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4. RESUMEN

El t ratamiento p rolongado c on Lev odopa (LD) en la enfermedad de P arkinson es ta
limitado por el desarrollo de di scinecias inducidas por LD (DIL). Sin em bargo, es tudios
recientes han s ugerido que la manipulacion farmacolédgica del sistema endocanabinoide
puede ser una valiosa herramienta terapéutica para suprimirlas DIL. Por lo tanto, por
medio de la lesién con 6-OHDA en ratas evaluamos la c apacidad del rimonabanto la
capsacepina en combinacion con LD respecto a: (1) la severidad de las DIL, midiendo el
efecto discinético por el grado de | os movimientos involuntarios anormales (MIA); (2) la
proteccidon contra la pérdida de células dopaminérgicas y (3) en las diferencias citologicas
entre | os t ratamientos mediante el anal isis del nium ero de es pinas dendr iticas de | as
neuronas espinosas medianas estriatales y la conservacién del neuropilo. Nuestros datos
demuestran que | a c oadministracién de LD con el antagonista de | os r eceptores C B1
(rimonabant) o con el ant agonista TRPV1 (capsacepina) resultan en un tratamiento
eficiente que reduce la severidad de los MIA mediante la conservacién de algunas células
dopaminérgicas funcionales, lo cual implica la mejor conservacion de la sinaptologia del
estriado. Esto es consistente con otros reportes basados en la terapia con antagonistas
canabinoides, que no solo pueden ser utilizados para aliviar sintomas motores especificos
sino también para retardar/detener la degeneracién de las neuronas de la sustancia nigra

compacta y estriatales.



5. ABSTRACT

The long-term use of Levodopa (LD) for Parkinson disease is limited by the development
of L -DOPA-induced dyskinesias ( LID). However, r ecent s tudies have suggested t hat
pharmacological targeting of the endocannabinoid system may provide a potential
valuable therapeutic tool to suppress this LID. Therefore, using the 6-OHDA lesion in rats,
we evaluated the ability of rimonabant or capsazepine with the addition of LD in: (1) the
severity of L ID, t he dy skinetic e ffects w ere a ssessed us ing measures o f abn ormal
involuntary movements (AIM); (2) the protection of dopaminergic cell loss; and (3) in the
cytological differences between treatments by means of analyzing the number of dendritic
spines of the striatal medium-size spiny neurons and t he neuropile preservation. Oral co-
administration o f eac h ant agonistw ith L D significantly dec reased LI Ds. O ur da ta
demonstrate that co-administration of LD with CB1 or TVPR1 receptors antagonists result
in a very efficient treatment to reduce AlMs through the conservation of some functional
dopaminergic ¢ ells, w hichi nt urni mplyt he w ell-preserved s ynaptology o fa | ess
denervated s triatum. Thus, c onsistent with ot her r eports, c annabinoid a ntagonist-based
therapy would not only be aimed at alleviating specific motor symptoms, but also at

delaying/arresting the degeneration of striatal and substantia nigra compacta neurons.



6. INTRODUCCION
6.1. La Enfermedad de Parkinson

A nivel mundial | a es peranza de v ida humana ha aum entado des de hace v arios afios,
epidemiolégicamente es to implica e | aumento en | a i ncidencia de en fermedades c uyo
principal factor de riesgo es la edad avanzada como en la enfermedad de Parkinson (EP)
(Mathers y Loncar, 2006; Collier et al., 2011). Se estima que para el ano 2030 haya 9.3
millones de pacientes con EP tan solo en los 15 paises mas poblados del mundo (Dorsey
et al., 2007). La EP es un padecimiento crénico neurodegenerativo de etiologia aun
desconocida que afecta varias estructuras cerebrales antes de la manifestacion clinica de
sus sintomas motores principales, el temblor en reposo, rigidez, bradicinesia y acinesia
(Halliday et al., 2011), evidentes cuando al menos 50% de las neuronas dopaminérgicas
de la sustancia nigra compacta (SNc) se han per dido (Lang, 2007 ; Ferrer et al., 2011;
Gaenslen et al., 2011), produciendo la disminucion de casi el 80% de dopamina (DA) en el
cuerpo estriado (nucleo caudado y putamen), el principal sitio de proyeccién de esta via
nigroestriatal (Scherfler et al., 2007). La integridad de esta poblacién de neuronas
mesencefalicas determina la ev olucion de los s intomas, porlo cual supérdidaes la

principal caracteristica histopatolégica de la enfermedad (Damier et al., 1999).

