficacia clinica ligera,
mejorando de forma transitoria (tolerancia a los dos-tres meses) la acinesia, la
rigidez y el temblor, aunque hay pacientes en los que la duracion del efecto
perdura. Las reacciones adversas mas frecuentes, son el edema y la livedo
reticularis (enfermedad vascular inflamatoria constituida por tlceras dolorosas) en
pies y manos, aunque en caso de acumulacion puede provocar confusion,

alucinaciones, psicosis y convulsiones (Martinez et al., 1998).

FACTORES NEUROTROFICOS

Los factores troficos son moléculas, generalmente proteinas, producidas por
diferentes tipos celulares, que regulan la biologia celular. Los que actuan sobre el
sistema nervioso se denominan factores neurotréficos y entre otras funciones
regulan la diferenciacion y mantenimiento del fenotipo neuronal y la
sinaptogénesis. Ademas, protegen a las neuronas de determinadas situaciones
patolégicas como la muerte por apoptosis y la accion de diferentes téxicos. De
todos los factores tréficos el GDNF (Factor Neurotréficos Derivado de Células
Gliales) parece ejercer una accion tréfica mas potente sobre las neuronas

dopaminérgicas.



En un estudio se investigd los efectos de la infusiébn continua de GDNF en el
putamen en cinco pacientes con EP (un paciente unilateral y cuatro bilateral)
seguidos durante un afo. Los resultados mostraron que en la escala UPDRS llI
(Unified Parkinson Disease Rating Scale) mejoré un 24% a los tres meses y un
39% al afio, también mejoraron significativamente la puntuacion media en la
subescala Il de actividades cotidianas, y en la escala de discinesias. Mientras que
en un estudio clinico en donde se reclutaron 40 pacientes con EP avanzada entre
los afios de 1996 y 1999, se les administré intraventriculamente GDNF
mensualmente a diferentes dosis durante un periodo de 6-8 meses, Yy
posteriormente se continud el estudio en 16 pacientes durante 20 meses. Los
resultados fueron negativos, y no se ha documentado mejoria clinica en la escala
UPDRS con ninguna de las dosis utilizadas. Los efectos adversos fueron anorexia,
nauseas, pérdida de peso, e hiponatremia (bajas concentraciones plasmaticas de

sodio) (Minguez y Escamilla 2005P)

TERAPIA GENICA

Consiste en el tratamiento cerebral directo con vectores que expresen
determinados genes de interés terapéutico. Estos vectores pueden ser virales
(adenovirus, virus adenoasociados, virus del herpes simple o lentivirus) 0 no
virales (liposomas, ADN desnudo o complejos ADN-proteinas). Mediante la
inyeccion intraestriatal de virus atenuados se ha conseguido una adecuada
transferencia génica en modelos animales de EP. Por este medio se ha logrado
incrementar la expresion estriatal de TH en ratas hemiparkinsonianas, con mejoria
del déficit neuroquimico y motor. Mediante terapia génica in vivo también se ha
planteado modificar la hiperactividad del ndcleo subtalamico (NST), aspecto
crucial en la fisiopatologia de la EP. En ratas hemiparkinsonianas, la inyeccién de
virus que expresan decarboxilasa del acido glutamico (GAD) en el NST se
acompafia de mejoria motora, supuestamente mediada por el incremento del
neurotransmisor inhibidor acido y-aminobutirico (GABA). Se ha propuesto un
ensayo clinico en el que este tratamiento se podria llevar a cabo en pacientes con

avanzada EP candidatos a estimulacién cerebral profunda del NST. Una de las



desventajas de esta terapia es que la inyeccion del vector sélo conseguiria
distribuir el gen en una zona muy limitada, con efectos clinicos posiblemente
insuficientes. Por otro lado, se precisaria cirugia craneal, y se afiadirian los
problemas relacionados con la bioseguridad de los vectores virales (Minguez y
Escamilla, 2005").

ANTIOXIDANTES

Como se menciond anteriormente se ha considerado que el estrés oxidativo
desempefia un papel significativo en la neurodegeneracién que ocurre en la EP,
por lo que se han propuesto estrategias terapéuticas basadas en farmacos con

propiedades antioxidantes por ejemplo:

VITAMINA E

La vitamina E es una sustancia liposoluble capaz de cruzar la barrera
hemotoencefélica, tiene actividad de a—, p—, y— d-tocoferol y a—, B—, y-tocotrienol.
Dicha vitamina tiene propiedades antioxidantes, y se ha reportado que su principal
funcidn es proteger la integridad de la membrana por inhibicion de la peroxidacion
de lipidos ocasionada por el estrés oxidativo. Se ha estudiado el papel de la
vitamina E en la EP tanto en pacientes como en modelos experimentales
(Chandan et al., 2004).

Factor y cols. (1990) reportan que pacientes con EP tratados con vitamina E
mostraron disminucion de los sintomas motores en comparacion con los que no
recibieron el tratamiento, asimismo, Adler y cols. (1993) realizaron un estudio
referente a las disquinesias en pacientes con EP, los cuales fueron tratados con
vitamina E (1600 IU/dia) durante un periodo de 8-12 dias, y observaron una
recuperacion significativa en comparacion con los pacientes que recibieron
placebo. En un modelo de EP producido con MPTP, los ratones fueron pre-
tratados con altas dosis de vitamina E (2350 mg/kg) 48 horas antes y 72 horas
después de la administracién de la toxina, resultando en una proteccién parcial de

la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SN, algo similar se observé al



emplear la neurotoxina 6-OHDA (Marc y Jin, 2003).

Sin embargo, existen estudios contradictorios donde se ha reportado que
pacientes que fueron tratados con vitamina E, no presentaron ninguna mejoria de
los sintomas motores en comparacion con los que recibieron tratamiento placebo
(Fariss y Zhang, 2003; Chandan et al., 2004).

CO-ENZIMA Q

La Co-enzima Q es un co-factor de la cadena respiratoria (captador de electrones
del complejo | y Il) que posee propiedades antioxidantes, se ha reportado que esta
enzima se encuentra en bajas concentraciones en los pacientes con EP
(Agostinho et al., 2003). En una revision realizada por Cardoso y cols. (2005),
mencionan un beneficio significativo sintomatico y mayor recuperacion en
pacientes con EP a los que se les administré 360 mg CoQ10 en comparacion con

aquellos pacientes que solo recibieron placebo.

Sin embargo, existen estudios contradictorios donde se ha observado que en
ratones con deplecion dopaminérgica inducida con la toxina MPTP y tratados con
CoQ10, presentaron baja proteccion con respecto a la concentraciéon de DA en el
nucleo estriado. En un estudio piloto realizado con pacientes con EP y tratados
con CoQ10, no se encontraron cambios significativos en la escala UPDRS en
comparacion con los pacientes que recibieron placebo (Galpern y Cudkowicz,
2007).

Finalmente, la Melatonina que actualmente no se utiliza en el tratamiento de la EP,
pero se ha propuesto ampliamente como estrategia terapéutica debido a las

caracteristicas que a continuacion se mencionan.

MELATONINA
A finales de la década de los cincuenta, se aisld y se identifico por primera vez una

hormona secretada por la glandula pineal a la que se le dio el nombre de



Melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) (Reiter et al., 1997), y se observé que los
niveles aumentan en la noche y disminuyen durante el dia. La Melatonina actua
como un mensajero quimico de transduccién de informacion de fotoperiodos en el
cerebro, también como mediador de ritmos reproductivos, circanuales, ritmo
circadiano, hibernacion (Vanecek 1998), suefio-vigilia y temperatura (Reiter et al.,
2003; Boutin et al., 2005).

La sintesis de Melatonina ocurre a partir de las moléculas del triptéfano en la
glandula pineal la cual estd compuesta por dos tipos de células: las células
neurogliales y los pinealocitos, que predominan en niamero y que producen dos
tipos de sustancias: las indolaminas (entre las que se encuentra la Melatonina) y

los péptidos (algunos de ellos, como la arginina).

De forma clasica conocemos que la oscuridad estimula la sintesis y aumenta los

niveles de Melatonina, mientras que la luz inhibe este proceso (Campos, 2002).

Cuando una estimulacion fotica llega a la retina se produce la activacion de las
células ganglionares de la retina y se generan impulsos nerviosos, (dichos
impulsos son transmitidos en la oscuridad) (Pifiol et al., 2006) los cuales proyectan
al nucleo supraquiasmatico (SCN) del hipotalamo siendo este el encargado de

transmitir la informacion al pinealocito.

Se ha establecido que el estimulo primario para que se produzca el incremento de
Melatonina durante la noche, en la mayoria de los mamiferos, es la liberacion de
norepinefrina (NE) de las terminales de los nervios simpaticos postganglionares
gue se conectan con la glandula pineal. La NE liberada interactia con los
receptores a y B de la membrana de los pinealocitos produciendo la activacién de
la adenilato ciclasa (AC), lo que se traduce en el incremento de los niveles de
adenosina 3" 5 monofosfato ciclico (AMPc) que promueve la induccién y
activacion de la sintesis proteica de N-acetil transferasa (NAT), el cual constituye

el paso limitante en la sintesis de Melatonina. También se ha descrito que los



pinealocitos poseen receptores para péptido intestinal vasoactivo (P1V), los cuales
son similares a los receptores B del pinealocito. ElI PIV al parecer proviene del
ganglio parasimpético pterigopalatino y tiene la capacidad de incrementar la
actividad de la NAT por elevacion del AMPc. La NAT convierte a la serotonina
sintetizada del triptofano a N-acetil serotonina, la cual es subsecuentemente O-
metilada por accién de la hidroxiindol-O-metiltransferasa (HIOMT) a N-Acetil-
5metoxitriptamina comdnmente conocida como Melatonina (Oviedo y Camejo,
2001).

