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1. Abreviaturas.

6-OHDA
AMA
BHE
CL
COMT
DA
DSC
DIL

EP

GPi
GPe
HPLC
HPM
KYNA
L-DOPA
L-KYN
MAO-B
NAD+
NMDA
NST
02"
*OH
PROB
QUIN
rNMDA
SNC
SNc
VK

6-Hidroxidopamina

Amantadina

Barrera hemato-encefélica
Cuerpos de Lewy

Catecol O-metiltransferasa
Dopamina

Discinesias

Discinesias inducidas por L-DOPA
Enfermedad de Parkinson

Globo palido interno

Globo palido externo
Cromatografia liquida de alta resolucién
Haz prosencefalico medial

Acido kinurénico

Levodopa

L-kinurenina

Mmonoamino oxidasa B
Nnicotinamida adenin dinucledtido
N-metil-D-aspartato

Nucleo subtalamico

Superoxido

Hidroxilo

Probenecid

Acido quinolinico

Receptor NMDA

Sistema nervioso central
Sustancia negra en su parte compacta
Via de la kinurenina



2. Resumen.

La levodopa (L-DOPA) es el tratamiento méas eficaz para el manejo de la enfermedad de
Parkinson, sin embargo, su uso prolongado se relaciona con el desarrollo de discinesias
(DSC). Diversos farmacos se han utilizado para el control de las DSC, entre ellos
antagonistas del receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA) y en especial la amantadina
(AMA), que es uno de los mas eficaces. El acido kinurénico (KYNA) es un metabolito del
triptéfano y es el Unico antagonista endégeno del NMDA que se conoce. Previamente se
demostr6 que es posible aumentar los niveles cerebrales de KYNA con la administracion
de Probenecid (PROB). Sin embargo, los efectos del PROB sobre el parkinsonismo o las
DSC no se han estudiado. Objetivo: Se compard el efecto de AMA y L-DOPA con el de
PROB. Se evalu el posible efecto antiparkinsénico y antidiscinético de la administracion
de PROB y se busco su asociacién con los niveles estriatales de KYNA. Métodos. Se
utilizaron ratas Wistar macho (260-280 g) y se formaron los siguientes grupos (n=5-6),
en dos fases. Fase . EFECTOS ANTIPARKINSONICOS: 1) Control (lesién con solucion
salina, 3 uL en el haz prosencefalico medial (HPM) derecho; 2) Lesién c/ 6-
hidroxidopamina (6-OHDA 20 ug/3 pL) en el HPM derecho. Posteriormente, los
animales lesionados con 6-OHDA se dividieron de forma aleatoria en 4 grupos: a)
Control sin farmacos; 2) L-DOPA (25 mg/Kg) v.o.; 3) AMA (40 mg/kg) v.o.; y 4) PROB 75
mg/Kg i.p. Todos recibieron una sola dosis del farmaco y 1 h después se evaluaron con:
prueba de cilindro, ajuste de pasos y monitor de actividad espontanea. Fase II.
EFECTOS ANTIDISCINETICOS: los animales parkinsonicos recibieron L-DOPA 25
mg/Kg v.o. diariamente hasta el desarrollo de DSC (14-21 dias), y éstas se evaluaron
mediante la escala propuesta por Cenci et al, 1998, y se evalu6 la conducta de giro
antes de la dosis de L-DOPA (basal), en el pico de dosis de L-DOPA (30-45 min), y
después de la administracién de AMA o PROB. Resultados: Efecto antiparkinsonico: los
animales que recibieron algun tratamiento (L-DOPA, PROB, AMA) presentaron mejoria
significativa en su asimetria motora en comparacion con los controles, siendo la L-DOPA
y el PROB los que presentaron el mayor efecto antiparkinsénico. DSC: el uso de AMA o
PROB redujeron significativamente la severidad de las DSC, sin embargo, el efecto es
mayor con el uso de PROB. Por otro lado, no se observd aumento significativo en los
niveles de KYNA después del uso L-DOPA, AMA, L-DOPA+PROB ni L-DOPA+AMA, sin
embargo, el PROB aumenta por si solo los niveles de KYNA asi como después de la
lesion con 6-OHDA. Conclusion: El presente estudio demuestra por primera vez los
efectos positivos significativos del PROB sobre el parkinsonismo y las DSC inducidas
por L-DOPA. La falta de asociacion de los niveles de KYNA con el efecto antidiscinético
sugiere que el PROB pudiera actuar por mecanismos alternos al aumento del KYNA.



3. Antecedentes.
3.1. Enfermedad de Parkinson.

3.1.1. Caracteristicas clinicas.

La Enfermedad de Parkinson (EP) fue descrita originalmente por James Parkinson en
1817 (Jankovic, 2008). Esta enfermedad se caracteriza clinicamente por la presencia de
temblor de reposo, lentitud en los movimientos voluntarios (bradicinesia), rigidez
muscular, disminucién de las expresiones faciales (hipomimia) y alteracion de los

reflejos posturales (Fabbrini et al., 2007).

En etapas muy tempranas de la enfermedad, se han descrito sintomas prodromicos
como la fatiga, el dolor muscular, distonias y rigidez muscular, sin embargo, todos estos
sintomas son inespecificos y pueden o no estar asociados con el padecimiento (Rajput
et al., 2008). Las distonias unilaterales pueden presentarse especialmente en los pies
junto con una sensacién de rigidez, “arrastre de los pies” o tropiezos frecuentes, ojo
seco debido a la disminucidn en la frecuencia del parpadeo, reduccion en las habilidades
de escritura, sensacion de “temblor interno” e incluso el sindrome de piernas inquietas
que se puede presentar hasta 12 afios antes de inicio de los sintomas claros de la
enfermedad (Rajput et al., 2008).

Ademas de los sintomas cardinales motores, se presentan diversos sintomas no
motores como alteraciones en el suefio, especialmente en la fase de Movimientos
Oculares Répidos (Olson et al., 2000), estrefiimiento, dermatitis seborreica, disminucion
de la funcion olfatoria y vesical, etc. (Samii, 2008). Existen también modificaciones
cognitivo-conductuales que provocan cambios de personalidad, dificultad para
concentrarse, cambios de humor, depresidn, ansiedad, déficit en el reconocimiento de
objetos o personas, discapacidad en la ejecucion de tareas y en la planeacion de

trabajos y lentitud en el procesamiento general de informacion (Dubois et al.,1997).



A pesar de que los sintomas motores se asocian a distintos grados de alteraciones
cognitivas, neuropsiquiatricas y/o disfuncion autonémica (Jankovic, 2008), las
alteraciones mas importantes y discapacitantes en estos pacientes son sin duda las
alteraciones motoras. El 70% de los pacientes notan el temblor como primer sintoma,
seguido de la rigidez, sin embargo, la rigidez también puede presentarse de forma
aislada (formas rigido-acinéticas). La bradicinesia no suele ser tan notoria como el
temblor o la rigidez, sin embargo, es la alteracion motora mas discapacitante debido a
que paulatinamente se reducen o inhiben por completo (akinesia) los movimientos

voluntarios (Samii, 2008).
3.1.2. Epidemiologia.

La EP es una enfermedad neurodegenerativa relacionada con la edad; cominmente
afecta a personas que superan los 60 afios de edad y solo del 4% al 10% de los
pacientes presentan el inicio de la enfermedad antes de los 40 afios (Rajput et al.,
2008). Es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas frecuente en el mundo
(Olanow et al., 2009) y se estima que tiene una prevalencia de 115 casos por cada
100,000 habitantes y una incidencia anual de 13.5 a 13.9 casos por cada 100,000
personas a nivel mundial (Schapira, 2009). Sin embargo, estos datos varian mucho
entre las diferentes regiones geograficas, por ejemplo, en Africa se estima una
incidencia de 4.5 casos por cada 100,000 habitantes; en Londres, el estimado es de 26
casos por cada 100,000 hab; y en ciudades como Finlandia o Nueva York la incidencia

reportada es de 17 casos por cada 100,000 habitantes (Rajput et al., 2008).

En México no se cuenta con estadisticas confiables que sefialen la incidencia y
prevalencia precisa de la EP, sin embargo, segun la Secretaria de Salud existen al
menos 500,000 pacientes con la enfermedad hasta el afio de 2006 (Programa
Especifico de Parkinson 2001-2006).

10



En cuanto a la prevalencia mundial de la enfermedad, ésta ha aumentado con el paso
de los afios debido a que anteriormente resultaba mas complicado diagnosticarla, y a
que en los informes de los decesos se solia excluir esta condicion, ademas el desarrollo
de tratamientos y el acceso a éstos ha mejorado la calidad de vida de los pacientes
dandoles una mayor expectativa de vida (Rajput et al., 2008). Por otro lado, se estima
que con el constante incremento en la expectativa de vida a nivel mundial se incremente
también la incidencia de la EP, asi como de otras enfermedades neurodegenerativas

relacionadas con la edad (Olanow et al., 2009).

La EP en si misma no produce la muerte, sin embargo, genera complicaciones en la
salud asi como discapacidades fisicas que predisponen al paciente a tener una
expectativa de vida de 35% a 65% mas baja que una persona sin la enfermedad. Desde
luego estas cifras también pueden variar entre paises en relacion a las condiciones
socioecondmicas, el modo de vida, y desarrollo en el cuidado de la salud (Rajput et al.,
2008).

3.1.3. Cambios anatémicos y morfolégicos.

La alteracion patolégica caracteristica de la EP es la presencia de unos cuerpos de
inclusién intraneuronales llamados cuerpos de Lewy (CL; Crosby et al., 2008). Los CL
estan compuestos por un material granular y filamentoso de unos 10-15 nm de diametro
que estan principalmente formados de agregados de a-sinucleina con conformaciones
anormales. En condiciones normales, el a-sinucleina se encuentra en las terminales
presinapticas, pero en condiciones patologicas se encuentra formando inclusiones
citoplasmaticas (Gil, 2009).

Ademas del a-synucleina, los CL se componen quimicamente de ubiquitina y proteinas
de los neurofilamentos como proteinas cinasas, microtibulos de alto peso molecular

asociados a tubulina, la ubiquitin-carboxil-terminal hidrolasa PGP-9 (Gil, 2009) vy
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precursores de amiloide. Los CL corticales contienen también tropomiosina y a-

cristalina (Buracchio et al., 2005).

Los CL tienen una forma esférica con un nucleo bien diferenciado rodeado de un halo
periférico. Usando técnicas de microscopia electronica, se puede observar que el centro
contiene material granular debido a la ubiquitina acumulada y el halo periférico se

compone de filamentos de a-sinucleina (Gil, 2009; Figura 1).

hematoxilina y eosina. (B) microscopia electrénica de transmision. (C, D) inmunohistoquimica para

a-sinucleina, ubiquitina.