6.2. El tratamiento con Levodopay sus complicaciones
Por 50 afos , el remplazo farmacolégico de D A por |a adm inistracion de s u pr ecursor
metabdlico Levodopa (LD) ha sido el tratamiento principal contra los sintomas motores por
su alta y pronta eficacia (Smith et al., 2012), ademas de que mejora la calidad de vida y
reduce la tasa de mortalidad de los pacientes respecto a los no tratados (Pearce, 1978;
Fahn et al., 2004). Desafortunadamente en la mayoria de los pacientes la progresién de la
neurodegeneracion y el tiempo de tratamiento son factores que limitan el uso terapéutico
de la LD, por lo que su administracion por mas de 4 a 6 afios produce en el 40% de los
pacientes, marcados e fectos adv ersos c omo di scinesias y fluctuaciones m otoras. E sta
proporcion aumenta a mas del 80% después de entre 8 y 15 afios de tratamiento (Ahlskog
y Muenter, 2001). Las discinesias inducidas por Levodopa (DIL) son una complicacién
motora con efecto negativo en la calidad de vida fisica, social y econdmica del paciente
(Dodel et al.,, 2001) que afectan los m usculos f aciales, la mandibula, lengua, cuello,
brazos, piesy tronco corporal, consistiendo e nla c ombinacion de di stonia, c oreay
atetosis (Mones et al., 1971). Las DIL comunmente se presentan como distonia y corea,

correspondiendo con la concentracién mas alta de LD en el cerebro por lo que se conocen



como de “ pico de dos is”. Con menor frecuencia se manifiestan cuando se tiene menor
concentracion de DA en el cerebro, como ocurre durante las transiciones entre el mayor
efecto ant i-parkinsonianode | alLD (estado“ on”) yal di sminuir és te ( estado “ off”)
produciendo “discinesias difasicas”. La “distonia off’ se presenta cuando la concentracién
de DA es muy baja, como es comun al inicio del dia cuando aun no s e toma la primer
dosis de LD (Calabresi et al., 2010).

La degeneracién de la via nigroestriatal, el tratamiento con LD y la edad de inicio de la
sintomatologia parkinsénica, son factores fundamentales para la manifestacion de DIL. La
topografia estriatal de la denervaciéon dopaminérgica, las dosis de LD usadas, el tiempo
de tratamiento y la regularidad de su uso son condiciones que determinan la intensidad y
tipodel as D IL (Calabresi et al., 2010). Elt ratamiento farmacolégico con LD g enera
concentraciones de DA muy variables en el cerebro produciendo la estimulacién pulsatil
de | os r eceptores p ostsinapticos es triatalesd e D A. Los pr ocesos fisioldgicos pa ra
compensar la deficiencia de DA involucran alteraciones en el metabolismo, la expresién
génica, angiogénesis estriatal y modificaciones de plasticidad sinaptica aberrante, por lo
cuals ec onsideraq uel asD ILs onunaf ormade apr endizaje m otor patoldgico,
permanente (Linazasoro et al., 2004; Lindgren et al., 2009). Por otro lado, la bradicinesia
esuns intomac ardinalde| a E P reversible conLD enlas etapas tempranasdela
enfermedad, sin embargo con el tiempo de tratamiento y la progresion de la enfermedad
se acentua, volviéndose intratable con LD (Fahn, 2006). Esencialmente se caracteriza por
la I entitud en | a ej ecucion del m ovimiento y suele usarse c omo sindénimo de acinesia
(pobreza de movimientos espontaneos, el “congelamiento” motor, dificultad para iniciar el
movimiento) e hipocinesia (la disminucién de |a amplitud del movimiento) predominantes
en etapas avanzadas de la EP (Berardelli et al., 2001). La manifestacion de bradicinesia y
DIL en la EP avanzada es consecuencia de |a respuesta anémala al tratamiento con LD,
volviéndose progresivamente debilitantes e i ncapacitantes (Pahwa et al., 2006; Coelho y
Ferreira, 2012). En edad temprana, estos sintomas pueden ser tratables con cirugia, pero
en pacientes mayores, las probabilidades de éx ito s e reducen. La c irugia ablativa o la
estimulacioén cerebral profunda de estructuras del circuito motor extrapiramidal producen
alivio de estos sintomas, sin embargo parece ser que sus mecanismos desencadenantes
operan de forma opuesta ya que la atenuacién de un sintoma empeora el otro, ademas de
que pueden presentarse simultdneamente con distinta intensidad (Ghassemi et al., 2006;
Obeso et al., 2008).