Debido a que la Melatonina es lipofilica, puede pasar por difusion pasiva de los
pinealocitos a los ventriculos y capilares; la Melatonina puede entonces actuar en

sus respectivos receptores (Figura 5) (Moller and Baeres 2002).

Hasta el momento se han identificado tres tipos de receptores a Melatonina
acoplados a proteinas G, el MT1 (Mel 15) y MT2 (Mel 1p) estan acoplados a
membranas (Ledn, 2004; Weil et al 2006), mientras que los receptores MT3 han
mostrado que representan una enzima quinona reductasa 2, la cual puede
participar en la proteccion antioxidante a través de la eliminacion de quinones

prooxidantes (Srinivasan et al; 2006)

También se observé que en vertebrados la Melatonina se forma en la retina, la

membrana coclear, leucocitos y tracto gastrointestinal (Hardeland et al., 2006).

Los estudios realizados en humanos han podido demostrar que la concentracion
de Melatonina en sangre varia de forma considerable en funcion de la edad del
individuo. En los adultos jévenes, se encuentran niveles de Melatonina que varian
entre 40 pmol/L durante el dia y 260 pmol/L por las noches, observandose que

disminuye con la edad (Campos, 2002; Venero et al., 2002).
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FIGURA 5. Representacion esquematica de la sintesis y secrecion de la
Melatonina en el pinealocito (Modificado de Oviedo y Camejo, 2001).

Ahora bien, la Melatonina es una sustancia que ha sido ampliamente estudiada
debido a que se le han atribuido importantes propiedades antioxidantes (Reiter et
al., 2003; Pifiol et al., 2006), inclusive se ha reportado que la Melatonina es un
potente antioxidante dos veces mas eficiente que la vitamina E y cuatro veces mas

gue el GSH vy el 4cido ascérbico (Kundurovicy Sofic 2006).

Como se menciond la Melatonina exégena puede difundir libremente a través de
las membranas. (Vanecek 1998; Bondy, et al., 2004), de tal manera que facilmente
puede cruzar la BHE (Singh et al., 2006) y proteger a las células contra un amplio

espectro de lesiones, por ejemplo:



Se ha observado que la Melatonina exdgena reduce el dafio neuronal en modelos
de Alzheimer (EA). Los primeros reportes aparecen en 1998 cuando Brusco y
cols. (1998) administraron 6mg/dia de Melatonina a unos pacientes con EA
durante un periodo de 36 meses; el tratamiento con Melatonina retrasé
significativamente la progresion de la enfermedad, asimismo observaron mediante
imagenes de resonancia magnética nuclear que reduce el grado de atrofia

cerebral.

A nifios recién nacidos con asfixia perinatal se les administr6 80mg de Melatonina
por via oral, 6 hrs después, los niveles de peroxidacion de lipidos, de nitritos y

nitratos disminuyeron significativamente (Reiter et al., 2003).

La Melatonina protege células, tejidos y oOrganos de dafio oxidativo, ya que
neutraliza el H,0,, ON®, O,y NOO™ (Reiter, 2000 ; Reiter et al., 2000°), mas aun,
puede inducir genes que codifican para enzimas antioxidantes (Bondy y Sharman,
2007), decrementa los niveles de peroxidacion de lipidos (Harms et al., 2000;
Khaldy et al., 2003), tiene efectos oncostaticos y estimula el sistema inmune
(Reiter et al., 2003; Boutin et al., 2005).

Recientemente se han realizado diversos estudios in vivo (por via subcutanea) e in
vitro para probar el efecto de la Melatonina sobre la influencia de la homeostasis
mitocondrial, y se ha encontrado que la Melatonina incrementa la actividad del
complejo | y IV de la cadena respiratoria. Por lo que se ha sugerido que dicha
accion puede contribuir al efecto protector en enfermedades como la EP,
Alzheimer, epilepsia, e isquemia las cuales involucran disfuncién mitocondrial
(Dabbeni et al.,, 2001; Leo6n et al.,, 2004). Se ha reportado ademas, que en
homogenados de cerebros de rata, la Melatonina previene el nivel de peroxidaciéon
de lipidos inducido por ON*® (Pifol et al., 2006).

Nam y cols. (2005) reportaron que en un modelo de enfermedad de Huntington
producido por la toxina 3-NP, (acido 3-Nitropropionico) la cual produce lesion de

las neuronas estriatales mediante mecanismos secundarios excitotdxicos



mediados por estrés oxidativo; los animales que recibieron tratamiento
intraperitoneal con Melatonina, presentaron menores niveles de peroxidacion de
lipidos, en comparacion con los que no recibieron el tratamiento. Ademas esta
neurotoxina induce decremento en los niveles de DA, dicho decremento fue
atenuado por el tratamiento con la Melatonina. Finalmente los autores sugieren
gue el tratamiento con Melatonina no solo reduce la muerte neuronal estriatal, sino
también la pérdida de terminales dopaminérgicas que proyectan al estriado, por lo
gue sugieren que la Melatonina podria ser utilizada en enfermedades

neurodegenerativas.

También se ha estudiado el efecto de la administracion crénica de Melatonina en
modelos transgénicos de la EA, donde se ha reportado ampliamente que el estrés
oxidativo juega un papel muy importante; el tratamiento con Melatonina disminuye
los niveles de peroxidacion de lipidos, los niveles de glutation son restablecidos,
se incrementa la actividad de la SOD mientras que los niveles de Bax y caspasa 3
son reducidos, de tal forma que se inhibe la cascada de eventos que conllevan a
la muerte neuronal por apoptosis. Estos resultados soportan la evidencia del
efecto neuroprotector de la Melatonina y su posible uso terapéutico (Feng et al.,
2006).

En estudios in vitro se ha observado que la melatonina protege a las neuronas
dopaminérgicas de dafio inducido con la toxina MPTP (lacovitty et al., 1997). En
estudios mas recientes se ha reportado que en animales depletados DA con 6-
OHDA vy tratados con Melatonina, se protege la mitocondria contra el estrés
oxidativo producido por la neurotoxina, por incremento de la expresion génica de
las enzimas antioxidantes (Mayo et al., 2002), mas audn, el tratamiento con
Melatonina restaura los niveles de DA, asi como sus metabolitos DOPAC y HVA

(dcido homovalinico) (Aguiar et al., 2002).



Se ha sugerido que el tratamiento con Melatonina juega un papel muy importante
sobre el sistema dopaminérgico (Hamdi, 1998; Willis, 2005), proponiendo que la
Melatonina puede actuar como un neuromodulador en el sistema nigroestriatal, ya
gue se ha reportado que el tratamiento crénico con Melatonina induce incremento
de los niveles de RNAm de la TH en la SN y el area ventral tegmental (Leén et al.,
2005). Mas aun, produce recuperacion significativa del déficit motor inducido por la
lesion de 6-OHDA (Dabbeni et al., 2001; Singh et al., 2006).

Un extenso y variado numero de trabajos realizados tanto en personas adultas
como en niflos han demostrado que la Melatonina tiene muy baja toxicidad
(Campos, 2002). En estudios recientes, realizados bajo la supervision de la U.S.
National Toxicology Program, se encontraron escasos indicios de toxicidad en
aquellas ratas tratadas durante toda la gestacion con dosis muy elevadas de
Melatonina (entre 10 y 200 mg/kg/dia). En este grupo se estudié la mortalidad
prenatal, el peso corporal fetal y la incidencia de malformaciones fetales, y se
observo que la Melatonina no presenta toxicidad significativa en ninguna de las

variables analizadas (Acufa et al., 2006).

Es importante sefialar que en los reportes previamente mencionados, la via de
administracion de la Melatonina fue subcutanea e intraperitoneal, y que existen

muy pocos estudios en donde se ha utilizado la via de administracion oral.

Ahora bien, en nuestro laboratorio hemos encontrado que, después de la lesiéon
unilateral con 6-OHDA en ratas , el estriados de los animales presenta importantes
alteraciones ultraestructurales (Avila-Costa et al., 2005%; asi como pérdida
significativa de neuronas dopaminérgicas en la SN, después del tratamiento con
algunos farmacos como la L-DOPA encontramos que no solo no se revierten
dichas alteraciones, sino que empeoran, concluyendo que posiblemente la L-
DOPA esta provocando mayor produccion de radicales libres (Gutiérrez, 2004).
Después del tratamiento con un agonista dopaminérgico que tiene propiedades

antioxidantes, encontramos que dichas alteraciones disminuyen, llegando, en



algunos parametros, a presentar caracteristicas similares a los estriados de los

animales control (Ordéfiez, 2004; Avila-Costa et al 2005").



