UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
IZTACALA

L-dopa como inductor de especies reactivas
de oxigeno y su impacto sobre las espinas
dendriticas de neuronas del nucleo estriado, el
hipocampo y la corteza motora

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

B I O L O G A

P R E S E N T A:

ALMA LILIANA CASTRO CRUZ

DIRECTORA DE TESIS:
DRA. VERONICA ANAYA MARTINEZ

Los Reyes lztacala, Tlalnepantla, Edo. de México, 2018



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Dedico- con todo- mu amor este trabajo o Maaycl y
Enrigue, miy gueridos padies

A miy hermanos, gron ingpiracion, Tono y Angélica

A Toffy y Amy



Agradecimientos

A mi mama, porque tu eres la persona que mas amo en la vida y la mujer a quien
mas admiro; has sido una gran inspiracion y ejemplo de que aunque las cosas
parezcan imposibles, con perseverancia y pasion por lo que se hace, se pueden
alcanzar. Porque nunca te has rendido, incluso cuando el panorama era tan adverso;
porque actuas como si fueras incansable e inquebrantable, pero sé que eres un ser
tan delicado y fragil como cualquiera, llena de hermosos sentimientos. Porque sé de
todos los esfuerzos y sacrificios que has hecho para sacarme adelante y darme cosas
a las que tu no tuviste acceso. Te doy mi palabra de que nada de eso ha sido en vano
y que cada dia te agradezco todo lo que has hecho por mi, no sélo para la tesis, sino
en todos los aspectos. jA ti que mereces lo mejor de la vida!

A mi papa, porque sé que me has dado lo que mas has podido dentro de tus
posibilidades, por tu amor y cuidados, por ser mi compafiero de juegos y por tu
ayuda al enfrentarme al mundo.

A mis hermanos: Angélica por ser mi confidente y complice, sin embargo guia y
consejera cuando lo necesito; mientras nos tengamos y apoyemos, nadie lograra
hacernos dafo y a Tofio por ser mi sostén y mi guia, ejemplo de nunca rendirme y
stempre ir a lo grande.

A Toffy, amorcito de mivida y Amy, por hacer mis dias tan felices con su presencia.
Gracias por su hermosa compafia mientras escribia ésta tesis... y mientras hacia
tareas o estudiaba durante la carrera... y siempre.

A mis amiguitos de toda la carrera, el Club de los Krelboynes. Ale axolote, Ewilio Wejia,
Fran metanefros, Chucho Siddartha; juntos hemos aprendido y crecido tanto académica
como personalmente en cuatro afios. Llegamos siendo unos desconocidos que dificilmente
tenian idea de lo que hacian (si, en la carrera y en la vida) y ahora somos todos unos
profesionales. Espero que los proyectos que cada uno tenga prosperen y seamos unos
bidlogos dignos de admiracion. Los quiero muchisimo a todos y agradezco por este tiempo
de amistad.

A la familia T.: Miguelow, Efrain, Baduel, Richi, Orlando, porque aunque solo fue un semestre
el que compartimos, fue el mas divertido. Las mejores practicas y las mas divertidas; porque
aunque no tengan idea, me ayudaron a mejorar en muchos aspectos cuando mas lo
necesitaba.



A Normiwis, porque te abri la puerta al equipo Krelboyne, sin imaginar que te convertirias
en una gran amiga y confidente; me diste tu apoyo cuando mas lo necesitaba. Pd. jMe debes
una comida por ganar ésta apuesta!

A Javi, porque aunque al principio crei que eras un malhumorado y te temia, después
descubri en ti un gran amigo con quien contar y hasta viajar.

A Bruno, porque siempre conté con tu apoyo, tanto para el proyecto como en lo personal.
Gracias por el tiempo que compartimos.

A los T. Neurons: Carlos, Sandra, Fer, Miguel, Maribel y Tort, por hacerme mas llevaderos los
dias haciendo Golgis y peroxidaciones con tantas risas y tonterias que nos inventabamos,
pero en especial porque en ustedes encontré amigos y no s6lo compafieros de laboratorio.

A las personas del laboratorio de Neuromofologia, particularmente a Ana por su apoyo en
las técnicas y a Chucho, porque eres la persona mas noble que conozco, siempre dispuesto
a ayudar a los demas por encima de tus necesidades, siempre amable. Ahora es momento
de que tu te dejes ayudar, querido Chucho. Eres un alma radiante y te tengo en gran estima,
mil gracias por tu apoyo.

A mi asesora Vero, porque has tenido una paciencia abismal conmigo y me has guiado con
tu conocimiento siempre que me sentia confundida. A Maria Rosa, por tus acertadas
observaciones que me ayudaron a acomodar mis ideas todas revueltas (también por tus
deliciosos brownies, aunque no tenga que ver). Al resto de mi comité, la Dra. Mara Garin
que es un amor, la Dra. Norma Laura Garcia y a Enrique Montiel.

A todos los profesores que fueron parte de mi formacién durante la carrera, porque me
contagiaron de su amor por cada materia y compartieron su conocimiento. Gracias a su
pasion me fue tan dificil decidirme por una sola rama.



Al lugar que me formé como bidloga, mi querida FESI ©

A la UNAM, por abrirme un panorama totalmente nuevo
desde mt ingreso al bachillerato en prepa 5 y luego llenar
mi espiritu con la mejor carrera que puede existir:
¥BIOLOGIA®. La mas hermosa y enriquecedora de todas,

tan compleja y bella, tan apasionante. En verdad no pude

haber hecho una mejor eleccién que colmara de tal forma

mi corazon.

“El magnifico espectdculo de la Naturaleza que en muchos otros corazones
despierta sélo admiracion, era para el suyo objeto de un culto lleno de la

mds encendida pasién”

Mary Shelly

“No basta con ensefiar a conocer la Naturaleza, deberiamos ensefiar a

amarla”

Fernando Gonzilez Bernildez

“La ciencia es mds que un conjunto de conocimientos, es una forma de

pensar, una forma de interrogar al Universo con escepticismo”

Carl Sagan



ABREVIATURAS . . . . . . . . . e et s e e s 1
RESUMEN. . . . . . .. . .. i et 1
INTRODUCCION . . . . . o oot et i e e e s 3
Qué es la Enfermedad de Parkinson . . . . ... ... 3
Etiologia. . . . . .. .. .. ... .. .. ... 5
Estrés Oxidativo. . . . . . ... .. ... ... ...... 6

Radicales Libres y Especies Reactivas de Oxigeno. . . 7

Disfuncion Mitocondrial . . . ... ... ......... 10
Excitotoxicidad . . . . ... ... .. ... ........ 11
Neuroinflamacion . . . . ... ... ........... 11
Envejecimiento. . . . . . .. ... ... ... ... .. 12
Gangliosbasales. . . . . ... ... ........... 13

Las vias directaeindirecta. . . . . . ... .. ... 15
Dopamina. . . . . . . . . . . .. ... 17

Degradacion enzimatica de DA y produccion de metabolitos

........................ 19

neurotoxicos

Auto-oxidacion no enzimatica y produccion de quinonas reactivas



L-DOPA, el tratamiento por excelencia. . . . . . . . 22

ANTECEDENTES . . ... ... ... ... ..., 23
JUSTIFICACION . . . . . .ttt e 27
OBJETIVOS . . . . . . . e e e e 28
MATERIALESYMETODOS . . . . . ... ... ...... 28
RESULTADOS . . . . . . . . . e e e 31

Neuronas InmunoreactivasaTH. . . . . . ... ... 32

Espinas dendriticas. . . . ... ... ... ...... 33

Peroxidacion de lipidos . . . . .. ... ... .. .. . 40
DISCUSION . . .. ... ..ttt 42
CONCLUSIONES . . . . . . . . . . . i i e e 47
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS . . . . . ... ...... 48

vii



ABREVIATURAS
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La Enfermedad de Parkinson es la segunda mas comiin de las enfermedades
neurodegenerativas y se estima que afecta a mas de 10 millones de individuos
alrededor del mundo. Se caracteriza por la degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta, provocando la reduccion en el
nivel de dopamina (DA) estriatal, provocando disfuncion en los ganglios basales,
un grupo de nucleos implicados en la iniciacion y ejecucion del movimiento. La
complejidad de la integridad neuronal es un intrincado proceso que sugiere que
son diversas vias y/o factores los que ocasionan la muerte celular, entre ellos los
mas estudiados son el estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial. Desde los
anos 60 hasta la fecha, la L-DOPA es el tratamiento mas usado y eficaz para
atenuar los sintomas motores de la enfermedad, sin embargo también es el que
mas efectos secundarios provoca luego de su administracion a largo plazo,
debido a las reacciones adversas que se cree estan correlacionadas con la
neurotoxicidad que el exceso de DA y/o L-DOPA pueden producir; por ello se ha
sugerido que el medicamento pudiera estar contribuyendo o acelerando el
progreso de la enfermedad. Para poner a prueba dicha hipotesis, se medico por
tres meses a ratas intactas con una dosis diaria de 10 mg/kg de L-DOPA, luego
de lo cual se extrajeron diferentes nucleos para procesar el tejido con las técnicas
de inmunocitoquimica para TH (en sustancia nigra) y asi contabilizar el nimero
de neuronas dopaminérgicas, impregnacion de Golgi (en nucleo estriado, corteza
motora e hipocampo) para evidenciar alteraciones en el numero de espinas
dendriticas y peroxidacion lipidica (sustancia nigra, nlcleo estriado, globo palido,

hipocampo y corteza) para evaluar dano celular.

