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1. RESUMEN

Del estudio de los padecimientos de los ganglios basales como la enfermedad de Parkinson (EP)
han surgido modelos animales experimentales como la lesion estereotaxica con 6-hidroxidopamina
(6-OHDA), una toxina selectiva de las neuronas catecolaminérgicas. En la EP, la deficiencia de
dopamina, manifestada por la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta
es tratada hoy en dia por reemplazo farmacologico con L-Dopa. Esta terapia brinda efectos
benéficos a corto plazo, sin embargo con el tiempo produce efectos nocivos. En el presente estudio
nos propusimos comparar el efecto de la melatonina sola y en combinacion con L-dopa sobre la
conducta motora y la citologia del cuerpo estriado y sustancia nigra después de 168 dias de
tratamiento en ratas Wistar hembras, lesionadas unilateralmente con 6-OHDA en el haz medial del
cerebro anterior que se distribuyeron en cinco grupos de 6 organismos cada uno: Control (I); Lesion
sin tratamiento (II); Lesion+L-Dopa (III); Lesion+L-Dopa/Melatonina (IV) y Lesion+Melatonina
(V). EI grupo III mostré mayor pérdida de espinas dendriticas que los demas grupos y beneficio
conductual los primeros 42 dias de tratamiento, decayendo posteriormente casi al nivel del grupo
mas afectado en la conducta y con menos neuronas inmunopositivas a tirosina hidroxilasa (II). El
grupo IV mostré el mejor desempefio en las pruebas conductuales hasta el final del estudio, con
excepcion de los erguimientos en el campo abierto en el que el tratamiento solo con melatonina (V)
fue mas estable a niveles basales que la combinacion terapéutica. El grupo V tuvo buen desempefio
conductual comparado con el grupo II y III solo superado por el grupo V. Se encontré6 menor
pérdida de espinas dendriticas y mas neuronas inmunorreactivas a tirosina hidroxilasa en el grupo
IV seguido del grupo V. Al parecer los procesos ocurridos entre los 56 y 84 dias de tratamiento son
claves en la definicion del beneficio o perjuicio determinado para cada tratamiento. Nuestros
resultados sugieren que la melatonina en combinaciéon con L-Dopa puede ayudar a disminuir el
dafo citologico y conductual producido por la 6-OHDA después de 168 dias de tratamiento oral de

forma mas efectiva que sin la combinacioén de ambas.

Palabras clave: Ganglios basales, enfermedad de Parkinson, Sustancia nigra, Melatonina, L-Dopa



2. INTRODUCCION

El movimiento voluntario normal de una persona esta regulado por zonas especificas del cerebro.
Diversas observaciones clinicas a lo largo del tiempo sugieren que estructuras como los ganglios
basales (GB) estan implicadas en el control del movimiento y en la manifestacion de sus trastornos
(Garcia-Rill, 1986). El estudio anatomico de estos ganglios ha incluido el anélisis de la anatomia
comparada de la organizacion segmental del Sistema Nervioso Central (SNC); de la embriologia
comparada de la organizacion transversal y longitudinal del tubo neural y del analisis genético de la
embriogénesis cerebral (Swanson, 2000). Funcionalmente, estudia la actividad fisioldgica que cada
estructura ejerce sobre otra y de las relaciones entre ellas cuando no poseen desarrollo embriolégico

comun o se encuentran espacialmente lejanas (Talos et al., 2008).

2.1.Los ganglios basales en el contexto del sistema motor

En el SNC (el cerebro y la médula espinal) se agrupan en diferentes subsistemas como el sistema
motor (SM). La organizacion de tales subsistemas se basa en el “conexionismo celular”, inspirado
en las ideas de Wernicke, Sherrington y Cajal. La “Doctrina de la neurona” atn vigente, indica que
la neurona es la unidad anatémica y funcional fundamental de sefializacion del SNC y cada neurona
se distingue entre otras por sus procesos (dendritas y axén), de tal manera, por el “Principio de
conectividad celular especifica”, cada neurona esta conectada con determinadas neuronas pero no
con otras y éstas se organizan en grupos neuronales especificos formando entidades anatomicas
como la corteza motora primaria, o algun nucleo subcortical. Cada entidad estd implicada en la
sefalizacion especifica para determinada funcion cerebral a través de las sinapsis en un proceso
dependiente del potencial de accién, un mecanismo universal de transmision unidireccional de
sefiales (por el “Principio de polarizacion dindmica”, a través de un aparato emisor, uno receptor y
uno de distribucion) producto de la excitacion de la membrana postsinaptica inducida por ciertos
neurotransmisores (Kandell et al., 1997). El efecto fisiologico particular, ya sea la depolarizacion de
la membrana postsindptica (excitacion) o bien su hiperpolarizacion (inhibicion), depende de las
caracteristicas quimicas del neurotransmisor, su tipo de receptor y de la presencia de determinados
iones y otras moléculas en la hendidura sindptica. El glutamato y el acido gamma-amino butirico
(GABA) son los neurotransmisores mas comunes en el sistema nervioso y producen efectos
generalmente excitatorio e inhibitorio respectivamente (Kandell et al., 2000). Algunos receptores de
neurotransmisores pueden expresarse como diferentes subtipos mostrando especificidad
farmacologica a ligandos experimentales agonistas o antagonistas determinados. Un ejemplo de ello
es el receptor de GABA tipo A (ionotrépico inhibitorio) y el tipo B (metabotrépico excitatorio). Se

conoce que el receptor GABAjp interacciona con GABA dependiendo de la concentracion



extracelular de iones de Ca*" o Mg*" (Bradford, 1988) a diferencia del receptor GABA, que puede
incrementar su afinidad por el GABA al activarse los receptores de benzodiacepinas acoplados a los

receptores de GABA, (Tenn y Niles, 1995).

Las rutas de comunicacion neuronal se forman por las fibras o tractos de cada entidad anatomica,
por ejemplo la ruta nigro-estriatal, se compone de fibras conocidas anatdmicamente en conjunto
como haz medial del cerebro anterior o “mfb” por sus siglas en inglés. Estas fibras se originan de
somas de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra parte compacta (SNc) a nivel del
mesencéfalo que se proyectan hacia el cuerpo estriado a nivel del telencéfalo, regulando su
actividad través de la interaccion de la dopamina (DA) liberada en sus terminales axonicas y sus
receptores postsinapticos de las familias D; o D,. Por lo tanto una funcién particular como el
movimiento voluntario se puede analizar funcionalmente por sus componentes (entidades)
organizados en sistemas, en este caso el sistema motor, que forman rutas de sefializacion por vias de
neurotransmisores especificos y sus receptores de determinado efecto fisioldgico (Talos et al.,

2008).

Funcionalmente el sistema motor se separa en dos subsistemas: el sistema motor piramidal (SMP) y
el sistema motor extrapiramidal (SME), el primero se relaciona con el movimiento voluntario y el
segundo con la iniciacion motora (Kandell et al., 2000). Sin embargo algunas entidades
simultdneamente participan en diferentes redes neuronales en ambos subsistemas, asi, el SMP
coincide en la corteza con el SME, por tal motivo la diferenciacion resulta en ocasiones confusa. El
SMP se compone de dos principales tipos de neuronas: Las neuronas motoras superiores (NMS) y
las neuronas motoras inferiores (NMI). Las NMS son neuronas piramidales gigantes de la capa
piramidal interna (V) de la corteza motora primaria en el giro precentral y la franja motora (Figura
1). Los somas de las NMI se localizan en el tallo cerebral a nivel del nticleo motor de los nervios

craneales y en el asta anterior del cordon espinal (Talos et al., 2008).
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Figura 1. Representacion esquematica de la organizacion citologica de la corteza mostrando las principales aferencias y eferencias y la

capa en la cual se encuentran (Izquierda). Cerebro humano mostrando la corteza motora primaria en el giro precentral en la parte

posterior del l6bulo frontal, limitado por el surco central, la fisura longitudinal y la fisura lateral. En la porcion subcortical se aprecia el

cuerpo estriado (circulos negros) integrado por el niicleo caudado y el putamen (Derecha). Modificado de Sundsten, 1994.

El SME (Figura 2) es un conjunto de circuitos paralelos de union de estructuras subcorticales con la

corteza motora. Sus principales componentes son el cuerpo estriado, el globo palido (GP), el ntcleo

subtalamico (NST), el nuacleo ventral anterior del talamo y la sustancia nigra (SN) todos

pertenecientes a la categoria anatomofuncional de los GB

(Talos et al., 2008).

Figura 2. Representacion esquematica de algunas estructuras subcorticales
relacionadas con el inicio del movimiento voluntario, funcionalmente conocido
como Sistema Extrapiramidal. Estructuralmente, se ha determinado que el
cuerpo estriado y el globo palido forman parte del telencéfalo; el talamo y el
nucleo subtalamico del diencéfalo y la sustancia nigra del cerebro medio.

Modificado de Talos et al., 2008.

2.2.Neuroanatomia funcional de los ganglios basales
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La mayoria de las clasificaciones coinciden en nombrar como parte de los GB, al globo palido, la

sustancia nigra, el cuerpo estriado y el nicleo subtalamico (NST). Se conoce que la parte interna

del globo palido (GPi) o nucleo entopeduncular en roedores y principalmente la porcion reticulada

de la sustancia nigra (SNr) actian como dos nucleos de “salida” de sefiales. El NST y



principalmente el cuerpo estriado, como nucleos de “entrada” de los GB (Utter y Basso, 2008)

(Figura 3).
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Figura 3. Representacion esquematica simplificada de los De Corteza

ganglios basales y sus aferencias y eferencias. GPe, globo
palido externo; GPi, globo palido interno; CS, coliculo
superior; SNc, substancia nigra parte compacta; SNr,
substancia nigra parte reticulada; NST, nicleo
subtalamico; DA, dopamina; DI, receptor de dopamina
tipo 1; D2, receptor de dopamina tipo 2; Glu, glutamato;
ENC, encefalina; SP, substancia P. Modificado de Utter y
Basso 2008.
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Los GB influyen fisiologicamente en el tdlamo sobre el procesamiento cortical de la informacion
motora, sensorial y cognitiva (Hoover y Strick, 1999; Middleton y Strick 2002), en el coliculo
superior sobre los movimientos de los ojos y la cabeza (Hikosaka et al., 2000) y en el NPP sobre el
procesamiento y ejecucion del movimiento (Garcia-Rill, 1986) y el control de la postura a través del
GPi y la SNr (Takakusaki et al., 2003). Cuando hay dafio moderado en los GB se presentan
deficiencias de ejecucion en pruebas de aprendizaje estimulo-respuesta, alterando la memoria no
declarativa asociada al cuerpo estriado (Shohamy et al., 2008) a diferencia del procesamiento de la
memoria declarativa dependiente del sistema hipocampal (Boix-Trelix et al., 2007) y los 16bulos

temporomediales (MTL) (Shohamy et al., 2008).

Bioquimica y anatomicamente el cuerpo estriado es una estructura heterogénea con dos
compartimentos. Uno, el estriosoma, que se caracteriza por grupos celulares como “islas” de débil
marcaje para acetilcolinesterasa a diferencia del otro compartimento, la “matriz”, con fuerte marcaje
para ésta. Ambos compartimentos poseen diferentes eferencias y aferencias, asi como segundos
mensajeros, neuropéptidos y receptores. La mayoria de las interneuronas estriatales se encuentran
en la matriz y en el limite entre matriz y estriosoma (Tisch et al., 2004; Schwarting y Huston,
1996). La porcidn rostral del cuerpo estriado es una estructura que se muestra anatomicamente

como una sola, en la que se incluyen el nicleo caudado y el putamen. Hacia su porcion caudal es



separado por el haz de fibras de la cépsula interna en primates (Utter y Basso, 2008).
Aproximadamente el 95% de la poblacion neuronal del estriado son las neuronas espinosas
medianas (NEM), sus prolongaciones forman sinapsis con interneuronas del estriado y con
neuronas del talamo, GP y SNr. 50% de las NEM estriatales expresan receptores de DA de las
familias D1 y D2, de las cuales aproximadamente el 20% expresa los subtipos D1 a D5 (Caillé et

al., 1996) y la expresion de los D1 predomina sobre los D2 en proporcion 3:1 (Tenn y Niles 1995).

Las NEM operan como integradoras de la informacion cortical y talamica, respondiendo en puntos
de activacion que permiten la estimulacion transitoria de otras estructuras de los GB antes de ejercer
su inhibicion. Reciben aferencias corticales directas o de las interneuronas, de las cuales se conocen
dos grupos principales, interneuronas colinérgicas e interneuronas GABA¢érgicas, caracterizables
estas ultimas seglin la coexpresion de sustancias como parvalbumina, calretinina, o somatostatina.
Las interneuronas estriatales responden a estimulos visuales y auditivos condicionados (Aosaki et
al., 1995) y actian en el control del movimiento (Apicella, 2007), incluso procesan informacion
sobre la ubicacion espacial (Ravel et al., 2006) y el andlisis de la significancia motivacional para
elegir la realizacion de un movimiento o bien su supresion (Lee et al., 2006). Al parecer existe un
patron de distribucion y degeneracion de las espinas dendriticas de las NEM en el cuerpo estriado.
Se piensa que las sinapsis proximales al soma estan predominantemente formadas por neuronas
intrinsecas del estriado, mientras que las distales estdn formadas con las neuronas de la corteza
motora en la cabeza de la espina y en el cuello de la misma con neuronas dopaminérgicas de la SN

(Lietal., 2003; Ingham et al., 1998).

El estriado recibe aferencias dopaminérgicas del area retrorrubral (AS8), de la SNc (A9) y el area
tegmental ventral (ATV o A10). La parte ventral de estriado recibe aferencias del ATV y en menor
proporcion de la SNr. Los axones dopaminérgicos aferentes al estriado presentan bifurcaciones que
pueden dirigirse al GP, NST, y la corteza primaria. En el estriado las terminales dopaminérgicas
pueden formar sinapsis con interneuronas colinérgicas y GABAérgicas ejerciendo efectos
moduladores sobre éstas de manera que pueden regular la liberacion de glutamato de las aferencias
corticales y viceversa (Tisch et al., 2004). La regulacion directa de las NEM del estriado sobre el
GPi y la SNr por GABA y coexpresion de dinorfina y sustancia P es mediada por receptores D1. La
via indirecta de las NEM del estriado al GPe (o globo palido en roedores) ademas de ser
GABA¢érgica también coexpresa met-encefalina y es mediada por receptores D2. El GPe se
proyecta inhibitoriamente con GABA sobre el NST, mismo que ejerce control excitatorio

glutamatérgico sobre el GPi, éste envia GABA al tilamo y éste a su vez se proyecta



glutamatérgicamente a la corteza y la tltima al estriado mandando también glutamato al estriado

(Matell y Meck, 2004) (Figura 4). I CORTEZA CEREBRAL |
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El estriado tiene neuronas dopaminérgicas intrinsecas, son inmunorreactivas a tirosina hidroxilasa
(TH) y se han encontrado en ratones, ratas, monos y humanos y existen reportes de que aumentan
bilateralmente en niimero como mecanismo compensatorio al denervar experimentalmente la via
nigroestriatal unilateralmente aunque en humanos no se ha comprobado en casos de EP (Cossette et
al., 2005). La DA juega un papel importante en la regulacion de los GB, particularmente en el
sistema nigroestriatal determina las respuestas de refuerzo (Schultz, 1998) y en los sistemas de DA
mesocorticales y mesolimbicos influye en procesos de aprendizaje y motivacién emocional. La
regulacion dopaminérgica de los GB que se origina en la SN se presenta por dos vias: la directa y la
indirecta. La via directa depende de receptores metabotropicos de DA agrupados en la familia de
receptores tipo DI (subtipos D1 y D5) que estan acoplados a proteinas Gs que estimulan la
adenilciclasa y la formacion de AMPc como principal mecanismo de transduccion de sefiales. Su
efecto funcional es la facilitacion el movimiento. La via indirecta depende de la familia de
receptores de DA tipo D2 (subtipos D2, D3 y D4) que inhiben la adenilciclasa y la formacion de
AMPc, activan canales de Ky reducen la entrada de iones de Ca*" a través de canales dependientes
del voltaje, efectos mediados también por proteinas G (Gai y Gao), su efecto en el movimiento es

inhibitorio (Wong et al., 1999).



Las principales aferencias glutamatérgicas al estriado provienen de la corteza prefrontal, el
hipocampo y la amigdala. Conexiones de neuronas serotoninérgicas provienen del nucleo dorsal del
Raphe e histaminérgicas del nucleo tuberomamilar (Alexander et al., 1986; Shohamy et al., 2008) y
del nucleo talamico (Smith et al., 2004). La representacion somatosensorial de la corteza es
reorganizada en el estriado donde la informacion cortical es procesada y enviada de nuevo a la
corteza motora a través de las NEM GABAérgicas que también liberan dinorfina y sustancia P en el
segmento interno del globo palido (GPi) y el nucleo talamico ventral anterior (Alexander et al.,
1986). Se han identificado al menos cinco circuitos paralelos de retroalimentacion estriado cortical:
motor; oculomotor, dorsolateral prefrontal o asociativo, lateral orbitofrontal y cingulado anterior
(Alexander et al., 1986). Tales circuitos son parcialmente cerrados dado que las eferencias
corticales hacia el estriado en el caso del circuito motor surgen tanto del area motora primaria,
como de la somatosensorial, la premotora y la motora suplementaria a pesar de ser ésta Gltima el
principal objetivo de las aferencias estriatales a través del talamo. Exceptuando el circuito motor y
el oculomotor, se piensa que los otros tres circuitos podrian influir en procesos como el aprendizaje
(Laubach, 2005), emocionales y motivacionales (Matell y Meck, 2004; Tisch et al., 2004). Existen
al menos tres grandes territorios anatomicos y funcionales en el estriado, el sensorimotor, el
asociativo y el limbico (Figura 5). El sensorimotor abarca principalmente la porcion dorsolateral del
putamen y una pequefia parte dorsolateral del caudado. Recibe las aferencias corticales de la corteza
motora primaria, la corteza somatosensorial en el giro postcentral, la corteza premotora y el area
motora suplementaria. El territorio asociativo se encuentra medial al territorio sensorimotor, en gran
parte del caudado y la parte rostral del putamen, recibe aferencias corticales frontales y temporales,
parietales inferiores, preoccipitales y parahipocampales. El territorio limbico se localiza en la parte
ventral del caudado y putamen, el nicleo accumbens y algunas porciones del tubérculo olfatorio,
recibe aferencias de la corteza limbica, paralimbica, la amigdala y el hipocampo. La informacion
limbica puede llegar al estriado directamente desde la amigdala, el tadlamo y la corteza prefrontal
(orbitofrontal y cingulada anterior) al estriosoma incluso desde la SN¢ (Schultz et al., 1993; Koopel

y Greenberg, 2007; Utter, 2008).
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putamen y cabeza, cuerpo y cola del ntcleo caudado (a); porcion
lateral (b) y medial (c) (derecha). Las zonas marcadas indican las
areas inervadas por la corteza del mismo numero. 1, corteza
prefrontal lateral dorsal; 2, campo frontal ocular; 3, corteza
orbitofrontal lateral; 4, corteza motora; 5, corteza somatosensorial; 6,
corteza parietal posterior; 7, area motora suplementaria; 8, corteza
cingulada anterior. Modificado de Alexander et al., 1986 y de Kopell
y Greenberg, 2008.

Por otra parte en el mesencéfalo ventral hay tres grandes poblaciones de neuronas dopaminérgicas
agrupadas en las regiones A8, A9 y A10, que conforman el sistema mesoestriatal dopaminérgico.
Ademas de DA liberan colecistoquinina. El ATV inerva al nucleo accumbens, el tubérculo
olfatorio, la corteza medial frontal, el septum lateral, la amigdala y el estriado medial. La SNc
inerva el caudado y putamen. El area retrorrubral inerva la cola del caudado. La parte ventral de
este sistema mesoestriatal parte del ATV a la parte ventral del estriado. La parte dorsal del sistema
se origina en la SN e inerva principalmente la parte dorsal del caudado y putamen. La SNc es una
estructura cuyo arreglo poblacional (somas) se condensa principalmente en su porcion dorsal,
mostrando dendritas generalmente orientadas horizontales dentro de la SNc misma y terminales
dirigidas a la matriz ventral del caudado y putamen. La poblacion de la capa ventral de la SN¢ son
neuronas que proyectan sus dendritas verticalmente hacia la SNr, donde al parecer son inervadas
por neuronas GABAZérgicas del estriado; sus terminales se dirigen hacia el estriosoma de la porcion
dorsal del caudado y putamen. Las fibras dopaminérgicas ascendentes de la ruta nigroestriatal se
proyectan mayoritariamente en el hemisferio ipsilateral, a pesar de que una proporcion cercana al
5% de las fibras ascendentes de un hemisferio se unen a las ascendentes del hemisferio contralateral

(Schwarting y Huston, 1996).