JUSTIFICACION

Debido a que Ila Melatonina muestra propiedades antioxidantes muy
importantes, y ya que una de las teorias mas aceptadas acerca de la etiologia
de la EP es la del estrés oxidativo, consideramos relevante probar si al
administrar por via oral este farmaco se pueden prevenir las alteraciones
citologicas y conductuales reportadas anteriormente en nuestro laboratorio, y
comparar su efecto con la administracion de L-DOPA, debido a que es el
farmaco de eleccién en la EP, pero que se sabe que tiene efectos colaterales
adversos después de su administracién por periodos prolongados, entre los

cuales se encuentra la generacion de radicales libres.

HIPOTESIS

Debido a que la Melatonina posee grandes propiedades antioxidantes, es
probable que el tratamiento ejerza un efecto neuroprotector después de la
lesion con 6-OHDA.

OBJETIVO GENERAL
Comparar el efecto de la administracion cronica de L-DOPA y Melatonina en

rata lesionada unilateralmente con 6-OHDA.

OBJETIVOS PARTICULARES
Comparar el efecto de la administracién crénica de la L-DOPA y la Melatonina

sobre:

e La conducta motora fina mediante la prueba de la viga de equilibrio.

e El numero de neuronas inmunorreativas a TH en la sustancia nigra
compacta.

e Las alteraciones ultraestructurales del estriado.

e Los niveles de peroxidacién de lipidos



METODOLOGIA

Los experimentos se llevaron a cabo con 24 ratas macho de la cepa Wistar,
con un peso de entre 180-200 g al inicio del experimento, y que fueron
mantenidos en un ciclo luz-oscuridad de 12:12 con libre acceso agua y

alimento.

Para evaluar la conducta motora se utiliz6 un aparato de madera con dos
pedestales, a los cuales va unida una viga de madera de 2m de largo con una
inclinacion de 15°. Se utilizaron vigas de diferentes anchos: 3,6,12,18,24mm
por donde los animales debian caminar hasta alcanzar su caja hogar desde la
parte mas baja del aparato (Figura 6). Se registré con un cronémetro el tiempo
en que los animales tardaban en atravesar cada viga (tiempo total) las cuales
fueron colocadas en orden aleatorio. Se esperaba como tiempo maximo 120
segundos, y si el animal no cruzaba en el tiempo estipulado se daba por
terminada esta actividad asignando el valor de 120 segundos a su evaluacion.
Todos los animales fueron entrenados en la viga de 24mm durante los 5 dias
previos a la lesién, un dia antes de la operacion se realiz6 una evaluacién

control.

FIGURA 6. Prueba de la viga de equilibrio

Posteriormente las ratas se lesionaron quirargicamente de la siguiente manera:
Los animales fueron anestesiados con una dosis de 35mg/kg de peso de
pentobarbital sédico por via intraperitonial (i.p), posteriormente fueron fijadas
en un aparato estereotaxico. El primer grupo consistié de 18 ratas las cuales



fueron lesionadas unilateralmente (lado izquierdo) en el haz medial del cerebro
anterior (las coordenadas estereotaxicas empleadas fueron AP= -2.8mm; L=
1.9mm; V= 8.6mm a partir de bregma de acuerdo con Paxinos y Watson 1986)
con 4ul de solucién salina que contenia 8ul de 6-OHDA y 0.2 mg de &cido
ascorbico. El segundo grupo se formo con 6 ratas (grupo control) que fueron
lesionadas en el mismo sitio con 4ul de solucion vehiculo (salina-acido
ascorbico); 48hrs. después de la lesion se evalud la conducta de giro con
apomorfina a una dosis de 0.25 mg/Kg. Con el propdsito de garantizar una
pérdida dopaminérgica del 90% (Ungerstedt 1970) se utilizaron s6lo aquellos
animales lesionados con 6-OHDA que mostraron mas de 200 giros en un
periodo de 30 minutos. A las 48 horas después de esta evaluacion, 6 ratas
lesionadas fueron tratadas por via oral con 15 mg/Kg de levodopa/carbidopa
comercial (sinemet) y otro grupo de animales fue tratado con 10 mg/Kg de
Melatonina (n=6) por via oral, durante 30 dias. 6 ratas lesionadas con 6-OHDA
no recibieron tratamiento y las ratas del grupo control (n=6) se mantuvieron por
el mismo tiempo. La evaluacion en la viga de equilibrio se llevé a cabo a los 7,

14, 21y 28 dias después de la lesion.

Al término del tratamiento se sacrificO a los animales mediante perfusion
intracardiaca y se extrajeron los cerebros. Posteriormente se obtuvieron
rebanadas de el mesencéfalo para realizar la técnica de Inmunocitoquimica
para TH (Ver apéndicel) y se determin6 el numero de neuronas
dopaminérgicas en la SNc en un area de 1500um en 7 cortes por animal,

incluyendo tanto el lado ipsi como el contralateral a la lesion (Figura 7).

FIGURA 7. Conteo de neuronas
inmunorreactivas a TH en un area de 1500 pum?®



Se tomaron fragmentos del estriado ipsi y contralateral a la lesion para el

procesar con la técnica para microscopia electrénica de transmision.

El andlisis consistio:

e Enla medicién de 50 botones presinapticos (eje mayor y eje menor).

e Estructura postsinaptica (espina o dendrita).

e Numero de sinapsis perforadas (ver apéndice 2).

Posteriormente con el propésito de medir los niveles de peroxidacion de

lipidos, se realizé un segundo experimento, donde los animales se lesionaron

de la misma manera y fueron mantenidos durante el mismo tiempo (30 dias).

Los grupos fueron divididos como se describe en la tabla 1.

GRUPO INYECCION EN EL TRATAMIENTO
HAZ MEDIAL

Grupo | Salina-acido ascorbico = ----meme-em-
15mg/kg L-DOPA

Grupo I Salina-acido ascorbico

Grupo Il Salina-acido ascorbico 10mg/kg Melatonina

Grupo IV 6-OHDA e

Grupo V 6-OHDA 15mg/kg L-DOPA

Grupo VI 6-OHDA 10mg/kg Melatonina

Tabla 1: Protocolo del tratamiento

Al término del tratamiento los animales se sacrificaron, se extrajeron los

cerebros por decapitacion, y se obtuvo el estriado ipsi y contralateral, asi como

la SNc ipsi y contralateral para la determinacién de peroxidacion de lipidos por

fluorometria (Rodriguez-Martinez et al., 2000) (ver apéndice 3).



RESULTADOS

CONDUCTA MOTORA

Como se puede observar en la gréfica 1, en la evaluacion control los animales
tardaron poco tiempo en recorrer la viga. A diferencia del grupo con 6-OHDA,
donde los animales presentaron un comportamiento muy similar en todas las
vigas de diferentes grosores, observdndose que tardaron mas tiempo en
recorrerlas, haciéndose mas evidente a mas tiempo post lesién. Asimismo, los
animales lesionados con 6-OHDA y sin tratamiento presentaron ciertas
caracteristicas motoras como: el quedarse estéticos inicialmente, agarrando la
viga firmemente antes de moverse a través ella, las ratas se dedicaban
principalmente a explorar mientras recorrian la viga, el caminar de las ratas era
muy lento en comparacion con la evaluacion control y varios animales no

pudieron recorrer la viga en el plazo establecido.

Por otro lado, el grupo lesionado y tratado con L-DOPA (6-OHDA+L-DOPA) en
los primeros dias de iniciado el tratamiento presentd recuperacion de la
conducta motora hasta los 21 dias, ya que tardaron menos tiempo en recorrer
las vigas en comparacion con el grupo de 6-OHDA, pero a partir de los 28 dias
de tratamiento tardaron mas tiempo en comparacion con el grupo tratado con

Melatonina.

El grupo tratado con 6-OHDA+Melatonina a los 7 y 14 dias de evaluacion
presentaron valores muy similares al grupo de 6-OHDA sin tratamiento, pero
hacia los 21 dias de evaluacion este grupo presentd menos tiempo en el
recorrido de las diferentes vigas, indicando recuperacion de la coordinacion
motora en comparacion con el grupo de 6-OHDA y a los 28 dias de tratamiento
con Melatonina la recuperacion motora se hizo mas evidente. Es importante
hacer hincapié en que en los 28 dias de tratamiento, cuando el grupo con 6-
OHDA+Melatonina presentd mayor recuperacion de la conducta motora, los
animales con 6-OHDA+L-DOPA empezaron a incrementar el tiempo de
recorrido en la viga existiendo diferencias estadisticamente significativas entre

los dos grupos (grafica 1).