Se observo que la administracion croénica de la L-DOPA produjo disminucion
significativa en el nimero de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra
compactacta, asi como en el niimero de espinas dendriticas en los tres nticleos

evaluados. También se observo incremento en la cantidad de lipidos peroxidados



en el globo palido, y aunque sélo en este nucleo fue de manera significativa, se
mostro una tendencia a aumentar en el estriado, sustancia nigra e hipocampo.
Asi, los resultados obtenidos en este trabajo corroboran los efectos toxicos a nivel
celular y molecular que la administracion de L-DOPA tiene incluso en sistemas

Sanos.

INTRODUCCION

-ENFERMEDAD DE PARKINSON

La EP es la segunda mas comun de las enfermedades neurodegenerativas, se
trata de un padecimiento cronico y progresivo que afecta el movimiento y se
estima que mas de 10 millones de individuos alrededor del mundo la padecen,
afectando a una de cada 1000 personas, con aproximadamente 1% en personas
de mas de 60 anos, e incrementando hasta 4% en personas de 85 anos o mas
(Taylor et al., 2013; Hindle, 2010; Santiago y Rivas, 2008; de Lau y Breteler,
2006). Fue descrita por primera vez en 1917 por James Parkinson, que le dio
inicialmente el nombre de paralisis agitante o paralisis temblorosa (Tanner y
Goldman, 1996).

Se caracteriza principalmente por la degeneracion progresiva de las neuronas
dopaminérgicas de la SNc, lo que provoca reduccion en los niveles de DA estriatal,
provocando disfuncion en los ganglios basales, un grupo de nticleos implicados
en la iniciacion y ejecucion del movimiento (Rodriguez et al., 2009; Bartels y
Leenders, 2009); asi como la aparicion de inclusiones citoplasmaticas proteicas

conocidas como cuerpos de Lewy (Lees et al., 2009; Braak et al, 2003). Puede



requerir muchos anos antes de alcanzar el grado total de extension del dano
(Braak et al., 2004).

Los sintomas incluyen: temblor en reposo, rigidez muscular, bradicinesia,
inestabilidad postural, postura encorvada y el “congelamiento” repentino de la
marcha; éstos suelen empeorar con el tiempo. Cominmente empiezan de un
lado del cuerpo, llegando eventualmente al otro lado (Jankovic y Stacy, 2007,
Savitt et al., 2006; Smeyne y Jackson, 2005).

-Temblor en reposo: es por lo general el primer sintoma que se reconoce de la
enfermedad en el paciente, siendo temblor de la mano (donde se presenta mas
frecuentemente) o el pie cuando la extremidad se encuentra en estado de reposo.
Al principio puede ser sé6lo intermitente, presentandose solamente en situaciones

de estrés. Posteriormente se vuelve mas constante y persistente

-Bradiscinecia: se refiere a la lentitud y amplitud reducida de los movimientos,

que dificulta que éstos sean sucesivos, asimismo afecta la ejecucion motora fina

-Rigidez muscular: se detecta cuando el médico que examina al paciente mueve
los musculos de sus extremidades, cuello y hombros y éstos experimentan mayor

resistencia.

De los seis principales sintomas de la EP mencionados, tres de ellos ocurren en
las etapas mas tempranas (descritos anteriormente) y los otros cuando la
enfermedad ha avanzado. Mientras que los primeros desaparecen cuando el
paciente esta siendo medicado para activar los receptores estriatales de DA
(agonistas dopaminérgicos), los otros no lo hacen, lo que sugiere que son
resultado de procesos no involucrados con la deplecion dopaminérgica (Fahn et
al.,, 2004).



Asimismo, se presentan sintomas no motores, como disminucion de las
funciones cognitivas, ansiedad, depresion, trastornos del sueno, incapacidad
autonomica y demencia, entre otras que pueden resultar de la vulnerabilidad de
poblaciones neuronales selectas en varias regiones del sistema nervioso central
y periférico (Licker y Burkhard, 2014; Braak et al., 2006; Shulman et al., 2001).

Estos sintomas en conjunto, derivan en numerosas discapacidades funcionales
que impactan radicalmente en la calidad de vida, la capacidad de trabajo y la
expectativa de vida de las personas que padecen la EP (Diem et al., 2010;
Martikainen et al, 2006). Todos ellos se vuelven evidentes cuando
aproximadamente el 80% de las terminales neuronales en el nticleo estriado, y
del 50 al 60% de los cuerpos celulares dopaminérgicos se han perdido en la SNc
(Lang y Obeso, 2004).

-ETIOLOGIA

Aunque la mayoria de los casos son esporadicos, ya que Unicamente 10% de ellos
estan ligados a causas genéticas, es bastante improbable que sea un solo factor
el que ocasione la muerte celular propia de la enfermedad (Martin et al., 2011).
La complejidad de la integridad neuronal es un intrincado proceso que sugiere
que son diversas vias y/o factores los que ocasionan la muerte celular (Abdullah
et al., 2014; Gonzalez et al., 2010; Gao et al., 2011), donde convergen la
susceptibilidad genética y los factores ambientales (Martino et al., 2016). Al ser
un padecimiento tan complejo, algunos autores han sugerido que se trata de
varios sindromes agrupados en una sola enfermedad (Giroux, 2007; Tanner et al.,
1999).

Aunque la etiologia no esta del todo clara, el estilo de vida, la exposicion a

agentes toxicos y el envejecimiento natural, son algunos de los factores de riesgo
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mas importantes que favorecen el desarrollo de la EP (Santiago y Rivas, 2008;
Giroux, 2007; Sulzer, 2007); de hecho, se ha demostrado que son muchos los
mecanismos que sensibilizan a las neuronas conduciéndolas a la muerte, como
estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial, deterioro de los sistemas de
degradacion de proteinas, neuroinflamacion, excitotoxicidad y desregulacion de
calcio intracelular (Licker y Burkhard, 2014; Ho et al., 2012). No obstante, el
papel exacto de cada uno de estos factores no esta definido (Dauer y Przedborski,
2003).

-ESTRES OXIDATIVO

El cuerpo humano mantiene un balance de oxido-reduccion constante,
preservando el equilibrio entre la produccion de pro-oxidantes que se generan
como resultado del metabolismo celular y los sistemas de defensa antioxidantes.
Cuando la produccion de RL y especies reactivas se incrementa en exceso y
sobrepasa a los sistemas antioxidantes endogenos, se rompe el equilibrio,
llevando a un estado de estrés oxidativo, el cual es citotoxico (Santiago y Rivas,
2008; Dorado et al., 2003; Venereo, 2002). Las neuronas estan expuestas
constantemente a estrés oxidativo, por lo cual dependen de los mecanismos
enzimaticos antioxidantes para que la exposicion prolongada no provoque danos;
entre dichos mecanismos se encuentra la SOD, CAT, el glutation peroxidasa y el
glutation-S-transferasa, cuyo papel es neutralizar a las moléculas nocivas, ya que
la alteracion del balance entre pro-oxidantes y antioxidantes, puede tener
diversos grados de magnitud (Padurariu et al., 2013; Padurariu et al., 2010). En
el estrés oxidativo leve, los mecanismos antioxidantes bastan para restablecer el
equilibrio, pero en el estrés oxidativo grave, ocasiona alteraciones importantes

en el metabolismo celular, como peroxidacion de lipidos, dano a proteinas,



rompimiento de la cadena de ADN, aumento en la concentracion de calcio
intracelular y dano a los transportadores membranales de iones, lo que en
consecuencia puede provocar la muerte de la célula (Abdullah et al., 2014;
Myrthri et al., 2011, Dorado et al., 2003). Cabe mencionar que se ha encontrado
un alto grado de dano a estas biomoléculas en pacientes con EP (Nakabeppu et
al., 2007).

El exceso de EO contribuye a la muerte celular en la EP debido a que
gradualmente disminuye la capacidad de la célula para enfrentar los danos con
el tiempo (Obeso et al., 2010). Este dano puede ser reversible o irreversible,
dependiendo de factores como el tiempo que dure el estado de estrés, la
efectividad de las defensas antioxidantes, la edad del organismo, el estado

nutricional y factores genéticos (Gilbert y Colton, 1999).

Las neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra son sumamente susceptibles
al EO debido al alto consumo de oxigeno de esta region, junto con los bajos
hiveles de enzimas antioxidantes, como la SOD, GSH y CAT (Floyd, 2009; Fahn y
Cohen, 1992).

Si bien la presencia de EO es innegable, aun es incierto si éste constituye la causa
primaria (la que inicia la enfermedad), o la secundaria (que solo contribuye) de
los factores pato-genéticos (Smeyne y Smeyne, 2013; Jenner, 2007; Andersen,
2004).