Braak H. y colaboradores (2003) han propuesto un sistema de estadificacion de las
alteraciones patoldgicas en la EP que se desarrolla en 6 diferentes etapas. El sistema
de estadificacién se deriva de estudios de autopsias en pacientes sanos y pacientes con
EP. Es decir, que se basa en el desarrollo de estas inclusiones en diferentes regiones

del cerebro (Braak et al., 2003). Durante la primera y segunda etapas se afectan la
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médula oblonga, el nlcleo motor dorsal del nervio vago, el bulbo olfatorio, el nucleo

olfatorio anterior y el locus coeruleus (Braak et al., 2003).

En las etapas 3 y 4 se ven involucradas la sustancia negra, en donde se encuentran las
neuronas dopaminérgicas de la via nigroestriatal y la porcion basal del cerebro medio y
el prosencéfalo. Braak et al. (2003) propusieron que entre estas dos etapas esta el
umbral entre las alteraciones cognitivas y las manifestaciones motoras (Braak et al.,
2003).

Durante las etapas 5 y 6 el proceso degenerativo se extiende hacia la neocorteza, los
cambios patol6gicos antes mencionados aumentan y los cuerpos de inclusion se hacen

presentes en la corteza prefrontal (Braak et al., 2003; Figura 2).
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Figura 2. Esquema que representa los estadios patoldgicos en la EP, segun Braak y cols. (2003).
Los diferentes tonos de rojo representan la distribucion y la severidad de las lesiones patologicas
(cuerpos de Lewy) a lo largo de la progresién de la enfermedad. dm (Nucleo dorsal motor); co
(complejo coeruleus—subcoeruleus); sn (sustancia negra); mc (temporal arteromedial); hc (&reas
de asociacidn sensorial y campos prefrontales); fc (dreas de asociacion sensorial).
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3.2. Etiologia y factores de riesgo.

3.2.1. Factores de riesgo.

El origen étnico de las personas es uno de los factores de riesgos asociados con la
enfermedad (Tanner, 2008). Los estudios epidemiolégicos indican que personas de piel
blanca tienen mayor riesgo de padecer la enfermedad que las personas de color
(Kessler, 1972). Otro factor de riesgo es el género, se ha visto una mayor incidencia de
la enfermedad en personas del sexo masculino que en las de sexo femenino (Rajput et
al., 2008) y un comienzo de la enfermedad méas temprano en hombres que en mujeres,
sin embargo, el promedio de la edad a la que mueren es muy similar en ambos sexos,

por lo que la expectativa de vida no aumenta en las mujeres (Diamond et al., 1990).

Algunos estudios han sugerido que consumir cafeina, asi como fumar se asocian a una
disminucidn en el riesgo de padecer la enfermedad. Las personas que fuman con
frecuencia tienen un riesgo menor en comparacion con las que fuman en cantidades
menores, dicho efecto ha sido atribuido a la accion de la nicotina sobre los receptores
colinérgicos, sin embargo, hasta el momento la evidencia solo es epidemiologica. En
hombres, el alto consumo de cafeina también reduce el riesgo de desarrollar EP, no
siendo asi entre las mujeres en las cuales, el bajo riesgo esta asociado al consumo bajo

0 moderado de cafeina (Ascherio et al., 2001).

3.2.2. Etiologia.

La EP es el prototipo de enfermedad en la cual se propone que existe una importante
interaccion entre la genética y los factores ambientales. Se ha demostrado que las
manifestaciones del Parkinson pueden ser causadas tanto por la exposicidén a agentes
toxicos (manganeso, organofosforados, etc.) como por mutaciones en genes

especificos (Tanner, 2008). Los factores genéticos pueden desempefiar un papel
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importante en el desarrollo de la EP, pueden ser hereditarios y pueden existir factores
ligados al sexo que modulen la edad de inicio de la enfermedad (Hilmas et al., 2001).
Sin embargo, se estima que sélo entre el 5-10% de los casos presentan un patron

hereditario que puede ser autosomico dominante o recesivo (Hardy et al., 2009).

En las formas hereditarias se han encontrado, al menos 5 mutaciones asociadas con la
enfermedad: a-sinucleina (0 PARK1), parkina (PARK2), DJ-1 (PARK?), cinasa putativa
1 inducida por PTEN (PARKG) y la cinasa 2 rica en leucina (PARKS; Tanner, 2008).

La duplicacién o triplicacion anormal de PARK1 genera la sobreexpresion del o-
sinucleina, lo que conduce a su acumulacion y ocasiona demencia por la formacion de
CL (Tanner, 2008).

La PARK 2 funciona como una ligasa E3 de ubiquitina que cataliza la adicion de
ubiquitina a las proteinas y las marca para su degradacion. Cuando disminuye la
actividad de esta ligasa, se modifica la via de degradacion de ubiquitina por
proteosomas y produce su acumulacion, lo cual tiene efectos toxicos que contribuyen a
la muerte de células dopaminérgicas. También juega un papel en el estrés oxidativo y

en la funcién mitocondrial (Kitada et al., 1998).

La PARKG protege a las células de la disfuncion mitocondrial y el estrés oxidativo,
porque las protege de la apoptosis en situaciones de estrés, por lo que una mutacion en

este gen, modifica esta actividad favoreciendo la muerte neuronal (Tanner, 2008).

La DJ-1 es una proteina codificada por PARK7, que tiene entre sus funciones, proteger
las células del estrés oxidativo. Actua como chaperona en el plegamiento de proteinas
de novo, en el repliegue de proteinas que han sufrido dafio y en el transporte de ciertas
moléculas hacia los proteosomas (Abou-Sleiman et al., 2003). Las mutaciones en

PARK?7 se asocian con una menor proteccidn frente al estrés oxidativo asi como con un
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déficit en la actividad de DJ-1 lo que provoca la acumulacion toxica de proteinas mal

plegadas o dafiadas y finalmente a la muerte celular (Abou-Sleiman et al., 2004).

Las mutaciones en PARKS se asocian con el déficit de los proteosomas de ubiquitina, la
degradacion protéica, la disfuncién mitocondrial, el aumento anormal en fosforilaciones
y promueven el aumento de actividad en cinasas, lo cual esta ligado a la toxicidad
celular (Zimprich et al., 2004).

Por otro lado, segun un meta-analisis reciente, que incluy6 estudios de asociacion de
genoma completo, hasta ahora se han descrito al menos 11 loci genéticos que se ha
relacionado de forma significativa con el desarrollo de la EP de tipo esporadica: BST1,
CCDC62/HIP1R, DGKQ/GAK, GBA, LRRK2, MAPT, MCCC1/LAMP3, PARK16, SNCA,
STK39, SYT11/RAB25. Sin embargo, la significancia fisiopatolégica de muchos de estos

loci aun se desconoce (Lill et al., 2012).

3.3. Fisiopatologia de la Enfermedad de Parkinson.

La EP esta relacionada con la degeneracién neuronal progresiva que afecta
principalmente a las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra en su parte
compacta (SNc), lo cual produce la disminucion en la produccion de dopamina (DA),
primordialmente en la via nigro-estriatal, que forma una parte muy importante del
circuito fronto-basal esqueleto-motor, que esta involucrado en la regulacion de los

movimientos voluntarios (Blandini et al., 2000).

Los ganglios basales son un grupo de nucleos formados por el caudado, el putamen, el
globo palido externo e interno (GPi y GPe) y sustancia negra que se encuentran en la
profundidad de los hemisferios cerebrales y que se encargan, entre otras muchas
funciones, de la regulacion del movimiento voluntario (Blandini et al., 2000). Las

conexiones que tienen los ganglios basales con otras estructuras como el talamo, el
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nucleo pedunculo-pontino y la corteza cerebral forman circuitos que se retroalimentan y
regulan continuamente para la adecuada ejecucién de los movimientos voluntarios
(Jenner, 2003).

Por lo general se considera que este circuito motor fronto-basal, tiene dos vias
principales: la via directa y la via indirecta. Ambas vias se inician en neuronas
GABAérgicas espinosas medianas localizadas en el cuerpo estriado: la via directa esta
formada por neuronas GABAérgicas con receptores dopaminérgicos tipo D1 que co-
localizan para los neuropéptidos dinorfina y sustancia P; mientras que la via indirecta
estad formada por neuronas GABAérgicas con receptores dopaminérgicos tipo D2 que

co-localizan para encefalina (Jenner, 2003; Figura 3).

Se considera que en la fisiologia normal, la via directa facilita los movimientos, mientras
que la via indirecta los inhibe. Normalmente existe un balance adecuado en la actividad
de estas dos vias que permite la facilitacion de algunos movimientos y la inhibicién de
otros para la correcta ejecucion motora. En este sentido las aferencias dopaminérgicas
ejercen normalmente un efecto inhibitorio sobre la via indirecta y un efecto estimulador
sobre la via directa resultando en una promocion de los movimientos voluntarios. En la
EP la disminucion de las aferencias dopaminérgicas hacia el cuerpo estriado produce el
aumento en la actividad de la via indirecta provocando hiperactividad del nucleo
subtalamico (NST), que se refleja en la sobre-estimulacion del GPi, el cual a su vez
inhibe severamente el talamo y por ende a la corteza cerebral, lo que resulta finalmente

en la inhibicidn general del movimiento voluntario (Jenner, 2003).
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Figura 3. Diagrama esquematico que representa el circuito fronto-basal motor normal, con los nucleos

de los ganglios basales involucrados.

3.4. Tratamiento farmacoldgico de la Enfermedad de Parkinson.

El tratamiento farmacoldgico de la EP se centra principalmente en el fomento de la
neurotransmision dopaminérgica a través de distintas clases de farmacos. El principal
farmaco continta siendo la levodopa (L-3,4 dihidroxi fenilalanina; L-DOPA) que es un
precursor de la DA (Figura 4), que requiere de la co-administracion de algun inhibidor de
la DOPA-descarboxilasa periférica (benzerazida o carbidopa) para garantizar su efecto
en el sistema nervioso central (SNC), ademas de que depende de una transformacién

enzimatica previa para la formacion de DA (Olanow et al., 2009).

19



Ho HO
OH
NH, NH>
HO

HO

Figura 4. Estructura quimica de la levodopa (A) y de la dopamina (B).

Por otro lado, estan los farmacos agonistas dopaminérgicos, que son farmacos que se
unen y activan a distintas subpoblaciones de receptores dopaminérgicos. Entre las
ventajas de estos farmacos estan que para su accién no se requiere de conversiones
enzimaticas y no dependen de transportadores para su absorcion por el tracto
gastrointestinal ni para el paso a través de la barrera hemato-encefélica (BHE), por
ejemplo, bromocriptina, lisuride, pergolida, cabergolina, ropinirole, pramipexole, etc.
(Jenner, 2003; Korczyn, 2003).