CELULAS INMUNORREACTIVAS A TH

Respecto a el nimero de neuronas inmunorreactivas a TH en la SNc, el grupo
control mantuvo un numero similar de neuronas tanto en el lado contralateral
(=93 + 1.7) como en el ipsilateral a la lesion (§= 94 + 1.9), a diferencia del
grupo lesionado con 6-OHDA (6= 73 £+ 1.9 y 5 + 1.6 lado contralateral e
ipsilateral respectivamente) y los animales tratados con 6-OHDA+L-DOPA (&=
59 + 1.0 y 6 £ 2.0 lado contralateral e ipsilateral respectivamente) quienes
presentaron una drastica disminucién en el nimero de células en ambos lados
de la SNc, siendo mas evidente en el lado ipsilateral, observandose diferencias
estadisticamente significativas con respecto al grupo control. Cabe mencionar
que los animales tratados con L-DOPA presentaron menor namero de células
con respecto al grupo 6-OHDA, sin embargo no existieron diferencias
significativas entre ambos grupos. El grupo de 6-OHDA+Melatonina presento
mayor namero de células tanto en el lado contralateral (= 77 = 0.48) como en
el ipsilateral (6= 10.2 %+ 0.218) a la lesion, siendo las diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los grupos con 6-OHDA y con 6-
OHDA+L-DOPA, sin embargo, al ser la lesidbn tan extensa también se
observaron diferencias significativas con respecto al grupo control (Grafica 2 y

Figura 8).
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GRAFICA 1.

En esta grafica se muestra la media del tiempo total en que los
animales tardaron en recorrer la viga de equilibrio en los tres grupos analizados.

En donde *= P + 0.005 v/s grupo 6-OHDA
@ =P + 0.005 L-DOPA v/s grupo Melatonina
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GRAFICA 2. En esta grafica se muestra la media del numero total de neuronas inmunorreactivas
a TH de la SN ipsi (I) y contralateral (C) a la lesion de los cuatro grupos analizados.
En donde * = P + 0.001 entre los tratamientos y el control.

# =P + 0.001 entre 6-OHDA y L-DOPA vs Melatonina

FIGURA 8 Micrografias de neuronas inmunorreactivas a TH en la SNc del lado contralateral
e ipsilateral a la lesion, grupo control (A), grupo lesionado con 6-hidroxidopamina (B), grupo
lesionado con 6-OHDA + L-DOPA (C) y grupo 6-OHDA+Melatonina (D).



DIAMETRO DE LOS BOTONES SINAPTICOS

Como se observa en la gréfica 3, los botones sinépticos de las ratas del grupo
control presentaron una media de 474.9 + 9.6nm para el eje menor y para el eje
mayor presentaron una media de 696.8 + 9.4 nm en el lado contralateral; y en
el lado ipsilateral para el eje menor 477.0 + 9.6 nm, y para el eje mayor de 700

+9.6 nm

El grupo lesionado con 6-OHDA presentd aumento en el tamafio de los botones
sinpticos (= 980.3 + 16.13 nm y 1379.7 £ 18 nm para el eje menor y eje
mayor respectivamente del lado ipsilateral), este mismo comportamiento se
aprecio en el grupo tratado con 6-OHDA+L-DOPA (&= 966.0 + 12.10 nm y
1340.0 £ 13.20 nm para el eje menor y eje mayor respectivamente del lado
ipsilateral) por lo que se observaron en ambos grupos diferencias
estadisticamente significativas con respecto al grupo control. El grupo tratado
con 6-OHDA+Melatonina mostr6 menor numero de botones presinapticos con
edema (&= 778.7 £ 11.00 nm y 1115.30 £ 11.00 nm para el eje menor y eje
mayor del lado ipsilateral respectivamente), observandose diferencias
estadisticamente significativas con respecto al grupo tratado con 6-OHDA+L-
DOPA y el grupo lesionado sin tratamiento. El lado contralateral (lado no
lesionado) de todos los grupos experimentales (6-OHDA, 6-OHDA+L-DOPA y
6-OHDA+Melatonina) no mostraron diferencias estadisticamente significativas

con respecto al grupo control (Gréfica 3 y Figura 9A 'y B)

ESTRUCTURA POSTSINAPTICA

Al analizar la estructura postsinaptica (espina o dendrita) con la cual se
establecia el contacto sinaptico, observamos que en el grupo control
prevalecian los contactos sinapticos con espinas dendriticas, encontrandose
una media de 28 £ 1.0 para el lado contralateral y 27 + 1.9 en el lado ipsilatral,
a diferencia del grupo con 6-OHDA (&= 20 £ 1.6) y el grupo tratado con 6-
OHDA+L-DOPA (&= 21 + 1.8), en donde se presentd disminucion de contactos
con espinas dendriticas solo en el lado ipsilateral, percibiéndose diferencias
estadisticamente significativas con respecto al grupo control y al grupo tratado

con Melatonina. El grupo de 6-OHDA+Melatonina (= 27 = 1.7) no presento



diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo control, es
decir, presentdé mayor nimero de contactos con espina que con dendrita. Por
otro lado, con respecto al estriado contralateral, ninguno de los grupos
experimentales presenté diferencias estadisticamente significativas en el
namero de contactos con espina dendritica comparados con el grupo control
(Grafica 4 y Figura 9 y 10).

SINAPSIS PERFORADAS

Otro de los parametros evaluados en este estudio fue el nimero de sinapsis
perforadas, las cuales se caracterizaron por la invaginacion de la membrana
del boton postsinaptico, es decir que el botdn presinaptico presenta una ruptura
o interrupcion en la densidad sinaptica (Geinisman et al., 1987), y la densidad
presinaptica generalmente se encuentra cercana al aparato espinoso de la

espina dendritica (Calverley and Jones et al., 1987).

En la gréfica 5 se representa el nimero de contactos perforados encontrados
en los diferentes grupos, donde el grupo control presenté una media de 5 + 1.7
del lado contralateral y de 4 £ 1.9 en el lado ipsilateral a la lesion, en contraste
todos los grupos experimentales presentaron un aumento en el namero de
contactos perforados en ambos estriados, haciéndose mas evidente en el lado
ipsilateral y observandose diferencias estadisticamente significativas con

respecto al grupo control (Figura 9B).
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GRAFICA 3. En esta grafica se muestra la media del tamario de los botones sinapticos,
tanto del eje mayor como del eje menor de los caudados ipsi (I) y contralate-
ral (C) a la lesion de los cuatro grupos analizados.

En donde * = P + 0.005 vs el grupo control
# = P + 0.005 vs el grupo de melatonina
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FIGURA 9. A Microfotografia del estriado de un animal del grupo control en donde se observa:
el neuropilo bien conservado; dos botones presinapticos (b) estableciendo contacto con espinas
dendriticas (e). En B se muestra un boton sinptico (b) con edema estableciendo contacto con
una espina dendritica (e), el neuropilo se encuentra muy vacuolado. Estas caracteristicas

prevalecieron en el grupo lesionado con 6-OHDA del lado ipsilateral, y el grupo lesionado con 6-
OHDA + L-DOPA.
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GRAFICA 4. En esta grafica se muestra la media del nimero total de botones sinapticos
que establecieron contacto con espina dendritica de los caudados ipsi () Yy
contralateral (C)a la lesion de los cuatro grupos analizados.

En donde * = P + 0.005 vs el grupo control y el tratado con melatonina
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GRAFICA 5. En esta grafica se muestra la media del numero total de botones sinapticos
que establecieron contactos perforados en los estriados ipsi () y contra-
lateral (C) a la lesidn de los cuatro grupos analizados.

En donde * = P + 0.001 vs el grupo control
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FIGURA 10 Micrografias del tedijo estriatal donde se observa: A.- Botdon presinaptico (b)
estableciendo contacto con una dendrita (d), y este tipo de contacto fueron los que
prevalecieron en el grupo con 6-OHDA y 6-OHDA+L-DOPA. En B.-se observa un botén
presinaptico (b) estableciendo contacto perforado (== ) con una espina dendritica en donde
es muy evidente el aparato espinoso (sa). Este tipo de contactos perforados fueron
caracteristicos de del grupo con 6-OHDA, 6-OHDA+L-DOPA y 6-OHDA+Melatonina

PEROXIDACION DE LIPIDOS.

Con respecto a la peroxidacion de lipidos en el nacleo estriado, en los grupos
lesionados con solucion vehiculo+tratamiento, encontramos que el grupo salina
presentd una media de 606.22 + 57.84 de fluorescencia/g de tejido del lado
contralateral y 692.60 + 56.16 de fluorescencia/g del lado ipsilateral, el grupo
salina+Melatonina mostré una media de 678.80 + 35.20 de fluorescencia/g del
lado contralateral y 727.23 + 55.08 de fluorescencia/g del lado ipsilateral, y no
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre estos grupos, a
diferencia del grupo salina+L-DOPA ya que presentd altos niveles de
peroxidacion, mostrando una media de 778.32 + 67.88 de fluorescencia/g del
lado contralateral y 887.87 + 22.40 de fluorescencia/g del lado ipsilateral. En la
SN, observamos que entre los grupos de salina, salina+L-DOPA vy
salina+Melatonina no presentaron diferencias estadisticamente significativas
(Gréfica 6).