-Radicales Libres y Especies Reactivas de Oxigeno

Los RL son todas las especies atomicas o moleculares, capaces de existir de
forma independiente, que en su estructura presentan un electron desapareado
en el orbital externo, dandole una configuracion espacial que genera gran

inestabilidad, por lo cual son altamente reactivos (Padurariu et al.,, 2010;



Venereo, 2002). Sus caracteristicas bioquimicas y estructurales es lo que hace la
diferencia crucial entre ellos, ya que les confiere su poder oxidativo, que se

traduce en su toxicidad (Padurariu et al., 2013).

Las ERO son moléculas derivadas, que se generan durante la reduccion completa
del oxigeno molecular a agua, proceso en el que se incorporan cuatro electrones
en diversas etapas, produciendo moléculas intermedias, las cuales pueden ser o

no radicales libres (Martin, 2007). En la Figura 1 se enlistan los RL y las ERO.

Radicales libres:

02° = Anion superéxido
OH? = Radical hidroxilo
ROO®* = Peroxil lipidico

RO = Alkoxyl

RS*® = Thiyl

ON® =  Oxido nitrico

NO2® = Diéxido de nitrégeno
ONOO = Peroxinitrito

CCL3* = Triclorometil

No - radicales:

H202 = Peréxido de hidrégeno
HOCL = Acido hipocloroso
ONOO = Peroxinitrito

02 = Oxigeno

Figura 1. Lista de los radicales libres y los no-radicales, asi como sus
férmulas (Fuente:
http://www.actamedicacolombiana.com/anexo/articulos/04-2001-
12.htm)

Cabe mencionar que existen varios tipos de RL y especies reactivas dependiendo

de su estructura, la cual puede se observa en la Figura 2. De ellos los mas


http://www.actamedicacolombiana.com/anexo/articulos/04-2001-12.htm
http://www.actamedicacolombiana.com/anexo/articulos/04-2001-12.htm

estudiados son: radical superoxido (02*), radical hidroxilo ("OH), peroxido de
hidrogeno (H202), oxido nitrico (NOe), peroxil (ROO) y aldehido reactivo (ROCH)
(Padurariu et al., 2013).

Especies de oxigeno reactivas
Orbital

c*2p

v2p @O OOOO®O®OE®E

n2) O 9O OO OO O @

G 2p 4 v v 02 02
c*2s ﬂ' Hr 1’* ‘H' ”
G 2s A 2 L #* #
s*1s @ ;w- ™ W W
o e e e e 03
O, 'O, 'O, Oy~ O

(*Tg)  ( 1Eg+) (tAg) superdxido  perdxido

dioxigeno  oxigeno en singulete

(" )

diatémico. A diferencia del superéxido y del ion peréxido, el oxigeno singulete

Figura 2. Configuracién electrénica de algunas moléculas de oxigeno

puede aceptar pares de electrones, lo cual lo hace muy reactivo (Hansberg,

\ 2002). )

Las ERO forman parte del metabolismo celular al facilitar algunas funciones
como la proliferacion, defensa, supervivencia y muerte celular programada

(Brieger et al., 2012).



Ademas, las ERO pueden activar vias pro-inflamatorias, promoviendo un
ambiente perjudicial para las poblaciones neuronales vulnerables (Hirsch et al.,
2012; Varcin et al., 2012).

-DISFUNCION MITOCONDRIAL

Al ser la mitocondria el organelo con mayor consumo de oxigeno en la célula, se
encuentra expuesta a una gran cantidad de ERO (Subramaniam y Chesselet,
2013). Por ello, se considera que la disfuncion mitocondrial es el principal
mecanismo responsable de la degeneracion de las neuronas de la SNc en la EP
(Mounsey y Teismann, 2010; Gupta et al., 2008), ya que presentan una alta tasa
metabdlica, y debido a su contenido de DA y neuromelanina, asi como niveles
basales relativamente altos de calcio, se cree que se encuentran en un estado
“pro oxidante” incluso en condiciones fisiologicas normales (Hastings, 2009). De
este modo, cualquier factor patologico o genético adicional (o, en el peor de los
casos, la combinacion de ambos), pueden causar disfuncion mitocondrial,
provocando la produccion insuficiente de ATP, generacion excesiva de ERO, dano
oxidativo en proteinas mitocondriales y citosolicas, liberacion de citocromo c y
otros factores pro apoptoticos, pérdida de balance en la homeostasis del calcio y

eventualmente, la muerte de la neurona (Cho et al., 2010; Sulzer, 2007).

En condiciones anormales, se establece un circulo vicioso en el que la
mitocondria es a la vez productora y el blanco de las ERO y RL, provocando la
muerte de la célula (Schapira, 2009; Zhou et al., 2008).

El Complejo | de la cadena transportadora de electrones, es el que se ve mas

afectado dentro de la mitocondria, e incluso se ha demostrado una clara
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disminucion en su actividad dentro de las neuronas de la SNc en cerebros de

pacientes a los que se les practico la autopsia (Parker et al., 2008).

-EXCITOTOXICIDAD

Se refiere basicamente al dano celular causado por la liberacion excesiva de
glutamato o disfuncion de los transportadores de glutamato (Lau y Tymianski,
2010). Se debe principalmente a la sobreactivacion de los receptores NMDA de
glutamato, incrementando la entrada de calcio y subsecuentemente la activacion
de enzimas proteoliticas dependientes de calcio (calpainas, fosfolipasas,
endonucleasas, etc.), y finalmente el incremento en la produccion de ERO en la
mitocondria (Zliindorfand y Reiser, 2011). Ademas, la activacion de los receptores
metabotropicos de glutamato del Grupo | (mGIluR1 y 5), movilizan el calcio de los
depositos intracelulares, contribuyendo a la sobrecarga de calcio (Caudle y
Zhang, 2009).

-NEUROINFLAMACION

Las respuestas inmunes en el cerebro estan estrictamente reguladas (Medawar,
1948). Dicha regulacion es en parte dependiente de la BHE, asi como de las
células de la glia (y en menor medida, de las neuronas). La microglia es el
principal tipo celular que provee al cerebro de inmunidad innata. Por su parte, los
astrocitos y oligodendrocitos, también estan implicados en la respuesta
neuroinflamatoria (Tansey et al., 2007). Asimismo, la microglia mantiene la
homeostasis del cerebro mediante la produccion de varios tipos de factores
neurotroficos, como el BDNF, IGF-1y el IL-10, que influencian en los astrocitos y

neuronas adyacentes (Lee et al., 2009).
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En un cerebro sano, la microglia se encuentra en un estado latente, sin embargo,
en estado de estrés como la invasion de patégenos, dano, o acumulacion de
proteinas toxicas, la microglia se activa iniciando la respuesta inmune para
estimular la reparacion de tejidos, eliminando desechos celulares y células

apoptoticas, y liberando factores neurotroficos (Aloisi, 1999).

En condiciones normales, la respuesta inmune se detendra una vez que el estrés
haya sido erradicado, pero si persiste o falla, el estimulo conducira a la
sobreproduccion de factores neurotoxicos, incluyendo citocinas, quimiocinas y
prostaglandinas. La respuesta inflamatoria provocada por estos factores, puede
ademas potenciar el dano neuronal, al generar ERO y ERN (Taylor et al., 2013;
Tansey y Goldberg, 2010).

En 1988, se dispuso por primera vez de evidencia para asegurar que la
neuroinflamacion es una pieza clave, al presentar en estudios post mortem con
cerebros de pacientes con EP, cifras elevadas del CMH clase ll-positivo (activada)
en la glia (McGeer, 1988). Asimismo, multiples estudios clinicos subsecuentes
han provisto de mas evidencia que involucra la respuesta inflamatoria en la

patologia de la EP (Gerhard et al., 2006; Mogi et al., 1995).

-ENVEJECIMIENTO

Aunque se ha senalado a muchos factores como los causantes de la EP, el
envejecimiento aun sigue siendo el mas significativo y el mejor documentado
(Vanitallie, 2008). Se ha propuesto que mientras el cerebro envejece, el inherente
debilitamiento de los sistemas de reparacion celular incrementa la
susceptibilidad de desarrollar EP (Abdullah et al., 2014; Hindle, 2010).
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Con la edad, el cerebro tiende a acumular metales de manera natural, lo cual
promueve su acumulacion en las neuronas, haciéndolas mas susceptibles a la
muerte celular. La evidencia también sugiere que la toxicidad por metales como
tal, no incrementa necesariamente el riesgo de padecer EP, pero si en adicion

con mutaciones genéticas (Bjorkblom et al., 2013).

Aunque la EP y el envejecimiento estan altamente correlacionados, alin se carece
de la informacion detallada acerca de la interaccion entre las diferentes vias y
procesos que pueden influenciar la patogénesis de la enfermedad (Abdullah et
al., 2014).