2.3.Enfermedad de Parkinson

Las exploraciones necroscopicas de pacientes con enfermedad de Parkinson (EP), Huntington y
hemibalismo revelaron alteraciones anatomopatologicas en los GB. Estas enfermedades tienen
ciertas alteraciones comunes como temblor y otros movimientos involuntarios, cambios en la
postura y tono muscular, ademas de escasez y lentitud de movimientos sin paralisis total. La EP es
conocida por sus sintomas desde hace mucho tiempo, se tiene registro de una detallada descripcion
de la “Kampavata” (Kampa=temblor, vata=humor responsable del movimiento y las sensaciones)
en la “Ayurveda” (Ayu=vida; veda =ciencia), un sistema médico hindi que data de 4500 afios A.C.
y posteriormente en “Charaka Sambhita”, documento médico hindi que data de 1000 a.C. (Kaplan,
2004). En los textos del Corpus Hippocraticum en la Grecia antigua Aulus Cornelius Celsus (entre
25y 35 D.C.) y por su parte Galeno (198 D.C.) hacen una descripcion de este temblor en reposo y
en accion, asi como de sus cambios posturales (Taha, 2007). Sin embargo es en 1817 cuando la EP
toma importancia como una patologia neuroldgica a partir de su descripcion por parte del
paleontologo, farmacéutico, cirujano y escritor politico James Parkinson. A sus 62 afios de edad
publicé “An essay on the Shaking Palsy”, en donde denomina “paralisis agitante” a los signos y
sintomas que observa en seis casos clinicos. Define la enfermedad como “movimiento involuntario
tremulante con disminucion parcial de la potencia muscular, en parte, no durante la acciéon y atn
apoyado, con una tendencia a inclinar el tronco hacia delante y a pasar de un paso de marcha al de

correr. Los sentidos y el intelecto permanecen intactos” (Michelli, 1998).

La EP fue la primera afeccion del sistema nervioso identificada como enfermedad molecular
causada por un defecto especifico del metabolismo de un neurotransmisor, la DA. A comienzos de
la década de 1960 se encontraron niveles bajos de DA en pacientes con EP, asi como alteraciones
morfologicas en las células dopaminérgicas. Se encontré pérdida selectiva de las neuronas
dopaminérgicas en la sustancia higra, el locus coeruleus y proliferacion de células gliales en la
zonas afectadas (Grandas, 2003, Hattori y Yoshicuni, 2004). En casos de EP sin tratamiento se ha
observado que el paciente se ve obligado a permanecer en cama, le resulta dificil lograr una
posicion comoda y en estados avanzados se desarrollan contracturas en articulaciones requiriendo
mayores cuidados concluyendo en la muerte por marasmo (malnutricion energética y proteinica

severa) bronconeumonia o embolia de pulmon (Garcia y Meseguer, 2002).

Esencialmente en la EP se manifiestan hipercinesias (temblor), acinesias (falta de movimientos
asociados y de mimica), hipertonias en forma de espasticidad plastica (sin tendencia a retomar la

posicion inicial de una extremidad al moverla pasivamente) y eléstica (con tendencia a retomar la



posicion inicial), y disfunciones del sistema vegetativo manifestando sialorrea o ptialismo,
(produccion excesiva de saliva), constipacion (estrefiimiento), polaquiuria (frecuencia miccional),
sudoracion y secrecion sebacea. Alteraciones psiquiatricas (demencia, alucinaciones, psicosis) y
cognoscitivas (lentitud del pensamiento y la alteracion para llevar a cabo ciertas tareas de
planeacion o secuenciacion) o la combinacion de cualquiera de ellas (Bloem et al., 2006; Martinez-
Martin, 2006; Obeso et al., 2002). La depresion puede alcanzar una frecuencia de hasta un 50%
durante la evolucion natural de la enfermedad, sin embargo suele aparecer tempranamente e
inclusive puede preceder a la aparicion de los sintomas motores (Ravina et al., 2007). En ocasiones
las manifestaciones psiquiatricas pueden ser mas incapacitantes que los trastornos motores ligados a
los medicamentos o a la enfermedad misma (Gonzalez-Torres y Armendariz-Borunda, 2005). La
ansiedad es una manifestacion frecuente después de la depresion, considerando su prevalencia de un
35 a 40%. Las alteraciones visuales se dan desde las primeras fases de la enfermedad y se presenta
desbalance en la sintesis de DA y melatonina en la retina. Normalmente la melatonina inhibe la
sintesis de DA en la fase oscura y la DA inhibe a la de melatonina en la fase luminosa por
interaccion con el receptor D4. En la EP, ante la disminuciéon de DA se pierde agudeza visual,
sensibilidad al contraste, capacidad de discriminacion de los colores y adaptacion a la oscuridad o a

la luz (Djamgoz et al., 1997).

Las alteraciones sexuales como impotencia, pérdida de interés y dificultades para tener relaciones
sexuales (Uthayathas et al., 2007) son frecuentes junto con la dificultad para conciliar el suefio, su
interrupciéon con despertares frecuentes y problemas para quedarse dormido nuevamente,
incomodidad durante el suefio, pesadillas, movimientos constantes y somnolencia diurna. El
temblor corporal disminuye durante el suefio, sin embargo, no desaparece en su totalidad. Los
medicamentos utilizados para el control del padecimiento también pueden alterar el suefio (Koller et
al., 1995). Hay trastornos deglutorios, disartria (debilidad e incoordinacion del habla), lentitud en el

inicio del habla, voz mondtona con modulacion disminuida e incomprensible (Torres et al., 2001).

La EP es la principal patologia cronica degenerativa del SNC en México (Rodriguez y Hernandez-
Cruz, 2006) y una de las principales causas de atencion médica en personas mayores de 64 afios
(Sandoval y Richard, 2007). Datos del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel
Velasco Suarez”, de la Secretaria de Salud, sefialan que en México 50 de cada 100 mil personas
pueden presentar este padecimiento (Secretaria de Salud, 2006a). Una de cada 40 personas estd en
riesgo de desarrollarla en el transcurso de su vida (Secretaria de Salud, 2006b). Con base en cifras

del INEGI, se ha estimado que en México podria haber cerca de 140 000 personas con EP (Ramirez



et al., 2006). En la ciudad de México en 2005 se encontraba como la décima octava causa de muerte
en importancia en hombres mayores de 65 afios y la vigésima en mujeres en el mismo rango de

edad (INEGI, 2005).

Algunos reportes declaran mayor incidencia de EP en hombres que en mujeres en proporcion 1.2-
1.7:1 respectivamente (Swerdlow et al., 2001; Taylor et al., 2007), sin embargo varios estudios de
incidencia o prevalencia de la enfermedad muestran diferentes variantes metodologicas que podrian
modificar la interpretacion de estos datos. Por ejemplo la sobre o sub representacion de personas
con EP espontaneo, la edad comprendida en el estudio, la certeza del diagnostico de EP, las
limitantes geograficas e incluso raciales (Burn, 2007). A pesar de la diversidad de resultados , un
punto importante y frecuente en gran parte de los estudios es la relacion entre el inicio de la EP y el
sexo, generalmente comenzando algunos afios después en mujeres que en hombres, lo que se

atribuye a la postemopausia y la reduccion en la sintesis de estrogenos (Haaxma et al.,2007).

2.3.1.Etiologia

Constantin von Economo, un neurdlogo austriaco, documento6 varios casos de parkinsonismo entre
1916 y 1926 como secuela de una pandemia de encefalitis letargica (Guitera et al., 1996) y a partir
de entonces algunos investigadores propusieron la relacion de algunos agentes patdgenos en la
etiologia del parkinsonismo. Se encontré mayor concentraciéon de anticuerpos para el virus del
herpes simple en el liquido cerebroespinal de pacientes con enfermedad de Parkinson (Marttila et
al., 1977) lo que fortaleci6 esta teoria a pesar de ser debatida por la escasa significancia de
resultados experimentales posteriores (Hemling et al., 2003). De igual manera se ha encontrado
mayor cantidad de anticuerpos para bacterias como Nocardia spp. con resultados igualmente
discutibles (Hubble et al., 1995). Otro estudio propuso la influencia del virus de la influenza A y
otros virus en la formacién de cuerpos de Lewy y la consecuente muerte de las células de la SNc,
sugiriendo que incluso podrian afectarse células del hipocampo y cerebelo (Takahashi y Yamada
1999). La exposicion cronica a algunos elementos como el manganeso (Mn) en trabajadores
coreanos expuestos fue rechazada inicialmente como posible factor de riesgo para EP (Park et al.,
2006). Algunos otros compuestos se han utilizado para desarrollar modelos animales de EP por sus
efectos parkinsonicos o de promocion de éstos como el Mn mismo como autooxidante de L-Dopa
exogena, la reserpina, el Maneb, el Paraquat o la rotenona (Serra et al., 2000; Betarbet et al., 2002;
Corti et al., 2005). Determinadas mutaciones genéticas podrian estar implicadas en la etiologia de la

EP, como polimorfismos en interleucinas IL-1h, parkinas y a-sinucleina. Eventos proinflamatorios



posteriores a traumatismos, exposicion viral o bacteriana en el desarrollo prenatal también han sido

objeto de estudio (Ringheima y Conant, 2004).

La linea de investigacion en el estrés oxidativo ha aportado mucha informacion sobre la EP, a través
del estudio de los radicales libres que promueven estrés oxidativo en las células dopaminérgicas
cuando su produccion esta en desbalance con sus sistemas de neutralizacion con la consecuente
muerte neuronal por peroxidacion lipidica, liberacion de glutamato y 6xido nitrico, oxidacion de
proteinas, del DNA o de catecoles en el mesencéfalo. La oxidacion de los catecoles produce
semiquinonas electrofilicas, quinonas, (H,O,) y especies reactivas de oxigeno (ROS) como O,
(Chen et al.,, 2001; Asanuma et al., 2004). Los radicales libres son productos normales del
metabolismo de las células aerdbicas generados esencialmente a partir de tres fuentes endogenas:
por reacciones REDOX como productos intermediarios de metabolizacion de medicamentos; por
activacion del sistema inmunolégico o por produccion de neurotransmisores y hormonas. El
ambiente es una fuente exégena por reacciones de gases producto de la combustion, radiacion solar,
ozono, etcétera. Estos factores pueden generar reacciones en cadena que producen mas radicales

libres (Avila-Costa, 2001).

2.3.2.Patogenia

La EP es predominantemente de caracter idiopatico y atn las mutaciones en genes especificos como
de a-sinucleina, DJ-1, PINK1 o LRR K2, estan asociadas con el fenotipo de EP idiopatica, ademas
de que la sola alteracion en uno de estos genes no muestra el complejo espectro de signos a nivel
citologico, fisioldgico, funcional o conductual que se observan en EP (Bordelon y Fahn, 2006).
Polymeropoulos (1997) describié en una familia afectada con la enfermedad, una mutaciéon en el
gen que codifica para la a-sinucleina. Este hallazgo fue corroborado un afio mas tarde por Kriiger en
el estudio de otra familia (Kriiger et al., 1998). Singleton y colaboradores (2003) estudiando una
familia con el padecimiento de la enfermedad y demencia con cuerpos de Lewy de herencia
autosomica dominante, encontraron que el locus por triplicado de la a-sinucleina era la constante en
cada miembro. Los depdsitos de material proteico conocidos como cuerpos de Lewy estan formados
principalmente de la a-sinucleina y otras proteinas altamente fosforiladas en el citoplasma de
neuronas catecolaminérgicas en el locus coeruleus, el nicleo dorsal del Raphe, neuronas remanentes
de la SNc, el NPP, el hipotalamo, el nucleo intermedio lateral de la médula espinal y en neuronas
colinérgicas den nucleo basal de Meynert (en ratas nucleo basal magnocelular). El hecho de
encontrar la enzima superoxido dismutasa (SOD) dentro de cuerpos de Lewy sugiere procesos

oxidativos en su formacion (Maguire-Zeiss et al., 2005). En condiciones normales la a-sinucleina



regula la actividad de la TH manteniéndola en estado inactivo no fosforilado, ademas de regular la
concentracion del transportador de dopamina (DAT) en el citoplasma. Sin embargo la alteracion del
gen de a-sinucleina promueve la formacion de inclusiones protofibrilares, éstas a su vez pueden
formar aberturas en la membrana mitocondrial a manera de poros, exponiéndola al desbalance

homeostatico y toxicidad extracelular (Corti et al., 2005).

Valente en 2004 encontr6 que una forma hereditaria de comienzo temprano se debe a mutaciones en
el gen PINKI (cinasa 1 PTEN-inducida). Su herencia es de forma autosomica recesiva y es la
primera proteina localizada en la mitocondria pero codificada por el DNA nuclear que se encuentra
implicada en la patogénesis de la EP. En condiciones normales fosforila diferentes sustratos en la
mitocondria permitiéndole regular distintas funciones y mantener el potencial membranal. Es un
precursor de cinasas cuyos dominios, cuando son mutados contribuyen al fenotipo de EP. DJ-1 es
una proteina con locus de herencia autosémica recesiva y posee varias propiedades como ser
antioxidante en células expuestas a estrés oxidativo anclandose en la superficie externa de la
mitocondria. La Parkina (Ubiquitina E3 ligasa) es una proteina de herencia autosémica recesiva que
en condiciones normales ejerce proteccion en la mitocondria dependiente de ceramida. Anclada al
exterior de la membrana retrasa la liberacion de citocromo C, la activacion de la caspasa 3 y el
rompimiento de la membrana misma, incluso controla la homeostasis mitocondrial regulando
sustratos externos y mantiene los niveles normales de a-sinucleina por ubiquitilacion. El gen para
ubiquitinacarboxiterminal-hidrolasa 1 (UCHL 1) un componente del sistema ubiquitina-proteasoma
(UPS) que degrada las proteinas alteradas, esta mutado en pacientes con EP y sus familiares,
transmiténdose de manera autosémica dominante, de manera que posiblemente depende del numero

de copias del gen mutado para la manifestacion de la patologia (Corti et al., 2005).

Entre los factores ambientales desencadenantes de la EP se conocen sustancias como algunos
pesticidas que pueden inhibir el primer complejo enzimatico de la cadena transportadora de
electrones (CTE) en la mitocondria (Betarbet et al., 2000). La administracion crénica de un
inhibidor lipofilico del complejo I en la CTE como la rotenona, puede producir muchas de las
manifestaciones de la EP, incluyendo los cuerpos de Lewy (Alam et al., 2004). Las neuronas
dopaminérgicas poseen alta susceptibilidad al estrés oxidativo producido por especies ROS como
los radicales hidroxilo (OH), superoxido (O,), el 6xido nitrico (NO") y moléculas como perdxido
de hidrogeno (H,O,) que pueden generar radicales libres (Hunot et al., 1996). La acumulacion
citoplasmatica de neuromelanina, presencia de terminaciones calbindina positivas (nigrosomas)

aunado a la calbindina intrinseca de neuronas dopaminérgicas, la presencia de células gliales



glutation peroxidasa (GPx) positivas y la mayor concentracion de receptores dopaminérgicos en
contraste con la menor presencia de receptores aminérgicos vesiculares en las zonas vulnerables
agudizan esta susceptibilidad (Grandas, 2003). En la EP hay incremento de en los niveles de fierro
en la SN, un agente catalitico para la formacion de OH por la reaccion de Fenton. También se ha
encontrado incremento en la actividad de la superdxido dismutasa (SOD) y disminucion de

glutation en el mesencéfalo (Chen et al., 2001; Asanuma et al., 2004).

2.3.3.Consideraciones anatomicas y funcionales

La EP presenta histopatolégicamente degeneracion de las neuronas de la SNc. La sintomatologia es
evidente, manifestando trastornos funcionales progresivos, caracterizados por sintomas como
acinesia, rigidez muscular y temblor de reposo cuando el proceso degenerativo de la SNc¢ ha
avanzado al 70% de pérdida de la poblacion neuronal en ocho afios aproximadamente (Fleming et
al., 2005; Noback et al., 2005). Se estima que la degeneracion de la neuronas dopaminérgicas de la
SNc y la deplecion de DA en el estriado avanza en 5 a 10% por afio, sin ser constante (Monville et
al., 2005). Las alteraciones en paralelo de otras rutas de neurotransmisores se presentan como
secuela de la disfuncion dopaminérgica afectando en el locus coeruleus la ruta norepinefrinérgica,
en el NPP, colinérgica y en el nucleo dorsal del Raphe, serotoninérgica. La actividad estriatal,
talamica y de la corteza se alteran de manera que el proceso puede prolongarse ante eventos
inflamatorios o vasculares secundarios. La muerte neuronal se extiende a otras estructuras como el
ATV (55% de la poblacion neuronal), en el area perirrubral (31%), en el area retrorrubral (34%) y
en la sustancia gris periacueductal (7%) (Grandas, 2003) y en la corteza, el locus coeruleus y el

estriado. En la SN puede apreciarse pérdida de espinas dendriticas (Fiala et al., 2002).

La actividad inhibitoria del GPi sobre el tdlamo se incrementada por la carencia de regulacion
inhibitoria por la SN aumentando en consecuencia la inhibicién de la corteza. Normalmente la
inhibicion del GPi a través del nicleo anterior talamico sobre la corteza motora estd determinada
por lapsos alternados de activacion entre las vias dopaminérgicas directas e indirectas. Los
movimientos voluntarios solo pueden iniciarse si la activacion de la via directa es mayor que la
indirecta. En desordenes hipocinéticos como la EP la activacion de la via directa es menor a la
normal mientras que en los hipercinéticos como Corea o hemibalismo es mayor a la normal (Talos
et al., 2008). La DA estriatal juega un papel regulador en ambas vias, al carecer de este regulador
las proyecciones GABAérgicas estriatales son sobreestimuladas, manifestindose en varias
alteraciones como un paso “congelado” lento y aumento en la fase de apoyo al caminar. La

dicinesia en el paso en pacientes con EP se considera una discapacidad a nivel de la corteza



premotora y areas suplementarias en el planeamiento y programacion de la accion (Hanakawa et al.,
1999). En pacientes tratados con L-Dopa, se exacerba la sintomatologia con episodios de dicinesia o
acinesia agudos relacionados con la toma del farmaco (Galvez, 2005). La dicinesia inducida por la
terapia con L-Dopa puede clasificarse como de tipo coreiforme (hipercinética, sin ritmo e
impredecible, o con movimientos amplios como de baile) o de tipo distonica (sostenida, de
contracciones musculares anormales) (Monville et al., 2005). En modelos animales agudos de

dicinesia los movimientos involuntarios anormales o “Mia” se inducen con L-Dopa y son

homologos a los realizados durante los episodios de dicinesia en humanos (Winkler et al., 2002)

(Figura 6).

Figura 6. Manifestacion de Mia locomotores (A), axiales (B), orolinguales (C) y de la extremidad anterior (D). A, movimientos circulares
hacia el lado contralateral a la lesion., solo se consideran aquellos en los que se utilizan las cuatro extremidades, sin considerarse aquellos
en los que la rata cae pasivamente. B, Movimientos giratorios de la parte superior del tronco y el cuello hacia el lado contralateral a la
lesion. La torsion del cuerpo es de maxima hasta 90°, causando la pérdida del balance. C, La rata abre y cierra la quijada haciendo
muecas, la lengua se tuerce pronunciadamente hacia el lado contralateral a la lesion. A menudo con ligeros mordisqueos a la piel de la
pata contralateral (flecha). D, El circulo indica los movimientos de la extremidad con parkinsonismo (izquierda), sin sentido de arriba
hacia abajo en el plano sagital, frontal o en ambos, también hay supinacion-pronacion de la pata y contraccion de los digitos. Modificado
de Winkler et al., 2002.

Hay una relacion importante entre la topografia de la deplecion dopaminérgica en el estriado y la
particular manifestacion de los Mia, en la cual la porcion caudal y medial estriatal

sintomatologicamente es mas evidente (Andersson et al., 1999) (Figura 7).
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Figura 7. Esquematizacion del analisis de correlacion en la manifestacion

de Mia determinados y la expresion de proteinas Fos-B condicionantes de

esta alteracion, en el estriado de ratas lesionadas con 6-OHDA tratadas con
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L-Dopa. A, seccion medial y principalmente medial-caudal relacionada con
Mia locomotores. B, Porcion lateral y principalmente la seccidon media
relacionada con Mia axiales, orolinguales y de la extremidad anterior. (*)
Mayor correlacion. Globo palido (gp), nucleo accumbens (NAc).

Modificado de Andersson et al., 1999.




La acinesia en el paso se ha relacionado con el NPP a través de la iniciacion y modulacion del
movimiento ademas de las alteraciones en otros movimientos estereotipados (Pahapill y Lozano,
2000). Dado que la estimulacion de la SNr bloquea la atonia muscular promovida por el NPP, se ha
inferido que la reduccion en la inhibicidon sobre las motoneuronas o y vy produce rigidez muscular
(Takakusaki, 2008). La mayoria de las neuronas motoras corticales alteran sus propiedades de
descarga cuando un sujeto caminando encuentra obstaculos en su camino. Este proceso requiere de
gran precision visomotora para la realizaciéon de movimientos voluntarios. La retroalimentacion de
los circuitos corticobasales interviene en estos casos para regular la rapidez y cantidad de
movimientos necesarios. Por otro lado las conexiones entre los GB y el tallo cerebral regulan el
tono y la postura muscular ademas de los movimientos ritmicos automaticos de las extremidades

durante la locomocion (Takakusaki et al., 2004) (Figura 8).
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Figura 8. Modelo simplificado del control del cerebro anterior en la actividad locomotora. (A) Normal. En estas condiciones la influencia
locomotora mantiene el balance excitatorio e inhibitorio cortical hacia el tallo cerebral. Las referencias cognitivas y motivacionales para
el movimiento son normales. En la EP (B) la pérdida de DA puede incrementar la inhibicion de los GB, inhibiendo el cerebro anterior (la
neocorteza y el sistema limbico) y el tallo cerebral. La excesiva inhibicion sobre la region mesencefalica locomotora (RML) y la
inhibicion indirecta de las areas motoras corticales inducen acinesia y alteraciones en el paso. La excesiva inhibicion sobre el NPP inhibe
la actividad del sistema de inhibicion del tono muscular produciendo rigidez. Hay reduccion de referencias motivacionales y cognitivas
del movimiento. Las flechas blancas indican excitacion, las oscuras inhibicion. Las flechas gruesas indican mayor actividad, las delgadas
menor actividad de transmision. Los recuadros oscuros indican estructuras con menor excitabilidad. Sist Loc Gen Rit: Sistema locomotor
generador del ritmo, en el tracto medular reticuloespinal y los generadores centrales del cordon espinal. Sistema excitatorio: proveniente

del locus coeruleus, nucleo del Raphe y el sistema excitatorio reticuloespinal. Modificado de Takakusaki 2008.