En los grupos lesionados con 6-OHDA+tratamientos, en el nucleo estriado
ipsilateral observamos que el grupo de 6-OHDA (&= 765.07 + 37.73 de
fluorescencia/g), 6-OHDA+L-DOPA ((= 891.90 = 71.69 de fluorescencia/g) y 6-
OHDA+Melatonina (&= 635.01 = 35.40 de fluorescencia/g) presentaron altos
niveles de lipidos peroxidados en comparacién con el grupo control, pero es
importante destacar que el grupo de 6-OHDA+Melatonina mostré valores
significativamente menores en comparacion con el grupo de 6-OHDA y 6-
OHDA+L-DOPA; en el estriado contralateral, el grupo de 6-OHDA (£= 525.83 +
49.66 de fluorescencia/g) y el grupo de 6-OHDA+Melatonina (§= 539.71 *
30.24 de fluorescencia/g) no mostraron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al grupo control, a diferencia del grupo con 6-
OHDA+L-DOPA quien presentd altos niveles de peroxidacion (§= 676.42 +
41.18 de fluorescencia/g) en comparacion con el grupo control y el grupo
tratado con Melatonina. En la SN de los grupos lesionados con 6-
OHDA+tratamientos, encontramos altos niveles de peroxidacion, tanto en el
lado ipsilateral como contralateral, siendo mas evidente en el lado ipsilateral del
grupo de 6-OHDA y 6-OHDA+L-DOPA, en comparacion con el grupo de 6-
OHDA+Melatonina (Grafica 7).
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GRAFICA 6. En esta gréafica se muestra la media de las unidades de

fluorescencia/g de tejido en el nicleo estriado y sustancia nigra de los animales lesionados

con solucion salina + tratamientos.

En donde: *= P + 0.005 v/s grupo Salina
@ =P + 0.005 v/s grupo Salina+Melatonina
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GRAFICA 7. En esta gréfica se muestra la media de las unidades de
fluorescencia/g de tejido en el nicleo estriado y sustancia nigra de los animales
lesionados con 6-OHDA + tratamientos.
En donde *= P + 0.005 v/s grupo Salina
@ =P + 0.005 v/s grupo 6-OHDA+Melatonina



DISCUSION

CONDUCTA MOTORA

Como se pudo observar en nuestros resultados, los animales lesionados con 6-
OHDA presentaron decremento en la coordinacion motora, haciéndose mas
evidente a mas tiempo post lesién (Grafica 1), lo cual concuerda con los
resultados de Allbut y Henderson (2007), quienes realizaron un estudio con
ratas lesionadas unilateralmente en el haz medial con 6-OHDA, y evaluaron la
conducta motora en una viga de madera de 4cm de ancho, donde observaron,
gue el tiempo que tardaron las ratas en recorrer la viga es incrementado
drasticamente con respecto al grupo control, asimismo los animales
presentaron rigidez y mucha precaucion en sus movimientos al recorrer la viga.
Algunas ratas recorrian la viga pero se detenian y luego reiniciaban el recorrido
o simplemente se quedaban inmoviles, lo cual es analogo a los
comportamientos observados en los pacientes con EP. Por lo que dichos
autores proponen que la deplecion de DA en el estriado, resulta en el
decremento de la iniciacion de los movimientos y la velocidad de recorrer la

viga de madera, lo cual podria ser considerado como acinesia y bradicinesia.

Truong y cols. (2006), realizaron un estudio en ratas lesionadas unilateralmente
con 6-OHDA en diferentes dosis, y posteriormente evaluaron la conducta
motora en una viga de madera. Los animales mostraron un tiempo de recorrido
de aproximadamente 1 minuto a las 2 y 4 semanas post-lesion, mientras que el
grupo control mostré un tiempo de recorrido de 0.2 minutos, concluyendo que
los cambios en el dafio motor estan correlacionados con la pérdida de las

células dopaminérgicas.

Como se describe en nuestros resultados, los animales tratados con L-DOPA
mostraron mejoria en la conducta motora hasta los 21 dias, pero a los 28 dias
el tratamiento con L-DOPA ya no fue capaz de disminuir las alteraciones
motoras inducidas por la 6-OHDA. Como se mencioné anteriormente el
tratamiento con L-DOPA sigue siendo el farmaco mas efectivo para el

tratamiento de la EP, ya que ningun otro farmaco iguala su habilidad para



suprimir los sintomas. Sin embargo, después del tratamiento crénico, 30 a 80%
de los pacientes desarrollan efectos adversos como las discinesias que llegan
a ser mas discapacitantes que la enfermedad misma (Blanchet et al., 1994). Al
respecto Rajput y cols. sefialan en su revision (1974 a 1979), que los pacientes
gue recibieron L-DOPA, cerca de dos terceras partes tuvieron beneficios dentro
de los primeros tres a seis meses de tratamiento, pero después de un tiempo
mostraban un claro deterioro acompafado de un incremento constante de
complicaciones, tales como cambios en el umbral inducido por L-DOPA, y
movimientos involuntarios (Otero-Siliceo 1996). Asimismo se ha reportado que
los pacientes que desarrollan disquinesias debido al prolongado uso de L-
DOPA, se caracterizan por movimientos caoéticos involuntarios e incontrolables
de la boca, mejillas, brazos y piernas (Blanchet, 1999; Linazasoro, 2005);
dichas disquinesias se consideran como una respuesta negativa de la
plasticidad cerebral en respuesta al tiempo de evolucion de la enfermedad y el
uso prolongado de L-DOPA (Linazasoro 2005; Samadi et al. 2006).

También se ha reportado que animales depletados de DA y tratados
cronicamente con L-DOPA presentan disquinesias, movimientos diatonicos
(contraccion muscular involuntaria) que afectan los movimientos de la cabeza,
tronco y de los miembros, los cuales son manifestaciones clinicas observadas
en pacientes (Monville et al., 2005). Ademas de que el tratamiento prolongado
con L-DOPA produce rigidez y bradicinesia, deja de ser efectivo, y se
presentan los periodos “wearing-off’, es decir cuando una dosis de L-DOPA no
es suficiente para mejorar los sintomas de la enfermedad (Chan et al., 2005;
Samadi et al., 2006; Nomoto y Nagai, 2006).

El mecanismo por el cual la L-DOPA produce complicaciones motoras aun no
ha sido establecido, pero se han propuesto diversas teorias, entre ellas se

encuentran:

Las fluctuaciones pueden ocurrir por deficiencias en la sintesis vy
almacenamiento de la DA en las terminales dopaminérgicas (Blanchet et al.,
1994). Otra posibilidad es que el Sistema Transportador de DA (DAT), que

representan el mayor mecanismo por el cual la DA es eliminada de las sinapsis



(-elemento crucial involucrado en la regulacibn de la transmision
dopaminérgica-Jaber et al., 1999), se ve alterado por el tratamiento prolongado
con L-DOPA. (Fahn et al; 2004).

Para tratar de explicar por qué la L-DOPA deja de ser efectiva se ha puesto
especial interés en las modificaciones de la densidad de los receptores
dopaminérgicos D1 y D2 en las neuronas estriatales de proyeccion, sin que a la
fecha queden claros los cambios que se producen, ya que se ha reportado
aumento, disminucion o ningin cambio en los receptores D2 estriatales en
modelos animales, lo mismo ha sucedido para los receptores D1 (Calon et al.,
1995; Taylor et al., 2005).

Ahora bien, los animales tratados con Melatonina presentaron un
comportamiento muy similar al grupo con lesion inducida por inyeccion de 6-
OHDA alos 7 y 14 dias, posteriormente los animales presentaron mejoria de la
conducta motora haciéndose mas evidente a los 28 dias post-lesion (Gréafica
1). Consideramos que en los animales tratados con Melatonina probablemente
no mejoraron la conducta motora al inicio del tratamiento, debido a que la
inyeccion de la neurotoxina es sumamente agresiva y provoca que algunas
células dejen de ser funcionales (es decir, dejan de producir DA) sin
necesariamente inducir su muerte (Kearns y Gash; 1995). Por ello
probablemente los animales presentan un desbalance motor muy similar al
grupo de 6-OHDA, entonces es factible pensar que con el tratamiento con
Melatonina se activen diferentes vias de sefalizacion para aumentar el
mecanismo de defensa contra los ROS producidos por la 6-OHDA, por lo que
después de un tiempo la célula sera capaz de recuperar su actividad,
produciendo una influencia modulatoria en el sistema dopaminérgico

reflejandose en la recuperacion de la conducta motora.

A este respecto Singh y cols. (2006) reportan que en animales tratados por via
sistémica con Melatonina previa y posteriormente a la lesion con 6-OHDA, se
presenta disminucion en el nimero de giros inducidos por apomorfina, mejoras

en la postura y el tiempo de inicio de movimiento en comparacioén con el grupo



de 6-OHDA y tratados con solucién vehiculo. Dichos resultados evidencian que
el tratamiento con Melatonina podria tener efectos benéficos para el
tratamiento de la EP. Por otra parte Hamdi (1998) realiz6 un estudio en
animales donde administr6 Melatonina en el agua para beber y encontraron
gue el nucleo estriado presentd6 mayor afinidad a los receptores
dopaminérgicos D2, mientras que el nimero de receptores no cambié. El
mecanismo por el cual la Melatonina incrementa la afinidad de los receptores
dopaminérgicos D2 es desconocido, pero el autor propone que este efecto
puede ser producido a través de modificaciones conformacionales en el sitio de
unién al receptor. Este mecanismo puede involucrar una alteracion funcional
por un efecto directo o indirecto de la Melatonina en uno o mas niveles de
regulacion del receptor, por ejemplo: genes de transcripcion y sintesis de
proteinas del receptor, es decir que la Melatonina puede representar una
influencia modulatoria en el sistema dopaminérgico (Aguiar et al., 2002).