-GANGLIOS BASALES

Son un grupo de nucleos subcorticales interconectados que estan involucrados
en una gran variedad de procesos, incluyendo funciones motoras, asociativas,
cognitivas y de memoria (Albin et al., 1989). La principal entrada de informacion
a estos nucleos proviene de la corteza cerebral y el talamo y se dirige al tallo
cerebral, donde se le da salida y, por via del talamo, de vuelta a la corteza

prefrontal, premotora y motora.

De acuerdo con estudios clinicos, se ha determinado que los ganglios basales
estan implicados en el control del movimiento y por lo tanto, los desérdenes
motores (Graybiel et al., 1994).

Los cuatro nucleos principales que integran a los ganglios basales son el NE, que
se divide en nucleo caudado y putamen por la capsula interna, en primates y otras
especies, el GP, la sustancia nigra, que contiene neuromelanina, un pigmento
oscuro derivado de la DA oxidada y polimerizada; dicho pigmento se acumula

paulatinamente en granulos lisosomales dentro de los cuerpos celulares, lo cual
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le da la particular coloracion a esta estructura y se divide en las porciones pars
reticulata y pars compacta (SNr y SNc, respectivamente) y el NST. Ademas de
estas estructuras, existen otros nucleos en la division ventral: el estriado ventral
o nucleo accumbens y el AVT que es la continuacion de la SNc. Dicha division esta
asociada con funciones limbicas (Kandel et al., 2000). En la Figura 3 se puede

apreciar la representacion grafica de los nicleos mencionados.
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Figura 3. Seccién coronal que muestra los ganglios basales y otras
estructuras cercanas (Kandel, Schwartz y Jessel, 2000).

El acido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor de las neuronas
de los GB, siendo el 97% de ellas GABAérgicas (en roedores). Las Unicas
excepciones son las neuronas glutamatérgicas del NST, las neuronas
dopaminérgicas de la SNc y una pequena poblacion de interneuronas colinérgicas

en el NE.

Las principales entradas a los GB son de tipo glutamatérgico y provienen de la
corteza cerebral y el talamo, dirigiéndose primordialmente al NE, aunque
también hay un considerable nimero de proyecciones hacia el NST. Las
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proyecciones corticoestriatales derivan de poblaciones de neuronas piramidales

que hacen sinapsis con las NEM del estriado (Gubellini et al., 2010).
-Las vias directa e indirecta

En el ahora considerado “esquema clasico” del circuito de los GB, una vez que la
informacion llega al NE, es procesada y transmitida a los nucleos de salida por

medio de dos rutas, la via directa y la via indirecta.

En la via directa, la informacion es enviada directamente a los ntcleos de salida,
aunque se han encontrado proyecciones colaterales que inervan el GPe y las

neuronas expresan los neuropéptidos sustancia P y dinorfina.

En la via indirecta la informacion pasa primero por el GPe y se dirige luego al NST,
en un recorrido meramente GABAérgico y finalmente a los niicleos de salida,
ahora en una proyeccion glutamatérgica; en este caso el neuropéptido es

encefalina.

Ambas vias son moduladas por las proyecciones dopaminérgicas provenientes
de la SNc hacia el NE. Las neuronas estriatales que proyectan a los nticleos de
salida directamente expresan receptores de dopamina tipo D1, que facilitan la
transmision, mientras que las que proyectan por la via indirecta expresan

receptores tipo D2, que reducen la transmision.

Ambas vias en conjunto tienen efectos opuestos en los nuicleos de salida y por lo
tanto, en las regiones blanco del talamo a las que se dirigen. La activacion de la
via directa desinhibe al talamo, incrementando la actividad talamo-cortical,
facilitando el movimiento, mientras que la activacion de la via indirecta cesa la
actividad de las neuronas talamo-corticales, frenando el movimiento (Bolam et
al., 2009. En la Figura 4 se presenta un diagrama simplificado de las conexiones

entre los nucleos de los GB.
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SNr/GPi

Output or feedback

Figura 4. Diagrama simplificado de los ganglios basales y sus principales conexiones.
STN: ndcleo subtalamico, GPe,i: globo palido externo e interno, SNc,r: sustancia
nigra compacta y reticulada (Bolam et a/, 2009)

Es importante senalar que en este complejo sistema se encuentran niicleos que
si bien no son parte de los ganglios basales, también reciben proyecciones de los

mismos. Ejemplo de ello son la corteza motora y el hipocampo, que se ha
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demostrado que reciben proyecciones dopaminérgicas de la sustancia nigra
(Debeir et al., 2005; Hoglinger et al., 2004).

-DOPAMINA

Las catecolaminas son compuestos formados por un nucleo catecol (un anillo de
benceno con dos hidroxilos) y una cadena de etilamina o alguno de sus derivados.
Las catecolaminas: dopamina, adrenalina y noradrenalina actidan como
mensajeros quimicos en el sistema nervioso y la primera es el transmisor
catecolaminérgico mas importante del SNC, donde participa en una gran
variedad de funciones que incluyen la actividad locomotora, la afectividad, la

regulacion neuroendocrina, entre otras funciones en el SNP (Bahena et al., 2000).

La DA es el neurotransmisor producido por las neuronas de la SNc que proyectan
al NE. Es una monoamina que se sintetiza a partir del aminoacido L-tirosina, que
mediante la accion de la enzima tirosina hidroxilasa (TH) y en conjunto con Oz y
tetrahidrobiopteridinas (BH4) como cofactor, se convierte en L-DOPA, la cual a su
vez, por medio de la L-aminoacido descarboxilasa (AACD) se convierte finalmente

en DA, como se muestra en la Figura 5 (Rahman et al., 1982).
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[ Figura 5. Sintesis de la dopamina (Malgor y Valsecia, s.f.) ]
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La TH es la enzima limitante de la reaccion en la sintesis de DA, se localiza en las
terminales nerviosas dopaminérgicas y su actividad esta controlada
principalmente por la inhibicion de los productos finales, es decir, una alta
concentracion citoplasmatica de DA inhibira la actividad de la TH y la disminucion

de la actividad neuronal de los niveles de DA reactivan a la TH.

Una vez que la DA se encuentra en el citoplasma, es incorporada a las vesiculas
sinapticas mediante los transportadores vesiculares de monoaminas tipo 2
(VMAT2), los cuales la concentran dentro de las vesiculas a través de una bomba
ATP-proton dependiente (Wimalasena, 2011). La liberacion de la DA es un
proceso mediado por la accion de canales de calcio dependientes de voltaje, el
cual promueve la fusion de las vesiculas sinapticas con la membrana neuronal,
que resulta en la liberacion de la DA al espacio sinaptico. Después de la accion
de ésta sobre el receptor postsinaptico, el neurotransmisor sobrante es
recapturado por transportadores de dopamina (DAT), proteina presente en la
membrana plasmatica de las neuronas dopaminérgicas. Dicho transportador es

dependiente de sodio y cloro (Eisenhofer et al., 2004).
-Degradacion enzimatica de DA y produccion de metabolitos neurotoxicos

La DA es un neurotransmisor estable estando dentro de la vesicula sinaptica, sin
embargo, cuando se encuentra de forma excesiva fuera de la misma, en el

citosol, es metabolizada enzimaticamente (Miyazaki y Asanuma, 2008).

El metabolismo de la DA, que en condiciones de homeostasis es en si mismo
oxidativo, involucra a tres enzimas principales, que acttiian por medio de procesos

de oxidacion y desaminacion:
emonoaminoxidasas (MAO) Ay B
ecatecol-o-metiltransferasa (COMT)
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ealdehido-deshidrogenasa (ADH)

Las MAO-A y MAO-B son enzimas mitocondriales que usan FADH como cofactor
para convertir la DA en DOPAL, un aldehido derivado que es extremadamente
reactivo y potencialmente nocivo para las células (Goldstein, 2013). Este es
convertido rapidamente por aldehido deshidrogenasas en DOPAC, un metabolito
acido poco activo. EI DOPAC es expulsado de la neurona a través de un
transportador dependiente de protones y catabolizado por la COMT en HVA, que

aparentemente carece de actividad biologica (Miyamoto et al., 1991).

Por su parte, la COMT en presencia de Mg2*, cataliza la transferencia de un grupo
metilo de S-adenosil-L-metionina a uno de hidroxilo de las catecolaminas o de los

aldehidos generados por las MAO (Myohanen et al., 2010).

La MAO oxida la DA via catabdlica primaria hasta DOPAC, generando peroxido
de hidrégeno. Este en presencia de ion fierro, que es relativamente abundante en
los ganglios basales, puede generar *OH en una reaccion conocida como Fenton
(Roland et al., 2000). El *OH es el mas reactivo de los radicales, al reaccionar con
cualquier biomolécula, especialmente con aquellas que contengan grupos -SH
(Chen et al., 1997; Liu et al., 1997). De igual forma, en la reaccion de Haber-

Weiss, el 02 reacciona con H202 para generar ‘OH (Haber and Weiss, 1934).
-Auto-oxidacion no enzimatica y produccion de quinonas reactivas

Por otro lado, la oxidacion espontanea no enzimatica de la DA produce 02°y
quinonas reactivas, entre ellas DAQ y DOPAQ. El superoxido generado puede
reaccionar con radicales NOe y subsecuentemente generar peroxinitrito (ONOOO-
). Ademas, las quinonas son facilmente oxidadas a aminocromos ciclados: DA-
cromo y DOPA-cromo (Lipski et al., 2012; Coyle y Puttfarcken, 1993). Estos

19



productos son precursores para la formacion de neuromelanina en la SNc y

melanina en la piel (Sulzer y Zecca, 2000).