2.3.4.Neuroquimica de la EP

La biosintesis de DA (Figura 9) en el SNC, parte del aminoacido tirosina disponible a partir de
depositos tisulares y a través de la barrera hematoencefalica por el sistema de transporte de
aminoacidos neutros por su naturaleza hidrofobica (Holligan et al., 2004). La TH es la enzima
limitante de la sintesis de catecolaminas (Nagatsu et al., 1964). Parece ser la mas lenta en la

secuencia de sintesis y su mecanismo de regulacion a corto plazo (segundos a minutos) es por el



producto final L-Dopa o DA. Posteriormente a la formacion de la L-DOPA, ésta es decarboxilada a
DA por la L-aminoacido aromatico decarboxilasa en una reaccion que precisa de piridoxal fosfato.
Esta enzima puede inhibirse farmacologicamente con a-metildopa. La administraciéon de L-Dopa
exogena en pacientes con EP requiere de formulaciones que incluyen carbidopa u otros inhibidores
de enzimas del metabolismo primario de manera que se permita la mayor asimilacion de L-Dopa a
nivel del SNC (Bradford, 1988). La DA, se sintetiza en el citoplasma de las terminales
dopaminérgicas donde puede ser liberada directamente al espacio sinaptico o bien ser transportada
al interior de las vesiculas sinapticas para ser liberada por exocitosis al fusionarse la membrana
vesicular con la sinaptica. Este proceso se lleva a cabo en varias etapas y depende de varias
proteinas como el DAT (Reith et al., 1997) y un gradiente electroquimico generado por una bomba

ATPasa de protones (H") (Bahena-Trujillo et al., 2000).

Tirosina 3-monooxigenasa[Fe?*, THB] 1. 14.16.2 Dopamina f-monooxigenasa[Cu] 1.14.17.1
L-Aminoacidoaromatico decarboxilasa E] Feniletanolamina N-metiltransferasa 2.1.1.28
(Dopa decarboxilasa) [PLP] 4. 1.1.28 ) ) )
Dehidro- S-Adenosil-  S-Adenosil-
foe) ascorbato metionina homosisteina
A [
COOe € COOe o, Ascorbato CH3
H N CH 3N CH H N CHZ 3N CH)_ HzN CHz
HO— CH
Tirosina Dopa Dopamina Norepinefrina Epinefrina

Figura 9. Biosintesis de catecolaminas a partir de aminas biogénicas con un grupo catecol (anillo de benceno con dos hidroxilos) y una
cadena de etilamina o uno de sus derivados. La hidroxilacion del anillo aromatico de tirosina produce Dopa o 3,4-dihidroxifenilalanina.
Para tal reaccion intervienen iones de Fe’*, O,, NADPH y la coenzima tetrahidrobiopterina (THB). La reaccion es catalizada por la
enzima TH (1). La decarboxilacion de Dopa produce DA. Para tal reaccion se precisa de piridoxal fosfato (PLP). La reaccion es
catalizada por la enzima DDC (2). En neuronas dopaminérgicas la sintesis termina aqui. En glandula adrenal y neuronas adrenérgicas la
hidroxilacion de DA produce NE. Para la reaccion interviene el acido ascorbico como coenzima de transferencia de hidrégeno, piridoxal
fosfato y cobre como cofactores. La enzima que cataliza la reaccion es la DBM (3). Finalmente la N-metilacion de la NE produce E. La
coenzima para esta reaccion es la S-adenosilmetionina. La reaccion se cataliza por la enzima FNMT (4). Modificado de Koolman y

Rohem 2005.

Los catecoles y las catecolaminas ejercen inhibicidon retrograda por competencia por el sitio de
enlace de TH a la pteridina u oxidando a la pteridina evitando la activacion de la TH. La forma
activa es la TH reducida a partir del paso de atomos de hidrogeno desde la pteridina (en la forma

tetrahidropteridina, THB o BH,) producida por la enzima quinonoide dihidropteridina reductasa y



de la cual la enzima limitante en la sintesis de BH4 es la guanosina trifosfato ciclohidrolasa I
(GTPCHI). La reaccion utiliza como cofactor el NADH o NADPH. Otro mecanismo de regulacion
de la TH es a través de la fosforilacion de la enzima, mediada por el AMPc (Wessels-Reiker et al.,
1991) que al parecer incrementa la afinidad de la enzima fosforilada a la pteridina, con mayor
dependencia del pH, sin cambio en la velocidad maxima (V). El i6n Ca** también activa la TH en
un mecanismo de mayor V,,,, sin cambio en las afinidades para TH o el cofactor pteridina a través
de la fosforilacion de la TH o sus cofactores mediada por calmodulina (Bradford, 1988).
Farmacologicamente la TH se puede inhibir por farmacos como o—metil-p-tirosina (Porter et al.,
1966), o melatonina (en el estriado, hipotalamo o tallo) e incrementada por haloperidol (Vriend y
Dreger 2006). A largo plazo (dias) la TH se controla farmacoldgica o endocrinolégicamente por la
sintesis de la misma enzima (Bradford, 1988). Otros neurotransmisores pueden también modular la
actividad de la TH activando receptores A2 para adenosina en las terminales nerviosas
dopaminérgicas y NMDA para glutamato, o inhibirla por receptores para GABAg (Bahena-Trujillo
etal., 2000).

La accion de la DA termina principalmente al recapturandose por el DAT hacia el interior de la
terminal aunque bajo ciertas condiciones el transportador opera en sentido inverso liberando DA al
exterior (Bradford, 1998). El DAT es una proteina dependiente de Na" y CI’, con varios sitios de
fosforilacion, cotransporta la DA al interior de la terminal con dos iones de Na'y un ion CI', es
susceptible de inhibicion por farmacos como GBR-12909, nomifensina, mazindol, cocaina y
anfetamina. Su funcién puede ser modulada por segundos mensajeros como el diacilglicerol por
activacion de la proteina cinasa C (PKC) y el acido araquidonico. Es también responsable de la
captura de las neurotoxinas 6-OHDA y MPTP (Schwarting y Houston, 1996; Betarbet et al., 2002).
La DA recapturada es convertida por la enzima monoamino-oxidasa A (MAO-A) en acido
dihidroxifenilacético (DOPAC). LA MAO-A esta presente en tejido glandular, higado, rifiones,
intestinos y en menor medida en el cerebro, donde se encuentra en el interior de la terminal
nerviosa. Utiliza como cofactor flavin adenin dinucleétido (FAD) y puede ser inhibida
farmacologicamente con clorgilina. E1 DOPAC liberado al exterior de la terminal es convertido en
acido homovanilico (HVA) por la enzima catecol-O-metiltransferasa (COMT) por metilacion,
principalmente en el citoplasma. La COMT se encuentra en el higado, rifion y el cerebro donde
esencialmente se encuentra en el citoplasma de neuronas y glia. MAO-B presente en la glia puede
ser inhibida por selegilina irreversiblemente. La MAO que se encuentra extracelularmente es la
principal forma de inactivacioén de catecolaminas liberadas de las terminales nerviosas. Requiere de

cationes divalentes de Co*", Mn**, Mg®", Zn**, Fe*" o Cd*" (Bradford, 1988).



La regulacion de la liberacion de DA por autorreceptores estd mediada por la inhibicion de la
formacion de AMPc y de la apertura de canales de Ca*". La reduccion en la formacion de AMPc
disminuye la actividad de la proteina cinasa A (PKA) que fosforila a las sinapsinas I y II, por lo que
las vesiculas tienden a estar unidas al citoesqueleto disminuyendo la probabilidad de fusion de las
vesiculas (Missale et al., 1998). Otra forma de inhibir la liberacion de DA es reduciendo la
produccion de ATP o por la oxidacion de la proteina SNARE (N-etilamida-sensible a la fusion de
proteinas al receptor, soluble) o incrementando la fosforilacion de las proteinas de unién a Ca**
(Chen et al., 2001). La DA no capturada en la terminal dopaminérgica es metabolizada en HVA por
la accion secuencial de las enzimas COMT y MAO-A. Los derivados inactivos metilados llegan al
torrente sanguineo y son excretados del organismo. En el cerebro de la rata el principal metabolito

de la DA es el DOPAC, en tanto que en primates lo es el HVA (Bahena-Trujillo et al., 2000).

En la EP se presentan alteraciones en los mecanismos antioxidantes detoxificadores de radicales
libres, por ejemplo en la alteracion en la sintesis de enzimas barredoras de radicales libres como
GPx y SOD (Lin y Ho, 2000). En la SN¢ la actividad del complejo I de la CTE disminuye (Janetzky
etal., 1994) y puesto que la hidrolisis enzimatica de las aminas biogénicas se da en las mitocondrias
neuronales y gliales, las células sufren estrés oxidativo (Grandas, 2003). Los acidos grasos poli
insaturados en la membrana se reducen como sustrato de las ROS produciendo altos niveles de
malondialdehido e hidroperoxidos lipidicos como producto del aumento en la peroxidacion lipidica
neuronal. Se han encontrado altos niveles de indicadores de dafio al ADN como 8-hidroxiguanina y
8-hidroxi-2-desoxiguanina y aumento en la produccion de 4-hidroxinonenal (HNE) principalmente
en la SNc y en el liquido cerebroespinal, dicho compuesto interviene en la activacion de caspasas

apoptoticas (Smith y Cass, 2007).

2.4.Modelos experimentales de la EP

Distintas sustancias con actividad especifica en el SNC pueden producir alteraciones citologicas, de
comportamiento, quimicas o genéticas similares a las encontradas en la EP. La utilidad de cada
modelo depende del objetivo de la investigacion y ninguno puede recrear todas las manifestaciones
patologicas de la EP por la diversidad de factores causantes del padecimiento que aun no se

conocen en su totalidad.
2.4.1.Modelo con 6-OHDA

El primer compuesto quimico sintético desarrollado, cuyos efectos se manifiestan especificamente

sobre rutas catecolaminérgicas es la 6-Hidroxidopamina (2,4,5-trihidroxifenetilamina, 2,5-



dihidroxitiramina o 6-OHDA) debido a que es afin al sistema de transporte de catecolaminas. Sobre
esta toxina que no atraviesa la barrera hematoencefalica, inicialmente se describid su capacidad para
suprimir norepinefrina (NE) en organos periféricos como el corazon (Porter et al., 1963). Se
encuentran pequeiias cantidades de 6-OHDA en tejidos periféricos y en el cerebro como metabolito
de la DA (Maharaj et al., 2005) y en orina de pacientes con EP tratados con L-Dopa (Andrew et al.,
1993). Después de su administracion a altas dosis de 10 a 30mg/kg via intraperitoneal e intravenosa
en gatos, cuyos y ratones, disminuye la concentracion de NE en el corazéon de una hora hasta una
semana posterior a la inyeccion y reduccion de NE en el ganglio superior cervical de raton e

hipotalamo de gato (Laverty y Sharman 1965).

En 1968 con los trabajos de Ungerstedt se propuso por primera vez como un posible modelo para
estudiar su efecto sobre las neuronas dopaminérgicas y norepinefrinérgicas en el SNC. Utilizo la
inyeccion unilateral estereotaxica para administrar 8ug de 6-OHDA en 4ul de solucion de acido
ascorbico en el cuerpo estriado, la SN y la porcion dorsolateral del nucleo interpeduncular de ratas
encontrando que produce marcada asimetria motora similar a la provocada por la administracién
unilateral estereotaxica en el estriado de DA, apomorfina o NE por giro contralateral a la lesion en
ratas pre tratadas con nialamida (Ungerstedt et al., 1969). A partir de entonces se ha utilizado en
una amplia gama de estudios como un modelo animal de la EP con aplicacion en ratones, gatos,
perros, monos y principalmente en ratas (Cenci et al., 2002). La inyeccion estereotaxica es viable en
el estriado, el mfb y la SN (Hokfelt y Ungerstedt, 1973; Perese et al., 1989; Schwarting y Huston,
1996). Las neuronas dopaminérgicas comienzan a degenerar en menos de 24 horas después de la
inyeccion, reduciendo la DA dos o tres dias después (Hokfelt y Ungerstedt, 1973). La magnitud del
dafio depende del sitio de administracion, la dosis administrada y las diferencias entre especies
(Breit et al., 2007). La pérdida de neuronas inmunorreactivas a TH y el déficit conductual, como el
giro inducido por apomorfina, la postura asimétrica, balance y locomocion es dosis dependiente por
lo que mayores concentraciones de la toxina muestran mayores efectos sobre la citologia y la
conducta que concentraciones menores a pesar de que los sintomas se generalizan cuando la pérdida

de células dopaminérgicas llega al 70% en cualquier caso (Truong et al., 2006).

Se puede obtener el 80 a 90% de pérdida de neuronas dopaminérgicas correlacionables con
determinados cambios conductuales. Se observa degeneracion retrégrada lenta en SNc si es
inyectada en estriado. Produce inicialmente decremento de inmunorreactividad a TH de las
neuronas dopaminérgicas y degeneracion de las mismas (Przedborski et al., 1995). En el estriado la

degeneracién por la 6-OHDA administrada en el mfb comienza a manifestarse marcadamente entre



los 7 y 14 dias posteriores a la lesion. Se conoce que ante la disminucion de los impulsos en las
neuronas dopaminérgicas por la lesion del tracto nigroestriatal se activa la actividad de la TH. La
porcion dorsolateral del estriado presenta algunas terminales de neuronas remanentes TH-positivas
por mas tiempo, lo que corresponde topograficamente con las neuronas dopaminérgicas remanentes
en la SNc que inervan esta parte del estriado y que son las tltimas en degenerarse después de la
lesion en el mfb (Labandeira-Garcia et al., 1996). Se ha propuesto que el efecto maximo de la
toxicidad de la 6-OHDA se da entre las primeras 6 a 48 horas afectando primero la SNc

ventrolateral y después la dorsolateral (Zuch et al., 2000).

Funcionalmente la lesion con 6-OHDA produce rigidez, alteraciones al caminar, dicinesias
fluctuantes, acinesia bilateral a pesar de que generalmente se aplica la inyeccion unilateral (Cenci et
al., 2002). La asimetria motora se manifiesta como movimientos giratorios hacia el lado ipsilateral
o contralateral a la lesion luego de la administracién de farmacos como apomorfina o anfetamina,
ya sea por la diferencia fisioldgica en la concentracién de DA existente en cada hemisferio o por la
induccion de la liberacion de DA de neuronas remanentes. El conteo del giro inducido
farmacologicamente es utilizado como referente del grado de lesion (Ungerstedt, 1968). Este
modelo se ha relacionado con el estrés oxidativo por la produccion de peréxido de hidrogeno y su
radical hidroxilo (OH) o superoxido (O, ) en presencia de fierro. Se sabe que la inyeccion
estereotaxica de soluciones de fierro produce efectos muy similares a los obtenidos con 6-OHDA,
por lo que su efectividad esta relacionada con moléculas de fierro por la reaccion de Fenton. Esta
neurotoxina produce disminuciéon de la actividad de la SOD y la concentracion de glutation
reducido (GSH) (Perumal et al., 1992) e incremento de niveles de malondialdehido en el estriado
(Kumar et al., 1995), toxicidad en la CTE por produccion de O, (Glinka et al., 1998) e inhibicion
de la enzima NADH deshidrogenasa en el complejo I y la citocromo C oxidasa en el complejo IV

mitocondrial (Glinka y Youdim, 1995).

La susceptibilidad a la toxina es menor en hembras que en machos principalmente por la influencia
del 17B-estradiol (Murray et al., 2003), ademas los procesos de compensacion difieren segun la
edad en que se produzca el dafio (Abrous et al., 1990). Durante las primeras dos o tres semanas de
vida, el cerebro de las ratas posee gran capacidad de reorganizacion, en consecuencia si la lesion es
producida entre los 3 y 7 dias de edad no produce déficit motor contralateral como en ratas mayores
de 21 dias y en adelante, sin que se conozcan los mecanismos de esta baja susceptibilidad a la
toxina en organismos neonatos (Abrous et al., 1992). La lesion altera la sintesis de muchas

sustancias en el estriado ademas de la supresiéon de DA, como sustancia P, y preproencefalina



(Romero et al., 2000), receptores de endocannabinoides (Zeng et al., 1999), factor neurotrofico
derivado de células gliales (GDNF) (Sharma et al., 2006), receptores especificos de GDNF como
los GFRa (1a 4, pero preferencialmente al), proteina c-RET (Marco et al., 2002; Kozlowski et al.,
2004) entre otras. La administracion de quelantes de Fe como vitamina E (Perumal et al., 1992),
Selegilina, un inhibidor de MAO-B (Knoll, 1986) previene efectos neurotdxicos parciales o
completos. Algunas desventajas del modelo son que es invasivo, no presenta inclusiones celulares,
no afecta el locus coeruleus y es un modelo agudo de degeneracion. Sus caracteristicas lo hacen
viable en estudios para probar transplantes celulares, factores de crecimiento, farmacos

antiapoptoticos, etcétera.
2.4.2.Modelo con MPTP

Desarrollado a partir del descubrimiento de que la intoxicacion accidental en adictos a heroina
contaminada con 1-metil-4fenil-1,2,3,6-tretrahidropiridina  (MPTP) produce sintomas muy
marcados similares al parkinsonismo esporadico (Langston et al., 1999). A partir de entonces se
probo en animales experimentales que la toxina produce degeneracion nigroestriatal en ratones,
gatos, perros, cuyos y primates (Cenci et al., 2002). A pesar de esto la susceptibilidad a la toxina
varia entre especies y cepas. La MPTP cruza la barrera hematoencefalica, pero no es neurotoxica
como tal. Se metaboliza en los astrocitos como un metabolito activo por la monoaminooxidasa tipo
B (MAO-B), el ion 1-metil-4fenil-2,3-dihidropiridinium o MPP". Este ion es afin al DAT afectando
selectivamente a las neuronas dopaminérgicas (Betarbet et al., 2002). Se piensa que el efecto toxico
de su forma idnica es la inhibicion del complejo I de la CTE en la respiracion mitocondrial. En la
terminal sinaptica el MPP" es un potente inhibidor de la oxidacion de substratos ligados al NAD"

mitocondrial (Rohkamm, 2004; Perlmutter y Tabbal, 2004).

La mayoria de los estudios mediante este modelo utilizan la administracion sistémica del MPTP, ya
sea via subcutanea, intraperitoneal, intravenosa o intramuscular. La exposicion aguda disminuye del
50 al 93% la poblacion de neuronas dopaminérgicas de la SNc reduciendo hasta el 99% de DA en el
estriado. Produce bradicinesia, rigidez, disminucion de DA y sus metabolitos en el estriado
(Perlmutter y Tabbal, 2004), aumento en el dafio oxidativo producto de peroxidacion lipidica (Rios
y Tapia, 1987; Franco et al., 2007), aumento de 3-nitrotirosina o 3NT y disminucion en la
concentracion de antioxidantes como GSH (Franco et al., 2007). Una desventaja que presenta el
modelo es la reversibilidad del dafio a dosis bajas en algunas espacies por lo que se requiere una
exposicion aguda, produciendo dafio drastico sobre las vias dopaminérgicas. La selectividad del

dafo se limita a las células que expresan el DAT (Reith et al., 1997).



2.4.3.Modelo con Reserpina

La reserpina es un alcaloide de la planta Rauwolfia serpentina utilizada tradicionalmente en la
India, es como hipnotico y tranquilizante. Se aisld de la planta en 1951 y posteriormente se supo
que disminuye la DA si se administra sistémicamente provocando estados acinéticos en conejos
(Carlsson et al., 1957). El tratamiento con L-Dopa revierte este efecto, sugiriendo que su
recuperacion depende de la DA. En 1963 Hornikiewicz comprobo este hecho en humanos y a partir
de entonces surgié el modelo animal con reserpina, modelo en el cual se confirmo6 la condicionante
de insuficiencia de DA estriatal para la manifestacion de problemas motores (Alamo et al., 2004).
La administracion sistémica de reserpina suprime de DA a las terminales nerviosas ¢ induce estado
hipocinético en roedores y déficit de movimiento por pérdida en la capacidad de almacenamiento de
DA en las vesiculas intracelulares (Kirpekar et al., 1963). Algunas desventajas que presenta son,
por un lado la reversibilidad en los cambios acinéticos y la carencia de cambios morfologicos en las
neuronas dopaminérgicas. No se recomienda en estudios farmacologicos dado que en modelos
animales, los farmacos capaces de revertir los efectos de la toxina no son aplicables en la EP.
Produce hipotermia y liberacion de catecolaminas inespecificamente (Carlsson et al., 1967). A
pesar de esto se utiliza en investigacion en la prueba de agentes de reemplazo dopaminérgicos en el

estriado incluida la L-Dopa y otros agonistas.