Ademas se utilizan los inhibidores de la enzima monoamino oxidasa B (MAO-B), enzima
que cataliza la desaminacion oxidativa de catecolaminas como la DA. La inhibicion de
éstas impide la desaminacion de la DA permitiendo el aumento intracerebral de ésta. La

rasagilina y la selegilina son ejemplos de farmacos con esta actividad (Waters, 2008).

Otro tipo de farmacos son los inhibidores de la catecol O-metiltransferasa (COMT), esta
enzima normalmente convierte a la DA en el metabolito inerte 3-0-metildopa, por lo que
la inhibicion farmacoldgica de esta enzima incrementa la vida media de la DA de 90min
hasta aproximadamente 3 horas. Ejemplos de este tipo de farmacos son el Tolcapone y

Entacapone (Olanow et al., 2009).

Sin embargo, hasta el momento no existe ningun tratamiento que modifique
significativamente el curso natural de la enfermedad. El tratamiento sintomatico de
eleccion continta siendo la administracion exdgena de precursores de DA como la L-
DOPA por via oral (Olanow et al., 2009). La L-DOPA produce mejoria sintomatica en
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mas del 90% de los casos de EP; sin embargo, el uso prolongado, precoz y a dosis
altas se ha relacionado con el desarrollo de complicaciones clinicas, como las

fluctuaciones motoras y las DSC (Ahlskog et al., 2001).

3.5. Complicaciones del tratamiento con levodopa.

Se calcula que entre el 40-80% de los pacientes que consumen L-DOPA por un periodo
de entre 5-10 afios desarrollaran eventualmente alguna complicacion motora (Buck et
al., 2010; Ahlskog et al., 2001), lo cual se relaciona con la reduccién de su eficacia y
utilidad clinica (Fabbrini et al., 2007). Las complicaciones cronicas de la terapia con L-
DOPA suelen ser fundamentalmente motoras, especificamente: fluctuaciones motoras y
DSC, sin embargo, otras complicaciones neuropsiquiatricas como la psicosis también

pueden presentarse (Sage, 2008).

Las fluctuaciones motoras se refieren a cambios que ocurren en el inicio, la duracién o
la eficacia del efecto farmacoldgico antiparkinsénico presentado por la L-DOPA. Las
fluctuaciones motoras se pueden manifestar en distintos periodos clinicos por ejemplo:
el deterioro de fin de dosis, en el cual el paciente sufre un deterioro clinico relacionado
con el final del efecto del farmaco; el retraso del efecto “on” en el cual el paciente refiere
que después de la toma del medicamento existe un atraso en el inicio de los efectos
positivos; la reduccidn de la duracion del efecto “on” en el cual el paciente refiere que la
duracién de los efectos positivos de la L-DOPA ha disminuido, etc. (Buck et al., 2010).
Cuando alguna de estas complicaciones sucede, la dosis, la frecuencia de
administracion e incluso la presentacion farmacéutica o la via de administracion de la L-
DOPA deben ser modificadas para continuar obteniendo beneficios clinicos (Hinson,
2010).

Las DSC por otra parte, no constituyen sélo cambios en los efectos positivos de la L-
DOPA, sino la aparicién de movimientos involuntarios erraticos y sin propésito que

pueden presentarse en distintas regiones corporales con distintas severidades, y que de
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la misma forma que las fluctuaciones, pueden presentarse en distintos momentos de la
administracion de la L-DOPA (Nutt, 2005). Tipicamente se distinguen dos tipos DSC: de
fin de dosis 0 en “off” y DSC de pico de dosis 0 en “on”, aunque también estan descritas

las DSC bifasicas que se presentan tanto en periodos “on” como en “off”.

Las DSC en “on” (de “pico de dosis”) se han relacionado con la elevacion maxima de la
concentracion plasmatica de la L-DOPA, lo cual clinicamente se manifiestas con:
movimientos estereotipados faciales o bucolinguales, movimientos coreiformes, distonia
de las extremidades o posturas corporales anormales (Hinson, 2010). Este tipo de DSC
se considera la mas tipica, y aunque el término “pico de dosis” pareciera sugerir que
s6lo se presentan en el momento del pico plasmatico mas elevado, en realidad en la
practica los pacientes suelen cursar con las DSC en toda la duracion del periodo “on”,
es decir, ocurre paradojicamente en el momento en el que cursa con los beneficios
clinicos de la L-DOPA sobre la rigidez y bradicinesia. De tal forma que la aparicion de
estas DSC merma de forma importante el beneficio objetivo que el paciente obtiene del
farmaco (Fabbrini et al., 2007).

3.6. Fisiopatologia de las DSC inducidas por levodopa.

Es claro que existen diversos factores que afectan el desarrollo de las DSC, por un lado
la frecuencia y severidad de éstas es mayor con el uso de L-DOPA que con otros
agonistas dopaminérgicos, lo cual sugiere que el mecanismo de accién de los farmacos
puede influir en el desarrollo de la complicacion. Por otro lado, la severidad de la pérdida
neuronal dopaminérgica juega un papel muy importante en el desarrollo de las DSC, ya
que, tanto en humanos como en modelos experimentales el uso crénico de L-DOPA no
produce DSC en sujetos sanos o sin pérdida neuronal dopaminérgica, y a su vez la
severidad de las DSC se correlaciona bien con la progresion de la pérdida neuronal en

la SNc. Otro factor que también se ha relacionado de forma consistente con el desarrollo
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de las DSC es la frecuencia y severidad de éstas, donde es mas elevada cuando inicia
antes de los 40 afios que cuando inicia después de esta edad, lo cual también parece
relacionarse con la mayor severidad y velocidad de progresion que se observa en las

formas juveniles de la enfermedad (Calabresi et al., 2010).

La teoria clasica del desarrollo de las DSC secundarias al tratamiento dopaminérgico
propone que los cambios que ocurren en las vias directa e indirecta en la EP, suceden
pero en sentido inverso, es decir, que los receptores D1y D2 son sobre-estimulados por
la L-DOPA, lo cual inhibe la via indirecta y sobre-estimula la via directa y en
consecuencia se producen los movimientos anormales (Figura 5), sin embargo, esta
hipoactividad de la via indirecta no se ha comprobado del todo en los estudios
experimentales, por lo que, en la actualidad esta teoria se considera excesivamente

simplista para explicar el desarrollo de las DSC (Jenner, 2003).

Otros mecanismos que se han sugerido para explicar el desarrollo de las DSC son: 1) La
distribucion irregular de la DA en el estriado como producto de la enfermedad o de su
tratamiento con L-DOPA; 2) La denervacidén cronica generada por la pérdida de
neuronas dopaminérgicas, aunada a la estimulacion pulsati que genera la
administracion de L-DOPA (dicha hipotesis esta apoyada por el hecho de que los
agonistas dopaminérgicos de accion prolongada o las formulaciones de L-DOPA de
liberacién sostenida se asocian a una menor incidencia de DSC; 3) Como producto de la
denervacion cronica dopaminérgica se ha demostrado un cambio en la sefalizacion
intracelular de las proteinas ERK1/2 -MAPK en las neuronas de la via directa (que
facilita el movimiento), lo cual se ha relacionado con la hipersensibilidad de los
receptores D1; y 4) Otros cambios que se han demostrado como producto de la
denervacion crénica dopaminérgica son cambios en las subpoblaciones, distribucidn y

funcionamiento de los INMDA estriatales (Gottwald, 2011).
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Figura 5. Via de los ganglios basales en condiciones normales (a), en EP (b) y con administracién
de L-Dopa (c).

3.7. Glutamato y discinesias inducidas por levodopa.

El papel de la neurotransmision glutamatérgica en las DSC esta bien demostrado por
diversos estudios experimentales en donde se comprob6 la existencia de alteraciones
en las subpoblaciones de los receptores glutamatérgicos asi como en su funcionalidad y
plasticidad (Carrillo-Mora et al., 2013; Buck et al., 2010). Ademas existe evidencia que
apoya que la inhibicidén de la actividad glutamatérgica del NST, mediante estimulacién
cerebral profunda disminuye la frecuencia y severidad de las DSC e incluso mejora el
rendimiento motor (Gubellini et al., 2006). Asi mismo, diversos estudios clinicos y
experimentales han descrito mejoria de las DSC con el uso de diversos farmacos
antiglutamatérgicos (Carrillo-Mora et al., 2013), desde distintos antagonistas NMDA
selectivos y no selectivos, antagonistas AMPA e incluso antagonistas de receptores
metabotrdpicos (Cooper et al., 1998; Buck et al., 2010). Toda esta evidencia respalda el
hecho de que por el momento el unico tratamiento aceptado por la FDA para el manejo
de las DSC en el enfermo con EP, es la AMA que es un antagonista no competitivo de
los INMDA (Buck et al., 2010; Carrillo-Mora et al., 2013; Olanow, 2009). En la actualidad,
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se han empleado distintos antagonistas glutamatérgicos en el manejo de las DSC y
fluctuaciones motoras, tanto a nivel experimental como clinico; sin embargo, aunque se
ha demostrado que multiples farmacos tienen efectos positivos sobre los movimientos
anormales, la mayor parte de ellos presenta también diversos efectos colaterales
(ataxia, sedacion, psicosis, etc.) que disminuyen los efectos positivos presentados por la
L-DOPA (Buck et al., 2010; Carrillo-Mora et al., 2013; Gottwald et al., 2011). Por lo tanto,
resulta muy importante el desarrollo de alternativas terapéuticas que sean capaces de
reducir, e incluso prevenir el desarrollo de las DSC inducidas por L-DOPA (DIL), sin

afectar los efectos positivos de este farmaco sobre la motricidad.

3.8. Tratamiento de las discinesias inducidas por la administracion cronica de

levodopa.

El manejo inicial de las DSC inducidas por L-DOPA, al igual que ocurre con las
fluctuaciones motoras debe comenzar con ajustes de la dosis: disminucion,
fraccionamiento, formulaciones o vias de administracién, asi como el uso de otros
farmacos de forma adyuvante (agonistas dopaminérgicos, inhibidores de MAO-B,
inhibidores de la COMT, etc.). A pesar de esto, en muchos de los casos sera necesaria
la adicion de un tratamiento farmacoldgico dirigido al control de los movimientos
anormales. En la actualidad, para el manejo de estas complicaciones motoras se han
propuesto gran diversidad de farmacos con distintos mecanismos de accion como:
agonistas serotoninérgicos, antagonistas de receptores de adenosina, antagonistas
noradrenérgicos, canabinoides, antagonistas glutamatérgicos, etc. (Buck et al., 2010).
Esta ultima categoria de farmacos es la unica que esta actualmente aceptada para su
uso clinico. Por ello, debido a su eficacia, la AMA continta siendo el tratamiento de
eleccion para el manejo de las complicaciones motoras secundarias al uso de L-DOPA
(Olanow et al., 2009; Buck et al., 2010). Sin embargo, con el uso de AMA se han
descrito efectos variables de paciente a paciente, aun es controversial el efecto benéfico

de la misma a largo plazo y se ha observado que su uso cronico puede asociarse al
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desarrollo de diversos efectos colaterales como pérdida de peso, constipacion,
inestabilidad, vision borrosa, retencion urinaria, livedo reticularis, insomnio, mareos,
nerviosismo, sequedad de boca, cansancio y malestar abdominal (Crosby et al., 2008).
Otra alternativa para el tratamiento de las DSC son las intervenciones quirurgicas en las
que se estimula el NST y el GPi provocando la disminucidn del temblor, la bradicinesia y
|la rigidez, asi como el retraso del periodo de fin de dosis y por lo tanto, la posibilidad de
reducir las dosis de administracion de L-DOPA. Sin embargo, la neurocirugia, ademas
de ser de alto costo, se asocia a riesgos durante el procedimiento y requiere de un

seguimiento de ajuste del estimulo para mantener buenos resultados (Buck et al., 2010).