Dichas quinonas pueden también conjugarse con el grupo -SH del aminoacido
cisteina, resultando en la formacion de 5-cisteinil-DA/DOPA, y puesto que el
grupo sulfhidrilo es a menudo el sitio activo de las proteinas, la modificacion
covalente de la cisteina, puede alterar de forma irreversible o incluso inhibir la
funcion de muchas proteinas, entre ellas el DAT (Asuma et al., 2003; Sabens et
al., 2010); de igual forma afectan la funcion mitocondrial al disminuir la
produccion de ATP por bloqueo de la cadena respiratoria e incrementar la
permeabilidad de los poros de transicion (Berman y Hastings, 1999; Olanow,
1993); asimismo, pueden modificar de forma covalente e inactivar a la TH (Kuhn
et al., 1999; Xu et al., 1998). Este proceso metabolico se muestra de forma

grafica en la Figura 6.

-TRATAMIENTOS

A pesar de que la degeneracion neuronal es el gran problema a solucionar, a la
fecha no se ha logrado deshacer la gran marana para averiguar por donde atacar
y lograr atenuarla. Por ello, constantemente surgen investigaciones tanto
experimentales como clinicas para retardar o incluso detener Ila
neurodegeneracion y por lo tanto, el progreso de la enfermedad; sin embargo,
hasta ahora no ha sido posible, y por ello los tratamientos actuales mas
frecuentes se enfocan basicamente en controlar los sintomas motores (Taylor et

al., 2013; Olesen et al., 2012; Birkmayer y Hornykiewicz, 1962).
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Figura 5. Vias de generacién de ERO y quinonas reactivas cuando la cantidad de
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- L-DOPA, el tratamiento por excelencia

La disminucion de DA por la administracion de reserpina, produce acinesia
parecida a la EP en animales y suplirla con la administracion de L-DOPA, aminora
el desorden en el movimiento. Fue gracias a estos resultados que se sugirié que
la deficiencia de DA en el sistema nigro-estriatal causa la EP en los humanos y

se podia suplir su falta con L-DOPA como tratamiento clinico.

Investigadores alrededor de todo el mundo, como Sano y colaboradores en 1960,
Birkmayer y Hornykiewicz en 1961, y Barbeu y colaboradores en 1962, fueron
quienes dieron la pauta de la terapia de remplazo de la DA, pero fue hasta 1969
que Cotzias y colaboradores reportaron que la administracion de altas dosis de L-
DOPA via oral, mejoraba drasticamente la funcion motora de pacientes con EP
(Nagatsu y Sawada, 2009; Kordower y Goetz, 1999; Cotzias et al., 1969).

Posteriormente, se demostro que las altas dosis de L-DOPA necesarias para
ejercer un efecto biologico en el cerebro, podian disminuirse si ésta se co-
administraba con inhibidores de la AADC, que no cruza la BHE, permitiendo que
el precursor llegue intacto y sea convertido a DA en la region deseada (Bartholini
etal.,, 1967). De esta forma, quedo establecida la eficacia de la L-DOPA como el

tratamiento por excelencia para combatir los sintomas de la enfermedad.

Aunque los agonistas directos de receptores de DA como el pramipexol o el
ropinirol se usan con frecuencia en el tratamiento de la EP, el farmaco mas eficaz
para reducir los sintomas motores sigue siendo la L-DOPA (Olanow et al., 2009;
Mercuri y Bernardi, 2005; Ahlskog, 2003).

Sin embargo, después de un periodo de 4-6 anos de tratamiento, la L-DOPA
gradualmente se vuelve menos efectiva y aproximadamente del 40-70% de los

pacientes desarrollan algunos efectos secundarios, que incluyen discinesias,
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distonias y fluctuaciones en la efectividad del medicamento (Bastide et al., 2015;
Hurley y Jenner, 2006; Schrag y Quinn, 2000). El incremento en la presencia de
dichos efectos secundarios se hace notar en los siguientes 10 anos de
tratamiento, en algunos estudios, hasta el 95% de los individuos presentaron
alguna complicacion motora (Ahilskog y Muenter, 2001). De hecho, es relevante
mencionar que la L-DOPA no sélo es el tratamiento mas efectivo para atenuar los
sintomas de la EP, sino también en causar efectos secundarios motores, quizas
peores que los que ocasiona la enfermedad en si (Holloway and the Parkinson
Study Group CALM Cohort Investigators, 2009; Rascol et al., 2000).

ANTECEDENTES

Existen numerosos reportes que indican que la L-DOPA resulta toxica para las
neuronas dopaminérgicas, especialmente cuando se usa en concentraciones
relativamente altas. A continuacion, algunos de los estudios que soportan dicha

aseveracion:

Ya desde principios de los anos noventa, se reporto que la administracion
cronica de L-DOPA aumento notablemente la concentracion de TBARS, indicador
de peroxidacion lipidica, en el estriado y corteza frontal de ratones lesionados por
inyeccion de 6-OHDA. Estos resultados sugieren que la administracion a largo
plazo de L-DOPA contribuye a la progresion del dano neuronal en pacientes con
EP (Ogawa et al., 1993, 1994).

En células catecolaminérgicas PC12, la L-DOPA ocasiona muerte celular por
apoptosis, pero se evito cuando se agregaron diferentes antioxidantes, entre ellos
ascorbato, a-tocoferol, GSH, y reactivos tiol, pero no con inhibidores de la MAO.
Estos resultados sugieren que la muerte celular fue ocasionada por la generacion
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de ERO a partir de la auto-oxidacion de la L-DOPA, no por un proceso enzimatico
(Offen et al., 1996; Basma et al., 1995).

Se incubaron cultivos primarios de células mesencefalicas con L-DOPA, lo que
ocasiono la pérdida de neuronas dopaminérgicas debido a la generacion de ERO
y quinonas reactivas. Sin embargo, cuando se agregd ascorbato como
antioxidante, se evitd la muerte celular inducida por L-DOPA y se previno la
formacion de quinonas de DOPA (Pardo et al., 1995; Mytilineou et al., 1993).

Mas recientemente, en 2010 Sabens y colaboradores encontraron que en
cultivos celulares de neuronas dopaminérgicas, la L-DOPA disminuy6 la actividad
de la glutaredoxina, tioredoxina (antioxidantes) y tioredoxin reductasa,
implicadas en procesos de supervivencia celular. La inhibicion de estas enzimas
parece ocurrir por la generacion de aductos en sus sitios activos, como
consecuencia de la formacion de quinonas de la L-DOPA o DA, resultando en el

incremento de la muerte celular.

Cabe resaltar que la mayoria de estos estudios reportan resultados in vitro, pero
no in vivo, lo cual quizas se deba al rapido proceso de fagocitosis de las células
moribundas por las células intactas de los alrededores, como reportaron
Walkinshaw y Waters (1995).

Sin embargo, también hay evidencia tanto clinica como experimental que
sugiere que la L-DOPA no acelera la progresion de la enfermedad ni resulta toxica

y de hecho tiene efectos anti-oxidantes y neurotroficos:

En 2006, Agil y colaboradores midieron los niveles de peroxidacion lipidica en
pacientes con la EP que estaban siendo medicados con L-DOPA en comparacion
con un grupo control. Como era de esperarse, el grupo de pacientes con la EP

presento niveles de peroxidacion lipidica en plasma mas altos respecto al grupo
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control, sin embargo, no encontraron relacion dosis-dependiente respecto a la
toma de la L-DOPA.

Por su parte, Lyras y colaboradores en 2002 analizaron el tejido de macacos
sanos medicados a diario por un periodo de 13 semanas con altas dosis de L-
DOPA en combinacion con carbidopa y/o entacapona. Para ello, analizaron los
cambios en los niveles de carbonilos de proteina (marcador de dano proteico),
peroxidacion lipidica y dano oxidativo al ADN. Los resultados mostraron un
pequeino incremento en la peroxidacion de lipidos, dano a proteinas y el uracilo
5-OH, pero no en otros productos de oxidacion que potencialmente afectarian el
ADN, para el grupo que recibio la L-DOPA+carbidopa (80mg/kg+20mg/kg) y para
el grupo de L-DOPA/carbidopa/entacapona (80mg/kg+20mg/kg+80mg/kg). A
pesar de esto, concluyen que los resultados no son contundentes para afirmar
que la administracion crénica del farmaco, incluso en altas dosis, pueda provocar

dano oxidativo marcado.