2.4.4.Modelos con contaminantes ambientales

2.4.4.1. Maneb

El manganeso etilenbisdiocarbamato o Maneb es un fungicida con efecto toxico sobre el sistema
dopaminérgico que sustenta la hipotesis ambiental de la EP. En ratones expuestos a dosis de 200 a
1000mg/kg via intraperitoneal se encontr6 que deprimia su conducta motora y agresiva e
incrementaba el tiempo de suefio inducido con barbitiricos y catatonia con haloperidiol,
proponiéndose como un depresor del SNC a través de las vias dopaminérgicas (Morato et al., 1989).
Se ha encontrado que puede producir estrés oxidativo en las vias catecolaminérgicas por
catalizacion de la oxidacion de DA y NE (Fitsanakis et al., 2002), e incremento en la concentracion
de serotonina en el estriado de manera dosis dependiente (Nielsen et al., 2006). Produce
exacerbacion del proceso neuroinflamatorio y degenerativo (Cicchetti et al., 2005). En ratas
expuestas diariamente a Maneb, se observa disminucion de actividad motora aunada a la
disminucion de DA en el estriado, aumento en la recaptura de DA en el estriado y disminucién de
neuronas inmunorreactivas a TH de la SN¢ (Barlow et al., 2007). En algunas zonas geograficas se

ha utilizado junto al Paraquat en cultivos promoviendo mayor riesgo a desarrollar EP. Puede



potenciar el efecto del MPTP y en combinacién con Paraquat posee mayor efecto que solo, en la
sintesis de complexina-I, a-enolasa y GMF-f involucradas en el fenotipo de EP de raton (Patel et

al., 2007).

2.44.2.  Paraquat

El 1,1’-dimetil-4,4 -bipiridinium o Paraquat es un herbicida cuya molécula similar a la de MPP"
cruza la barrera hematoencefalica lenta y limitadamente. En 1997 un estudio en una poblacion
taiwanesa propuso la relacion entre la larga exposicion a Paraquat y el desarrollo de PD (Liou et al.,
1997). La administracion sistémica en ratones muestra efectos dosis dependientes en la actividad
ambulatoria, pérdida de neuronas dopaminérgicas de la SNc y disminucion de la DA estriatal
(Brooks et al., 1999). En ratas altera los movimientos estereotipados y de giro en ratas incluyendo
disminucion de NE en la corteza e hipotalamo, y de DA y sus metabolitos en el estriado ademas de
activacion en la microglia en la SN¢ (Cicchetti et al., 2005). En ratas tratadas pre y postnatalmente
produce muerte de neuronas del sistema nigroestriatal aportando informacion a favor de la hipotesis
de una base fetal del desarrollo de una enfermedad de adulto (Barlow et al., 2007). En Drosophila
mutante en el gen DJ-1B expuesta a Paraquat disminuye progresivamente el movimiento por
induccion de estrés oxidativo (Park et al., 2005). Su efecto toxico parece estar ligado a su
acumulacion en el tejido cerebral y a la duracion de la exposicion (Prasad et al., 2007), ademas

disminuye con l-valina (Chanyachukul et al., 2004).
2.4.5.Modelos transgénicos

Polymeropoulos (1997) Feany y Bender (2000) experimentaron con la mosca Drosophila
transgénica que expresa el gen humano de la a-sinucleina. Introdujeron el gen normal y otras
mutaciones del mismo gen. En ambos casos observaron notable pérdida de neuronas del sistema
dopaminérgico e incluso la presencia de los cuerpos de Lewy. Las moscas que sobreexpresaban el
gen del a-sinucleina tenian alteraciones importantes en las pruebas de locomocion al envejecer. El
rastreo de los efectos de genes especificos como el SNCA permite conocer su relevancia en la
etiologia y patogenia de la EP. En el disefio de modelos transgénicos en ratones, se han utilizado
promotores de sintesis de proteinas como Thyl o el MoPrP.Xho (Lee et al., 2002). Una vez
seleccionados los promotores se disefan las secuencias especificas en un ADNc experimental o una
secuencia particular. La secuencia se amplifica en un organismo como una bacteria para luego
aislarse tanto el promotor, como la region deseada y la cola Poli A. La fraccion aislada se inserta en
el prontcleo de oocitos fertilizados de raton. Los zigotos se implantan en una hembra

pseudoprefiada la cual incorporara la secuencia en el genoma hijo y creara multiples copias



arregladas en Tandem con cola y cabeza para maduracion y transcripcion. Los ratones hijos son los
“fundadores” de cada linea, misma que transmitirdn a su descendencia transgénica especifica.
(Dang y Li, 2004). En algunas ocasiones para codificar secuencias cortas se utilizan vectores virales
para la produccion de mas copias e insertarlas en los oocitos (Hermens y Verhaagen, 1998) o
cromosomas artificiales de levaduras (YACs) para clonar varias secuencias diferentes (Dang y Li,

2004).

El nematodo Caenorhabditis elegans es util para evaluar el efecto de secuencias de acido
ribonucléico interferente (ARNi) que inhabilitan la formacion de agregados protéicos como la a-
sinucleina, por interrupcion en la expresion de este gen. Estos nematodos expresan otros genes
ortologos a los genes humanos alterados en EP como Parkina, DJ-1, PINK1, UCHL-1, LRRK2,
PARKY9, y NURRI1 (Hamamichi et al., 2008). El hongo Saccharomyces cerevisae expresan gene
relacionados con la EP, como el Yptlp ortélogo del Rabl de Drosophila, a su vez ortdlogo del
YPT1 de mamiferos, involucrados con el bloqueo de la sintesis de a-sinucleina en el reticulo
endoplasmatico (Cooper et al., 2006). La induccion o inhibicién farmacolédgica del acoplamiento de
promotores especificos también es una alternativa en este tipo de modelos como el “Tet-off” en el
cual se requiere una linea adicional de ratones que expresen tetraciclina-controladora de la trans-
activador (tTA) en el tejido de interés. La variedad de modelos de este tipo es tal como
combinaciones posibles farmacoldgicas, genéticas y bioldgicas, entre los mas importantes estan los
“Knock out”, “Knock in”, la ablacion genética especifica en tejidos dependiente de la toxina A del
gen de la difteria (DTA), del receptor de interleucina 2 de humano, la inmunotoxina Anti-Tac-(Fv)-

PEA40 o el virus de herpes simple HSV-TK (Dang y Li, 2004).

2.5. Tratamientos

A lo largo del tiempo varias plantas y farmacos se han utilizado en la terapia para la EP. Extractos
de plantas como Atropa belladona, Datura stramonium, Spongia somnifera, Cannabis sativa,
Papaver somniferum, Panax ginseng, Ginkgo biloba, Vicia faba, Macuna pruriens, Coffea arabica,
Curcuma longa L, Nicotiana tabacum L y muchas otras, principalmente por la actividad de sus
alcaloides como la escopolamina, atropina o cannabinoides, algunos con accioén anticolinérgica,
favoreciendo la sintesis de E y DA u otros de inhibicion motora (Apaydin et al., 2000; Gongora-
Alfaro et al., 2005). Del hongo Claviceps purpurea se sintetizan agonistas dopaminérgicos. Desde
1949 a la fecha se han probado diferentes farmacos como tirosina, fenilalanina, TH, Triexiphenadil,
Benzotropina, Orfenadrina, Prociclidina, Amantadina, Levodopa, Carbidopa, Taurina,

Bromocriptina, Melatonina, Litio, L-carnitina, estrogenos, antagonistas de receptores NMDA,



coenzima Q10 y otros en diferentes dosis, tratamientos, combinaciones y circunstancias
encontrando resultados buenos, nulos o medios (Shaw et al., 1973; Aguiar et al., 2002; Avila-Costa
et al., 2005; Galpern y Cudkowicz, 2007; Singh et al., 2007)..Incluso en la fase clinica experimental
existe un prototipo de vacuna para la EP, que estimula el sistema inmunolégico induciendo la
formacion de membrana y proteinas de agregacion intracitoplasmatica permitiendo la regeneracion

neuronal (Singh et al., 2007).

2.5.1.Terapias de reemplazo

Los estudios de Birkmayer y Hornikiewicz en 1961 sobre los efectos de la administracion
intravenosa de 1-3,4-dioxifenilalanina o L-Dopa en la acinesia permitieron el desarrollé de una
nueva linea de investigacion. Incluyeron benserazida como inhibidor periférico de la Dopa
decarboxilasa y deprenil como inhibidor de la MAO-B en su formulacion farmacologica
(Birkmayer y Hornykiewicz, 1982). Debido a que la administracion exoégena de DA no atraviesa la
barrera hematoenceféalica, en 1968 la utilizacion farmacologica del precursor de DA, la L-DOPA
para tratar los sintomas de la EP, resultd en su momento todo un éxito por su rapida inhibicion del
temblor a pesar de ello poco tiempo después se observaron efectos contraproducentes en pacientes
con umbral mas alto de tolerancia al farmaco que requerian dosis mas altas. La autooxidacion no
enzimatica de la DA por la reaccion de Fenton produce la formacion de 2-OHDA, 5-OHDA y
60HDA en proporcion 3:2:1 respectivamente. Los primeros dos productos no son citotdoxicos sin
embargo la 6-OHDA es altamente autooxidable (Slivka y Cohen, 1985). La L-Dopa administrada
por via oral se absorbe en el duodeno y primeras porciones del yeyuno almacenandose en el
estbmago donde también puede convertirse a DA por la DDC reduciendo su biodisponibilidad
cerebral hasta en un 70%. Entra al torrente sanguineo desde el intestino por transporte activo
compitiendo con otros aminoacidos para su absorcion, por lo tanto los aminoacidos aromaticos y de
cadenas ramificadas de los alimentos pueden afectar su absorcion. Se metaboliza en el higado y en
el rindn sufre aclaramiento. La L-Dopa absorbida es convertida en DA por la enzima DDC. En
presencia de un inhibidor de la DDC la L-Dopa plasmatica se metabolizada a nivel hepatico,
musculos, riflones y globulos rojos por la COMT formando 3-O-metil dopa (3-OMD), de vida
media de 15 horas en el plasma. La DA sintetizada de esta forma produce efectos adversos, como la
estimulacion del area postrema de la médula oblongada, especificamente el centro del vomito
generando nauseas y vomitos. La decarboxilacion de la L-Dopa a nivel gastrico aumenta en
presencia de factores que retarden su vaciamiento, como la disminucion del pH gastrico o el
estrefiimiento. Farmacos procinéticos que aumentan el vaciamiento gastrico aumentan la velocidad

de absorcion y biodisponibilidad de la L-Dopa. Se recomienda separar la toma de la dosis de L-



dopa oral por lo menos 30 minutos antes de las comidas para optimizar su cinética (Juri y Chana,

2006).

La L-Dopa entra a la neurona directamente y es convertida por la DDC en DA rapidamente pues la
vida media de la L-Dopa es de 60 a 90 minutos. Su efecto es ejercido fundamentalmente a través de
la DA producida en las neuronas y la estimulacion directa de los receptores D1 y D2. Su principal
sitio de accion es el estriado a fin es sustituir la deficiencia de DA. La DA liberada al espacio
sinaptico es recaptada por la neurona dopaminérgica a través del DAT y realmacenada para su
liberacion. La L-Dopa exdgena también puede convertirse en NE o E asi como productos traza de
aminoacidos y tener efectos sobre receptores no dopaminérgicos. La DA puede estimular receptores
GABA¢érgicos en la SN dandole a la terapia con L-Dopa una capacidad que la estimulacion directa
de los receptores dopaminérgicos no posee (Juri y Chana, 2006). En humanos bajo tratamiento con
L-Dopa por largo tiempo, se producen dicinesias y otros trastornos (Markham et al., 1974, Rascol et

al., 2000; Lees et al., 2001) (Figura 10).
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Figura 10. El circuito GB-talamo-corteza en pacientes con EP sin tratamiento (izquierda) y en dicinesia inducida con L-DOPA (derecha).
Las lineas discontinuas grises indican la pérdida de proyecciones dopaminérgicas de la SNc. Las lineas gruesas indican mayor actividad y
las delgadas menor actividad con respecto a la actividad normal. Las lineas onduladas indican alteraciones en el ritmo de disparo. El
asterisco indica la liberacion de un solo neurotransmisor. La influencia estriatal sobre el GPi y la SNr en la via indirecta, es alterada en la
EP, distinguiéndose de las alteraciones en personas tratadas con L-Dopa que manifiestan dicinesia por sobreactividad de la via directa

dependiente de receptores D1. Modificado de Cenci, 2007.

Sus presentaciones farmacologicas varian en concentracion y formulacion, pueden contener
inhibidores de enzimas de metabolizacion de catecolaminas como benserazida, carbidopa,

entacapona y otros que aumentan la biodisponibilidad de DA cerebral y mejoran la tolerancia de los



pacientes al tratamiento. Existen comprimidos comerciales como Sinemet (utilizado en este estudio)
y Grifoparkin un bioequivalente genérico que contienen 25mg de carbidopa y 250mg de levodopa.
Esta proporcion farmacologica ha sido la mas utilizada por su efectividad (Chana et al., 2003). La
mayoria de los pacientes experimentan mejoria de los sintomas motores con esta terapia reduciendo
marcadamente la rigidez, el temblor y la acinesia, ademas de obtener beneficios sobre la ejecucion
de la marcha, deglucion, postura, vocalizacion, escritura y cambios autonémicos, manteniéndolos
estables a lo largo del dia durante los primeros meses o afios de tratamiento. Entre los sintomas no
deseables se encuentran las nduseas, vomitos, hipotension postural, alteraciones psiquicas,
dicinesias y con el tiempo fluctuaciones motoras asociadas a la ingesta del farmaco de beneficio
positivo (“on”) o negativo (“off”) (Garcia y Meseguer, 2002). A pesar del éxito terapéutico inicial,
éste desaparece a los pocos afios por el desarrollo de complicaciones motoras y mentales producto

del avance de la enfermedad (Markham et al., 1974; Rascol et al., 2000; Lees et al., 2001).

2.5.1.1. Agonistas dopaminérgicos

Subdivididos en dos tipos principales, los derivados del hongo Ergot o Claviceps purpurea como
bromocriptina, pergolida, lisuride y cabergolina, y los no ergéticos como ropinirol, pramipexol,
apomorfina o piribedil. Su uso estd enfocado a retardar la utilizacion de L-Dopa y a su
administraciéon conjunta para disminuir las alteraciones provocadas por la mono terapia con L-
Dopa. La administracién tnica de derivados ergoticos presenta varios efectos indeseados como
alteraciones psiquiatricas y cardiovasculares que podrian progresar para producir infarto al
miocardio y muerte. A dosis bajas producen hipotension ortostatica o arterial postural, constipacion,
dicinesia, confusion e insomnio. La apomorfina se ha producido en presentaciones farmacologicas
rectales, intranasales, transdermales, sublinguales y subcutdaneas. Su empleo presenta diferentes
complicaciones principalmente debidas a su metabolizacion en la primera fase limitando su
biodisponibilidad. Se usa en periodos “off” de la medicacién con L-Dopa. Su efectividad depende

de los receptores de DA en el estriado (Grandas, 2003).
2.5.2. Antioxidantes

La vitamina E y el B-caroteno entre otras sustancias poseen actividad antioxidante capaz de prevenir
la peroxidacion de lipidos como barredoras de radicales libres. La administracion de vitaminas A y
C retardan la necesidad de L-Dopa hasta dos afios y medio. Existen reportes de la directa relacion
entre la deficiencia de estas vitaminas y la incidencia de EP (Singh et al., 2007). El A’-

tetrahidrocannabinol (THC) y canabidiol (CBD) reducen la muerte de neuronas dopaminérgicas de



la SN luego de la inyeccion unilateral de 6-OHDA en la SN¢ (Cui et al., 2004; Lastres-Becker et
al., 2005; Garcia-Arencibia et al., 2007).

La melatonina o N-acetil-5-metoxitriptamina, una hormona descrita por primera vez por el

dermatologo estadounidense Aaron Lerner en 1958 (Strassman, 2001) sintetizada por la glandula

pineal en forma ciclica a partir del aminoacido triptofano (Figura 11), se produce a bajas

concentraciones de dia (40 pmol/L) y altas de noche (260 pmol/L) en humanos. Curiosamente en la

rata se secreta principalmente de noche pero corresponde con su etapa activa del dia (Zhdanova et
, 1998).
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Figura 11. Sintesis de Melatonina regulada ciclicamente a partir del estimulo luminoso que se transmite por el tracto retino-hipotalamico
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produciendo 5-hidroxitriptéfano (5-HTP); éste a su vez es convertido en serotonina (5-HT) o 5-hidroxitriptamina por la enzima 5-HTP
decarboxilasa. Generalmente la enzima limitante para la sintesis de melatonina es la serotonina N-acetiltransferasa (NAT), incrementando
de 30 a 70 veces en la fase oscura por estimulacion norepinefrinérgica, ésta enzima convierte la serotonina en N-acetilserotonina (NAS).

Posteriormente la hidroxindol-O-metiltranferasa (HIOMT) convierte la N-acetilserotonina en melatonina. Modificado de Arendt 1998.

La variacion en sus ritmos de sintesis se reduce con la edad. Controla los ritmos circadianos, induce

sueflo y reduce la velocidad de procesamiento de informacion. Su administracion exdgena no altera



los ritmos circadianos, puede cruzar la barrera hematoencefalica por ser lipofilica (Willis y
Maxwell, 1999; Willis y Robertson, 2004; Willis, 2005) y posee capacidad barredora de radicales
libres que revierten el deterioro cerebral por senectud (Ng et al., 2005). Actua sobre el sistema
inmunologico, el tracto reproductivo, la glandula tiroides, el rifiéon y tiene influencia sobre el estado

animico (Reiter, 1998).

En las primeras horas de la mafiana, posee efecto hipotérmico, induce relajacion y ligera sedacion
en dosis farmacologicas (Strassman et al., 1991). Estimula enzimas antioxidantes e incrementa la
eficiencia de la fosforilacion oxidativa, estabiliza membranas celulares, reduce citocinas
proinflamatorias y su adhesion molecular, es un quelante de metales, reduce la unioén del factor
nuclear oB (NF-aB) al DNA e inhibe enzimas pro-oxidantes (Maharaj et al., 2007). Previene la
autooxidacion de NE y GSH vy barre radicales peroxilo (ROO-), OH-, radical NR, los derivados de
H,0, e iones de cobre (Cu®") (Sofic et al., 2005), oxido nitrico (NO-), anién peroxinitrito (ONOO"),
acido peroxinitroso (ONOOH), radicales haloperoxilos, y acido hipocloroso (HOCI) (Mayo et al.,
1999; Reiter et al., 2003).

Sus metabolitos también poseen actividad antioxidante como el N-acetil-N-formil-5-
metoxikinurenamina (AFMK), N-acetil-N-formil-5-metoxikinuramina (AMK), 3-
hidroximelatonina ciclica y 6-hidroximelatonina (Maharaj et al.,, 2007). La melatonina se
metaboliza en el higado, por hidroxilacion en 6-hidroximelatonina; posteriormente se conjuga con
acido glucurénico y acido sulfurico, y se excreta por la orina en forma de su principal metabolito, 6-
sulfato-hidroximelatonina en estrecha relacion con las concentraciones séricas de melatonina (Rufo-
Campos, 2002). Tras su administracion intravenosa, presenta una semivida sérica que varia entre
0.5 y 5.6 minutos pues tan rapidamente como se distribuye, es eliminada. Su vida media es mas
larga si se administra oralmente aunque su absorcion solo es del 15% aproximadamente (DeMuro et
al., 2000), la dosis oral de 80mg en una persona sana aumenta las concentraciones séricas entre 60 y
150 minutos posteriores a la toma, hasta en 10.000 veces el valor del pico maximo nocturno,
permaneciendo estos niveles estables durante mas de 90 min (Waldhauser et al., 1984). Sin
embargo las dosis que habitualmente se manejan oscilan entre 1 y 5 mg, con las cuales se obtiene
aumento en concentraciones en plasma una hora posterior a la toma entre 10 y 100 veces el pico
maximo en la noche, descendiendo posteriormente luego de 4 u 8 horas hasta la recuperacion de los
niveles normales. Durante el dia la administracion de una dosis entre 0.1 y 0.3 mg puede alcanzar

los picos nocturnos maximos de concentracion de los individuos sanos. En primates no-humanos la



administracion oral de dosis de 0.025-3mg inhiben el movimiento de forma dosis dependiente

(Zhdanova et al., 1998).

La melatonina detiene el proceso apoptotico en células sin glutation que sobreexpresan la proteina
Ras, involucrada en la sefializacion del crecimiento celular cuya actividad produce O, y H,0,
(Rodriguez et al., 2004), incluso podria prevenir el dafio apoptotico producido por anestésicos
barbitaricos como el pentobarbital sodico por induccion de sintesis del péptido antiapoptotico Bel-
xL y la consecuente inhibicion de la liberacion de citocromo C y la activacion de la caspasa 3 (Yon
et al., 2006). Administrada en dosis de 5 y 10mg/kg via intraperitoneal (i.p.) en ratas macho,
revierte parcialmente la baja en la concentracion de DA, 3,4-acido dihidroxyfenilacético, acido
homovanilico y serotonina, promovidas por la 6-OHDA e inhibe la conducta de giro inducida por
apomorfina y agonistas especificos de receptores D1 o D2 (Tenn y Niles, 1995; Aguiar et al., 2002).
Su administracion en combinacion con L-Dopa reduce la formacion de 6-OHDA en el estriado por
metabolismo oxidativo acrecentada por la L-DOPA (Maharaj et al., 2005). En ratas tratadas con
melatonina incrementa la actividad de la TH y disminuye la formacién de malondialdehido (Jin et

al., 1998).