Es por esto que la busqueda de un farmaco que permita controlar las DSC, sin disminuir
los efectos positivos de la L-DOPA y que cuente con un bajo perfil de efectos

colaterales continta hasta la fecha.
3.9. Via de la kinurenina y el acido kinurénico.

La via de la kinurenina (VK), descrita desde 1947, es una via catabdlica del triptéfano
ampliamente conservada en el reino animal y que es responsable, de la sintesis de
nicotinamida adenin dinucledtido (NAD*), coenzima de vital importancia para las
reacciones de Oxido-reduccion en todas las células eucariontes (Perez-De La Cruz et al.,
2007). Esta via metabdlica resulta muy importante para la fisiologia y fisiopatologia del
sistema nervioso por el hecho de que produce, al menos dos metabolitos neuroactivos
con efectos completamente opuestos (acido quinolinico, QUIN y el &cido kinurénico,
KYNA), los cuales derivan directa o indirectamente de la L-kinurenina (L-KYN), que es el
producto primario mas importante de la degradacién del triptéfano (Lapin, 1978A; Lapin,
1978B; Schwarcz et al., 2002). En mamiferos, la VK es la principal via catabdlica del
triptéfano no proteico y se estima que mas del 80% del triptéfano ingerido en la dieta es

metabolizado por esta via (Perez-De La Cruz et al., 2007; Figura 6).
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El KYNA es una de las kinureninas de la que mas recientemente se comprobd su
presencia en el tejido nervioso (Carla et al., 1988; Figura 7). Se estima que el contenido

total de KYNA en cerebro de rata es de aproximadamente 24 pmol/g aunque existen
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variaciones regionales de concentracién dentro del SNC: las concentraciones menores
estan en el cerebelo (15 pmol/g) y las mas altas en el tallo cerebral (29 pmol/g; Moroni et
al., 1988). El hipocampo parece tener la concentracion basal mas alta de KYNA de entre
las diversas regiones corticales (Turski et al., 1988; Swartz et al., 1990). Un estudio
llevado a cabo por Turski y cols. (1988), en el tejido nervioso de humano obtenido de
autopsias de pacientes entre 50-71 afios, se demostrd que las concentraciones mas
elevadas de KYNA se encontraron en el nucleo caudado (1.58 pmol/mg) mientras que

las mas bajas se observaron en el cerebelo (0.14 pmol/mg; Turski et al., 1988).

OH

Y
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Figura 7. Estructura quimica de KYNA.

El KYNA es el unico inhibidor conocido de receptores de aminoacidos excitadores de
origen enddégeno, y se le ha demostrado un amplio espectro de accion. En
concentraciones muy elevadas, el KYNA tiene propiedades anticonvulsivas y
neuroprotectoras (Foster et al., 1984; Lekieffre et al., 1990). En concentraciones de 8-20
UM, el KYNA actua como un bloqueador competitivo del sitio co-agonista de glicina en el
rNMDA, y en concentraciones superiores a 50-500 uM puede incluso bloquear el sitio
agonista del glutamato (Kessler et al., 1989; Stone, 1993). En concentraciones en
rangos nanomolares a micromolares (~7 uM), funciona ademas como un inhibidor no
competitivo del receptor a-7 nicotinico de acetilcolina (Hilmas et al., 2001; Schwarcz, et
al., 2002). El hecho de que las concentraciones necesarias de KYNA para su accion en
receptores sean muy cercanas a las fisiologicas (15-150 pmol/g), sugiere un papel
importante en la neurotransmision colinérgica y glutamatérgica normal (Hilmas et al.,
2001). EI' KYNA, por su naturaleza polar, atraviesa pobremente la barrera
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hematoencefalica, por lo que la mayor parte de KYNA disponible en el SNC es
sintetizado a partir de precursores por parte de astrocitos y células microgliales locales
(Vamos et al., 2009). Esta caracteristica quimica limita su posible administracion
sistémica con fines terapéuticos, y es por ello que se han desarrollado distintos
analogos modificados del KYNA que pueden atravesar la BHE con mayor facilidad,
aunque a veces la potencia de estos compuestos sea menor que la de la molécula
original (Stone, 1993; Marosi et al., 2010). Ademas de sus reconocidas propiedades
como antagonista de distintos receptores, existe evidencia experimental in vitro que

demuestra efectos antioxidantes directos del KYNA, ya que se ha demostrado que

posee capacidad significativa de atrapar tanto radicales hidroxilo ("OH) como superoxido

(02" Goda et al., 1999; Lugo-Huitron et al., 2011; Zsizsik et al., 2002).

3.10. Manipulacion farmacolégica de la via de la kinurenina.

Desde la descripcion inicial de las propiedades antagonicas del KYNA sobre distintos
receptores de neurotransmisores, en especial sobre los rNMDA, se han realizado
multiples manipulaciones farmacoldgicas con la finalidad de incrementar los niveles
enddgenos del KYNA como una estrategia de neuroproteccion (Wu et al., 2006; Stone,
2000). Se ha demostrado que la utilizacion de precursores (triptofano, L-KYN),
inhibidores enzimaticos de la kinurenina hidroxilasa y/o kinureninasa (NICALA, meta-
nitrobenzoalalina), e inhibidores de la excrecion cerebral de KYNA (probenecid),
constituyen estrategias neuroprotectoras eficaces y se han utilizado con éxito a nivel
experimental desde hace casi 20 afios (Moroni et al., 1991; Vécsei et al., 1992% Vécsei
et al., 1992B; Carpenedo et al., 1994; Pellicciari et al., 1994; Silva-Adaya et al., 2011;
Carrillo-Mora et al., 2010).
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3.11. Probenecid.

El &cido 4-[(dipropilamino) sulfonil] benzoico, conocido como probenecid (PROB),
(Figura 8) es un agente uricosurico que se utiliza en el tratamiento de la gota desde hace
muchos afios. Se trata de un inhibidor del transporte de &cidos organicos y es un
modulador de la actividad de la proteinas con resistencia a multiples drogas (MRPs) en
distintas barreras epiteliales; proteinas que actian como transportador primario de
algunos compuestos organicos enddgenos como el KYNA (Miranda et al., 1997). Asi
mismo, el PROB aumenta las concentraciones en suero de diversos farmacos
(antibi6ticos, antiepilépticos, quimioterapicos, etc.) lo cual prolonga su accion terapéutica

(Campos-Arroyo et al., 2012).

Se ha demostrado que la administracién de PROB inhibe la excrecién del KYNA del
tejido nervioso y como resultado provoca aumento en su concentracion en relacion con

la dosis sistémica administrada (Miller et al., 1992).
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Figura 8. Estructura quimica del probenecid.

3.12. Kinureninas y enfermedad de Parkinson.

En varios estudios, usando tejido cerebral post-mortem de pacientes con EP se ha
demostrado alteracion de distintos metabolitos de la VK (Szabé et al., 2011). El hallazgo
mas consistente ha sido la disminucion del precursor L-KYN y del KYNA, tanto a nivel de

la corteza frontal, como en el putamen y la sustancia negra (Ogawa, 1992).
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Asi mismo se he encontrado que los niveles de KYNA son significativamente menores
en el cerebro de pacientes que han sido tratados con L-DOPA en comparacién con los
que no han recibido este tratamiento. En estudios experimentales previos se demostro
que la inyeccidn local de KYNA en el GPi indujo conducta de rotacion contralateral en
los animales de experimentacion pero al mismo tiempo mejor6 los sintomas
parkinsonicos en modelos de EP, tanto en roedores como en primates no humanos
(Robertson et al., 1989; Graham et al., 1990; Brotchie et al., 1991). Recientemente se
demostré que la inhibicion farmacoldgica prolongada de la kinurenina 3-hidroxilasa
(enzima responsable de la biosintesis de 3-hidroxi-kinurenina y el QUIN, y cuya
inhibicion deriva el metabolismo del triptéfano hacia la sintesis del KYNA) disminuye la
aparicion de DIL en monos parkinsonicos sin afectar los efectos positivos obtenidos con
la L-DOPA (Grégoire et al., 2008).

3.13. Modelo de parkinsonismo inducido por la téxina 6-hidroxidopamina.

La 6-hidroxidopamina (6-OHDA) es un analogo hidroxilado de la DA utilizado en
modelos de degeneracion de las proyecciones catecolaminérgicas (Schober, 2004). Es
ampliamante aplicada en el desarrollo de modelos experimentales de EP en roedores
(Blum et al., 2001; Ungerstedt, 1968).

La toxicidad inducida por la 6-OHDA es relativamente selectiva de neuronas
catecolaminérgicas, lo que resulta en wuna receptacién preferencial de los
transportadores dopaminérgicos y noradrenérgicos (Luthman et al., 1989). Dentro de las

neuronas, la toxina se acumula en el citosol e induce muerte celular (Jeon et al., 1995).

Se ha reportado que la degeneracidn inducida por ésta toxina, involucra el
procesamiento de peroxidasas y radicales hidroxilo. Ademas de que reduce los niveles
estriatales de glutation, la actividad enzimatica de la superoxido dismutasa y aumenta

los niveles del malondialdehido (Schober, 2004).
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La 6-OHDA administrada sistémicamente no atraviesa la BHE, es necesaria su
administracion intracerebral para producir una deplecion de los niveles dopaminérgicos
por neurodegeneracion (Perese et al., 1989). Los sitios preferentes de administracidn
son la sustancia negra, el estriado y el haz prosencefalico medial (HPM; Faull & Laverty,
1969). La magnitud de la lesion depende de la cantidad de toxina administrada y del sitio

de administracion (Betarbet et al., 2002).

La lesion bilateral puede inducir sintomas motores parkinsoénicos, sin embargo, ésta
afecta severamente a los animales y se requiere de cuidados intensivos post cirugia. La
lesidn unilateral es conocida como “modelo de hemiparkinsonimo”, los animales son
viables y la lesion produce asimetria y conducta motora inducida, cuantificables. (Cenci
et al. 2002; Hefti et al. 1980 B).