En el 2000(b), Fornai y colaboradores examinaron los efectos de Ila
administracion cronica de L-DOPA en ratones intactos y tratados con MPTP para
simular un modelo de EP. Ambos grupos recibieron la medicacion diariamente
con una dosis de 50 mg/kg, por un periodo de 5, 30, 60 y 90 dias. Se midieron
los niveles de metabolitos, los sitios de recepcion y la cantidad de DA. No se
observaron resultados significativos en los ratones intactos con respecto a los
medicados con L-DOPA, a pesar de la ligera disminucion en los niveles de DA
estriatal en los dias 5 y 30; sin embargo, dicho efecto no se repitio al administrar

dosis mayores del medicamento (400 mg/kg) durante el mismo periodo.

Por su parte, Mena y colaboradores en 1998, encontraron que en cultivos
celulares de la linea PC12, la L-DOPA ejerce un efecto sinérgico al co-

administrarse con NGF (factor de crecimiento nervioso), el cual promueve el
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crecimiento de neuritas y por lo tanto, mejora la funcion pre-sinaptica. Asimismo,
en un reporte previo de 1997, demostraron que la L-DOPA en co-cultivo de células
mesencefalicas ventrales con cultivos de astrocitos corticales, ejerce efectos
neurotroéficos en las neuronas dopaminérgicas al protegerlas de la muerte celular
y estimular la formacion de neuritas, esto debido a la regulacion de GSH por los
astrocitos, cumpliendo ademas funciones antioxidantes. En un estudio realizado
por Okazawa y colaboradores (1992) incluso se demostré el incremento en la
expresion de ARNm para BDNF en el NE de ratones después de 2-16 horas de

una unica dosis oral de L-DOPA (0.2 mg/g peso corporal).

No obstante de toda la evidencia tanto a favor como en contra de la L-DOPA, en
2003 Mytilineou y colaboradores, notaron la falta de modelos in vivo e
innovadoramente, reportaron que dicho farmaco si produce toxicidad en cultivos
de neuronas dopaminérgicas, pero no las dana ni causa cambios en los niveles
de DA estriatal ni en sus metabolitos en ratas neonatas, incluso inhibiendo la
sintesis de GSH, lo que ayudo a simular el estado deteriorado de los mecanismos

de defensa que se presentan en la EP (induccion de estrés oxidativo).

Por si la falta de resultados concretos no era suficiente, en el 2004 “The
Parkinson Study Group” presenté un estudio en el que se evaluaron a 361
pacientes que recibian una dosis diaria variable de L-DOPA por 40 semanas,
luego de las cuales se les retiro el tratamiento por 2 semanas. Los resultados
mostraron que el medicamento, o bien disminuye el progreso de la EP o
incrementa los sintomas secundarios. Ademas con técnicas de neuroimagen a
142 de los pacientes, se encontr6 que acelera la pérdida de las terminales
nerviosas nigroestriatales y sus efectos farmacologicos modifican al DAT. Por ello
concuerdan en que las consecuencias de su administracion a largo plazo son

inciertas.
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Con toda la evidencia presentada arriba, ademas de muchos mas reportes, en
2008 Schaphira (a) presento una revision en la que concluye que, a pesar de que
la L-DOPA tiene el potencial para generar radicales libres que activen vias
oxidativas, existen limitaciones significativas de los modelos in vitro usados que

evitan la extrapolacion de dichos resultados a la clinica.

JUSTIFICACION

Si bien la L-DOPA sigue siendo el tratamiento mas usado y eficaz para atenuar
los sintomas motores de la EP, alin es incierto si la administracion cronica puede
resultar perjudicial, debido a la correlacion que se ha propuesto con la
neurotoxicidad que el exceso de DA y/o L-DOPA pueden producir, esto debido a
que la comunidad cientifica aliin no ha logrado llegar a resultados contundentes
que esclarezcan si, independientemente de los efectos secundarios, el

medicamento contribuye o acelera la progresion de la enfermedad.

Aunque los experimentos en cultivos celulares abundan tanto a favor como en
contra de la L-DOPA, hasta ahora es incierto si los resultados obtenidos in vitro
puedan ser extrapolados a los procesos que ocurren in vivo, 0 son mera
consecuencia de usar modelos inapropiados que favorecen los altos niveles de

estrés oxidativo y excitotoxico.

OBJETIVOS

Objetivo general:
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Evaluar el efecto a nivel celular y molecular de la administracion de L-DOPA en
niucleos de los ganglios basales (SNc, NE, GP) y nucleos con inervacion

dopaminérgica (corteza e hipocampo) de ratas intactas

Objetivos particulares:

eDeterminar si la administracion del farmaco disminuye el nimero de neuronas

dopaminérgicas en la sustancia nigra compacta de ratas intactas

eEstablecer el efecto del farmaco en el nuimero de espinas dendriticas del

nucleo estriado, corteza e hipocampo de ratas intactas

eComprobar si la administracion del farmaco incrementa la peroxidacion
lipidica en la sustancia nigra, ntcleo estriado, globo palido, corteza e

hipocampo de ratas intactas

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 20 ratas macho de la cepa Wistar, con un peso inicial de entre 180-
200 g al inicio del experimento, mantenidas en periodos de luz/oscuridad de 12

horas, teniendo ademas libre acceso a agua y alimento.

Administracion del farmaco:

Se formaron dos grupos: el experimental (n=12) al que se administro

diariamente por via oral 10 mg/kg de levodopa/carbidopa comercial (Sinemet),
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durante un periodo de tres meses; y el grupo control (n=8) al que no se le dio

medicacion alguna.

Transcurridos los tres meses, se sacrifico a una parte de los roedores por
perfusion intracardiaca (para impregnacion de Golgi e inmunocitoquimica para
TH), otra parte de los animales recibio una inyeccion letal de pentobarbital sodico,
en este caso el tejido se empled para medir peroxidacion de lipidos;
posteriormente se realizo la decapitacion para extraer el cerebro y asi obtener las
siguientes estructuras: corteza, estriado, globo palido, sustancia nigra e

hipocampo.

Inmunocitoquimica para Tirosina Hidroxilasa (TH):

Para el conteo de neuronas dopaminérgicas, se obtuvieron de igual forma
rebanadas del mesencéfalo de diez cerebros, cuatro del grupo control y seis del
grupo medicado; para esta técnica se usaron cortes de 50 ym que fueron
procesados con la técnica de inmunocitoquimica para TH, empleando el
anticuerpo primario anti-TH 1:1000 (Millipore), usando diaminobenzidina como
cromogeno y finalmente se montaron en portaobjetos gelatinizados, que

posterior al secado, fueron cubiertos con resina sintética.

Se realiz6 el conteo de las neuronas positivas a TH localizadas en la SNc en los
cortes resultantes. Se identifico a la sustancia nigra de acuerdo a Gonzalez y
Rodriguez (2000).

Impregnacion de Golgi:
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La técnica consiste en impregnacion argéntica en la que se sumergen las
muestras (rebanadas de 4 mm) en una mezcla de osmio-dicromato de potasio
(0s04 0.3% K2oCra07 2.7% en H20 bidestilada) durante siete dias a temperatura
ambiente y en oscuridad. Posteriormente las muestras son lavadas rapidamente
con agua bidestilada y con nitrato de plata al 0.75%, se dejan 24 horas en la
misma solucion acuosa de nitrato de plata, para después realizar los cortes. Los
fragmentos de tejido se encastran en parafina y se obtienen cortes de 100 pm,
que se colocan secuencialmente en OH al 95% dos veces y OH al 100% dos veces
por 10 minutos en cada uno; para aclarar el tejido se pasa a bano de eugenol
100% por 20 minutos y finalmente se pasa por xilol al 100%. Se procede
entonces al montaje en un portaobjetos y se cubre con resina sintética y un

cubreobjetos.

Para el conteo de las espinas dendriticas de las neuronas espinosas medianas
del nicleo estriado, las neuronas piramidales de la corteza, asi como las del
hipocampo, se utilizaron diez cerebros de rata, cuatro del grupo control y seis del

grupo medicado.

El conteo de las espinas dendriticas mediante microscopia de luz, se hizo en
cuatro dendritas de diez neuronas por estructura por animal, en segmentos de
10 pm, posteriores a los cinco primeros de la dendrita secundaria a partir de la

primera bifurcacion, observando directamente el tejido con el objetivo de 40X.

Peroxidacion de lipidos:

Después de sacrificar a los animales y obtener los cerebros por decapitacion,
se extrajo y separo el tejido de los nucleos de interés en un tubo Eppendorf y se

les proces6 con la técnica de TBARS. Finalmente, se realiz6 una lectura al

30



espectrofotometro, en cubetas de cuarzo a 532 nm para determinar la cantidad
de lipidos peroxidados respecto a la curva patron; muestras del mismo tejido se

emplearon para determinar proteinas con el método de Bradford.

Analisis estadistico:

Para evaluar el efecto de la medicacion con L-DOPA en los animales, se
analizaron los resultados obtenidos aplicando la prueba U de Mann-Whitney,

considerandose una significancia minima de p<0.05

RESULTADOS

La administracion de L-DOPA produjo las siguientes alteraciones a nivel
histologico y molecular en los animales medicados: disminucion del nimero de
neuronas dopaminérgicas y en el niumero de espinas dendriticas, asi como
aumento en la cantidad de lipidos peroxidados en algunos de los ntcleos

evaluados.