Shaw y colaboradores en 1973, administraron oralmente una dosis diaria de melatonina por 4
semanas a 4 pacientes (tres hombres y una mujer de entre 56 y 68 afios de edad) con sintomas
parkinsonicos. Iniciaron con 100mg el primer dia y aumentaron la dosis diariamente hasta un
maximo de lg al dia en dosis divididas; los pacientes continuaron tomando sus tratamientos
anticolinérgicos pero no L-Dopa. Al término de las 4 semanas de tratamiento se sustituyo el
tratamiento por un placebo, pero no reportaron disminucion de los sintomas parkinsonicos en
ninguna etapa del estudio, solo cierta sedacion. Los pacientes no mostraron alteraciones adversas
(Shaw et al., 1973) sin embargo a pesar de estos resultados poco prometedores las circunstancias
del estudio pueden mostrar variantes importantes que explican el pobre efecto, como la alta dosis
administrada, el tiempo de evolucion del padecimiento, la certeza en el diagnostico de la
enfermedad y la reducida cantidad de pacientes, ademas de la interaccion con la terapia

anticolinérgica.

2.5.3.0tros agentes farmacologicos

Los inhibidores de la COMT se usan principalmente en conjunto con la L-Dopa para incrementar su
biodisponibilidad cerebral. Incluyen farmacos como entacapona y tolcapona. Producen alteraciones

del suefio, dicinesia, confusion e insomnio. La tolcapona puede ser hepatotoxica por lo que en



algunos paises su uso es controlado. La entacapona es mas util en la reduccion de fluctuaciones
motoras y no altera las funciones hepaticas. Pueden producir hipotension ortostatica e incremento
en el riesgo de fracturas dseas. El desarrollo de estos agentes esta enfocado a la produccion de
formulas que incluyen benserazida y carbidopa ademas de L-Dopa para mejorar el metabolismo de
la L-Dopa y la reduccion de sus secuelas (Singh et al., 2007). La Selegilina es un inhibidor de la
MAO-B por tanto inhibe el metabolismo de la DA ademas de inhibir irreversiblemente la COMT,
en combinacion con la L-Dopa presenta efectos antiparkinsonianos. Podria actuar como
neuroprotector ante el estrés oxidativo y como promotor de la liberacion de factores de crecimiento
neuronal. A pesar de su uso efectivo junto a la L- Dopa y de que su utilizacion puede retardar la
necesidad de la administracion de L-Dopa, su mono terapia es poco efectiva. La Rasagilina es otro
inhibidor de la MAO-B que reduce la progresion de la EP y disminuye los sintomas parkinsonianos.
Actualmente se espera poder aplicar su tratamiento junto a L-Dopa o alglin otro compuesto como el
Ladostigil (TV-3326, Npropargil- 3R-aminoindan-5il-etil metilcarbamato), un inhibidor de la
carbamato colinesterasa, ¢ inhibidor de la MAO A y B con utilidad en pacientes de EP con

demencia (Singh et al., 2007).

La Amantadina es un agente antiviral con efecto reductor de dicinesias que bloquea la accion
glutamatérgica. Promueve la liberacion de DA, previene su recaptura e influencia su sintesis por
mecanismos aun poco conocidos. Se ha propuesto que promueve la sintesis de receptores D2. Puede

provocar inquietud, depresion, confusion y alucinaciones (Moresco et al., 2002).

Los anticolinérgicos como el trihexifenidil o benzotropina son efectivos contra el temblor.
Presentan ligera reduccion de la bradicinesia y acinesia. Sus efectos son dosis-dependientes y
pueden provocar somnolencia, confusion, agitacion, alucinaciones, alteraciones en la memoria y
susceptibilidad a la demencia. Ante la administracion interrumpida se presentan exacerbacion de los

sintomas parkinsonianos (Singh et al., 2007).

La nicotina, el principal alcaloide del tabaco o Nicotiana tabacum L. influye en la prevencion de
demencia senil y se ha encontrado que la concentracion de receptores nicotinicos en pacientes con
EP disminuye. Estos receptores promueven la liberacion de DA en el estriado y tienen cierta
influencia en la neuroproteccion nigroestriatal; posiblemente actian sobre los receptores nicotinicos
presinapticos a4b2 y a7 en las terminales dopaminérgicas estriatales. Puede estimular la liberacion
de factor de crecimiento-2 de fibroblasto neurotrofico, protegiendo la SN. La nicotina puede operar

como barredor de radicales libres y previniendo la peroxidacion lipidica. Sus efectos reducen el



déficit de atencion y mejoran el control corporal al caminar, el uso de las manos y reducen la
ansiedad por periodos cortos. En combinacion con bajas concentraciones de L-Dopa en primates no
humanos ofrece mejorias similares a las obtenidas con altas dosis de L-Dopa tnicas reduciendo la
dicinesia. Estimula la disponibilidad de glucosa cerebral y la actividad de la pituitaria en procesos
inflamatorios como en la EP secretando cortisona. La utilizacion terapéutica de nicotina sigue en
experimentacion debido a la manifestacion de reacciones no deseadas como prurito o edema en el
caso de parches de liberacion progresiva, y alteraciones periféricas en cualquier otra presentacion

farmacologica incluyendo fumar tabaco (Giroud y Collado, 2002).

Algunos agentes antiinflamatorios inhibidores de la enzima ciclooxigenasa (COX) como la aspirina
y el meloxicam (inhibidor de COX-2) poseen efectos neuroprotectores. La Aspirina puede operar
como barredor de radicales libres. Algunos otros antiinflamatorios no esteroideos como celecoxib y
el salicilato de sodio han mostrado capacidad de suprimir DA, por lo cual el entendimiento de los

mecanismos neuroprotectores de algunos antiinflamatorios debe profundizarse (Singh et al., 2007).

El Selenio es un metal contenido en el cuerpo en cantidades muy pequefias y un componente de
varias enzimas. Se le atribuyen capacidades retardadoras de la neurodegeneracion. Tiene influencia
en la actividad de enzimas como la GSH que convierte el H,O, en agua, dimerizando la enzima a

glutation disulfuro (GSSG) (Singh et al., 2007).

Los quelantes de fierro son utiles pues en la SNc¢ hay gran concentracion de este metal necesario
para la sintesis de neuromelanina. El H,O, en presencia de fierro puede ser reducido a radical OH,
favoreciendo la peroxidacion de lipidos y causando dafio a constituyentes citoplasmaticos
provocando degeneracion neuronal. La a-sinucleina produce apoptosis en un proceso iniciado por
estrés oxidativo por radicales OH’, liberados por la a-sinucleina en presencia de fierro. Algunos
quelantes son la desferroxiamina y el agente V-28 que en combinacion con inhibidores de la MAO-
B como la rasagilina comienzan a dar resultados promisorios. Sus efectos pueden disminuir la

acumulacion proteica y la consecuente formacion de cuerpos de Lewy (Singh et al., 2007).

Las hormonas esteroides como el estradiol y la dihidrotestosterona, presentes en distintas
concentraciones y tiempos en ambos sexos tienen influencia en la susceptibilidad a las neurotoxinas
sin que se conozcan detalladamente sus interacciones (Roberts y Bloom,. 1981; Murray et al, 2003).
Intervienen en la maduracion de las células dopaminérgicas, diferenciacion y en la estimulacion del

crecimiento de sus neuritas en interaccion con varios factores de crecimiento y neuropéptidos. Una



hormona esteroidal gonadal femenina, el estrogeno, 17-f estradiol posee varias propiedades
neuroprotectoras que desaparecen en la menopausia al decrecer su sintesis. Puede regular la
actividad de las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas y sus terminales telencefalicas en
cualquier etapa del desarrollo ontogénico promoviendo por ejemplo la liberacion de DA y su
captacion regulando la sintesis de DAT disminuyéndola ante el dafio celular, también estimula la
expresion de TH (Kipp et al., 2006), facilita la plasticidad celular por el crecimiento de la
arborizacion de las proyecciones por activacion de receptores estrogénicos no nucleares y la
estimulacion en la formacion de AMPc, la activacion de PKA y la fosforilacion de la proteina
CREB, estabiliza uniones celulares y sinapsis y poseen relacion estrecha con proteinas estructurales
en dafo celular. Puede ejercer accion neuroprotectora barriendo directamente radicales libres o
indirectamente promoviendo la sintesis de glutation. En la mitocondria regula la expresion de la
citocromo ¢ oxidasa, la homeostasis del Ca*" por activacion de la PI3-cinasa, y la expresion de
péptidos antiapototicos como Bcl-2 y Bel-xL (Azcoitia et al., 2002). En células gliales y neuronas
regula inhibitoriamente la sintesis de interleucinas 1 y 6, y el factor de necrosis tumoral a en cuya
expresion interviene la ruta MAP-cinasa. En interaccion con CaCaM-Cinasa y PKA participa en la
fijacion de vesiculas al citoesqueleto y la estimulacion que induce en la expresion de GDNF es
importante para sus efectos protectores (Kipp et al., 2006). Esta alternativa a la utilizacion de la
terapia de reemplazo puede ser viable en algunos casos pero evidentemente es exclusiva para

mujeres.
2.5.4.0tras alternativas

La degeneracion de las neuronas de la SNc resulta en el decremento en la actividad en la via directa
de los GB en relacion con la indirecta es decir el aumento inhibitorio del GPi de manera que se
utiliza la ablacion terapéutica del NST (talamotomia) y GPi (palidotomia), sin embargo la cirugia
implica el riesgo de inducir déficit neuroldgico si la lesion se extiende a estructuras adyacentes
(Melvin et al., 2005; Talos et al., 2008). La estimulacion cerebral profunda (DBS) es otra
alternativa que a pesar de ser invasiva es menos traumadtica que las escisiones especificas. Sin
embargo se recurre a este procedimiento solo cuando el paciente cubre determinado perfil y los
tratamientos farmacologicos son ineficaces, produciendo alteraciones motoras incapacitantes
(Kopell y Greenberg, 2008). En pacientes con EP, la estimulacion unilateral del GPi disminuye la
dicinesia contralateral parcialmente, tal efecto es mejorado con el tratamiento con L-Dopa. Cuando
el GPi se estimula bilateralmente mediante DBS el beneficio puede ser maximo atn sin tratamiento
con L-Dopa (Melvin et al., 2005). En México se realizan intervenciones en pacientes con EP en

instituciones como el Hospital General de México, el Instituto Nacional de Neurologia y



Neurocirugia “Manuel Velasco Sudrez”, el Centro Médico Nacional 20 de Noviembre o el Hospital

Médica Sur (ISSSTE, 1999; Del Valle, 2002; Secretaria de Salud, 2002).

Aunque se han realizado varios transplantes desde hace muchos afios en pacientes con EP, ain
persisten controversias sobre de la eficacia de este tratamiento. El transplante de tejido fetal y la
cirugia funcional permite la total restauracion de la capacidad funcional neuronal con minimos
efectos de rechazo inmunolodgico, logrando incluso la suspension de la terapia con L-Dopa, sin
embargo la mayoria de los reportes sobre esta técnica refieren la utilizacion de tejido mesencefalico
ventral de embriones humanos, lo cual implica un dilema ético ademas de la dificultad de obtencion
del tejido, y la necesidad de una cantidad sustancial de tejido para que sea eficaz. Las células
troncales de la médula dsea e incluso células epiteliales son otra alternativa de gran potencial para
desarrollar neuronas dopaminérgicas maduras y funcionales. A pesar de los buenos resultados en
fase pre clinica la supervivencia del tejido injertado es baja, cerca del 90% del tejido no sobrevive.
Otro inconveniente es la carencia de estudios de los efectos de estos transplantes en el largo plazo,
por lo que la utilizacién como herramienta comun en el tratamiento de la EP es todavia lejano
(Singh et al., 2007). La exposicion a campos magnéticos en pacientes con EP ha mostrado efectos
benéficos en la disminucion de los episodios tipo “on-off” por la terapia con L-Dopa. Se piensa que
su efecto podria estar mediado por la glandula pineal al encontrarse que induce aumento en la
liberacion de melatonina (Sandyk, 1992), ademas en ratas recién nacidas lesionadas con 6-OHDA,
la exposicion a campos magnéticos reduce la reactividad de receptores D1 (Sieron et al., 2001),

aunque la informacion al respecto es escasa.

2.5.5.Terapia génica

El transplante de tejido transgénico en la EP es otra alternativa al transplante. Para implantar
determinadas secuencias de material genético cuya expresion o inhibicion de productos beneficie al
paciente con EP se utilizan virus, hongos o bacterias que repliquen secuencias determinadas, como
de produccion de TH, guanosin trifosfato ciclohidrolasa I, transportador vesicular de monoaminas
(TVM), o DDC. Otras secuencias ttiles, son las que intervienen en la diferenciacion de tejido, como
factor de crecimiento transformante tipo f (TGF-B) o los factores neurotroficos derivados del
cerebro (BDNF) (Lapchak et al., 1993). La diferenciacion del tejido dopaminérgico estd mediada
por TGF-B y factores morfogénicos 6seos (BMP). Los GDNF inducen la restauracion de la
actividad de la SN y promueven la supervivencia celular (Borgal et al., 2007). Muchos estudios
cuestionan la eficacia de estos resultados pues no se sabe aun si existen secuelas de dicho

tratamiento. Los beneficios dependen en gran parte de la presencia de otros factores que permitan la



correcta asimilacion fisiologica del tejido y sistemas gliales de sustento y reparacion. La
nanotecnologia para desarrollar posibles ligandos, sectores de DNA, secuencias especificas o
farmacos experimental es una alternativa que por el momento tiene mucho que desarrollar

(Kabanova y Gendelman, 2007).



3. JUSTIFICACION

La etiologia de la EP muestra una estrecha relacion con el estrés oxidativo que se incrementa con la
terapia con L-Dopa. En el laboratorio de Neuromorfologia de la UIICSE en la FES Iztacala de la
UNAM, los estudios realizados sobre el efecto a corto plazo de la melatonina en ratas lesionadas
con 6-OHDA en la via nigroestriatal sugieren la posible disminucién del dafio citologico y
conductual post-lesidn, por lo tanto se llevé a cabo un estudio mediante este modelo animal en ratas
hembra de la cepa Wistar tratadas con melatonina para conocer sus efectos en el largo plazo y si la

combinacion con L-dopa es terapéuticamente efectiva.

4. OBJETIVO GENERAL

Comparar el efecto de la L-Dopa, la Melatonina y la combinacion de ambas sobre la citologia del
cuerpo estriado y sustancia nigra y sobre la conducta motora de ratas hembra lesionadas

unilateralmente con 6-OHDA en el mfb.

4.1.0bjetivos particulares

e Comparar las alteraciones estructurales (nimero de espinas dendriticas) de neuronas
espinosas medianas del cuerpo estriado ipsi y contralateral de los grupos con y sin
tratamiento aplicando el método de impregnacion argéntica de Golgi para la preparacion de

las muestras.

e Comparar el nimero de neuronas inmunorreactivas a tirosina hidroxilasa en la SNc ipsi y
contralateral a la lesion, de organismos con y sin tratamiento, mediante inmunocitoquimica

anti-tirosina hidroxilasa para la preparacion de las muestras.

e Evaluar y comparar la conducta motora a través de las pruebas de escalera (conducta
motora fina), ascenso sobre vigas (conducta motora fina) y campo abierto (conducta motora

gruesa) entre los grupos.



5. MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 30 ratas hembra de la cepa Wistar, con un peso inicial de 180 a 200g, mantenidas en
condiciones de laboratorio con foto-periodo de 12/12h (luz-obscuridad), con libre acceso al
alimento y al agua. Cada rata se entreno para realizar pruebas conductuales y motoras especificas
(Biernaskie, et al., 2004) antes de la lesion para seleccionar a los organismos de estudio. La prueba
de “escalera” es una variante de la utilizada por Montoya y colaboradores (1991). 24 horas antes de
iniciar el entrenamiento en la escalera, las ratas fueron privadas de alimento. La escalera es un
dispositivo plastico con una plataforma intermedia entre dos escaleras de 6 escalones a cada
extremo que contenian fragmentos de su comida habitual. La prueba se llevo a cabo durante siete
dias consecutivos durante los cuales se les restringio el alimento a dos porciones por rata. (Figura

12).

Figura 12. Dispositivo de acrilico 90mm

para la prueba de habilidades v 7
manuales en la escalera. A, pared % /

anterior de acrilico. B, escalera de

seis  peldafios  para  colocar 19.5mm 21mm 19.5mm

fragmentos de comida a ambos

lados de la plataforma intermedia. C

y D, organismos durante la prueba.

Se contd el numero de fragmentos
comidos por lado en un lapso de 10
minutos. Modificado de Montoya et
al., 1991.

Se eligieron para experimentacion solo ratas que consumieron 6 o mas fragmentos de comida en el
séptimo dia de entrenamiento en un periodo no mayor a diez minutos. Se registrd cuantas veces
fallé en sus intentos por tomar los fragmentos por cada lado y cuantas veces los tir6 de su escalon
sin poderlas llevar a su hocico (datos no mostrados). Luego de la seleccion las ratas tuvieron
alimento sin restriccion hasta la siguiente evaluacion. Otra actividad evaluada fue el tiempo de
ascenso sobre dos vigas de madera de distintos espesores (6 y 12mm) dispuestas diagonalmente

(Figura 13).



Figura 13. Viga de 12mm dispuesta diagonalmente a 25° de inclinacion con respecto al piso para el ascenso de ratas, Se usaron vigas de

dos espesores diferentes, 6 y 12mm.

El entrenamiento para esta prueba comenzo en el tercer dia de entrenamiento en la escalera. Se
escogieron para experimentacion aquellas ratas que subieron cada viga sobre su canto en menos de
dos minutos en el noveno dia de entrenamiento consecutivo a partir del inicio en la escalera (Avila-
Costa et al., 2007a). La prueba de campo abierto se realizo dos dias después de seleccionar las ratas
en la prueba de viga. Se colocaron una a la vez en un espacio de 2 por 2m, con marcas cuadriculares
en el piso de 25 por 25cm aproximadamente. Luego de un periodo de ambientacion de 5 minutos se
registro su actividad por diez minutos: cuantas lineas cruzo6 en su desplazamiento, cuantas veces se
acicald, cuantas veces se irguid y cuanto tiempo permanecio sin movimiento en un periodo de diez

minutos (Figura 14).

Figura 14. Imagenes obtenidas durante la prueba de campo abierto. De izquierda a derecha se muestra la actividad registrada. Cuantas

lineas cruzaron, el nimero de acicalamientos, cuantas veces que se irguieron y el tiempo que permanecian sin movimiento en un lapso de

10 minutos, posteriores a los cinco minutos de ambientacion.

Terminado el entrenamiento y seleccion se lesionaron quirturgicamente siendo inicialmente
anestesiadas con pentobarbital sodico via i.p. en dosis de 35mg/kg. Ya anestesiadas se montaron en
un aparato estereotaxico donde se realizo un trépano con un taladro pequefio (Moto tool, Dremel) en
la posicion especifica respecto de bregma (Figura 15) AP=-2.9mm; L=1.6mm y V=8.1mm a partir

de la duramadre, que indican Paxinos y Watson (1986) para ubicar el mfb del hemisferio izquierdo



(Figura 16). Se inyect6 en esta zona por medio de una jeringa Hamilton acoplada a una micropipeta
de vidrio de diametro entre 50 y 100um una dosis de 4ul de solucion vehiculo (solucion salina al

0.9% y acido ascorbico 1%) con 8ug de 6-OHDA (H4381, Sigma) (Scherfler, 2000; Truong, 2006).

Linea irteraural

Figura 15 (derecha). Craneo de rata Wistar donde se muestran las
suturas craneales. Las coordenadas para ubicar el sitio de trepanacion
del craneo en el lado izquierdo para la inyeccion de 6-OHDA se

tomaron con referencia a bregma. Modificado de Paxinos et al., 1985.

Figura 16 (abajo). Seccion coronal de cerebro de rata Wistar. Se
ubicaron las coordenadas a partir de bregma: AP=-2.9mm; L=1.6mm; y
V=8.lmm a partir de la duramadre para inyectar en el mfb 4pul de

solucion con 6-OHDA. Modificado de Paxinos y Watson 1986.

Bregma -2.90 mm

Dos dias posteriores a la lesion se les administré una dosis de apomorfina (A4393, Sigma) de
0.25mg/kg i.p. para evaluar la conducta de giro, en la cual se coloc6 una rata a la vez, en una caja de

acrilico transparente de 60 x 50cm y se registrd el numero de giros que daba cada rata hacia el lado



contralateral a la lesion (derecho). Se tomaron para el estudio las ratas que giraron mas de 200 veces
en un periodo no mayor a 30 minutos, pudiendo repetir esta prueba por dos dias consecutivos en
caso de no llegar a los 200 giros en primera instancia. Las ratas no lesionadas correctamente, se
sustituyeron con otras, las cuales fueron entrenadas y seleccionadas de la misma manera que las
lesionadas correctamente hasta alcanzar el nimero experimental deseado (N= 30). Se distribuyeron
en cinco grupos experimentales: Grupo I Control (n=6); Grupo II (lesion 6-OHDA) sin tratamiento
(n=6); Grupo III (lesion 6-OHDA) tratadas con L-Dopa (Sinemet 25mg/mg comprimidos, Merk
Sharp & Dome) (n=6); Grupo IV (lesion 6-OHDA) tratadas con melatonina y L-Dopa (n=6) y
Grupo V (lesion 6-OHDA) tratadas con melatonina (M5250, Sigma) (n=6) (Figura 17).