Después de la lesion, un tratamiento con agonistas dopaminérgicos como la apomorfina,
farmacos liberadores de dopamina como las anfetaminas o L-DOPA, induce una
respuesta de giro contralateral a la lesién como resultado de la disfuncién de las
neuronas dopaminérgicas que se encuentran en el hemisferio lesionado y ocasionan un
desequilibro con la liberacion de dopamina del hemisferio que quedd intacto.
(Schwarting & Huston, 1996). El tiempo necesario para que se presente la conducta de

giro depende de la dosis y region en donde se administre la toxina.

Si bien la administracion intracerebral de la 6-OHDA no reproduce todas las condiciones
patoldgicas de un paciente con EP como la formacion de cuerpos de Lewy, si reproduce
el temblor, bradicinesia, rigidez muscular y alteracion de los reflejos posturales que
presenta un enfermo de Parkinson y es una aproximacion que puede ser usada para

probar farmacos o terapias (Schober, 2004).
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4. Justificacion.

La EP es una de las enfermedades neurodegenerativas mas frecuentes y se estima que
su incidencia ira en aumento en los siguientes afos. El tratamiento sintomatico mas
eficaz para el manejo de la EP continua siendo la L-DOPA. Sin embargo, el uso cronico
de la L-DOPA se asocia a distintas complicaciones, entre las cuales se encuentran las
DSC, las cuales disminuyen la utilidad clinica de la misma. En el manejo de las DSC se
han probado distintos farmacos, no obstante, los que han demostrado mayor eficacia
son los antagonistas del rNMDA, sin embargo, los efectos colaterales limitan su utilidad
terapéutica. Por ello es importante el desarrollo de alternativas terapéuticas para el
manejo de estas complicaciones que ofrezcan no solo la posibilidad de disminuirlas, sino

ademas de prevenirlas o evitarlas.

5. Hipétesis.

Considerando que el PROB aumenta los niveles cerebrales de KYNA, y que éste actua
como un antagonista de los rNMDA, esperamos que la administracion i.p. de PROB
disminuya significativamente el parkinsonismo y la severidad de las DSC inducidas por

la administracion cronica de L-DOPA.

6. Objetivo general.

Evaluar conductualmente el efecto antidiscinético y antiparkinsénico de PROB y buscar

una relacion con los niveles estriatales totales de KYNA.

7. Objetivos particulares.

o Evaluar conductualmente los efectos antiparkinsonicos de la administracion de L-
DOPA, AMA 'y PROB.

33



o Evaluar conductualmente los efectos antidiscinéticos de la administracion de AMA
y PROB.

e Comparar los efectos conductuales (antiparkinsénicos y antidiscinéticos)
mostrados por los distintos farmacos.

o Determinar niveles estriatales totales de KYNA y buscar si se asocian con los

resultados conductuales.

8. Métodos.

Para el estudio se formaron 6 grupos experimentales con 5-8 individuos cada uno.
Utilizando ratas Wistar macho de entre 260-280 g. Los grupos se organizaron de la

siguiente manera (Figura 9):

a Grupo control de PROB: sin lesion, con una dosis de PROB.

(=}

)

) Grupo sham: lesion con solucién salina.

c)  Grupo control: lesién con 6-OHDA, sin administracidn de farmacos.

d)  Grupo con L-DOPA: lesidn con 6-OHDA seguida 15-21 dias de tratamiento con L-
DOPA.

e)  Grupo con L-DOPA + PROB: lesion con 6-OHDA seguida de una dosis de PROB,
15-21 dias de tratamiento con L-DOPA y una dosis final de PROB.

f) Grupo con L-DOPA + AMA: lesidn con 6-OHDA seguida de una dosis de AMA,

15-21 dias de tratamiento con L-DOPA y una dosis final de AMA.

34



Lesion unilateral estereotéxica del HPM con
6-OHDA (20 pg/3 pl)

3

Evaluacion de la lesion:

| <100 giros
Conducta de giro c//-}PO 1mg/kgs.c. — S5 HateaEtR
7-14dias
>100 giros
Evaluacion del efecto
Control de antiparkinsoénico:
Control .. Control e
s6lo PROB Ie5|on.c/sol. s/L-DOPA L-DOPA AMA  PROB Cl.lmdro
salina - Ajustede pasos
‘ ) S - Monitor
Conducta de giro L-DOPA 25 mg/kg oral
por 14-21 dias

Evaluacion del efecto anti-discinético

*
L-DOPAS50 mg/kg oral 1. AntesdeL-DOPA (control obasal)

Conducta de giro _ 2. Despuésdel-DOPA (DSCde picode
Escala de discinesias dosis)
‘ - 3. L-DOPA+AMA oPROB (tratamiento)

> Sacrificio y extraccion de estriado.

3

Determinacion de KYNA por HPLC

Figura 9. Flujograma temporal de la metodologia general. Haz prosencefalico medial (HPM); 6-
hidroxidopamina (6-OHDA); Apomorfina (APO); Probenecid (PROB); Levodopa (L-DOPA); Amantadina
(AMA); Acido kinurénico (KYNA); Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC); Discinesias (DSC).
*Se utilizé una dosis alta de L-DOPA (50 mg/kg) como un parametro para estimar los efectos

antidiscinéticos.

8.1. Lesion en haz proscencefalico medial con 6-OHDA.

Previa anestesia general de los animales usando pentobarbital (50mg/Kg i.p.), la 6-
OHDA o vehiculo se administrd mediante cirugia estereotaxica en el HPM derecho
utilizando una microjeringa Hamilton de 10 pL, y empleando las siguientes coordenadas
estereotaxicas en relacién a Bregma (Paxinos & Watson, 2005): AP: -4.4 mm; Lat: -
1.2mm; Ventral: -7.8mm (Figura 10), se administrd una dosis total de 20 ug de 6-OHDA
en un volumen total de 3uL disuelta en acido ascorbico al 0.02% segun lo reportado
previamente (Silva-Adaya et al., 2010; Carrillo-Mora et al., 2010; Santamaria et al.,

1996). La administracién del volumen se realiz6 durante 10 min dejando la aguja durante
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un minuto mas antes de retirarla lentamente. Se considerd como el dia 1, el dia de la

cirugia de lesion en el HPM.
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Figura 10. Coordenadas estereotaxicas para la lesion del HPM derecho (Paxinos & Watson, 2005)

8.2. Evaluacion de la conducta de giro.

Con la finalidad de confirmar el sitio correcto y la adecuada extensién de la lesién del
HPM, una semana después de la administracion de 6-OHDA o el vehiculo, en todos los
animales se evalu6 la conducta de giro administrando apomorfina (1mg/kg) por via
subcutanea, y se contabilizd el nimero de giros completos que presentaba cada
individuo, asi como la direcciéon de los mismos durante media hora. Segun estudios
previos, la presencia de mas de 100 giros contralaterales en media hora al administrar
distintos agonistas dopaminérgicos (anfetaminas, apomorfina, L-DOPA, etc.),
correlaciona con una pérdida del 90% de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia

negra contralateral (Hefti et al.,1980 A; Kelly et al.,1976; Willis et al., 1993). Los animales
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lesionados con 6-OHDA que presentaron mas de 100 giros en media hora fueron
seleccionados para continuar en el experimento. Los que presentaron menos de este
numero de giros se re-evaluaron una semana después, y si para esta momento

continuaban con <100 giros, los animales eran descartados.
8.3. Evaluacién conductual del hemiparkinsonismo.

En los animales seleccionados, 24 horas después de la evaluacién de la conducta de
giro, se realizd la evaluacion conductual de los efectos de los farmacos sobre el
parkinsonismo. Se realizaron tres pruebas motoras: prueba del cilindro, ajuste de pasos
y monitor de actividad espontanea en campo abierto. Dichas evaluaciones se realizaron
30-60 min después de una sola administracion, ya sea oral (L-DOPA 25mg/Kg 6 AMA
40 mg/Kg), o intraperitoneal (i.p.; PROB 75mg/Kg) de los farmacos.

1- Prueba de la utilizacion dominante espontanea de las extremidades anteriores
(Prueba del cilindro). Esta prueba se empled para evidenciar la utilizacion asimétrica
de las extremidades anteriores que ocurre de manera secundaria a la rigidez y
bradicinesia generada por el hemiparkinsonismo. Esta prueba depende de la
actividad exploratoria espontanea de los roedores y brevemente, consiste en colocar
(sin habituacion previa) cada uno de los animales en un cilindro de acrilico
transparente de 50 cm de altura y 25 cm de diametro, durante 5 minutos y
contabilizando el nimero de contactos que el animal realiza con las extremidades
anteriores en las paredes del dispositivo cada vez que el animal se levanta
manteniéndose sobre sus extremidades posteriores (rearing), anotando si se el
contacto se realiz con la extremidad derecha, izquierda o ambas, para al final
establecer la existencia de un predominio en la utilizacion de alguna de las

extremidades segun el numero de contactos totales (Figura 11).
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Figura 11. Prueba de la utilizacion dominante espontanea de las extremidades anteriores (prueba

del cilindro).

2- Prueba de la evaluacion cualitativa de ajuste de pasos. Se utilizé esta prueba como
una muestra indirecta de la alteracién de los reflejos posturales y la rigidez de las
extremidades anteriores. Para esta prueba se toma al animal de experimentacion y
se coloca sobre la superficie plana y lisa de una mesa de 1 metro de longitud, y asi
se le obliga a realizar sobre sus extremidades anteriores un desplazamiento lateral
sobre dicha superficie, primero de izquierda a derecha (evalla la extremidad
derecha) y luego en sentido contrario (evalua la extremidad izquierda), para que el
animal realice los ajustes automaticos en la longitud y sentido de los pasos segun el
desplazamiento forzado. Dicha maniobra se realiza en 4 ocasiones promediando el

numero de ajustes realizados de cada extremidad (Figura 12).

Figura 12. Prueba de la evaluacion cualitativa de ajuste de pasos
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3- Evaluacién en monitor de actividad espontanea. (Versamax Activity Monitor,
AccusScan Instruments Inc. Columbus Ohio). EI monitor de actividad espontanea
(Figura 13) es un dispositivo automatizado basado en sensores infrarrojos de
movimiento colocados en las paredes de un cubo de acrilico transparente de
42x42x32 cm. de altura, y del cual se obtienen, de forma automatica 17 parametros
cuantitativos de actividad locomotora espontanea (distancia total recorrida,
movimientos horizontales, movimientos verticales, actividad estereotipada, etc.)

organizados en bloques de tiempo predeterminados.