Neuronas Inmunoreactivas a TH

Se realizo la técnica de inmunocitoquimica para hacer el conteo de células
positivas a TH y determinar si el farmaco tiene algin efecto negativo en la
sobrevivencia de las neuronas en la SNc (Los datos que se presentan son el

promedio + EEM).

El conteo se llevo a cabo de forma bilateral y de acuerdo a lo que se puede

observar en la grafica 1 y la figura 6, se aprecia disminucion significativa en el
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promedio del numero de neuronas dopaminérgicas del grupo medicado con L-
DOPA durante 3 meses (91.62 + 1.6), respecto al grupo control (94.82 + 1.4).

Neuronas Dopaminérgicas en SNc
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Gréfica 1. Conteo bilateral de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra
compacta (SNc). Se representa el promedio + EEM. *=p<0.05 vs control
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Figura 6. Micrografias de cortes coronales de la SNc, donde se aprecia la
disminucién del nimero de neuronas dopaminérgicas en los animales medicados
con L-DOPA (B) respecto al grupo control (A). 10x.
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Espinas dendriticas

Se realiz6 el conteo de las espinas dendriticas en las neuronas del NE, corteza
motora e hipocampo para determinar si el tratamiento con L-DOPA provoca
alteraciones a nivel estructural en dichos nucleos (se presentan los promedios +

EEM). Todos los datos se compararon con el grupo control.
Nicleo estriado

En la grafica 2 se muestra el promedio de espinas dendriticas en las NEM, el
cual disminuy6é de manera significativa (8.43 + 0.15) en el grupo medicado con

respecto al grupo control (10.27 + 0.2).

Espinas dendriticas en las NEM

154

Bl Conirol

104 ok @ L-DOPA

Promedio de espinas dendriticas

Control L-DOPA

Grafica 2. Promedio del nimero de espinas dendriticas en neuronas espinosas
medianas del NE. El conteo se realizé en una longitud de 10 micras de las
dendritas secundarias de las neuronas. Se representa el promedio * EEM
***=p<0.001 vs control
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En la figura 7 se observan las micrografias de las NEM del NE del grupo control

(A - D) cuya densidad de espinas es mayor que la del grupo que fue medicado

con L-DOPA (E - H). Se incluyen imagenes de acercamientos al area de conteo.

L R
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Figura 7. Micrografias de neuronas espinosas medianas del nticleo estriado del
grupo control (A-B) y el medicado con L-dopa (E-F) con acercamiento a la
secciéon donde se realizé el conteo, sefialada con el rectangulo rojo (C-Dy G-H,
respectivamente); 40x.

Corteza motora

Asimismo se cont6 el nimero de espinas en las neuronas piramidales de la
corteza motora ubicadas en el area frontal medial. Al igual que en el NE, se
encontroé disminucion significativa en la cantidad de espinas (10.27 + 0.13) con

respecto a las que presento el grupo control (12.86 + 0.12) (Grafica 3).

En la figura 8 se muestran imagenes de las neuronas piramidales donde

claramente se aprecia la densidad espinosa que mostré el grupo control y un

acercamiento al area donde se realizo el conteo.
= L A-d
X

Figura 8. Micrografias de neuronas piramidales en corteza motora (A y B) con

acercamiento a la seccién donde se realizé el conteo (Cy D) en el grupo control;
40x.
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En la figura 9 se presentan las fotografias de los cortes del grupo que recibio la
L-DOPA asi como el acercamiento al area de conteo, mostrando disminucion en
la densidad de espinas; si bien dentro de los objetivos no estaba el medir la
longitud de las espinas, cabe destacar que se noto un ligero incremento en el

tamano de las mismas (Figura 9l).

Figura 9. Micrografias de neuronas piramidales en corteza motora del grupo
medicado por tres meses con L-DOPA (F y G) con acercamiento a la seccién
donde se realizé el conteo (H y I); 40x. Dentro del circulo rojo, se aprecia un
notable incremento en el tamafio de las espinas dendriticas.
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Espinas dendriticas en neuronas piramidales de Corteza motora

15-
Bl Control

woxk @D L-DOPA
10-

Promedio de espinas dendriticas

Control

Gréfica 3. Promedio del nimero de espinas dendriticas en neuronas piramidales
de la corteza motora. El conteo se realizé en una longitud de 10 micras de las
dendritas secundarias de las neuronas. Se representa la media * EEM.
***=p<0.001 vs control

Hipocampo

Finalmente se contabilizaron las espinas en las neuronas del hipocampo
localizadas en las areas C1 y C3, donde también se encontraron diferencias
significativas entre ambos grupos (resultados expresados en promedio + EEM.
Experimental: 16.28 + 0.18; Control: 11.77 + 0.18).
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Espinas dendriticas en neuronas piramidales de Hipocampo
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Gréfica 4. Promedio del nimero de espinas dendriticas en neuronas piramidales
del hipocampo. El conteo se realizé en una longitud de 10 micras de las dendritas
secundarias de las neuronas. Se representa la media * EEM. ***=p<0.001 vs
control.

En la figura 10 se muestran las micrografias del grupo control (A, B), que
presentd gran cantidad de espinas dendriticas y el grupo que recibio el
tratamiento con L-DOPA (C,D), donde se aprecia que hay menor densidad
espinosa. De igual manera se muestran los acercamientos a la parte donde se

realizo el conteo de las espinas dendriticas.
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Figura 10. Micrografias de neuronas piramidales en hipocampo del grupo
control (A) y del grupo medicado con L-DOPA (C) con acercamiento a la seccién
donde se realizé el conteo (B y D, respectivamente); 40x.
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Peroxidacion de lipidos

Asimismo, se determiné la cantidad de lipidos peroxidados (concentracion de
TBARS; se presentan los promedios + EEM) en el homogenizado de los niicleos
cerebrales extraidos y como se puede observar en la grafica 5, ésta aumento de
manera significativa (5.59 + 2.04) con respecto al control inicamente en el globo
palido (0.33 + 0.13), en comparacion con los demas nucleos. Sin embargo, es
importante destacar la evidente tendencia al incremento de TBARS en nucleos

como el hipocampo, el estriado y la sustancia nigra.
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Gréafica 5. Efecto del tratamiento con L-DOPA en distintos nlcleos cerebrales de
rata con respecto a la cantidad de lipidos peroxidados por pg de proteina. La
diferencia sélo es significativa en el globo palido (GP), sin embargo se observa
cierta tendencia a que la cantidad aumente en el hipocampo y ntcleo estriado.
\Se representan los promedios + EEM *=p<0.05 vs control )

Los datos de la sustancia nigra se exponen por separado (grafica 6) debido a que

el resultado no se expresa en relacion a la cantidad de proteina, ya que al ser tan

pequeno el nlcleo y por lo tanto obtener muestras minimas, no se pudo realizar

dicha técnica; para normalizar s6lo se tomaron igual numero de rebanadas

disecadas.
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Sustancia Nigra

peroxidaciéon pl

Controles L-DOPA

Gréfica 6. Efecto del tratamiento con L-DOPA en la sustancia nigra de rata con
respecto a la cantidad de lipidos peroxidados. Se presentan los promedios *

EEM. P<0.05 vs control

DISCUSION

Los datos mostrados en este trabajo indican que en animales intactos que
recibieron diariamente una dosis de L-DOPA (10 mg/kg) durante tres meses,
hubo disminucion significativa de la poblacion de neuronas TH positivas a nivel
de la SNc, disminucion de espinas dendriticas en las neuronas de varios nucleos

y un aumento significativo de la peroxidacion lipidica.

Gran parte del exceso de la dopamina que se sintetiza por la administracion
de L-DOPA, se acumula en el citoplasma de la neurona y no dentro de las
vesiculas (Melamed, 1990) lo que puede provocar dano a causa del estrés

oxidativo. Esto debido a que las catecolaminas que se auto-oxidan rapidamente
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a pH citoplasmatico por procesos no enzimaticos acelerados por hierro, formando
quinonas reactivas de dopamina (DAQ), L-DOPA y O2° el cual es
subsecuentemente convertido a H202 por la SOD o reacciona con radicales de
NO -+ para generar ONOOO-, un agente en extremo oxidante y otros RL (Taylor et
al., 2013; Lipski et al., 2012; Asanuma et al., 2003; Przedborski et al., 1993;
Slivka y Cohen, 1985). Otro de los mecanismos implicados en su toxicidad es la
union covalente de las quinonas resultantes con sulfhidrilos, que pueden llevar a
la inactivacion de proteinas criticas en la supervivencia celular, modificando sus
sitios activos (Sabens et al., 2010; Lipski et al., 2010; Graham, 1978). Khan y
colaboradores (2005) incluso sugieren que resultan mas peligrosas que las ERO
y los RL, ya que ademas inhiben enzimas criticas en la funcion de la cadena
transportadora de electrones, provocando la reduccion del ATP disponible en la
neurona, conduciendo al deterioro de la bomba Na*/K* con las consecuencias

toxicas asociadas.