30 ratas Wistar

©180-200g
Lesion
4ul de solucion
8ug 6-OHDA
@ an iy av) V)
CONTROL SIN TRATAMIENTO L-DOPA L-DOPA / MELATONINA MELATONINA
(15mg/kg) (15mg/kg + 10mg/kg) (10mg/kg)
n=6 =6 n=6 n=6 n=6

Pruebas conductuales
-Escalera
-Viga
-Campo abierto

—[ Perfusion intracardiaca via adrtica a los 168 dias ]

Corte de tejidos y conteo para:
-Inmunocitoquimica (neuronas inmunorreactivas a TH)
-Impregnacion argéntica de Golgi (espinas dendriticas)

[ Analisis de resultados ]

Figura 17. Procedimiento general para la realizacién del presente estudio. Se mantuvieron cinco grupos experimentales de seis
organismos cada uno, bajo diferentes condiciones. Grupo I, Control; grupo II, lesion sin tratamiento; grupo III, lesion tratado con L-

DOPA; grupo 1V, lesion tratado con L-DOPA mas Melatonina y grupo V, lesion tratado con Melatonina.



Después de 24 horas de la prueba de giro, comenzo la aplicacion de los tratamientos particulares
para los grupos III, IV y V durante 168 dias. El grupo III recibi6 una dosis diaria de 15mg/kg de L-
Dopa por via oral (media pastilla disuelta en Sml de agua, se tomo la cantidad correspondiente al
peso y se administré oralmente mediante una jeringa de 1 ml sin aguja). Al grupo IV se le
administré una dosis diaria de melatonina mas 15mg/kg de L-Dopa por via oral (la cantidad de
melatonina correspondiente al peso se mezcld en un recipiente con la dosis de L-Dopa para
administrarse juntos). El grupo V recibido una dosis diaria de melatonina (10mg/kg) via oral
(mezclada con Cerelac de Nestlé en proporcion 1:1 diluida con un poco de agua). Los grupos [ y II
se mantuvieron sin tratamiento por el mismo periodo. Se repitieron las pruebas de escalera, viga y
conducta libre cada siete dias posteriores a la lesion durante el primer mes, luego de este periodo se

evaluaron cada catorce dias.

Pasado el tiempo de aplicacion de tratamientos, se realizo la perfusion intracardiaca por via adrtica;
inicialmente con solucion salina isoténica (0.9% NaCl) seguida de fijador (glutaraldehido al 2% y
paraformaldehido al 2% en buffer de fosfatos salino (PBS) 0.1M) (Avila-Costa et al., 2007a). Ya
perfundidas se extrajeron los cerebros y se colocaron en fijador. Posteriormente se realizaron cortes
coronales en un vibratomo (Pelco 101 de Ted Pella Inc.) para tomar fragmentos del estriado
ipsilateral y contralateral a la lesion para procesos de microscopia de luz (incluidos en resina) y con
un microtomo mecanico para técnica de Golgi (por impregnacion argéntica con nitrato de plata).
Para la prueba inmunocitoquimica para tirosina hidroxilasa se realizaron cortes coronales de 50 um
de espesor con el vibratomo para obtener muestras del mesencéfalo ventral que incluyen la SN.
Estas muestras se procesaron para la tincion selectiva con el anticuerpo para TH (TH ABI152,
Chemicon International; Elite Vectastain ABC kit, Biotinylated Anti-Mouse IgG [H+L] hecho en
caballo) (Avila-Costa et al., 2007a).

Se realizo el analisis inmunocitoquimico por conteo del nimero de neuronas inmunorreactivas a TH
en 1500um’ de la SNc ipsi y contralateral (Figura 18) en 7 cortes por cerebro con ayuda de una
camara (Moticam 1000 de Motic, y el software Motic Images Plus2.0ML) acoplada a un
microscopio optico (Nikon). Se contaron las espinas dendriticas de cinco dendritas secundarias de
10 neuronas espinosas medianas del estriado ipsi y contralateral en un segmento de 10um posterior
a los 10 primeros micrometros de la dendrita secundaria a partir de su bifurcaciéon de la dendrita
primaria (Figura 19). El analisis estadistico utilizado fue ANOVA y prueba de Tukey con el
software Sigma Stat version 3.1 tanto de los datos citolégicos como conductuales (Avila-Costa et

al., 2004).



Area : 1500.0Cuadradoum|
Perimetro : 228.1 um

Figura 18. Detalle de corte coronal en el que se muestra una seccion de la SNc¢, marcada con al anticuerpo para TH. Se contaron las

neuronas inmunopositivas a TH en un area de 1500um?. (100X).

Figura 19. NEM del estriado tratado con impregnacion argéntica de Golgi. Se contaron las espinas dendriticas en dendritas secundarias a

lo largo de 10um (barra blanca) (400X).

Los procedimientos realizados sobre los organismos en este estudio corresponden a la categoria D
de la “Clasificacion de actividades experimentales de acuerdo al grado de invasion, molestia o dafio
producido sobre los animales de laboratorio” que establece la NOM-062-ZO0-1999,
“Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio” a la

que se atendid durante el desarrollo de este experimento.



6. RESULTADOS Y DISCUSION

Conducta: Escalera
En el presente estudio los resultados obtenidos en la prueba de escalera fueron significativamente

diferentes entre los distintos tratamientos aplicados. Se ilustran en las graficas 1A-B.
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Grafica 1A. Resultados obtenidos en la prueba de escalera con el miembro ipsilaterales. Se presentan los fragmentos comidos a cada lado
del dispositivo. * Tratamientos vs Lesion con 6-OHDA. @ L-Dopa/melatonina y Melatonina vs L-Dopa. ® L-Dopa/melatonina vs

Melatonina. P< 0.05.
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Grafica 1B. Resultados del miembro contralateral.* Tratamientos vs Lesion con 6-OHDA. @ L-Dopa/melatonina y Melatonina vs L-

Dopa. ® L-Dopa/melatonina vs Melatonina. P< 0.05.



Los niveles de efectividad del grupo control en ambas extremidades se mantuvieron practicamente
iguales a los basales durante todo el estudio (linea negra horizontal). La actividad de la extremidad
contralateral del grupo Unicamente lesionado se observd severamente afectada durante todo el
estudio, difiriendo de su miembro ipsilateral, que sufrié déficit los primeros 14 dias y a partir de
entonces denoto la tendencia a la efectividad logrando niveles basales desde los 56 dias, incluso
siendo utilizada para tratar de asir los fragmentos de comida del otro lado del dispositivo. El
tratamiento con L-Dopa mantuvo la actividad de ambas extremidades apreciablemente similar a los
niveles basales y al grupo control por un periodo aproximado de 28 dias, momento en el que la
actividad ipsilateral se volvido mas efectiva y la contralateral decayé permaneciendo asi hasta los
168 dias. Encontramos buen desempefio en las extremidades contralaterales en los animales tratados
con melatonina sola y en combinacion con L-Dopa. Ambos grupos se notaron poco efectivos cerca
de los primeros 28 dias, posteriormente su tendencia a la mayor efectividad contintio hasta el

término del estudio tanto en extremidades contralaterales como ipsilaterales.

La extremidad ipsilateral en el grupo con combinacidon farmacoldgica fue practicamente igual a la
basal y al grupo control durante todo el estudio. Su lado contralateral comenzé en niveles bajos
respecto a la basal hasta los primeros siete dias, luego la tendencia a la mejoria la llevo a niveles
casi basales desde los 112 dias. El grupo tratado con melatonina tinica, comenzé en niveles
inferiores a los basales siete dias después de la lesion en la extremidad contralateral y 14 dias en la

ipsilateral, mejorando a niveles basales a los 140 dias en contralateral y 28 en ipsilateral.

Los organismos en la prueba de la escalera requieren de precision en su ejecucion, coordinacion e
integracion sensorimotora, haciendo uso de sus funciones motoras finas (Winkler et al., 2002). Se
distinguen al menos 3 movimientos complejos en esta accién incluso inducibles mediante
microestimulacion cortical en la rata. Movimiento de busqueda mediante el tacto con la palma hacia
abajo (pronacion) y el codo y el hombro flexionados rostralmente. Movimiento de sujecion por la
contraccion de los digitos y movimiento de retraccion caudal de la extremidad desde el hombro al
codo (Ramanathan et al., 2006) (Figura 20). Los movimientos siguientes consisten en girar la
mufieca con la palma hacia arriba (supinacion), dirigir la porcidon de comida hacia el hocico y
liberarla con ligera relajacion de los digitos (Galvan, 2000). Se piensa que la realizacion de estos

ultimos movimientos en tal secuencia es mas compleja, debido a la incapacidad para recrearse



mediante micro estimulacion cortical y a que en condiciones patologicas el tratamiento

farmacologico no revierte del todo la deficiencia de estos movimientos (Melvin et al., 2005).

Desplazamiento del codo hacia adelante
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Desplazamiento del codo hacia atras

Figura 20. Movimientos complejos ejecutados durante la accion de tomar alimento en la escalera. Al centro se muestra la secuencia de
movimientos en cada etapa y a la derecha la esquematizacion computarizada de la movilidad de las articulaciones. A. Busqueda,
caracterizada por el desplazamiento rostral del hombro y codo con ligero giro de la mufieca (pronacion). B. Movimiento de sujecion,
caracterizado por la contraccion simultanea de todos los digitos. C. Retraccion, caracterizada por el desplazamiento caudal del codo y la

pata. Las flechas indican la direccion del movimiento. Modificado de Ramanathan et al., 2006.

Estos movimientos son realizados de forma parecida en el hombre al realizar una tarea similar
(Figura 21), sin embargo en él, la jerarquizacion sensorial varia para formular una estrategia
adecuada para ejecutar la tarea. La ubicacion visual del objetivo es mas importante que el tacto y el
olfato (Whishaw et al., 2002) a diferencia de la rata en la cual, la principal guia sensorial es el

olfato, seguido del tacto y la vision (Montoya et al., 1991).

Figura 21. Movimientos requeridos en el humano para tomar una porcion de comida, en un ejercicio similar al de la prueba de escalera en

ratas. A) Comienzo desde la pronacion de la mano. B) Avance mediante la flexion del hombro y el codo, los digitos se abren en
proporcion al objeto a tomar. C) Asimiento por la contraccion de los digitos. D) Transporte del objeto con ligera supinacion y
mantenimiento de la presion de los digitos. El codo se contrae y se desplaza diagonalmente el antebrazo hacia la boca. E) Liberacion del
objeto relajando los digitos una vez que la mano se encuentra en posicion completamente supinada sobre la boca. F) Reposicion de la
mano en posicion de inicio con pronacion de la muileca y flexion del codo y giro del hombro en secuencia inversa. Modificado de

Whishaw et al., 2002.



En pacientes con EP y en ratas lesionadas unilateralmente con 6-OHDA, la realizacion de este
ejercicio es andmala y a pesar de que pueden ejecutar completa la secuencia de movimientos y
obtener el alimento exitosamente, el tiempo de ejecucion es mas largo y la coordinacion de las
partes del cuerpo es diferente en comparacion con los sujetos sanos. Los movimientos de
supinacion y pronacién son limitados y la fuerza de sujecion o contraccion de los digitos es menor a
los sujetos normales (Whishaw et al., 1997; Whishaw et al., 2002). El protocolo general para
motivar la ejecucion en esta prueba requiere de la, restriccion del alimento de forma que disminuya
el peso de la rata 10% de lo normal (Montoya et al., 1991). En estas circunstancias se produce
estado de ansiedad en las ratas, realizando movimientos rapidos poco precisos de las extremidades

dificultando la prueba de toma de alimento (Smith y Metz, 2005).

Existe diferencia en la topografia del procesamiento de la realizacion del movimiento y su
planeacion estratégica a nivel de ganglios basales y corteza (Melvin et al., 2005). El control
deficiente de los movimientos de las extremidades anteriores estd directamente relacionado con la
deplecion dopaminérgica en la parte ventrolateral del estriado (Salamone et al., 1993).
Aproximadamente dos semanas después de la lesion en el mfb, la degeneracion dopaminérgica en el
estriado comienza a manifestarse funcionalmente como rigidez y acinesia en las extremidades
(Chang et al., 1999). La recuperacion ipsilateral en el grupo lesionado puede ser el resultado de
diferentes procesos de compensacion ante la deplecion de DA, como el incremento en la
concentracion de DA en el espacio extracelular en el estriado contralateral después de 3 a 4 semanas
de la lesion. Incluso para auxiliarse al tomar el alimento las ratas desarrollan nuevas estrategias de
movimiento ipsilateral como aumento de la presion en los digitos, ademas de la inclinacion de la
cabeza, uso de la lengua y los dientes (Whishaw et al., 1997). En ratas lesionadas y en pacientes con
EP se manifiesta dafio en la sensibilidad olfatoria, siendo de mayores implicaciones en la rata por su

dependencia de esta capacidad para la localizacion del alimento (Montoya et al., 1991).

Los aciertos en la prueba de escalera (fragmentos comidos) se han correlacionado directamente con
el nimero de neuronas inmunorreactivas a TH en el hemisferio ipsilateral (Abrous et al., 1992;
Pavon et al., 1998). El estudio de Galvan correlaciona la deficiencia motora contralateral en la
prueba de la escalera con la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SN, de las fibras reactivas a
TH en el estriado ipsilateral y el mayor nimero de giros inducidos con apomorfina, asi como con la
disminuciéon de DA en el estriado ipsilateral (Galvan, 2000). La lesion con 6-OHDA en la via
dopaminérgica nigroestriatal produce alteraciones al sistema de recompensa procesado en el sistema

mesoestriatal. Estas alteraciones han sido propuestas como homoélogas de las producidas en pruebas



de secuenciacion y recompensa en pacientes con EP (Schultz, 2002). Las neuronas de la SNc
presentan alta actividad fasica ante sefiales que le permitan la prediccion de una recompensa, lo que
es de gran importancia en procesos de aprendizaje y secuenciacion sefial-recompensa pues esta
habilidad de aprendizaje se requiere intacta para el buen desempefio de una prueba basada en la
motivacion inducida por la privacion del alimento con alimento como recompensa y refuerzo
(Schultz et al., 1993; Winkler et al.,, 2002). La ruta nigroestriatal modula la plasticidad
corticoestriatal y ante el dafio en este sistema en la EP, se vuelve necesario el desarrollo de mas
entrenamiento para aprender una tarea especifica, por la necesidad de utilizacion de estrategias de
aprendizaje diferentes de la asimilacion en la memoria no declarativa procesada en el estriado,

dependiendo maés del sistema cortico hipocampal (Shohamy et al., 2008).

La L-Dopa administrada a pacientes con EP mejora la respuesta en pruebas de velocidad en la toma
de objetos sobre una superficie plana, pero no mejora la calidad del movimiento en la secuencia
completa. Mejora la proyeccion y retraccion del hombro y codo, asi como en la contraccion de los
digitos pero no las anormalidades en la pronacion y supinacion (Melvin et al., 2005). En periodos
“off”, las deficiencias de ejecucion de tareas de secuenciacion y aprendizaje son mas marcadas,
como secuela del deterioro del sistema dopaminérgico mesencefalico, el cual es propuesto como
sistema de correccion de errores. Este sistema se basa en el refuerzo de sefiales para el aprendizaje
que adquiere con cierta flexibilidad a través de la constante retroalimentacion de sefales y su
relacion con la obtencion de la recompensa (Shohamy et al., 2005). La administracion de L-Dopa
exogena aumenta la liberacion de DA en las neuronas dopaminérgicas remanentes (Harden y Grace,
1995), lo que explica el mejoramiento en la extremidad ipsilateral. Otro mecanismo propuesto para
la restitucion de DA en el estriado por la L-Dopa, es a través de la induccion de la liberacion de DA
en neuronas no dopaminérgicas que expresan la enzima dopa decarboxilasa (DDC) como las NEM
en sus proyecciones internas en el estriado, la glia (Miller y Abercrombie, 1999) y en las terminales
de neuronas serotoninérgicas en el estriado (Tanaka et al., 1999). Al parecer estos recursos no son
suficientes para mantener el beneficio farmacoldgico en el largo plazo posiblemente por el avance
de la degeneracion en el estriado y (Dowd y Dunnett, 2005; Shohamy et al., 2005) en el ntcleo

dorsal del Raphe de donde provienen las aferencias serotoninérgicas al estriado (Grandas, 2003).

Observamos movimientos repetidos y rapidos en el grupo lesionado sin tratamiento y tratado con L-
Dopa. La extremidad contralateral la movian poco y tendia a quedarse flexionada, un signo claro de
hipocinesia y rigidez, agitaban la extremidad ipsilateral sin sentido en el vacio, correspondiendo con

los resultados de Winkler y colaboradores (2002) con la manifestacion de dicinesia afectando



musculos axiales y proximales a las extremidades anteriores después de la denervacion
dopaminérgica en el estriado ventrolateral. Ellos indican que la manifestacion de estos movimientos
también se ve promovida por la predisposicion a la tolerancia a la L-Dopa, el nimero de neuronas
inmunorreactivas a TH o la disminucion en la union de DA a sus receptores, la sobreexpresion de
preproencefalina y prodinorfina ademas por procesos postsinapticos como la actividad de proteinas
FosB y AFosB acrecentada por la L-Dopa. El resultado de esta sobreexpresion de proteinas resulta
en la intermitente y anormal estimulacion de los receptores remanentes de DA sobresensibilizados
por la denervacion dopaminérgica nigroestriatal (Andersson et al., 1999). Se presenta
sensibilizacion local a la L-Dopa se da si la denervacion de la via nigroestriatal es superior al 80-95
% suprimiendo la DA en la porcion medial del caudado y putamen no pudiendo compensar la
pérdida dopaminérgica en la parte lateral del estriado (Winkler et al., 2002) lo que influye en la
manifestacion de Mia orolinguales, en los labios y en musculos axiales del cuerpo y la cabeza por

estar relacionados con la falta de DA en la porcion lateral del estriado (Andersson et al., 1999).

Los grupos tratados con la combinacién y con solo melatonina tuvieron buen desempefio en esta
prueba, por lo cual tal vez estos tratamientos tengan influencia sobre los mecanismos que causan el
déficit motor, permitiendo la restitucion de la DA en el estriado, la desinhibicion de los nucleos
talamicos (Talos et al., 2008), o la estimulacion del globo palido relacionada con la mejora en la
supinacion, pronaciéon y el movimiento de las puntas de los dedos (Melvin et al., 2005). En
pacientes con EP como en ratas lesionadas, el uso de las porciones proximales (hombro, codo y
brazo) al cuerpo es predominante sobre las distales (digitos, palma, mufieca), que realizan
movimientos reducidos. En la prueba de la escalera el movimiento de las porciones distales al
cuerpo es primario, incluso para la rapida ejecucion de la secuencia completa (Whishaw et al.,

2002).

En nuestro estudio los movimientos distales fueron mejorados en las extremidades contralaterales
de las ratas tratadas con melatonina y melatonina mas L-Dopa, sugiriendo la influencia de la
melatonina a nivel anatomico y funcional en el control de la presion, contraccion y proyeccion de
los digitos, la pronaciéon y supinacion de la palma de la pata. Puesto que la melatonina no altera el
patrén de alimentacion de los organismos bajo tratamiento, la toma de alimento no disminuy6 a lo
largo de 12 semanas de tratamiento en comparacion con los controles como lo indica el estudio de
Wolden (Wolden-Hanson et al., 2000), esto nos sugiere la motivacion persistente en los grupos
tratados con melatonina para la realizacion de la prueba a pesar de sus efectos sedantes reportados

por otros investigadores que pudieran disminuir la ansiedad (Shaw et al., 1973; Strassman et al.,



1991). El estudio de Singh y colaboradores sobre el efecto de la melatonina en ratas lesionadas con
6-OHDA, en la ejecucion de la prueba de escalera muestra mejoria en ambos miembros con
progresiva recuperacion cinco semanas después de la lesion, correspondiendo con nuestro estudio
en el que la recuperacion es constante. Su grupo con melatonina (500ug/kg i.p.) obtuvo el doble de
efectividad comparado con su control. Los autores sugirieren la posible estimulacion de la
melatonina sobre enzimas barredoras de radicales libres como SOD, glutation reductasa (GR) y
GPx, que intervendrian sobre los radicales libres formados a partir de la OHDA (Singh et al., 2006)
e incluso los de la L-Dopa (Rocchitta et al., 2006).

Conducta: Campo abierto
Los resultados obtenidos en el presente estudio, en el nimero de lineas cruzadas en el campo

abierto se muestran en la grafica 2.
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Gréfica 2. Resultados de la prueba de campo abierto. Se registré el nimero de lineas cruzadas en su desplazamiento. * Tratamientos vs

Lesion con 6-OHDA. @ L-Dopa/melatonina y Melatonina vs L-Dopa. ® L-Dopa/melatonina vs Melatonina. P< 0.05.

La actividad de los organismos del grupo control (I) en el campo abierto fue muy similar a la
evaluacion basal de todos los grupos (linea negra transversal). El grupo solo lesionado disminuyo
notablemente su actividad cruzando menos lineas que antes de la lesion durante todo el estudio. A
los 98 dias, no cruzaban mas de 5 lineas. El grupo con L-Dopa se mostré activo cruzando lineas casi
como en la evaluacion basal solo hasta 28 dias post lesion, pasado este tiempo sus desplazamientos
disminuyeron hasta estabilizarse a los 84 dias. El grupo con combinacion melatonina+L-Dopa

mostré decremento en su movilidad en el campo abierto hasta los 21 dias, a partir de entonces las



lineas que cruzaban aumentaron casi a niveles basales a los 98 dias manteniéndose estables el resto
del estudio. La actividad del grupo solamente con melatonina fue mas estable aun que el grupo con
la combinacion. Este grupo también disminuy6 su movilidad hasta los 21 dias y a partir de entonces

su actividad incremento a niveles casi basales a partir de los 42 y por el resto del estudio.