6.3. El modelo animal de EP con 6-OHDA vy el tratamiento con LD

Varias de las alteraciones motoras inducidas por la pérdida de dopamina estriatal en la EP
son reproducibles en ratas (Schwarting y Huston, 1996), incluyendo las producidas por el
tratamientoc on LD  (Lundblad et al., 2002 ). Losf armacos dopam inérgicosy no
dopaminérgicos que disminuyen las discinesias en el humano, también pueden disminuir
las DIL en el modelo animal de E P inducido con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en r atas
(Schallert y Norton, 1992; Cenci et al., 2002; Lundblad et al., 2002). Este modelo consiste
en la lesion estereotaxica unilateral de la via nigroestriatal, mediante la inyeccion de la
neurotoxina selectiva 6-OHDA (usualmente 8 ug, i ndependientemente delpesodel a
rata), en el conjunto de axones de las neuronas de la SNc que proyectan hacia el cuerpo
estriado y que c onforman el haz m edial del c erebro ant erior (Ungerstedt, 1971 ). La
degeneracién asimétrica de la via nigroestriatal también ocurre en la EP (Kempster et al.,
1989), y en ambos casos la consecuencia funcional es el hemiparkinsonismo, que afecta
principalmente el 1ado corporal c ontralateral al hemisferio mas degenerado, c on signos
como rigidez, bradicinesia, alteraciones posturales y de la marcha (Schallert y Norton,
1992; Schwarting y Huston, 1996 ). Las r atas | esionadas en es te modelo q ue r eciben
tratamiento con LD manifiestan gradualmente movimientos involuntarios anormales (MIA)
que afectan la zona craneofacial, | as extremidades y el tronco corporal (Winkler et al.,
2002; Spinnewyn et al., 2011). Estas DIL en ratas responden a la fenomenologia de “pico
de dosis” cuando se administra una dosis fija, diaria de LD (hasta 600 mg) (Nutt, 1990;
Fahn, 2000).

6.4. El Sistema endocanabinoide y la EP
La progresién de | a enfermedad y el prolongado t ratamiento con LD al teran di stintos
sistemas fisiologicos resultando en la m anifestacion de las DIL y otras complicaciones
motoras no t ratables con LD, lo q ue obliga a bus car otras alternativas al r emplazo
farmacologico de DA (lravani y Jenner, 2011). El sistema endocanabinoide (SEC) es un
sistema de sefalizacidon ampliamente distribuido en el sistema nervioso central con gran
impacto fisiologico (Kano et al., 2009). Su influencia en el control del circuito motor
extrapiramidal y en la supervivencia neuronal es crucial para el desarrollo de terapias para
enfermedades neurodegenerativas como la EP (Giuffrida y McMahon, 2010; Fernandez-
Ruiz et al., 2011) y sus complicaciones producidas por el tratamiento con LD (Calabresi et
al., 2010; Iravani y Jenner, 2011). El principal nucleo de entrada del circuito es el cuerpo

estriado, que integra la informacion de las proyecciones neuronales estriatonigrales (de la



via directa), estriatopalidales ( de la v ia indirecta), c orticoestriatales (Chevaleyre et al.,
2006), talamoestriatales, palidoestriatales e interneuronas estriatales GABAérgicas y
colinérgicas (Fusco et al., 2004). Todas bajo el control de endocanabinoides (eCB) desde
la pre y/o postsinapsis regulando varios procesos de plasticidad sinaptica de corto y largo
plazo (Di Filippo et al., 2008; Kano et al., 2009; Di Marzo, 2011). Ademas estan bajo
control ténico de | a DA desde la SNc (Rommelfanger y Wichmann, 2010) que proyecta
sus eferencias al nucleo subtalamico (NST), el talamo, el GP externo e interno(GPe y GPi
respectivamente), la SNr y recibe aferencias de la corteza, el NST y en nucleo pedunculo
pontino (NPP), estructuras cuya funcién también esta bajo el control de los eCB y la DA
(Francois et al., 2000; Jan et al., 2000; Misgeld, 2004; Anaya-Martinez et al., 2006; Kano
et al., 2009; Rice et al., 2011).