De particular importancia son los siguientes metabolitos: la TOPA quinona, que
se genera extracelularmente y resulta téxica para las neuronas dopaminérgicas
e incluso neuronas no catecolaminérgicas (Newcomer et al., 1995); DOPAL,
producido por la MAO, que es altamente reactivo debido a la cantidad de
aldehidos que posee en su estructura, que generan *OH y otros RL, (Fornai et al.,
2000a) y 3-O-metil-DOPA, que en pacientes con EP y modelos animales (ratas y
monos) incrementa luego de la administracion cronica de L-DOPA, provocando
estrés oxidativo (Smith et al., 2014; Tohgi et al., 1991).

Por ello, retomando varios estudios previos, en 2003 Asuma y colaboradores
concluyen que el tratamiento a largo plazo y con dosis relativamente altas de L-
DOPA, promueve la formacion de quinonas de DA y L-DOPA, lo que implico la

subsecuente citotoxicidad que se vio reflejada en los resultados de éste trabajo.
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Como se menciond, las neuronas dopaminérgicas de la SNc inervan varias
estructuras ademas del NE, como el GP, la corteza y el talamo (Mena et al.,
2004), por lo cual la toxicidad de la L-DOPA o DA sintetizada a partir de la misma,
afecta a varios tipos celulares, entre ellos las neuronas estriatales y corticales
(Kostrzewa et al., 2002). De hecho se ha reportado que la L-DOPA incrementa la
liberacion de DA en varias regiones extraestriatales del cerebro como el globo
palido interno (GPi), el hipocampo y la corteza frontal (De Deurwaerdere et al.,
2016).

Loeffler y colaboradores (1998) demostraron que la administracion de L-DOPA
incrementa la sintesis de DA y sus metabolitos en regiones con inervacion
dopaminérgica minima, asi como en aquellas ampliamente inervadas; asimismo
mostraron que la DA y sus productos metabodlicos son eliminados mas
lentamente en regiones no dopaminérgicas. La lenta eliminacion de DA se debe
al bajo rango de recaptura en estas regiones y a que su degradacion por medio
de la MAO ocurre principalmente dentro de las terminales dopaminérgicas. Es
por ello que regiones inervadas por la SN como el globo palido y el hipocampo

resultaron afectadas a pesar de no ser nicleos dopaminérgicos.

El hipocampo recibe proyecciones dopaminérgicas de la SNc y el AVT
(Hoglinger et al., 2004; Gasbarri et al., 1994), sin embargo a diferencia del NE,
expresa pobremente o nada de DAT (Kwon et al.,, 2008), por lo que al igual que
en otras regiones cerebrales, como la corteza prefrontal, la recaptura de la DA
extracelular depende de otros mecanismos, particularmente del NET, por el cual
debe de competir con la norepinefrina y por lo tanto favorece el incremento en la
cantidad de DA libre en el hipocampo, aumentando su susceptibilidad a los
efectos del metabolismo de la L-DOPA/DA (Borgkuvist et al., 2012).
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La AACD, enzima encargada de convertir la L-DOPA en dopamina, se localiza
ampliamente en todo el cerebro, en algunas regiones con mayor concentracion
que otras. En contraste, la actividad de la MAO y la COMT se ha registrado
ampliamente por todo el cerebro, promoviendo la conversion de DA en
metabolitos y ERO. Ademas de que mientras mas tiempo pasa la DA en el
sistema, incrementa la posibilidad de que se generen productos de auto-

oxidacion.

En la misma linea, se demostro que la administracion del farmaco por 40 dias
(50 mg/kg, intraperitonealmente) provoco la disminucion de la actividad del
Complejo | mitocondrial, pero dicho efecto se revierte en promedio a los siete
dias, lo que prueba que la salida del compuesto del sistema es lenta y si la
administracion se realiza de forma continua y por mas tiempo como en éste
trabajo, se satura impidiéndole recuperarse y provocando dano celular
(Przedborski et al., 1993).

Esta bien establecido que la DA tiene un papel critico en la integridad
morfologica de las espinas dendriticas de las NEM, y si bien varios autores
coinciden en que el exceso de dopamina por el abuso de drogas como la cocaina
y la metanfetamina incrementan el nimero de espinas en las NEM (Li et al.,
2003; Lee et al., 2006 y Singer et al., 2009), debe tenerse en cuenta que cuando
disminuye la cantidad de DA estriatal por la pérdida de neuronas
dopaminérgicas, disminuye en consecuencia la densidad de espinas dendriticas
en este nucleo (Villalba and Smith, 2010; Fasano et al., 2013), como lo

corroboraron los conteos de este trabajo.

En el caso de las neuronas piramidales de la corteza motora, Ueno y

colaboradores (2014) reportan que al administrar de manera cronica 50 mg/kg
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de L-DOPA dos veces al dia por 14 dias en ratas sanas, no encontraron
disminucion en el nimero de espinas en comparacion con ratas que recibieron
solucion salina por el mismo lapso, sin embargo mencionan que previo a su
publicacion, no habia otros trabajos que reportasen la disminucion de la densidad
de espinas en animales controles tratados con el farmaco. Midieron también la
longitud de las espinas y tampoco encontraron cambios respecto al control, pero
senalaron el aumento de tamano como un elemento clave respecto a la
induccion de discinesias ocasionadas por la L-DOPA (Matzusaki et al., 2001). Si
bien en el presente trabajo no se midio la longitud de las espinas dendriticas, al
realizar los conteos se pudo observo que las mismas eran ligeramente mas largas

que las de los controles.

Por otra parte, las estructuras lipidicas, en particular los acidos grasos
poliinsaturados, son los mas propensos a la peroxidacion lipidica que los
saturados y los monoinsaturados debido a que los metilenos entre dos dobles
ligaduras pueden perder facilmente un hidréogeno, por ello son el principal blanco
de las ERO y el estrés oxidativo resultante impacta severamente la funcion de los
lipidos para mantener la fluidez y permeabilidad de las membranas celulares, asi
como promover la generacion de subproductos que son quimicamente muy
activos, asi como otros compuestos estables, entre ellos aldehidos reactivos
como malonaldehido (MDA), 4-hidroxil-2-nonenal (HNE) y 2-propenal e
isoprostanos (Jiang et al., 2016; Padurariu et al., 2013; Hansberg, 2002).

En estudios previos se ha demostrado el dano que los productos metabolicos
de la L-DOPA pueden ocasionar a nivel de peroxidacion de lipidos. Ejemplo de ello
es el trabajo que llevaron a cabo Nikolova y colaboradores (2016) en el que

encontraron que la administracion aguda del medicamento esta involucrada en
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los procesos de peroxidacion lipidica, al encontrar los niveles de MDA
aumentados tanto en el cerebro como en plasma de ratones sanos tratados con
el farmaco. De hecho, otros autores corroboran que la administracion del
farmaco, solo o acompanado de un inhibidor de la descarboxilasa de L-DOPA,
incrementa de manera significativa la peroxidacion de lipidos en el mesencéfalo

(Alirezaei et. al., 2015).

Ademas, Rossab y colaboradores (1998), encontraron que la tasa de
intercambio de fosfolipidos en la membrana de las neuronas dopaminérgicas es
muy bajo y se refleja en la baja capacidad para reparar el dano oxidativo que ésta

llega a sufrir.

En el mismo estudio de Loeffler mencionado previamente (1998), se midieron
los niveles de MDA en varios nlcleos cerebrales (mesencéfalo ventral, estriado,
corteza frontal y cerebelo) luego de la administracion de L-DOPA (100 mg/kg via
intraperitoneal, dosis Unica) en ratas. Contrario a lo que esperaban, encontraron
que los niveles de MDA s6lo aumentaron en el cerebelo y sugieren que esto se
debe tanto a la sensibilidad del nuicleo, como a que los mecanismos
antioxidantes proveyeron la proteccion necesaria para evitar la peroxidacion
lipidica del resto, situacion que cambiaria si la administracion del farmaco

hubiese sido cronica, como en el caso de este experimento.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran el efecto toxico a nivel celular
y molecular que la administracion via oral de L-DOPA tiene incluso en sistemas

Sanos:

-Si bien las neuronas dopaminérgicas en si mismas son una poblacion
particularmente sensible, la administracion cronica de la L-DOPA y el
metabolismo de la misma, promovio el dano en estas células, mostrandose en la

disminucion significativa del nimero de neuronas en la SNc

-La disminucion en el nimero de neuronas dopaminérgicas en la SNc, provoco el
descenso en los niveles de DA que llega al estriado, probablemente causando a

su vez la disminucion en el nimero de espinas dendriticas en las NEM

- El globo palido mostré un pronunciado incremento en la cantidad de lipidos
peroxidados y el estriado, la corteza y el hipocampo disminucion del nimero de
espinas dendriticas, probablemente porque la administracion del farmaco
aumento la disponibilidad de DA en el sistema, al igual que de sus productos
metabolicos. La eliminacion de estos metabolitos es mas lenta en nucleos no

dopaminérgicos, haciéndolos mas labiles a sufrir dano a nivel molecular.
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