El campo abierto es una prueba en la que se puede evaluar la conducta motora gruesa sobre la cual
hay efectos por la lesion dopaminérgica y tratamientos farmacoldgicos aplicados (Metz et al.,
2000). Se presentan variaciones en la conducta exploratoria de hembras en el campo abierto,
iniciando con alta actividad, disminuyendo con el nimero de exploraciones después de habituarse al
lugar de la prueba. Las hembras normalmente se valen de referencias visuales externas para
orientarse en ¢l. Los ciclos estrales afectan la actividad exploratoria, durante el estro
incrementandola (Tropp et al., 2001), el ciclo en la rata generalmente dura entre 4 y Sdias (Illera et
al., 1991). Los organismos mantenidos bajo régimen de privacion de comida, manifiestan ansiedad,
reflejada en la mayor actividad locomotora y exploratoria (Smith y Metz, 2005), sin embargo la
habituacion al lugar puede disminuir la conducta exploratoria en las primeras evaluaciones en

condiciones control (Tropp et al., 2001).

La L-Dopa produce mejoria en el desplazamiento independientemente de la aparicion de los Mia en
los primeros 28 dias (Winkler et al., 2002) correspondiendo con el comportamiento en nuestro
estudio del grupo tratado con L-Dopa a los mismos tiempos, a pesar de la posterior disminucion.
Por otro lado, existen reportes sobre la reversion de la hipocinesia en pacientes con EP tratados con
altas dosis de melatonina (Anton-Tay et al., 1971). Incluso se ha observado que la melatonina
revierte los movimientos involuntarios anormales causados por la L-Dopa en ratones lesionados en
el estriado (Cotzias et al., 1971). La melatonina puede influir en el desplazamiento en el campo
abierto a través de la interaccion con receptores centrales de benzodiacepinas acoplados a
receptores de GABA tipo A, inhibiendo la liberaciéon de DA en el estriado por estimulacion de la
actividad GABAérgica (Tenn y Niles 1995). Su influencia por esta via podria indirectamente inhibir
la activacion de la adenilciclasa, y tal vez incluso a través de la participacion de receptores de DA
tipo D2 inhibir la formacion de AMPc en el estriado producto de la sobreactividad GABAérgica
(Tenn y Niles, 1995) e inhibir la liberacion de DA al estriado desde la SN (Dewey et al., 1992). La
benzodiacepina produce mejoria atenuando los episodios de dicinesia en pacientes con EP, pero
provoca varios efectos no deseados pues se llega rapidamente al umbral de resistencia al farmaco,

por lo que la melatonina en este sentido resulta una potente alternativa (Tenn y Niles 1995).



Brotto y colaboradores describieron alta actividad en ratas hembra sin lesion tratadas con
melatonina por 15 dias (aproximadamente 0.28mg por dia, por via oral) en la prueba de campo
abierto, comparadas con controles (Brotto et al., 2000). Otro estudio muestra aumento en la
actividad motora principalmente en la fase obscura del fotoperiodo y en menor proporcion en la
luminosa con dosis orales bajas de melatonina en ratas durante 12 semanas de tratamiento (Wolden-
Hanson et al., 2000). Estos hallazgos corresponden con la alta actividad de los grupos tratados con
melatonina sola y en combinacion en nuestro estudio. Puesto que el estriado ventrolateral tiene el
control de la locomocion (Dickinson et al., 1994), posiblemente los tratamientos con melatonina

influyan en la actividad de esta zona.

La grafica 3 ilustra los resultados en el acicalamiento durante la prueba de campo abierto por 10

minutos.
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Gréafica 3. Resultados de la prueba de campo abierto. Se registraron las veces que se acicalaron. * Tratamientos vs Lesion con 6-OHDA.

@ L-Dopa/melatonina y Melatonina vs L-Dopa. ® L-Dopa/melatonina vs Melatonina. P< 0.05.

En el acicalamiento en el grupo control no hubo diferencias significativas con las mediciones
basales durante todo el estudio (linea negra horizontal). El grupo Ginicamente lesionado disminuyé
el nimero de acicalamientos como todos los grupos a los 7 dias. 28 dias posteriores a la lesion se
mantuvo con tendencia estable de menos de 5 acicalamientos hasta los 168 dias. El grupo tratado
con L-Dopa aumenté el acicalamiento después de 7 dias de la lesion, con niveles muy similares a
los basales hasta los 56 dias, decayendo posteriormente sin recuperarse. El grupo tratado con la

combinacion de farmacos aument6 ligeramente el nimero de acicalamientos después de 7 dias,



llegando a niveles basales desde los 70 dias y por el resto del estudio. El grupo tratado solo con
melatonina mostrd recuperacion de esta actividad continua y progresivamente desde los 14 dias sin
llegar a los niveles basales correspondiendo con el estudio de Tenn y Niles de 1995, en el que el
acicalamiento en ratas lesionadas unilateralmente en el mfb tratadas con melatonina se mostré muy
similar al grupo control, y con el estudio de Izquierdo-Claros et al., de 2001 en el que se sugiere la
influencia de la melatonina (dosis subcutanea de 25ug/kg) en la regulacion de receptores de

somatostatina a nivel de la corteza frontal-parietal, para mantener los niveles de acicalamiento.

La contabilizacion del erguimiento se presenta en la grafica 4.
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Grafica 4. Resultados de la prueba de campo abierto. Se registraron las veces que se pararon sobre sus extremidades inferiores. *

Tratamientos vs Lesion con 6-OHDA. @ L-Dopa/melatonina y Melatonina vs L-Dopa. ® L-Dopa/melatonina vs Melatonina. P< 0.05.

Nuevamente los valores del grupo control no mostraron variaciones significativas a las basales de
todos los grupos (linea negra horizontal). El grupo solo lesionado disminuy6 paulatinamente el
nimero de erguimientos hasta los 70 dias cuando se estabilizaron sus valores muy inferiores a los
basales. El grupo con L-Dopa inicialmente fue el menos afectado en esta actividad hasta los 28 dias,
cuando se observo tendencia a la disminucion, incluso de forma similar al grupo solo lesionado
desde los 84 dias. El grupo con combinacion mantuvo valores ligeramente fluctuantes hasta los 42
dias, cuando comenzo la recuperacion notable pero inferior a los niveles basales estabilizandose
desde los 98 dias. El grupo con melatonina a pesar de mantenerse sub basal los primeros 28 dias,
mostré recuperacion al nivel basal por el resto del estudio. En condiciones control la ansiedad,

resultado de la privacion de comida, promueve los erguimientos en comparacion con ratas sin



privacion de alimento (Smith y Metz, 2005), sin embargo los erguimientos no se afectaron
marcadamente en el grupo tratado solo con melatonina. Brotto et al., (2000) reportd incremento
significativo en el erguimiento en ratas hembra tratadas con melatonina sin lesion comparadas con
su control. Es de destacar que ésta es la Unica variable (los erguimientos) contabilizada en nuestro
estudio, en que la monoterapia con melatonina se presentd mas estable que la combinacion. Se ha
reportado que el estriado ventrolateral tiene control sobre los erguimientos (Dickinson et al., 1994),
de manera que es posible que la melatonina ejerza accion directa o indirectamente sobre la actividad
del estriado ventralateral en los tratamientos en combinacién o con solo melatonina para mantener

los erguimientos en niveles casi basales.

El tiempo que los organismos se mantuvieron sin movimiento se ilustra en la grafica 5.
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Grafica 5. Resultados de la prueba de campo abierto. Se registr6 el tiempo que permanecieron sin movimiento (D). * Tratamientos vs

Lesion con 6-OHDA. @ L-Dopa/melatonina y Melatonina vs L-Dopa. ® L-Dopa/melatonina vs Melatonina. P< 0.05.

La linea horizontal negra (Grafica 5) refiere los valores del grupo control en el tiempo sin
movimiento en el campo abierto durante el estudio, mostrandose estable durante el mismo. La
tendencia a la acinesia se agudizo con el tiempo en el grupo lesionado sin tratamiento. Una vez mas
el grupo con L-Dopa comenz6 los primeros 21 dias con niveles basales pero incrementando el
tiempo sin movimiento a los 70 dias, estabilizandose desde los 112 dias para permanecer en estos
niveles el resto del estudio. El grupo tratado con la combinacion presentd valores muy similares al
grupo tratado con melatonina sola los primeros 14 dias. Posteriormente aumento su estatismo hasta

los 42 dias y se recuperd desde los 56 dias hasta el final del estudio. El grupo con melatonina tuvo



un punto mas alto de acinesia a los 28 dias a nivel incluso del grupo Gnicamente lesionado, para

luego mejorar su actividad a niveles basales desde los 56 dias.

La topografia de la disminucion de DA en el estriado es importante para la manifestacion de los
Mia siendo clave la deplecion del 95% en la parte medial del estriado (Winkler et al., 2002). La
porcion del estriado central esta directamente relacionada con la aparicion de Mia en la locomocion
(Andersson et al., 1999), zona en la que se ha encontrado menos deplecion dopaminérgica en
comparacion con la lateral estriatal (Winkler et al., 2002) y que ademas recibe aferencias de ATV
(Schwarting y Huston, 1996). En el presente estudio pudimos apreciar la manifestacion ocasional de
todos los Mia en los grupos con lesion sin tratamiento y tratado con L-Dopa; observamos posturas
distonicas y torsiones coreiformes axiales del tronco, cuello y cabeza. Se ha reportado que en
ocasiones en ratas bajo tratamiento cronico con L-Dopa, el giro espontaneo producido por la terapia
disminuye en duraciéon por la pérdida del reflejo de sensibilizaciéon de receptores de DA. Es
probable que tales alteraciones estén relacionadas con los periodos de resistencia “on-off” de
beneficio farmacologico en la terapia de largo plazo (Lindgren et al., 2007), por lo que podria
explicarse la creciente disminucion del movimiento en el grupo tratado con L-Dopa.
Esporadicamente se apreciaron movimientos involuntarios orolinguales y de rigidez en la
extremidad contralateral anterior en el grupo con combinacién de melatonina+L-Dopa, sugiriendo
la posible disfuncion a nivel del estriado lateral (Andersson et al., 1999). Posiblemente el
tratamiento con melatonina disminuya solo parcialmente el dafio en las neuronas de la SNc lateral
que se proyectan a esta parte del estriado a pesar de ser de las ultimas en degenerarse (poco después
de 96 horas de la lesion) (Zuch et al., 2000) dado que el inicio del tratamiento fue varias horas
después. En la prueba de campo abierto, el tiempo sin movimiento se redujo y el desplazamiento, el
acicalamiento y el erguimiento se incrementaron con el tiempo de tratamiento con melatonina en
combinacion o sola. La facilitacion del movimiento es un efecto complejo de la melatonina y en las

hembras que se ve influenciado por los niveles estrogénicos (Brotto et al., 2000).

Conducta: Vigas
Se analizaron los tiempos de desplazamiento sobre vigas. Los resultados se muestran en las graficas
6 A y B. En ambas vigas el grupo control se marca con la linea negra transversal por la

homogeneidad de sus tiempos a lo largo del estudio.
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Grafica 6A. Resultados obtenidos en el camino ascendente sobre la viga de equilibrio de 6mm de espesor. * Tratamientos vs Lesion con

6-OHDA. @ L-Dopa/melatonina y Melatonina vs L-Dopa. ® L-Dopa/melatonina vs Melatonina. P< 0.05

En la viga de 6mm de espesor (Grafica 6A) el grupo lesionado sin tratamiento mostrd los tiempos
mas amplios de recorrido durante la mayor parte del estudio. El grupo con L-Dopa se mantuvo en
los tiempos basales los primeros 56 dias para posteriormente disminuir la rapidez de su ascenso sin
volver a los niveles basales, siendo sus tiempos muy similares al grupo exclusivamente lesionado en
el mismo periodo hasta el final del estudio. El grupo con tratamiento combinado presentd tiempos
de recorrido muy inferiores a los basales hasta los 84 dias, tiempo en que se recuperd llegando a los
niveles basales por el resto del estudio. En el caso del grupo con melatonina, éste se mantuvo
fluctuante hasta los 84 dias, posteriormente se recuperd y a los 112 dias alcanzo los tiempos basales

y los supero.

Los tiempos en la viga de 12mm (grafica 6B) reflejan las mismas tendencias, con tiempos siempre
altos en el grupo lesionado sin tratamiento, mismo que se estabilizo a los 21 dias. El grupo con L-
Dopa, que inici6 con tiempos similares a los basales hasta los 28 dias, tendi6 a la prolongacion de
sus tiempos de recorrido hasta el final del estudio obteniendo resultados iguales que el grupo con
lesion sin tratamiento de los 140 a los 168 dias. En cuanto a los grupos tratados con melatonina, se
comportaron de manera muy similar, recuperandose a partir de los 14 dias y logrando tiempos
basales desde los 70 dias y hasta el final del estudio; logrando mejorar los tiempos basales en las

ultimas dos evaluaciones en el caso del tratamiento solo con melatonina.
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Grafica 6B. Resultados obtenidos en la viga de 12mm de espesor. * Tratamientos vs Lesion con 6-OHDA. @ L-Dopa/melatonina y

Melatonina vs L-Dopa. ® L-Dopa/melatonina vs Melatonina. P< 0.05

En esta prueba, el desplazamiento ascendente exige mantenerse sobre la viga y avanzar sin caer. La
precision de las ratas en esta actividad (funcién motora fina) es evaluada para analizar alteraciones
motoras (Phillips et al., 1997) permitiendo observar movimientos estereotipados espontaneos asi
como la coordinacion (Jinnah y Hess, 2004), disfuncion sensorial y cognitiva (Allbutt y Henderson,
2007). Ratas privadas de alimento normalmente presentan bajos tiempos de recorrido en una viga
horizontal en comparacion con ratas con libre acceso al mismo (Smith y Metz, 2005), lo que sugiere
la presencia de un estimulante para el desplazamiento sobre las vigas en todos los grupos aunada a
su aversion natural a los espacios abiertos, la principal motivacion para la prueba (Allbutt y

Henderson, 2007).

El entrenamiento y la habituacion al aparato no reducen el tiempo total para cruzar la viga en el
condiciones control, la latencia se incrementa a medida que los animales refuerzan el
entrenamiento, sin embargo con la experiencia se reduce el tiempo de desplazamiento compensando
el retraso inicial, asi al habituarse al aparato la ansiedad disminuye y con ello la motivaciéon para
llegar al extremo de la viga en donde se encuentra la caja donde habitan (Allbutt y Henderson,
2007). En nuestro estudio el grupo lesionado sin tratamiento tendié a incrementar los tiempos de
recorrido correspondiendo con reportes anteriores sobre hembras lesionadas en los que encontraron
relacion dosis dependiente de la toxina con el aumento en el tiempo de inicio del movimiento o

latencia y en el tiempo total de transcurso en una viga horizontal (Truong et al., 2006; Allbutt y



Henderson, 2007). Ellos apelan a la sobreexcitacion del nicleo subtaldmico que proyecta al nucleo
entopeduncular y al SNr como causantes de la sobreinhibicion del talamo y la corteza, lo cual
produce deficiencias motoras en las extremidades (Truong et al., 2006), ademas la estimulacion de
la SNr bloquea la actividad del NPP produciendo rigidez y alteraciones en el paso (Takakusaki,

2008).

El dispositivo que utilizamos implicé mayor dificultad para su ejecucion por la marcada diferencia
en el espesor de las vigas que se usaron (6 y 12 mm) respecto de los estudios mencionados. Ademas
de que las vigas eran mas delgadas, se colocaban diagonalmente a 25° con respecto al piso. Tal
posicion implica mayor esfuerzo para mantener una posicion estable. Ya otros estudios muestran el
deterioro en la SN¢ y su pérdida de inmunorreactividad a TH relacionada con el aumento en el
tiempo de latencia en el ascenso sobre vigas inclinadas de diferentes grosores en ratas lesionadas
con 6-OHDA en mfb en comparacion con los controles (Avila-Costa et al., 2007a). En el grupo solo
lesionado y el tratado con L-dopa la estrategia utilizada para el ascenso fue marcadamente diferente
de los grupos tratados con la combinacion o inicamente con melatonina. Utilizando principalmente
las extremidades inferiores y posteriores ipsilaterales para desplazase, interrumpian frecuentemente
su ascenso y se resbalaban debido a la poca fuerza de sujecion de los digitos por la lesion (Whishaw
et al., 2002) misma que no es revertida por la L-Dopa (Melvin et al., 2005). La aguda degeneracion
de la SNc producida por la lesion en el mfb reduce considerablemente el tiempo de beneficio
terapéutico de la L-Dopa (Winkler et al., 2002). A su vez la alta tolerancia que pueden presentar
algunos organismos a la L-Dopa puede hacer necesaria la administracion de dosis mas altas de ésta,
causando con el tiempo estrés oxidativo y por consiguiente incremento en la neurodegeneracion de
las neuronas dopaminérgicas (Maharaj et al., 2005). Los grupos tratados con melatonina en
combinacion y sola y el grupo control subian alternando los pasos de las extremidades ipsi y
contralaterales aunque con un periodo de latencia alto antes de comenzar a desplazarse. De alguna
manera la melatonina contribuyd a la recuperacion de la fuerza de los digitos y la capacidad de
coordinacion del movimiento de las extremidades ipsi y contralaterales para evitar el recurso de
arrastrar la extremidad contralateral como en el grupo lesionado sin tratamiento y el tratado con L-

Dopa.

Citologia: Método de Golgi
La grafica 7 ilustra la pérdida de espinas dendriticas en el estriado ipsi y contralateral en todos los

grupos.
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Grafica 7. Media del numero de espinas dendriticas encontradas en dendritas secundarias de NEM del cuerpo estriado de muestras
tratadas mediante impregnacion con Nitrato de plata por el método de Golgi. I=ipsilateral, C=contralateral. * Grupos experimentales vs
Control; # Tratamientos vs Lesion sin tratamiento; + L- Dopa/Melatonina y Melatonina vs L-Dopa; @ L-Dopa/Melatonina vs

Melatonina. P< 0.05

En el grupo control no se aprecid perdida significativa de espinas en ningln lado del estriado. La
pérdida de espinas en el lado contralateral en el grupo tratado solo con L-Dopa no fue diferente
significativamente de la encontrada en el grupo con lesion sin tratamiento y fue mayor en el lado
ipsilateral respecto de todos los grupos. La disminucion de espinas dendriticas en las NEM ipsi y
contralaterales del grupo tratado con melatonina y L-Dopa fue significativamente menor que
cualquier grupo a excepcion del control. El grupo tratado solo con melatonina presenté disminucion
de espinas ipsi y contralaterales significativamente menor en comparacion con la pérdida ipsi y

contralateral del grupo tratado con L-dopa y el lesionado sin tratamiento.

En condiciones de estrés severo o cronico hay pérdida de espinas dendriticas (Jones et al., 2003),
jugando un papel importante en la neurodegeneracion, manifestando incluso alteraciones en la
memoria (Colin-Barenque et al., 1999; Avila-Costa et al., 1999, Avila-Costa et al., 2007b). El dafio
por la 6-OHDA se aprecia en la pérdida de espinas dendriticas de las NEM en el estriado ipsilateral
(Ingham et al., 1998; Reum et al., 2002), siempre mayor en el lado ipsilatera aunque no excluye el
dafio contralateral en menor medida probablemente debido a las fibras nigoestriatales que se
proyectan sobre el estriado contralateral cruzando de hemisferio a hemisferio (Schwarting y Huston,
1996). Esta asimetria corresponde con los resultados de Ingham y colaboradores de 1998, en donde

la pérdida de espinas dendriticas de las NEM del estriado ipsilateral es mayor comparada con la



contralateral en ratas lesionadas con 6-OHDA. Se ha reportado que después de la lesion
nigroestriatal se presenta sobreactividad glutamatérgica en el estriado, que puede ser revertida
temporalmente con el tratamiento cronico con L-Dopa (hasta 21 dias del inicio del tratamiento) y
restaurar bidireccionalmente la plasticidad sinaptica en un proceso mediado por receptores D2,
inhibiendo la transmision glutamatérgica, aunque el beneficio no persiste mas alla de este tiempo

(Picconi et al., 2004).

La pérdida podria ser un recurso para evitar la sobreexcitacion glutamatérgica, ante la
sobreactividad de éstas en las sinapsis con las NEM del estriado ocasionada por la carencia
dopaminérgica (Ingham et al., 1998). Después de la lesion se produce incremento en la transmision
glutamatérgica en el estriado, cuando hay grandes concentraciones de glutamato en el espacio
extracelular las espinas se contraen, se pierden o muere la neurona por excitotoxicidad en forma
dosis dependiente (Smythies, 2002). La melatonina puede regular la liberacion de glutamato y
neutralizar la produccion de radicales libres por su detoxificacion (Maharaj et al 2007).
Posiblemente éste sea uno de los mecanismos en los que la melatonina reduzca la pérdida de
espinas ipsilaterales. Se ha visto que la pérdida de espinas esta ligada con la drastica disminucién en
la disponibilidad de sus aferencias (Fiala et al., 2002) o por la disminucion de factores neurotroficos
como BDNF, ambos procesos en los que la melatonina puede influir ya sea en la supervivencia
neuronal o en la induccion en la sintesis de BDNF (Rodriguez et al., 2004; Reiter, 2003; Sharma et
al., 2006; Avila-Costa et al., 2007a; Borgal et al., 2007) ademas las espinas pueden contraerse o

modificar su crecimiento en estas circunstancias (Avila costa et al., 2004).