La evaluacion de actividad motora espontanea se realiz6 durante 30 min en una
habitacion separada, de aproximadamente 4 m de largo, por 3 m de ancho, con las
ventanas recubiertas para evitar la entrada de luz exterior y con aislamiento sonoro.
Todas las evaluaciones se realizaron dentro de un rango de horario entre las 9:00 y las

13:00 hrs y con condiciones de baja iluminacion artificial.

Figura 13. Fotografia de la caja de evaluacion del monitor de actividad motora esponténea (Versamax

Activity Monitor AccuScan Instruments).
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8.4. Administracion de levodopa/carbidopa v.o. para el desarrollo de

discinesias.

Los animales que fueron previamente evaluados en las pruebas motoras, 24 horas
después comenzaron con el régimen de administracién diaria de L-DOPA o vehiculo por
via oral. En primer término, y antes de cada administracion oral de L-DOPA, a los
animales se les retir6 el alimento con tres horas de anticipacion para evitar que el
alimento pudiera competir con la absorcion oral de la L-DOPA. La L-DOPA o el vehiculo
se administro utilizando una sonda orogastrica plastica de tipo Levin de 6-8 Fr. La dosis
de L-DOPA que se administr6 fue de 25 mg/Kg/dia, todos los dias, hasta que el animal
desarrollé de manera consistente algun tipo de discinesia (dos a tres semanas en
promedio), después de la administracién oral de L-DOPA (discinesia de pico de dosis).
Para lo anterior se utilizd la formulacion comercial Cloisone © tabletas (Psicofarma®
S.A. de C.V. México), que contiene levodopa y el inhibidor de la descarboxilasa
periférica: carbidopa, en una relacién de 10:1 (levodopa 250 mg/carbidopa 25mg). La
tableta fue triturada y disuelta previamente en agua, y preparada minutos antes de cada

administracion.
8.5. Evaluacion de las discinesias motoras.

Para la evaluacion de las DSC se realiz6 una evaluacidn visual cualitativa y cuantitativa
y ademas la cuantificacién de la conducta de giro inducida por una dosis elevada de L-
DOPA.

8.6. Evaluacion visual cualitativa y cuantitativa de las discinesias.

La evaluacion de DSC se llevo a cabo visualmente cada 15 min durante 2 horas
después de la administracion oral de L-DOPA (50mg/kg; se utilizb una dosis alta como
parametro para estimar los efectos antidiscinéticos de la AMA y el PROB). Para la

cuantificacion final de la escala de DSC se considerd la totalidad de las discinesias
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observadas y el promedio de su severidad durante las 2 horas. En los grupos de
tratamiento, la evaluacion de la escala se realizd de la misma forma administrando
simultaneamente los farmacos, ya sea AMA (40 mg/kg v.0.) 6 PROB (75 mg/kg i.p.)

junto con la dosis oral de L-DOPA.

Para la cuantificacion de las DSC de tomaron los siguientes criterios segun se ha

reportado previamente (Cenci et al., 1998)

Criterios para la caracterizacion de discinesias (DSC)

1) Los movimientos son inducidos por administracion L-DOPA.

2) Afectan el lado contralateral a la lesion por 6-OHDA.

3) Son repetitivos, sin propdsito, y no pertenecen a ningun patron de conducta normal.
Subtipos segun topografia y velocidad

1) Discinesia locomotora: incremento de la locomocion con tendencia del movimiento

hacia el lado contralateral al lesionado.

2) Distonia axial: Torsion persistente contralateral de la cabeza o del segmento superior

del cuerpo.

3) Discinesia orolingual: Movimientos mandibulares estereotipados y protrusion continua

y repetitiva de la lengua hacia el lado contralateral.

4) Discinesia de las extremidades: Sacudidas ritmicas o posturas distonicas de las
extremidades contralaterales, o movimiento excesivo de las extremidades

contralaterales respecto de las ipsilaterales.
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Escala de severidad:
. Grado 1. Ocasionales.
. Grado 2. Frecuentes.
. Grado 3. Continuas pero interrumpidas mediante estimulacion sensorial.
. Grado 4. Continuas severas y sin interrupcion
8.7. Evaluacion de la conducta de giro inducida por L-DOPA.

Debido a que en estudios previos en modelos de hemiparkinsonismo inducido por 6-
OHDA en roedores, se ha demostrado que el desarrollo de conducta de giro después de
la administracion de L-DOPA (u otros agonistas dopaminérgicos), esta estrechamente
relacionado con el desarrollo de DSC (Konitsiotis & Tsironis, 2006); en el presente
estudio también se utilizé la cuantificacidn de los giros contralaterales durante una hora
después de la administracion de una dosis alta de L-DOPA (50mg/Kg), y ademas se
realiz6 la cuantificacion repetida del nimero de giros durante 5 min cada 15min hasta
que desaparecio la conducta de giro (3 horas aprox.), con la finalidad de establecer el

perfil temporal del efecto de los farmacos.
8.8. Evaluacion del contenido estriatal total de acido kinurénico por HPLC.

Con la finalidad de tratar de correlacionar los niveles estriatales totales de KYNA con los
efectos antidiscinéticos mostrados por el PROB y la AMA, se tom6 en consideracion el
perfil temporal de la conducta de giro; se realizd una nueva administracion de L-DOPA
(50mg/kg) v los otros farmacos, y en el momento del efecto méximo de reduccién de la
conducta de giro (aprox. 90 min) se realizé sacrificio por decapitacidn, inmediatamente
se extrajo el cerebro, y se obtuvo el estriado mediante diseccion selectiva en frio. Este

fue procesado para la determinacion de KYNA total mediante HPLC.
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8.9. Determinacioén de acido kinurénico por HPLC.

La presencia de KYNA en los ensayos ex vivo fue evaluada por cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) mediante el método de fase reversa con una fase estacionaria no
polar (columna HR-80; ESA, Thermo Scientific, USA), y una fase movil polar que
contiene acetato de zinc 250 mM, acetato de sodio 50 mM y acetonitrilo 3% en un pH
final de 6.2 ajustado con acido acético glacial. EI método se lleva a cabo con un flujo de
1 ml / min con fase isocrética. El tiempo de retencién de KYNA es en el minuto 7, y se
detectd por fluorescencia a una longitud de onda de excitacion de 344 nm, y de emisién
398 nm. Para el método se empleé6 una bomba binaria LC Flexar S200, un
automuestreador Flexar S200 y un detector de fluorescencia 200? (Perkin Elmer, USA)
(Wu et al.1992). Para la cuantificacion final se realizé una interpolacién de una curva
estandar de KYNA corregida para el contenido de proteina de cada una de las muestras

expresado en fmoles de KYNA/mg de proteina.

9. Resultados.
9.1. Evaluacién conductual del efecto antiparkinsénico de los farmacos.

9.1.1. Prueba de ajuste de pasos.

En el grupo Control se observd un numero de pasos ajustados muy similares para
ambas extremidades anteriores (18 pasos en promedio), sin embargo, en el grupo
lesionado con 6-OHDA, se observa disminucion significativa del 20% en el nimero de
pasos ajustados en la extremidad anterior izquierda con respecto a la extremidad
derecha (Figura 14). En el grupo de ratas lesionadas con 6-OHDA la administracién de
L-DOPA produce un incremento significativo del 260% en el nimero de pasos ajustados
en la extremidad afectada respecto de los animales lesionados que no recibieron L-
DOPA (Figura 14). La administracion de AMA en las ratas lesionadas de la misma forma
produjo incremento significativo del 200% en el numero de pasos ajustados realizados
con la extremidad afectada (Figura 14), y es con la administracién de PROB que éste

incremento (466%) en el ajuste de pasos con la extremidad lesionada, ademas de
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significativo, fue superior que el mostrado por L-DOPA y AMA (Figura 14). La figura 15

condensa los resultados del numero de pasos ajustados solo de la extremidad afectada

en todos los grupos.

Ajuste de pasos
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Figura 14. Prueba de ajuste de pasos. La grafica representa el promedio + error estandar de pasos
ajustados por individuo por grupo con cada extremidad. *Izq 6-OHDA vs. Izq control. *lzq 6-OHDA vs.
Izq. con tratamiento. #Izq con tratamiento vs. Der con tratamiento. (ANOVA de una via seguida de una

prueba de comparacion multiple Bonferroni p<0.05 n=5).
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Figura 15. Prueba de ajuste de pasos. Comparacién en el uso de la extremidad izquierda en los
diferentes grupos de tratamiento (media + error estandar). * vs. control; * vs. 6-OHDA; # L-DOPA vs.

AMA; ° vs PROB (ANOVA de una via seguida de una prueba de comparacion multiple Bonferroni

p<0.05 n=5)
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9.1.2. Prueba de cilindro.

En esta prueba se observa que en el grupo control, el nimero de contactos realizados
con la extremidad derecha es similar al numero de contactos realizados con la
extremidad izquierda; igualmente el numero de contactos realizados con ambas
extremidades simultdneamente es semejante al realizado individualmente, es decir, con

cada una de las extremidades (Figura 16).

En el grupo lesionado con 6-OHDA existe una asimetria en el uso de las extremidades.
Disminuye significativamente el nimero de contactos realizados con la extremidad
izquierda mientras que los contactos realizados con la extremidad derecha aumentan. El

uso simultaneo de ambas extremidades también disminuye (Figura 17 A).

Con la administracion de L-DOPA, AMA y PROB el uso asimétrico desaparece debido a
que aumenta el numero de contactos realizados con la extremidad izquierda (Figura 17
B, C, D).

La figura 18 muestra el porcentaje de utilizacion de la extremidad izquierda. El grupo
control presenta un 50% de uso de ésta, en el grupo de 6-OHDA el porcentaje disminuye
significativamente al 20% (ANOVA de una via p<0.05). El porcentaje aumenta
significativamente al 43% con la administracion de L-DOPA (ANOVA de una via p<0.05),
al 40% con la administracion de AMA (ANOVA de una via p<0.05) y al 45% con la
administracion de PROB (ANOVA de una via p<0.05; Figura 18).
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Figura 16. Prueba de cilindro. Numero de contactos realizados con ambas y con cada una de las
extremidades (media + error estandar). El uso de las extremidades es simétrico en ratas no lesionadas

(ANOVA de una via seguida de una prueba de comparacion multiple Bonferroni p<0.05 n=5)
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Figura 17. Prueba del cilindro. En las gréficas se representa el promedio + error estandar del numero
de contactos con las extremidades anteriores en los diferentes grupos. El uso de las extremidades es
asimétrico en el grupo lesionado con 6-OHDA (A); en los grupos de tratamiento dicha asimetria

desaparece (B, C, D) * Izq vs. Der. (t de student p=0.01; n=5-6)

46



Uso asimétrico de las
extremidades (cilindro)

H

T
1

+
T
-

+
-I-
.

*
I
.