CELULAS INMUNORREACTIVAS A TH

En cuanto al nimero de neuronas inmunorreactivas a TH, se observé drastica
disminucién de células al depletar la via nigroestriatal; nuestros resultados
concuerdan con los de Demier y colaboradores (1999) quienes realizando un
estudio sobre la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SNc, encontraron
gue los pacientes con enfermedad de Parkinson presentaron una reduccion en
el numero de neuronas dopaminérgicas de hasta 95% dependiendo del tiempo
de evolucion clinica, mientras que los animales con lesidn nigroestriatal
muestran una reduccion significativa del nimero de neuronas dopaminérgicas
en la SNc (Blunt et al., 1993; Machado, et al., 2005).

Como se observa en nuestros resultados el grupo lesionado con 6-OHDA vy el
grupo de 6-OHDA+L-DOPA presentaron pérdida drastica de neuronas
inmunorreactivas a TH (Grafica 2). La pérdida celular con el tratamiento con L-
DOPA puede deberse a que como se menciond anteriormente, la L-DOPA por
medio de la enzima AADC es convertida a DA y de este modo eleva los niveles
de DA en el nlcleo estriado (Obeso et al., 2000% Picconi et al., 2004). A este

respecto existen evidencias que sugieren que la cantidad disponible de DA,



ademds de servir como neurotransmisor, puede actuar como una neurotoxina y
de ese modo participar en el proceso de neurodegeneracion. En estudios de
células en cultivo expuestas a altas dosis de DA se ha encontrado que la DA es
capaz de producir muerte neuronal apoptética caracterizada por condensacion
y fragmentacién nuclear (Luo y Roth 2000), e incrementar el Ca®* intracelular
en las neuronas y decrementar los niveles de GSH, estos efectos de la
oxidacion de la DA en la fisiologia celular pueden ocurrir in vivo bajo
condiciones de estrés oxidativo, de tal manera que podrian potenciar la muerte
celular (Roth et al., 1997).

Se ha reportado que animales lesionados con 6-OHDA y tratados con L-DOPA
durante un periodo de 6 semanas se observa disminucién de células
inmunorreactivas a TH en la SNc comparado con animales tratados con

solucioén vehiculo (Ferrario et al., 2003).

Con respecto al tratamiento con Melatonina, nuestros datos muestran que hubo
mayor niumero de neuronas dopaminérgicas en comparacion con el grupo de 6-
OHDA y 6-OHDA+LDOPA (Gréfica 2).

Como se mencioné anteriormente la 6-OHDA provoca la generacion y
acumulacion de compuestos citotoxicos que inducen estrés oxidativo, de tal
manera que actia inhibiendo el complejo | y IV de la cadena respiratoria
mitocondrial, de este modo reduce la generacién de ATP y causa la produccion
de especies reactivas de oxigeno. En este sentido, se han realizado estudios in
vitro e in vivo en donde se ha observado que la administracion de Melatonina
puede influenciar la homeostasis mitocondrial, de ese modo la Melatonina
incrementa la actividad mitocondrial en la cadena respiratoria del complejo | y
IV (Leon, et al., 2005). Asimismo en un modelo de EP producido con 6-OHDA,
el tratamiento sistémico con Melatonina incrementé la eficiencia del complejo |
y IV de la cadena respiratoria mitocondrial de la SNc, sugiriendo que la
Melatonina puede interactuar con el complejo donando 2 electrones (Ledn et
al., 2004; Dabbeni et al., 2001). Se ha propuesto que el mecanismo posible por

el cual la Melatonina incrementa la actividad del complejo IV puede ser en parte



por el efecto en la expresion del DNA mitocondrial (DNAmt) ya que la
Melatonina incrementa la expresion del DNAmt que codifica el polipéptido de la
subunidad |, 1, y Il del complejo IV en la mitocondria, lo cual se correlaciona
con el incremento de la actividad del complejo IV (Ledn et al., 2005); también
se ha sugerido que la Melatonina puede interactuar con el complejo de la
cadena de transporte de electrones ya que tiene la capacidad de donar y
aceptar electrones, de ese modo incrementa el flujo de electrones, el cual es un

efecto que no se ha observado con ningun otro antioxidante (Leén et al., 2004).

Interesantemente se ha reportado que la Melatonina tiene la capacidad de
regular cambios en la expresion de genes, pero el mecanismo a través del cual
puede actuar aun no es entendido. Se ha propuesto que puede involucrar
activacion de factores de transcripcion por medio de receptores especificos a
Melatonina (Bondy, et al., 2004). Por ejemplo, se ha reportado una alta
regulacion del GDNF en el sistema nigroestriatal seguido de la administracion
intranigral de Melatonina en animales depletados de DA. EI GNDF confiere
proteccion al sistema dopaminérgico estriatal en modelos experimentales de la
EP. A este respecto, se ha observado que la administracion de GNDF estimula
a la enzima TH. Por lo que un posible mecanismo por el cual la Melatonina
induce la expresion del RNAm de la TH, puede estar relacionado con los altos
niveles de GDNF (Venero et al., 2002; McMillan et al., 2007).

Mas aun, se ha observado que la diferenciaciéon de neuronas dopaminérgicas y
la expresion de los niveles de RNAmM de la TH son regulados por el estado del
oxigeno, dichas neuronas en cultivo muestran altos niveles de DA e incremento
en la expresion de la TH cuando son expuestas a condiciones andxicas (0% de
02) o hipoxicas (5% 0O2). Dentro este contexto las condiciones hipoxicas
favorecen la expresion del gen para la TH; por lo que se ha propuesto que el
tratamiento con Melatonina puede producir un ambiente menos oxidativo y de

esa manera favorecer la expresion de la enzima TH (Venero et al., 2002).



ULTRAESTRUCTURA

Nuestros resultados mostraron que la deplecion unilateral de DA produjo
alteraciones en el diametro de los botones presinapticos (Grafica 3), lo cual
concuerda con los datos reportados por Colin-Barenque (1994) en biopsias de
pacientes con EP, y en animales lesionados con 6-OHDA (Avila-Costa, 1996;
Ordoiiez, 2004; Flores, 2005). Se ha propuesto que el edema de los botones
presinapticos puede ser debido a que la 6-OHDA al ser inyectada en el haz
medial del cerebro anterior induce una completa o casi completa destruccién de
las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales asi como de sus terminales en el
estriado (Soto-Otero 2000); ya que las terminales dopaminérgicas Yy
glutamatérgicas establecen contacto sinaptico con las neuronas espinosas
medianas GABAérgicas entonces la deplecion de DA -afecta la funcion de
estas ultimas (Meshu et al 1999), entonces es probable que para compensar la
pérdida dopaminérgica, los botones sinapticos restantes degeneren (se
hinchen) y ocupen mayor espacio (Ingham et al. 1991). Arbuthnott e Ingam
(1993) han postulado que al no estar la DA presente en el estriado, las
membranas son mas susceptibles y sufren modificaciones que podrian resultar

en un aumento en el diametro de los botones sinapticos.

Con respecto a la estructura postsinaptica nuestros datos muestran que la
lesion del estriado ipsilateral provocdé pérdida de contactos sinapticos
establecidos con las espinas dendriticas, los cuales son caracteristicos de los
contactos dopaminérgicos (Voorn y Bujis 1987). Estos datos concuerdan con
los reportados por Avila-Costa y cols (1998), en donde reportaron que tanto el
tejido de pacientes con EP como el de animales lesionados con 6-OHDA en la
via nigroestriatal se observan cambios en el blanco postsinaptico en el nucleo
caudado. Asimismo Ingam y cols (1993) realizaron un estudio en animales
lesionados con 6-OHDA y encontraron una disminucion del 19 % en la
densidad de espinas dendriticas. Una explicacion posible es que la DA tiene
una funcién neurotrofica relacionada con el mantenimiento y supervivencia de

la espina dendritica (Ingham y Hood 1998).



Otra explicacion posible es que la pérdida de espinas podria ser un mecanismo
compensatorio como consecuencia de la deaferentacion ocasionada por la
lesion con 6-OHDA, ya que como se ha observado, el incremento en la
liberacion de glutamato en el estriado al estar modulada en parte por las
aferencias nigroestriatales (Cepeda y Levine, 1998), promoveria un incremento
en los niveles extracelulares de glutamato (Meshul et al. 1999). Entonces al
disminuir el ndmero de espinas se reduciria la posibilidad de contactos
sinapticos excitatorios y con esto la posible hiperexcitabilidad (Cavazos, et al.
1991), evitando de ese modo la muerte celular por excitotoxicidad (Fiala, et al
2002).

En cuanto al niumero de sinapsis perforadas, nuestros resultados concuerdan
con lo reportado en estudios previos, en donde se observd, en muestras de
nacleo caudado de Pacientes con EP, un aumento en el nimero de contactos
sinapticos perforados (Calverley y Jones 1990; Muriel et al., 2001), asimismo
en animales depletados de DA (Jeffrey et al. 2000; Avila Costa et al. 2004).