Citologia: Inmunocitoquimica anti-TH

El ntimero de neuronas inmunopositivas para TH en la SNc se observa en la grafica 8.



Media del nimero de neuronas+ ES

Grafica 8. Media del nimero de neuronas inmunorreactivas a TH en la SNc. I=ipsilateral, C=contralateral. * Grupos experimentales vs
Control; # Tratamientos vs Lesion sin tratamiento; + L- Dopa/Melatonina y Melatonina vs L-Dopa; @ L-Dopa/Melatonina vs

Melatonina. P< 0.05.

El grupo control no present6 pérdida de neuronas inmunorreactivas a TH en la SNc contraleteral e
ipsilateral. La pérdida en el lado contralateral del grupo con combinacion terapéutica no fue
significativamente diferente del control y si de la de los otros grupos. El grupo con melatonina sola
tuvo menor pérdida de neuronas contralaterales que los grupos con L-Dopa y lesion sin tratamiento
que tuvo el dafio mas considerable. La SNc ipsilateral fue la mas afectada en todos los grupos
experimentales. Los tres tratamientos revirtieron significativamente dicha pérdida, siendo mas
efectivos los tratamientos con melatonina (sin diferencias significativas entre si) en comparacion
con el de L-Dopa. Los cortes coronales representativos del mesencéfalo se presentan por

tratamiento en las figuras 22 A-D.



Figura 22A.SNc de organismos lesionados con 6-OHDA sin tratamiento. B.Tratados con L-DOPA. C. Tratados con Melatonina+L-Dopa.
D. Tratados con Melatonina Inmunocitoquimica anti-TH (izquierda, SNc¢ izquierda; derecha, SNc derecha) (100X).

La lesion unilateral en el mfb reduce el nimero de neuronas ipsilaterales inmunorreactivas a TH en
la SNcy enel ATV enun 98 y 85 % respectivamente (Dowd y Dunnett, 2005; Allbutt y Henderson,
2007). Se piensa que uno de los mecanismos compensatorios de restitucion de DA en el estriado en
pacientes con EP es su aporte a través del sistema mesolimbico cortical a través del ATV (Shohamy

et al., 2005). Este sistema relacionado en procesos emocionales y cognitivos (Alexander et al.,



1986) podria disminuir su capacidad compensatoria al degenerarse el ATV y la porcion ventral
estriatal con la progresion de la enfermedad (Shohamy et al., 2005). En la SNc¢ contralateral a la
lesion se han encontrado niveles de TH mas altos que en animales control mostrando una regulacion
dindmica en la sintesis de TH cuando un hemisferio es dafiado y un mecanismo de comunicacion

que permite esta modificacion compensatoria en el lado contralateral (Kozlowski et al., 2004).

En nuestro estudio pudimos apreciar que en el grupo tratado solo con melatonina, las neuronas TH-
positivas remanentes en la SNc ipsilateral predominaban en las porciones ventrales y laterales pero
no se marcaban sus neuritas (Figura 22D). El tratamiento con melatonina+L-Dopa mostr6 un patrén
similar pero algunas de estas neuronas remanentes presentaban marcaje en sus proyecciones (Figura
22C). Algunas neuronas pierden el fenotipo de sintesis de TH pero no mueren, mientras que otras
en proceso apoptdtico mantienen la sintesis de TH (Rodriguez et al., 2004), de hecho la melatonina
puede retrasar el proceso apoptético (Reiter et al., 2003) y puede incrementar la actividad de la TH
por varios procesos como por interaccion directa con la proteina cinasa C-o (PKC-a) prescindiendo
de la interaccion con su receptor estimulando la accion de la PKC e interacciona con calmodulina
(CaM) influyendo en el arreglo del citoesqueleto, en microtibulos, microfilamentos y filamentos
intermedios (Anton-Tay et al., 1998). También por interaccion con el GDNF, un potente factor de
supervivencia de neuronas dopaminérgicas, puede estimular la TH, promover la expresion de genes
que codifican TH, GDNF vy la liberacion del tltimo en el estriado contralateral y la regulacion de su
concentracion en el ipsilateral (Sharma et al., 2006). De esta forma la posible induccion de la
sintesis de TH en los tratamientos de melatonina sola y en combinacion no solo favoreceria la
sintesis de DA si no también la estabilizacion del citoesqueleto y la promocion de la supervivencia
celular (Sharma et al., 2006). La activacion de la TH en el estriado a través de la activacion de su
receptor metabotropico MT1, activa la ruta MAPK/ERK, implicada también en la regulacion del
crecimiento de las neuritas y la expresion de marcadores o guias de crecimiento neuronal

(McMillan et al., 2007).

En el modelo de 6-OHDA es relevante la capacidad de la melatonina como quelante de metales
como el fierro (Limson et al., 1998) pues este metal es importante para la autooxidacion de la
toxina (Schwarting y Huston, 1996) ademas, la melatonina incrementa los niveles de mRNA y la
actividad de las enzimas barredoras de radicales libres SOD y GPx (Lin y Ho, 2000) y puede evitar
la autooxidacion de la L-Dopa y la DA a través del carbono 2 del anillo del indol en su estructura,
que podria atrapar radicales OH- (Reiter et al., 2003). La proteccion de la melatonina en la

autooxidacion de la L-Dopa en el espacio extracelular en el estriado la hace un candidato viable



para la terapia conjunta de melatonina+L-Dopa (Rocchitta et al., 2006) y como barredor de
radicales libres incluido el NO, ya que ademas bloquea a la liberacion de L-Dopa dependiente de
tetrahidrobipterina como cofactor de la oxido nitrico sintasa (Abreu-Gonzalez et al., 2006), asi la
melatonina como tratamiento podria inhibir la liberacion de L-Dopa en el estriado evitando su
acumulacion en el espacio extracelular en el caso del tratamiento combinado con L-Dopa y su

posible autooxidacion.

Por otro lado, el hidroxilo en el carbono 3 del anillo de catecol de la DA es altamente oxidable pero
su metabolito 3-O-metildopamina formado enzimaticamente por la COMT resulta menos citotoxico
por ser menos oxidable. De la misma manera la L-Dopa, aunque menos reactiva puede
transformarse enzimaticamente por la COMT en un compuesto metilado menos oxidable, el 3-O-
metildopa (Miller et al., 1996). Este mecanismo de metilacion es importante en la mitocondria
donde la produccion de radicales libres es alta y la metabolizacion de catecolaminas pueden
desestabilizar el balance homeostatico. La DA aumenta su capacidad autooxidante al incrementar su
concentracion (3-100uM), pero la L-Dopa a bajas concentraciones (3-10 pM) es altamente
susceptible de autooxidacion, revirtiéndose esta tendencia de 10 a 100uM, incluso mostrando cierta
actividad antioxidante de su metabolito 3-O-metildopa (Miller et al., 1996). Esto podria explicar la
diferencia significativa en el nimero de neuronas inmunorreactivas en la SNc contralateral entre el

tratamiento con la combinacion y el de L-Dopa sola (Grafica 8).

El sustrato principal para la ortometilacion realizada por la COMT es la S-adenosilmetionina
(SAM) misma que se sintetiza menos en ratas adultas (Stramentinoli et al., 1977) disminuyendo la
capacidad de la ortometilacion de catecolaminas a productos menos reactivos. La produccion de
melatonina también se reduce con la edad incrementando la susceptibilidad celular a el dafio
oxidativo del metabolismo normal (Ng et al., 2004) por lo que su administracion exégena influye en
la severidad del efecto de la toxina. La capacidad lipofilica de la melatonina le permite el paso por
las membranas celulares incluso a la mitocondria donde incrementa la actividad de los complejos 1
y IV de manera dosis-dependiente (Martin et al., 2000). Brotto y colaboradores proponen que la
melatonina podria poseer efectos en la mitocondria como un buffer, amortiguando la variacion la
concentracion de iones, lo cual podria disminuir la autooxidacion de la L-Dopa y la capacidad de la
6-OHDA para inhibir la respiracion mitocondrial (Brotto et al., 2000). La capacidad de la
melatonina y sus metabolitos de barrer radicales libres neutralizaria la eventual degradacion de la 6-
OHDA por oxidacion o por la via enzimatica (Sharma et al., 2006). El hecho de haber encontrado

degeneracion celular en la SNc y en las NEM en los grupos con melatonina se debe posiblemente a



que los tratamientos comenzaron varias horas después del punto mas alto de toxicidad de la 6-

OHDA a las 48 horas, impidiendo la prevencion del dafo (Zuch et al., 2000).

En el presente estudio, todas las pruebas conductuales manifestaron beneficio inicial en la alteracion
motora y deterioro posterior correspondiente con los estudios de 5 afios (Markham et al., 1974;
Rascol et al., 2000) y de 10 afios de terapia con L-Dopa en pacientes con EP (Lees et al., 2001),
tales estudios reportan principalmente episodios drasticos de dicinesia. En nuestro estudio, el
seguimiento de la progresion de los efectos de los tratamientos por 168 dias representa entre el 10 y
15% de la expectativa de vida de una rata en condiciones de laboratorio (40-56 meses) (Illera et al.,
1991), proporcion muy similar a la que abarcan los estudios de largo tiempo de terapia con L-Dopa
en humanos mencionados arriba (entre 6 y 14% de la expectativa de vida de los pacientes). La
evolucion conductual derivada de las terapias aplicadas mostrdé que la combinacion de
melatonina+L-Dopa ofrece el mayor beneficio farmacologico comparado con la terapia por
separado de ambos farmacos evidenciando que los mecanismos farmacologicos son diferentes para
cada tratamiento pues la supervivencia celular y la pérdida de espinas dendriticas no fue la misma
aun entre los tratamientos con melatonina. Podemos inferir que los primeros 56 dias son criticos en
la evolucidon de los tratamientos y su beneficio o perjuicio terapéutico, al punto en que a los 84 dias
de tratamiento las condiciones particulares de cada tratamiento tienden a estabilizarse. Los
resultados obtenidos sugieren que el tratamiento oral con melatonina puede ser viable para su
administracion por los beneficios conductuales y citologicos, evitando otras vias de administracion

mas dolorosas o incomodas.

Si bien la enfermedad se manifiesta principalmente en la vejez, el modelo con 6-OHDA en el mfb
produce degeneracion aguda de la SNc comparable a estadios avanzados de la enfermedad,
volviendo nuestros datos relevantes en el conocimiento de la progresion de largo plazo en las
terapias aplicadas. Los mecanismos especificos y la identidad de las estructuras y procesos
involucrados en el beneficio farmacologico de la melatonina no se conocen. Nuestro estudio
propone su relevancia para futuras investigaciones a fin de conocer los procesos que intervienen en
la neurodegeneracion de los ganglios basales y de desarrollar una terapia farmacologica que

disminuya el dafio ocasionado por la monoterapia con L-Dopa.



7. CONCLUSION

Los grupos tratados oralmente con melatonina sola y en combinacion con L-Dopa obtuvieron
mayor precision motora en la prueba de la escalera y de la viga ademas del mejor desempefio en la
prueba de campo abierto en comparacion con el grupo solo lesionado y el tratado con L-Dopa.
Ambos tratamientos indujeron la recuperacion del dafio citologico producido por la 6-OHDA
después de 168 dias de tratamiento, pero el tratamiento con la combinacion de melatonina+L-Dopa
fue el mas efectivo en la disminucion de alteraciones producidas por la toxina en todos los

parametros medidos.
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9. APENDICE

9.1.Perfusion intracardiaca via adrtica

Perfusion para una rata
Preparacion de 200 ml de Fijador de paraformaldehido y glutaraldehido al 2% (A+B) y 200 ml de solucion

salina isotdnica al 9% (C).

Solucién A (y Buffer PBS) Solucion B

Reactivo Cantidad Reactivo Cantidad
Agua destilada 150 ml Agua destilada 100 ml
Fosfato monobasico 0.612¢ Paraformaldehido 49

Fosfato dibasico 3.534 ¢ Hidroxido de sodio 2 a 3 hojuelas
Cloruro de sodio 0.208 g Glutaraldehido al 50% 8 mi

Para la preparacion de la solucién A se pesan las cantidades especificadas y se mezclan homogéneamente.
Una vez preparada, se toman 50ml de esta solucion y se le agregan 50 ml de agua destilada para obtener
una solucion a 0.1M que se ajusta a Ph=7.4 (Buffer PBS) para utilizarlo en los lavados del tejido en la
prueba inmunocitoquimica anti-TH. Los 50ml restantes son la solucién A, que se mezclara con la solucién

B para la preparacion del fijador.

La solucion B se prepara calentando los 100 ml de agua destilada a 50° C para facilitar la disolucién del
hidréxido de sodio y el paraformaldehido. Una vez que se obtiene una mezcla homogénea transparente se
enfria a 24° C y se agrega el glutaraldehido. La solucion resultante es B, ésta se mezcla con la solucién A
para obtener el fijador a 0.1 M. El Ph se ajusta a 7.4; puede hacerse agregando pequefias cantidades de una

solucion de hidréxido de sodio si la mezcla es muy &cida, o de &cido clorhidrico si es muy bésica.

Solucion C (Salina al 9%)

En 200 ml de agua destilada se disuelven 1.8 g de cloruro de sodio.

Una vez preparado el fijador se coloca en un extremo de la bomba peristaltica y se comienza a bombear
antes de comenzar la perfusion hasta eliminar burbujas de aire en el dispositivo. Posteriormente se coloca
en el otro extremo la solucién salina y se repite el procedimiento para eliminar burbujas. La perfusion
comienza con el bombeo inicial de la solucién salina y posteriormente del fijador. Ya extraidos los

cerebros, se conservan en un vial de cristal conteniendo fijador por lo menos un dia en refrigeracion.



9.2.Inmunocitoquimica anti-TH

De los cerebros extraidos se hacen cortes coronales de 50 um de espesor del cuerpo estriado
(nucleo caudado) y de la sustancia nigra en el vibratomo.

Se 3 hacen lavados con PBS (ver preparacién de PBS en 9.1) de 10 minutos cada uno con
agitacion. En cada lavado, cada porcion de tejido (lado derecho, lado izquierdo, nigra o estriado)
se lava en aproximadamente 1ml de PBS o de TRIS cuando asi se indica.

3 lavados con TRIS de 10 minutos cada uno (1.51g de TRIS en 100 ml de agua destilada ajustado
a Ph=7.4)

Los cortes se sumergen en H,O; al 3% (9ul de H,O,/ 1ml de TRIS) mas metanol al 10% (100pl
de metanol / 1ml de TRIS) durante 30 minutos.

3 lavados con TRIS de 10 minutos cada uno con agitacion.

Se sumergen los cortes en borhidrido de sodio al 1% en TRIS (0.01g de borhidrido de sodio en
1ml de TRIS) durante 30 minutos con agitacion. Utilizar guantes cubreboca y bata. Preparar en
la obscuridad. El vial debe ir cubierto con papel aluminio y la disolucion debe hacerse bajo la
campana de extraccion.

3 lavados con TRIS de 10 minutos cada uno con agitacion.

Sumergir los cortes en una mezcla de TRIS con 3% de suero normal de cabra y 0.3% de triton por
una hora con agitacion (30ul de suero normal y 30ul de tritdn por cada ml de TRIS. El triton
previamente se diluye en proporcion 1:10 para su facil manejo).

Incubar tejido en una alicuota (1:1) de anticuerpo primario anti-TH (Ab 1° anti-TH) en TRIS
(1:1000) y 1% de suero normal de cabra por tres dias en refrigeracion a 4° C (en una alicuota de
Ab 1° anti-TH se agrega 1ml de TRIS y 10ul de suero normal de cabra).

3 lavados con TRIS y suero normal de cabra (10ul de suero por cada 1ml de TRIS) de 10 minutos
cada uno con agitacion.

Se incuba el tejido por dos horas a temperatura ambiente el anticuerpo secundario anti-
inmunoglogulina 1gG de conejo (Ab 2° anti-IgG) (1:200) en TRIS mas 1% de suero normal de
cabra con agitacion (5ul de Ab 2°y 10l de suero normal de cabra por cada 1ml de TRIS).

3 lavados con TRIS de 10 minutos cada uno con agitacion.

Se incuba el tejido en avidina-biotina (1:200) por dos horas a temperatura ambiente (6ul de
avidina 'y 6l de biotina por cada 1ml de TRIS)

3 lavados con TRIS de 10 minutos cada uno con agitacion.

Incubar el tejido en 3-3diaminobenzidina (DAB) al 0.05% y 0.03 de H,O, (una pastilla de DAB se
disuelve en 400l de agua destilada; se hacen cuatro alicuotas de 100l cada una). Una vez hechas
las alicuotas se pone una en 11ml de TRIS. Se incuba el tejido con 1000pl de esta mezcla mas 3l

de H,O, y 100pl de sulfato de niquel al 40% (0.04g de sulfato de niquel amonio hexahidratado en



un 1ml de agua bidestilada). Usar guantes y cubreboca. Todo el material en contacto con DAB se
debe de sumergir en agua con cloro.

3 lavados con TRIS de 10 minutos cada uno con agitacion.

Montar los cortes en portaobjetos previamente gelatinizados y dejarlos secar un dia.

Se prepara una bateria de vasos de Coplin con alcohol a diferentes concentraciones y xilol. Se
sumergen los portaobjetos con el tejido durante un minuto en cada vaso. La bateria se ordena
como sigue: dos recipientes con alcohol al 70%, dos al 96%, dos al 100% y finalmente dos
recipientes con xilol.

Se aplica resina para microscopia de luz a la preparacion y se coloca el cubreobjetos sin dejar

burbujas.

9.2.1.Gelatinizacion de portaobjetos

e Seincluyen portaobjetos en una solucion de etanol-acido gliacilacético por dos horas.
e Lavar con agua destilada.

e Incluir en solucién de gelatina por una hora en un horno a temperatura media.

e Sacarlosy escurrirlos.

e Regresarlos a horno una hora.

e Sacarlos y dejarlos al aire libre hasta que se sequen.

9.3.Impregnacion con nitrato de plata, método de Golgi

Del tejido del telencéfalo inmediatamente posterior al seleccionado para obtener el cuerpo estriado
para la prueba inmunocitoguimica, se secciona una porcion coronal de aproximadamente 300um
de espesor que contiene parte del cuerpo estriado de cada cerebro. Se lavan en PBS y se sumergen
en una mezcla de tetradxido de osmio-dicromato de potasio (1g de OsO; y 8g de K,Cr,0; en
300ml de agua bidestilada) por siete dias a temperatura ambiente en obscuridad.
Aproximadamente 10ml de la solucion por corte.

3 lavados con nitrato de plata al 0.75% (0.75g de nitrato de plata / 100ml de agua bidestilada). La
solucion vira a color rojizo inicialmente aclarandose en los altimos lavados. Se conservan por 24
horas a temperatura ambiente en la misma solucion en oscuridad en un recipiente bien cerrado.
Una vez retirado el exceso de nitrato de plata con papel filtro, los cortes se encastran en un blogue
de parafina, para poder realizar los cortes coronales en el microtomo de aproximadamente 120um
de espesor. La parte expuesta del tejido se bafia constantemente con alcohol al 95% a la vez que se
lubrica la cuchilla durante el corte. El tejido es muy fragil por lo que debe procurarse el mayor

cuidado posible.



Los cortes se tratan en una bateria de cajas de petri como sigue: deshidratacion en dos bafios de
alcohol absoluto de 10 minutos cada uno; aclaracion en un bafio con esencia de clavo durante 10
minutos y dos bafios en xilol como medio intermediario con la resina.

Montaje en portaobjetos, aplicacion de resina sintética para microscopia de luz y colocacion de

cubreobjetos sin dejar burbujas.



ABREVIACIONES

6-OHDA 6-hidroxidopamina

ATV Area tegmental ventral

AMPc Adenosin monofosfato ciclico

BDNF factor neurotrofico derivado del
cerebro

BH, tetrahidropteridina

CTE cadena de transporte electronico

D1 (-5)* receptor de dopamina tipo 1 (a 5)*
DA dopamina

DAT transportador de dopamina

DDC Dopa decarboxilasa

E epinefrina

EP enfermedad de Parkinson

GB ganglios basales

GDNF factor neurotrofico derivado de células
gliales

GPe globo palido externo

GPi globo palido interno

GPx glutation peroxidasa

GR Glutation reductasa

GSH glutation reducido

H,O, perdxido de hidrégeno

MAO monoaminooxidasa

Mia Movimientos involuntarios anormales
MPP* ion 1-metil-4fenil-2,3-

dihidropiridinium

MPTP metil-fenil-tetrahidropiridona
MRI Imagen de resonancia magnética
NADH Nicotinamida adenindinucle6tido
reducido

NADPH Nicotinamida adenindinucle6tido
fosfato reducido

NE norepinefrina

NEM Neuronas espinosas medianas
NO: oxido nitrico

NPP nucleo pedinculopontino

NST nucleo subtalamico

O, anidn superoxido

OH' radical hidroxilo

ONOQ" anién peroxinitrito

PLP piridoxal fosfato

RML region mesencefalica locomotora
SM Sistema motor

SME Sistema motor extrapiramidal
SMP Sistema motor piramidal

SNC Sistema Nervioso Central

SN Sustancia nigra

SNc Sustancia nigra parte compacta
SNr Substancia nigra parte reticulada
SOD superdxido dismutasa

TH tirosina hidroxilasa

VHS virus de herpes simple
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