Control 6-OHDA L-DOPA AMA PROB

Figura 18. Prueba de cilindro. Porcentaje + error estandar de utilizacion de la extremidad izquierda. El
porcentaje disminuye en ratas lesionadas y aumenta después de cada tratamiento. * vs. control; * vs. 6-

OHDA (ANOVA una via seguido de una prueba de comparacion multiple Bonferroni p<0.05 n=5)

9.1.3. Monitor de actividad espontanea.

Durante la prueba del monitor de actividad espontanea, la medicion de distancia total
recorrida presenta una gran variabilidad entre los distintos grupos de tratamiento, se
observa aparentemente una tendencia a la disminucién de la distancia total recorrida en
el grupo lesionado con 6-OHDA y en el grupo que recibid AMA, sin embargo, no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (Figura 19 A).

Los movimientos verticales disminuyen significativamente después de la lesién con 6-
OHDA (ANOVA de una via p<0.05), sin embargo, la administracion de los tres diferentes
tratamientos (L-DOPA, AMA y PROB) no incrementd significativamente el numero de

movimientos verticales en los animales lesionados (Figura 19 B).

Finalmente, la lesion con 6-OHDA aumenta significativamente los movimientos
estereotipados, y al administrar L-DOPA, AMA y PROB estos se reducen
significativamente (ANOVA de una via p<0.05), sin embargo, no se observa una

diferencia significativa entre el efecto de los tres diferentes tratamientos. (Figura 19 C).
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Figura 19. Las graficas muestran diferentes parametros de medicion del monitor de actividad
espontanea (media + error estandar). A) No hay diferencia significativa en la distancia total recorrida de
cada grupo. B) Los movimientos verticales en el grupo de 6-OHDA disminuyen significativamente en
comparacién con el grupo control. C) Los movimientos estereotipados aumentan significativamente en
el grupo 6-OHDA en comparacion con el control y disminuyen de manera significativa con los
tratamientos en comparacion con 6-OHDA. * 6-OHDA vs. control * 6-OHDA vs. tratamientos (ANOVA

una via seguido de una prueba de comparacidén mdltiple Bonferroni p<0.05 n=5).

9.2. Evaluacion conductual del efecto antidiscinético de los farmacos.

9.2.1. Discinesias.

Como es esperado, después de una dosis oral elevada de L-DOPA el grupo control no
presenta discinesas, mientras que los grupos con tratamiento de L-DOPA presentan por

lo menos alguno de los subtipos de las mismas (Figura 20 A).
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El grupo de L-DOPA presenta severidad de grado 2, con base en la escala propuesta
por Cenci et al., (1998); después de administrar AMA, la severidad no disminuye
significativamente, en cambio, después de administrar PROB, la severidad disminuye de

manera significativa a grado 1 (Figura 20 B).

Las DSC mas frecuentes fueron las orolinguales y de extremidades. Las orolinguales se
presentan en grado 2 después de administrada la L-DOPA, no se observan diferencias
con la administracién de AMA pero después de la administracion de PROB se observa

un cambio significativo a un grado promedio de 1.5 (Figura 20 C).

Las DSC de extremidades se presentan en grado promedio de 2.5 después del
tratamiento con L-DOPA. No se observa diferencia significativa con la administracion de
AMA. Con la administraciéon de PROB se observa una disminucion significativa a grado 1
(Figura 20 D).
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Figura 20. Se muestran los resultados de la escala cuantitativa de DSC en todos los grupos (media +
error estandar) A) Presencia de DSC por grupo. B) Severidad global con que se presentaron las DSC.
El PROB disminuye significativamente las DSC en comparacion con el grupo de L-DOPA. C) y D)
muestran la severidad de las DSC segun el tipo de discinesia (orolingual o de extremidades),
observando una disminucién significativa de la severidad con la administracion de PROB respecto de
L-DOPA. * PROB vs. L-DOPA (ANOVA una via seguido de una prueba de comparacion multiple
Bonferroni p<0.05 n=6).
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9.2.2. Conducta de giro inducida por levodopa.

Como es esperado, el grupo control no presenta giros, mientras que el grupo de 6-
OHDA presenta mas de 200 giros en una hora. Después de la administracion de PROB,
se observa una disminucion significativa en el numero de giros, asi como con la
administracion de AMA (ANOVA de una via p<0.05; Figura 21).
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Figura 21. Conducta de giro inducido por la administracién de L-Dopa. Numero de giros durante una
hora (media + error estandar). * 6-OHDA vs. control; * tratamiento vs. 6-OHDA (ANOVA de una via

seguido de una prueba de comparacion multiple Bonferroni p<0.05 n=6).

9.2.3. Perfil temporal de la conducta de giro

La figura 22 muestra el perfil temporal de la conducta de giro tras la administracién de
una dosis alta de L-DOPA, y el momento en que se presentan los efectos de los
farmacos sobre la misma. El pico del efecto de la dosis de L-DOPA se observa a los 60
min con un maximo de 110 giros en 5 min en promedio. Los farmacos (AMA y PROB)

fueron administrados entre los 45-60 min (Figura 22).
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El nimero de giros disminuye de manera significativa, 45 min después de la
administracion de PROB y su efecto permanece durante las siguientes dos horas (Figura
22).

Los efectos después de la administracién de AMA se observan en promedio a los 60 min

y disminuyen de manera paulatina hasta las 3 hrs.
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Figura 22. La gréafica muestra el perfil temporal de los efectos de los farmacos sobre la conducta de
giro inducida por L-DOPA. Después de la administracion de L-DOPA se observa un pico méaximo de
giros a los 60 min, disminuyendo paulatinamente y desapareciendo a las 3 horas. Con la administracion
de PROB en el pico de giros, se observa disminucién significativa de los giros aprox. 45 min después
de la administracién de este farmaco, con una duracion del efecto de dos horas. La AMA se administrd
junto con la L-DOPA, observando el efecto a los 60 min, disminuyendo de manera lenta hasta las 3
horas. **Una vez determinado éste curso temporal, la extraccién de estriado se realizd en un dia

posterior con las respectivas administraciones.

9.3. Determinacion de niveles de acido kinurénico por HPLC.

Al medir por HPLC los niveles estriatales de KYNA se observa que el grupo lesionado

con 6-OHDA no presenta diferencia significativa en los niveles de KYNA con respecto al
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grupo control. Por otro lado, se observa que el PROB por si solo aumenta los niveles de

KYNA asi como después de la lesion con 6-OHDA (Figura 23).

La administracion de L-DOPA después de la lesidn, asi como los tratamientos
posteriores la administracion de L-DOPA (PROB y AMA) no modifican significativamente

los niveles de KYNA estriatales.
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Figura 23. Se muestran los niveles de KYNA estriatal total. Los niveles de KYNA no se modifican
significativamente después de la lesién con 6-OHDA. Después de la administracién i.p. de PROB, los
niveles de KYNA basales tienden a aumentar respecto al grupo control y aumentan significativamente
respecto del grupo lesionado. En los animales lesionados la administracion de PROB aumenta
significativamente los niveles de KYNA, mientras que en los grupos administrados con L-DOPA/PROB
y L-DOPA/AMA, no hay diferencia significativa en los niveles KYNA con respecto al grupo lesionado.
* vs. 6-OHDA (ANOVA una via seguido de una prueba de comparacién multiple Bonferroni p<0.05
n=6).
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10. Discusion.

La muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNc del mesencéfalo en la EP conlleva
a la disminucion en la produccion de la DA necesaria para la regulacion del circuito
fronto-basal esqueleto-motor involucrado en la regulacion de los movimientos voluntarios
(Blandini et al., 2000). Esta deficiencia se puede contrarrestar utilizando el precursor de
DA: la L-3,4 dihidroxi fenilalanina o L-DOPA (Olanow et al.,2009). Sin embargo, desde
hace mas de una década se sabe que su uso prolongado en la EP se asocia con el
desarrollo de diversas complicaciones clinicas, como las fluctuaciones motoras y las
DSC (Ahlskog et al., 2001). Las DSC son movimientos anormales e involuntarios de
distribucion e intensidad variable, que suelen presentarse o coincidir con el pico de
concentracion maxima de la L-DOPA. Por lo que, las DSC también coinciden con el
momento del maximo efecto clinico positivo de la L-DOPA sobre la bradicinesia
(Fabbrini et al., 2007). Es por eso que las DSC afectan de forma muy importante la
calidad de vida de los pacientes, y asi mismo, merman significativamente la utilidad
clinica de la L-DOPA en los pacientes que se encuentran en etapas avanzadas de la
enfermedad (Hinson, 2010).

El manejo de las DSC requiere de diversos cambios y ajustes en la administracion de L-
DOPA, y con frecuencia se requiere de adicionar un farmaco que ayude al control de las
mismas. A la fecha gran diversidad de farmacos con muy diversos mecanismos de
accion han sido probados para el control de las DSC, sin embargo, uno de los que han

resultado mas eficaces son los antagonistas NMDA (Gottwald et al., 2011).

No obstante, uno de los problemas mas importantes que presentan los antagonistas
NMDA de origen sintético para su aplicabilidad clinica, es la gran variedad de efectos

colaterales que han sido reportados (Chen et al., 2006). Por lo cual, la busqueda de una
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antagonista NMDA que resulte, suficientemente selectivo, asi como clinicamente seguro

y eficaz continda hasta la fecha.

En este sentido el KYNA es un producto del catabolismo del triptéfano (via de la
kinurenina) y hasta el momento es el Unico antagonista endégeno del rNMDA que se
conoce. Estudios previos sugieren que su perfil de efectos colaterales es muy distinto
del mostrado por otros antagonistas del NMDA (Parsons et al., 1997), y existe amplia
evidencia sobre sus efectos anticonvulsivos e incluso neuroprotectores y antioxidantes
(Foster et al., 1984; Goda et al., 1999; Carrillo-Mora et al., 2010; Lugo-Huitron et al.,
2011; Zsizsik et al., 2002).

Por otra parte, estudios previos han demostrado que a través de distintas estrategias
farmacoldgicas es posible incrementar la producciéon endogena cerebral del KYNA, o

inhibir su eliminacion con el uso de Probenecid (PROB;Stone, 2000).

En el presente trabajo se estudiaron por primera vez los efectos conductuales del PROB
sobre el parkinsonismo y las DSC inducidas por L-DOPA, en un modelo de
hemiparkinsonismo en ratas, comparandolo con los efectos de la L-DOPA y un
antagonista NMDA que ha sido ampliamente utilizado en el manejo de las DSC en
pacientes con EP: la AMA. Finalmente se midieron los niveles estriatales de KYNA con
la finalidad de conocer si existia alguna relacion de sus niveles con los efectos

observados.