Se ha propuesto que las sinapsis perforadas pueden funcionar para
incrementar la superficie de la densidad postsinaptica y de ese modo hacer
mas eficiente el proceso de neurotransmision (Anglade et al., 1996; Jefry et al,.
2000, Briones et al., 2004). Por lo que es muy probable que al provocar la
lesién con 6-OHDA, el boton sinaptico trate de compensar la pérdida de otras
terminales aumentando la densidad sinaptica, observandose posibles

mecanismos de plasticidad cerebral (Kung, et al., 1998).

En un estudio realizado por Anglade y cols (1996) en donde analizaron el
nucleo caudado de pacientes con EP, los cuales recibieron tratamiento con L-
DOPA, reportan un incremento en el nimero de sinapsis perforadas (88% de
incremento), y aumento de la densidad sinaptica, comparado con el grupo
control, por lo que proponen que las sinapsis perforadas pueden estar
correlacionadas morfolégicamente con el aumento del recambio de receptores
en la densidad postsinaptica, ademas sugieren que estos cambios sinapticos
probablemente no son debidos al tratamiento con L-DOPA, ya que se han

observado en animales con denervacion dopaminérgica en ausencia de L-



DOPA, es decir que la L-DOPA no esta involucrado en las sinapsis perforadas,
Si N0 que es un mecanismo compensatorio producido por la denervacion

dopaminérgica.

Ahora bien, como se describe en nuestros resultados, los animales que
recibieron tratamiento con Melatonina presentaron menor nimero de botones
con edema (Grafica 3) y mayor nimero de contactos con espinas dendriticas,
(Gréfica 4) a diferencia del grupo de 6-OHDA y 6-OHDA+L-DOPA. La
neuroproteccion observada con el tratamiento con Melatonina pudo deberse a
gue la Melatonina actia como atrapador de radicales libres y antioxidante, ya
gue tiene la capacidad de estimular las enzimas antioxidantes como el GSH y
SOD (Mayo et al 2002), asimismo puede influenciar la homeostasis
mitocondrial, incrementa la actividad en la cadena respiratoria del complejo | y
IV (Leon et al.,, 2005), mas aun tiene la capacidad de regular la expresion
génica del GNDF el cual confiere proteccion al sistema dopaminérgico estriatal
(McMillan et al., 2007). De este modo podria permitir que el estriado regrese a
un balance que evita mayor dafio sobre las neuronas estriatales como

consecuencia de las alteraciones provocadas por la 6-OHDA.

PEROXIDACION DE LiPIDOS

En nuestros resultados pudimos observar que el grupo lesionado con 6-OHDA
(Gréfica 7) presentd altos niveles de peroxidacion de lipidos, lo cual es el
resultado del dafio producido por estrés oxidativo (Yap et al.,. 2006), debido
probablemente, a que bajo condiciones fisiolégicas la 6-OHDA es oxidada
rdpidamente, no enzimaticamente, por el oxigeno molecular (Soto-Otero,
2000), produciendo RL, H,0O, y productos de oxidacién de quinonas (los cuales
también estan involucrados como intermediarios de RL inestables) (Leon,
1996). Asi, el H,O, resultante de la autoxidacion de la 6-OHDA puede ser
facilmente reducido en presencia de fierro (Fe?") via la reaccién de Fenton,
formando el radical OH® (Enochs et al., 1994), entonces esta excesiva
produccion de RL, provoca que las células entren en un estado de estrés
oxidativo causando la destruccion indiscriminada de macromoléculas celulares

como proteinas, DNA y carbohidratos (Gonzalez, 1999). Asimismo, el estrés



oxidativo puede causar alteraciones en las vias de sefalizacion del Ca*
(Barnham et al., 2004; Savitt et al., 2006), el cual provoca la sobre-estimulacién
de los receptores glutamatérgicos, de tal manera, que se produce una cascada
de eventos que llevan a la formacién de ON® el cual a su vez produce mas

especies reactivas de Nitrogeno (Akcay et al., 2005).

También se ha reportado que la 6-OHDA puede actuar directamente, por
inhibicion de la cadena respiratoria mitocondrial, a nivel de los complejos | y IV
(Glinka et al., 1998), lo que trae como consecuencia la deplecion del ATP,
(Blum et al., 2001) y la subsecuente produccion de ROS (Lotharius et al.,
1999). Se ha reportado ampliamente que la 6-OHDA produce la disminucién de
las enzimas GSH y SOD, asimismo, se ha observado que incrementa los

niveles de peroxidacion de lipidos en el nucleo estriado (Betarbet et al., 2002).

Ahora bien, la L-DOPA no protegi6 las alteraciones inducidas por la 6-OHDA,
debido a que se ha sugerido que el tratamiento con L-DOPA produce estrés
oxidativo por dos vias: a) Incremento en la degradacion de DA por la MAO
generando H,O, como un producto (Maratos et al., 2003), y b) por la auto-
oxidacion de la L-DOPA a dopamina, la cual resulta en la produccion de H,O,,
02, OH® y quinones (Luo y Roth, 2000). Por lo que se ha propuesto que la
pérdida neuronal puede ser causada por mecanismos de oxidacion, ya que
existe una amplia evidencia de que la L-DOPA reduce la supervivencia de las
células dopaminérgicas en cultivo (Michel y Hetftil, 1990; Walkinshaw y Waters,
1995).

También se ha demostrado que la administracion de L-DOPA induce la
produccion de ON® en el nicleo estriado (Itokawa et al., 2006). En este
sentido se ha observado que células expuestas ON * muestran una inhibicion
irreversible de la cadena respiraciéon mitocondrial, debido a la conversion de
ON® a especies reactivas de nitrogeno (ERN), como cation nitroso (NOY),
anion nitroxil (NOY) y ONOO’; de tal forma que se produce la deplecion de
energia y como consecuencia muerte celular, asimismo puede inducir

peroxidacion de lipidos (Ledn et al., 2005).



Con respecto a la pérdida de la eficacia terapéutica de la L-DOPA, Maharaj y
colaboradores (2005°) reportan que en animales que recibieron inyeccién
intracerebral de sulfato ferroso y que recibieron tratamiento agudo y crénico
con L-DOPA resulta en la formacion de 6-OHDA en el nucleo estriado de rata,
asimismo reportan que la L-DOPA incrementa los niveles de peroxidacion de
lipidos, y cuando la L-DOPA se administra junto con Melatonina, se reduce la
formacion de 6-OHDA vy los niveles de peroxidacion. Estos autores sugieren
que la presencia enddgena de fierro y acido ascorbico en el cerebro de la rata
puede crear un ambiente quimico el cual puede permitir a la L-DOPA ser
hidroxilada en su carbono 6, resultando en la formacion no enzimatica de 6-
OHDA. De esta manera, la L-DOPA puede acelerar la degeneracion de las

neuronas dopaminérgicas por el metabolismo oxidativo de la 6-OHDA.

Finalmente, nuestros resultados muestran que el grupo que recibi6 tratamiento
con Melatonina presentd mayor neuroproteccion, debido a que la Melatonina
actlia como atrapador de radicales libres (Reiter, et al., 2000°) y antioxidante
(Martinez-Cruz, et al. 2006). Se ha observado que la Melatonina exdgena
protege células, tejidos y organos del dafio oxidativo, ya que neutraliza los
H,0,, ON®, O, y NOO™ (Reiter, 2000% Reiter, 2000°). Asimismo se ha
reportado que reduce los niveles de peroxidacion de lipidos (Maharaj, et al
2006).

Ademas se sugiere que la Melatonina puede promover y estimular las enzimas
antioxidantes como GSH-Px, glutation reductasa (GSH-RXx), glutatailcisteina
sintasa, glucosa 6-fosfato deshidrogenada (G6PD), SOD y CAT; pero el
mecanismo de induccién enzimatica aun no ha sido identificado (Hardeland y
Pandi, 2005; Hardeland, et al. 2006). En estudios previos se ha reportado que
células PC12 expuestas a la neurotoxina 6-OHDA y tratadas con Melatonina
muestran un aumento en la expresioén de genes de las enzimas antioxidantes
como el GSH-Px, CuZnSOD y MnSOD (Reiter et al. 2003).

En un estudio realizado por Kerman y cols. (2005) en cerebros homogenizados

en condiciones de estrés oxidativo inducido por trauma cerebral, reportan que



la Melatonina decremento significativamente los niveles de peroxidacion de
lipidos, debido probablemente a que encontraron incremento en la actividad del
GSH-Px la cual metaboliza H,O, a H,O y GSH reducido. El incremento en la
actividad del GSH-Px producido por la Melatonina puede ser por dos razones:
1) por la actividad antioxidante de la Melatonina, la cual protege a la enzima de
la inactivacion por RL y 2) por la estimulacion de la expresion de genes de la
enzima GSH-Px (Reiter et al., 2003).

Mas aun, se propone que la Melatonina bajo condiciones de estrés oxidativo

puede actuar de la siguiente manera:

Se ha observado que en condiciones fisiologicas la Melatonina tiene la
capacidad de atrapar 2 radicales OH® y dar lugar a la formacién del metabolito
3-hidroxiMelatonina ciclico, el cual puede ser excretado por la orina, o bien
puede ser metabolizada por RL y formar AFMK (N1-acetil-N2- formil- 5-
metoxikinuramina). Otra via es que la Melatonina puede interactuar con RL
como O,”, CO3’, ylo OH® llevando a la formacién de AFMK. Este AFMK
puede reaccionar con H,O, o con O, y formar el metabolito AMK (N1-acetil-5-
metoxikinuramina; las dos enzimas posibles de catalizar esta reaccion han sido
identificadas como arilamina formidasa y hemoperoxidasa) (Figura 11).
Recientemente se ha puesto gran interés en el AFMK y AMK, debido a que se
ha reportado que también poseen importantes caracteristicas antioxidantes
como las de la Melatonina. A este respecto se ha reportado que ambos
metabolitos reducen los niveles de peroxidacion de lipidos y tienen la
caracteristica de donar 2 electrones. Asimismo se ha reportado que el AFMK
confiere neuroproteccion a células de hipocampo las cuales fueron expuestas a
H,O, y a glutamato (Reiter et al., 2003; Hardeland y Pandi, 2005; Ledn et al.,
2005).
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De acuerdo con los resultados obtenidos podemos decir que:

®» La degeneracion neuronal provocada por la 6-OHDA se refleja
ultraestructuralmente en el nucleo estriado por el aumento en el
didmetro de los botones sindpticos, disminucion de los contactos con
espinas dendriticas, aumento en el numero de contactos perforados y
altos niveles peroxidacion de lipidos. Asi como alteraciones importantes

en la conducta motora

®» Los animales tratados con L-DOPA presentaron recuperacion de la
conducta motora en los primeros dias de tratamiento, pero después de
un tiempo los animales presentaron deterioro en la actividad motora. A
nivel citolégico los animales presentaron alteraciones muy similares al
grupo de 6-OHDA debido a que la L-DOPA incrementa la produccion de
radicales libres provocando en las células estrés oxidativo y la
consecuente muerte neuronal.

CONCLUSION

®» El tratamiento con Melatonina es capaz de proteger las alteraciones
producidas por la 6-OHDA, las cuales se caracterizan por: recuperacion
de la conducta motora, mayor supervivencia de células dopaminérgicas,
menor numero de botones con edema, mayor prevalencia de contactos
sinapticos con espinas, asi como bajos niveles de peroxidacion de
lipidos. Por lo que consideramos que la Melatonina puede ser un posible
candidato para el tratamiento de la EP ya sea como monoterapia
(probablemente en los inicios de la enfermedad) o en combinacion con

la L-DOPA, para evitar o retardar el dafio producido por esta ultima.
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ABREVIATURAS

EP Enfermedad de Parkinson
DA Dopamina
GB Ganglios Basales
NE Nucleo Estriado
SN Substancia Nigra
SNc Substancia Nigra Compacta
SNr Substancia Nigra Reticular
GPi Globo Palido Interno
GPe Globo Palido Externo
NST Nucleo Subtalamico
ROS Especies Reactivas de Oxigeno
CAT Catalasa
SOD Superoéxido Dismutasa
GSH-Px Glutation Peroxidasa
GSH Glutation
NOSn Oxido Nitrico Sintasa Neuronal
o, Anién Superoxido
H,0, Peréxido de Hidrégeno
OH* Radical Hidréxilo
oNn® Oxido Nitrico
ONOO Peroxinitrito
MAO Monoaminoxidasa
6.OHDA 6-Hidroxidopamina
(2,4,5 Trihidroxifeniletilamina)
MPTP 1-Metil-4,Fenil-1,2,3,6-Tetrahidropiridina
TH Tirosina Hidroxilasa
L-DOPA Levo-dihidroxifenilalanina
AFMK N1-acetil-N2- formil- 5-metoxikinuramina
AMK N1-acetil-5-metoxikinuramina




APENDICES

1.-INMUNOCITOQUIMICA PARA TIROXINA HIDROXILASA PARA
MICROSCOPIA DE LUZ.

Se realizaron cortes histologicos del mesencéfalo ventral (SNc de entre 50-
100). Posteriormente se hicieron lavados sucesivos en el siguiente orden: En
amortiguador PBS 3 veces por 10 minutos; 3 lavados en amortiguador TRIS de
10 minutos; amortiguador TRIS y perdxido de hidrogeno 0.3 % (30 minutos);
amortiguador TRIS y borohidrido de sodio 0.01 % (30 min); amortiguador TRIS
con 1 % de suero normal de cabra y 0.3 % de triton (durante 1 h), todos con
agitacion, posteriormente se incubaron los cortes en una alicuota de anticuerpo
primario anti-TH en amortiguador TRIS 1:1000 con 1 % de suero normal de
cabra por 3 dias a 4 °C. Posteriormente se lavaron los cortes 3 veces en
amortiguador TRIS con 1 % de suero normal de cabra durante 10 min con
agitacion. Se incubaron por 2 horas a temperatura ambiente en el anticuerpo
secundario. Anti-IGg de conejo 1:200 en TRIS con 1 % de suero normal de
cabra. Se hizo un lavado en TRIS con 1 % de suero normal de cabra, para
después incubar en Abidina-Biotina (2 Hrs) a temperatura ambiente. Después
de 3 lavados en TRIS con agitacion se revelo la tincion en los tejidos con 3-3
Diaminobencidina (DAB) al 0.05 % y 0.003 % de peroxido de hidrogeno. El
tejido se lava una ultima vez en TRIS por 10 min y se montan en portaobjetos
previamente gelatinizados, se dejan secar un dia. Para cubrir con resina se
realizo la deshidratacion de los cortes con alcoholes en concentraciones
crecientes (60, 70, 80, 90 y 96 %) diez minutos en cada uno y 3 cambios en
alcohol de 100 % de 10 min. y finalmente dos cambios en tolueno de 10 min.

cada uno.

Para su posterior andlisis en un fotomicroscopio, haciendo un conteo de las
neuronas inmunorreactivas a TH en la SNc en un area de 1500 pm? en 10
cortes por animal a partir del inicio del nucleo terminal medial del tracto 6ptico

accesorio. Todos los datos se analizaron mediante la prueba de ANOVA.



2.-MICROSCOPIA ELECTRONICA
Los fragmentos del cuadrante dorsomedial de la cabeza del NE y de la SNc se
lavaron en PBS, y fueron colocados durante una hora en tetradéxido de Osmio
al 1% preparado con PBS para la postfijacion; posteriormente los fragmentos
se lavaron con PBS en tres cambios de 10 minutos cada uno. El segundo paso
consistio en la deshidratacion del tejido con alcoholes en concentraciones
crecientes (del 50 al 96 %) durante lapsos de 10 minutos cada uno y
finalmente, el tejido fue puesto en alcohol al 100 % por tres ocasiones de 10
minutos cada una para colocar el tejido en tolueno durante dos periodos de 10
minutos cada uno. Los tejidos fueron infiltrados en una mezcla de resina 1:1
araldita-tolueno a 60 °C. Se mantuvieron por 12 horas en una mezcla 3:1 de
araldita-tolueno a temperatura ambiente, los fragmentos ya infiltrados se

incluyeron el araldita pura a 60 °C durante 24 horas.

Una vez que se polimerizo la resina, se procedio a realizar los cortes finos de
900 A en un ultramicrotomo Reichert-Jung utilizando cuchillas de diamante. Se
montaron los cortes en rejillas de cobre y se contrastaron en acetato de uranilo
al 5 % durante 20 minutos y con citrato de plomo al 0.4 % por 5 minutos. Los
cortes fueron observados en un microscopio electrénico Jeol Jem 100 CX Il y
se llevo a cabo el analisis ultraestructural, realizando las mediciones

directamente en la pantalla.

Andlisis ultraestructural: A.-eje mayor (EM) y el eje menor (em); tipo de contacto sinaptico, con
la cabeza (B), o con el cuello de la espina dendritica (C); y nimero de sinapsis perforadas (D).

Las pruebas estadisticas que se utilizaron para el andlisis de resultados fueron:
Para el didmetro de los botones sinapticos se utilizd ANOVA. Para las
caracteristicas del boton sinaptico (contacto con el cuello o con la cabeza de la
espina dendritica y el nimero de sinapsis perforadas) se utilizé la prueba de

Wilcoxon.



3.- DETERMINACION DE PEROXIDACION DE LIPIDOS FLUOROMETRICO
IN VIVO.

Se peso el tejido estriatal y nigral, para posteriormente homogenizarlo en 3ml
de solucion salina. A 1ml del homogenizado se le adiciono 4ml de una mezcla
de cloroformo metanol (2:1). Se dejaron reposar los tubos en hielo durante un
periodo de 45 minutos protegidos de la luz, posteriormente la fase lipidica es
separada de la metanolica. Se procede a la medicibn de la sefial de
fluorescencia con longitudes de onda de excitacion de 370nm y emision
430nm. La sensibilidad fue ajustada con un estandar de fluorescente de quinina
(0.1g/ml) en acido sulfarico 0.05M a 300 unidades. Finalmente los resultados
fueron expresados en unidades de fluorescencia/gramo de tejido fresco.
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