Efectos antiparkinsonicos.
En el presente estudio se encontrd6 que en dos de las tres pruebas conductuales
utilizadas para evaluar los efectos antiparkinsonicos se observo mejoria significativa de
la asimetria motora producida por la lesion con 6-OHDA con los tres farmacos probados
L-DOPA, AMA'y PROB.
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El efecto positivo observado de la L-DOPA resulta obvio y esperable ya que ésta actla
como un precursor de DA en los ganglios basales que ayuda a contrarrestar la
deficiencia ocasionada por la EP (Olanow et al., 2009). Es por eso que la L-DOPA es el

tratamiento que mas ofrece mejoria a los pacientes con EP.

Por otra parte, los efectos antiparkinsénicos de la AMA han sido ampliamente reportados
con anterioridad. Por otro lado, aunque los mecanismos de accion involucrados en dicho
efecto no se conocen con toda precision se han demostrado varios mecanismos
posibles: inhibicion de la recaptura de DA y noradrenalina (NA), estimulacion de la
liberacion de catecolaminas, estimulacion de la sintesis de DA e incluso la interaccion
directa con receptores de DA (Mizoguchi et al., 1994; Jackisch et al., 1992; Sommerauer
et al., 2012).

En el presente estudio, en la prueba de ajuste de pasos, el menor efecto positivo se
observé precisamente con el tratamiento con AMA, la causa de esta baja actividad
antiparkinsénica puede estar relacionada con que su mecanismo de accién principal en
la EP en realidad no depende de su accidn sobre la DA, sino sobre otras catecolaminas
como la NA, o debido a su antagonismo sobre los rNMDA, lo cual de manera indirecta,
puede afectar la liberacion de DA (Sommerauer et al., 2012). Por otra parte, un meta-
andlisis enfocado a reportar los efectos clinicos de la AMA en la EP, sugiere que no
existe evidencia contundente sobre sus efectos sobre el parkinsonismo (Crosby et al.,
2003).

En la prueba de ajuste de pasos, el PROB es el que presentd un efecto mayor en
comparacién con los otros tratamientos (L-DOPA y AMA), y ademas mostrd que el uso
de las extremidades después del tratamiento, incluso se asemeja de manera significativa
al comportamiento de ratas sanas. En cuanto a la prueba de cilindro, la administracion
de PROB presentd un efecto positivo significativo, pero aqui, el porcentaje de utilizacion

se asemejo al observado con los otros tratamientos. El motivo de esta divergencia de
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resultados entre las dos pruebas de asimetria motora utilizadas puede deberse a que en
realidad la dos pruebas difieren de forma importante en lo que impulsa la conducta del
animal en cada una: en la prueba de ajuste de pasos, el animal es en realidad forzado a
utilizar sus extremidades para realizar un movimiento que no le resulta espontaneo
(ajuste de paso); a diferencia de la prueba de cilindro, en donde el nimero de contactos
dependen del interés exploratorio espontaneo que muestra el animal dentro del cilindro,

lo cual puede hacer que ambos resultados no sean del todo comparables.

Con respecto del mecanismo por el cual el PROB puede estar mejorando los sintomas
parkinsonicos, se ha demostrado que la co-administracion de PROB con diferentes
farmacos retrasa la eliminacion de éstos tanto del sistema nervioso como de la
circulacion (Hesselink et al., 1999) debido a que previene el transporte activo de los
acidos organicos (Taylor et al.,1992) y otros transportadores como las MRPs (Gao et al.,
1998). En este sentido, estudios previos han demostrado que el PROB es capaz de
incrementar los niveles de DOPAC y HVA en el liquido cerebro-espinal de macacos, por
lo cual dicha acumulacion puede alterar el metabolismo de la DA, aumentando quiza sus
niveles estriatales (Bacopoulos et al., 1978; Elghozi et al., 1983). Por otro lado, en un
reporte previo que estudid por electrofisiologia la actividad de las neuronas
dopaminérgicas en el area tegmental ventral (ATV), se observo aumento de la descarga
de estas neuronas en repuesta a la administracion sistémica de kinurenina y PROB
(Nilsson et al., 2006). En estudios posteriores se comprob6 que la elevacion de KYNA
aumenta la tasa de disparo de las neuronas dopaminérgicas del ATV y de la sustancia
negra, y que dicho efecto se revertia al usar d-cicloserian (un agonista parcial de los
rNMDA), lo cual apoya que el efecto esta mediado por el bloqueo de los INMDA (Erhardt
et al., 2002; Erhardt et al., 2001). Al observar mayor eficacia sobre la disminucién de los
sintomas parkinsdnicos, se podria sugerir que la administracion de PROB esta
participando en la modulacion de la VK acumulando KYNA, ya sea actuando sobre los

transportadores de &cidos organicos o sobre las MRPs.
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En la evaluacion con el monitor de actividad espontanea se evaluaron tres parametros:
movimientos estereotipados, movimientos verticales y distancia total recorrida. Y
solamente sobre los movimientos estereotipados se observo diferencia entre los
diferentes tratamientos. Una vez mas fue el PROB el que tuvo mayor efecto en
comparacién con los tratamientos de L-DOPA y AMA. A diferencia de los movimientos
esterotipados, los movimientos verticales asi como la distancia total recorrida son
conductas de exploracion que, en general no se ven afectadas significativamente
después de la lesion con 6-OHDA (Weissenborn et al., 1992). Por otro lado, el monitor
de actividad espontanea, es un equipo que evalua predominantemente la conducta
locomotora de forma global, por lo que es posible que no resulte sensible para la

deteccion de la asimetria motora que produce el modelo de lesion con 6-OHDA.

Efectos antidiscinéticos.
Se observd que el 100% de los animales tratados con L-DOPA desarrollan DSC, las
cuales no desaparecen después de una dosis de AMA, sin embargo, después de la
administracion de PROB, el porcentaje de animales con DIL disminuyé un 20%. La
severidad se redujo unicamente después del uso de PROB. Estos resultados son
similares a los obtenidos sobre el parkinsonismo, siendo el PROB el que tiene mayor
efecto positivo y significativo. Una dosis Unica de AMA no es suficiente para

contrarrestar los efectos de la administracion cronica de L-Dopa, a diferencia del PROB.

La acumulacién de KYNA en el cerebro ha mostrado tener efectos neuroprotectores
atribuidos a su efecto antagonista sobre los INMDA y a7-nicotinicos (Reyes Ocampo et
al., 2014). Bloquear los receptores NMDA provoca modificaciones en la liberacion de
glutamato y por lo tanto genera un efecto dentro de la via de los ganglios basales que ha
sido afectada. El efecto sobre los INMDA podria ser también, un efecto indirecto debido

a que la acumulacién de KYNA y otros &cidos organicos generan cambios en el pH
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extracelular, y se ha observado que dichos cambios estan involucrados en la modulacion
de la actividad de estos receptores (Tang et al., 1990). Por otro lado, la efectividad del
PROB podria implicar la participacion de otros mecanismos tales como la inhibicién de
los canales de Pannexina 1, proteinas transmembranales que tienen como funcion el
intercambio de moléculas entre el citoplasma y el espacio extracelular y en especial la
liberacion de ATP, que durante los procesos de inflamacién actiia como mensajero. Por
lo que la inhibicién selectiva de estos canales propone una respuesta antiinflamatoria del
PROB (Silverman et al., 2008).

KYNA estriatal.
Inicialmente se propone que los efectos antiparkinsénicos y antidiscinéticos producidos
por la administracién de PROB estan relacionados con las concentraciones de KYNA

que se acumulan en el cerebro después de la administracion del farmaco mencionado.

Se ha propuesto que los niveles de KYNA disminuyen cuando los niveles de DA
aumentan y viceversa (Okuno et al., 2011). Esto nos llevaria a pensar que al lesionar
con 6-OHDA, la DA esta disminuyendo y por lo tanto las concentraciones de KYNA
seran mayores, que al administrar un tratamiento precursor de DA, el KYNA estara
disminuyendo y que la administracion de un inhibidor del transporte de acidos organicos
acumulara KYNA disminuyendo las concentraciones altas de DA ejercidas previamente

por estos farmacos.

Debido a que el PROB mostré tener un efecto positivo, se realizé la determinacion de los
niveles de KYNA por HPLC, en donde se observd que las diferencias entre grupos no
son significativas, con excepcién del grupo lesionado contra el grupo control de PROB y
contra el grupo lesionado con tratamiento de PROB. Se podria decir que al disminuir los
niveles de DA con la lesion, los niveles de KYNA estan aumentando, sin embargo

observamos que el PROB aumenta por si solo los niveles de KYNA, lo que lleva a
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cuestionarnos si el mecanismo por el cual se regulan los niveles de KYNA estan

relacionados directamente con la actividad dopaminérgica.

Hasta el momento, los estudios realizados con respecto a esta relacion KYNA-DA se
han basado en la modulacion de los niveles de KYNA por diferentes métodos como son,
la utilizacion de precursores como L-KYN (Silva-Adaya et al., 2011), ratones KO para
KAT II (Amori et al., 2009), dietas altas en triptdfano para ratas (Okuno et al., 2011)
inhibidores de la kinurenina-3-hidroxilasa (Erhardt et al., 2011), y todos ellos han
demostrado que los niveles de KYNA producen una modificacion contraria en los niveles

dopaminérgicos cerebrales.

Contrario a lo mencionado, Nilsson y cols., (2006) en un estudio de electrofisologia,
observaron que el tratamiento con kinurenina y PROB aumenta la descarga de las
neuronas dopaminérgicas del AVT en ratas (Nilsson et al., 2006). Con lo que se podria
pensar que la liberacién de DA estaria aumentando y esto se opondria a la propuesta de

que su modulacion es inversa.

La cuestion con todos estos antecedentes es que en todos se modulan los niveles de
KYNA, pero no hay ningun estudio en donde se modulen los niveles de DA y con esto
poder observar su efecto sobre KYNA y establecer si la relacion entre las
concentraciones de KYNA y DA es inversa o directa. También seria relevante conocer si
el aumento en la descarga de neuronas dopaminérgicas corresponde al aumento

significativo en las concentraciones de DA.
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11. Conclusion.

En este trabajo se demostré por primera vez que la administracién sistémica de PROB
exhibe efectos positivos sobre los sintomas del parkinsonismo asi como sobre las DIL

incluyendo la conducta de giro.

Se observd que el uso de PROB tiene una respuesta mas efectiva comparada con el
uso de L-DOPA y AMA, los cuales son los farmacos que actualmente son utilizados para

el tratamiento de la EP y las DIL.

Debido a que la determinacion de KYNA no se correlaciona con la administracion de
PROB, pero si se observa un efecto positivo sobre la conducta, podemos asumir que
existen otros mecanismos de los ya conocidos, por el cual el farmaco esta actuando. Por
lo que, es de gran importancia elucidar el mecanismo de accién por el cual el PROB
ejerce su efecto para asi conocer el o los efectos que esta ejerciendo y con ello
determinar su utilidad como una estrategia de neuroproteccion en la EP, tanto para el

tratamiento de la enfermedad asi como para la prevencion de las DIL.
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