El SEC es un sistema de sefalizacion que comprende una familia de moléculas lipidicas,
(los eCB), sus enzimas de sintesis, transporte y degradacion, sus receptores, de los que
se han descrito los metabotrépicos (tipo CB1 y CB2) e ionotropicos (TRPV), ademas de
otras p roteinas r elacionadas, c omo los receptores ac oplados a p roteinas G (GPCR)
distintos de r eceptores C B1y C B2, y pr oteinas de i nteraccién c on el r eceptor C B1
(CRIP1) (Giuffrida y McMahon, 2010 ; Howlett et al., 2010; Di Marzo, 2011). Los eCB
mejor c aracterizados son |a N -araquidoniletanolamida (AEA) o anandam ida (Devane et
al., 1992) y el 2-araquidonil-glicerol (2-AG) (Mechoulam et al., 1995). El receptor CB1 es
la proteina acoplada a proteina G mas abundante en el sistema nervioso central (Howlett
et al., 2004) y el principal sitio de unién del A9-Tetrahidrocanabinol (THC) (Devane et al.,
1988), el compuesto psicoactivo de |a planta Cannabis sativa, de cuyo nombre se deriva
el del sistema endocanabinoide (Gaoni y Mechoulam, 1964). El efecto motor del THC y de
varios agonistas endogenos del receptor CB1 como la AEA o sintéticos como el CP55940
es pr edominantemente de inhibicion m otora (Fernandez-Ruiz y Gonzales, 2005 ). En
zonas de control motor como la corteza, los ganglios basales y el cerebelo, el receptor

CB1 se expresa en abundancia (Mailleux y Vyerhaeghen, 1992a, b).

En la EP se han descrito alteraciones importantes en | a actividad del SEC. En la etapa
presintomatica, hay disminucion de la expresién del receptor CB1 en el nicleo caudado
(Ferrer et al., 2011 ). E nl as primeras e tapas sintomaticas, la ex presion del r eceptor
disminuye en la sustancia nigra reticulada (SNr) y aumenta en el hipocampo, la corteza

cingulada medial, la corteza prefrontal, la insula anterior y en el putamen, principalmente
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en el lado contralateral al mas afectado por el parkinsonismo en pacientes con o sin DIL
(Van Laere et al., 2012). En et apas av anzadas, la expresion del r eceptor CB1 en el
cuerpo es triado aumenta (Lastres-Becker et al., 2001 ) lo c ual es c onsistente con e |
aumentode AEA ene | liquido c erebroespinal de pac ientesc on EP y sues tado
predominante de hipocinesia (Fernandez-Ruiz y Gonzales, 2005; Pisani et al., 2010). Este
aumento de AEA es reversible con el tratamiento con LD, revelando que el SEC puede
modificarse homeostaticamente en estados patolédgicos (Pisani et al., 2011). La AEA Yy el
2-AG, s on | os principales ligandos enddg enos del r eceptor C B1(Devane et al., 1992 ;
Sugiura y Waku, 2000). Se sintetizan en a Itas concentraciones en | os ganglios bas ales
por enz imas de s intesis | ocalizadas en m embranas i ntracelulares de | a pos tsinapsis
donde los eCB son liberados retrogradamente a la presinapsis, donde los receptores CB1
se distribuyen predominantemente en las terminales axdénicas produciendo generalmente,
la in hibicion d e la liberacién de neur otransmisores (Devane et al., 1992; Sugiura et al.,
1995; Chevaleyre et al., 2006; Di Marzo, 2011). La recaptura de AEA y de 2-AG a través
de un transportador membranal expresado en neuronas y astrocitos (Beltramo y Piomelli,
2000; Fu et al., 2012) y su posterior degradacion por la amida hidrolasa de acidos grasos
(FAAH-1) en el caso de AEA (Cravatt et al., 2001) y monoacil glicerol lipasa (MAGL) para
2-AG, determinan la intensidad y duracién de | a sefalizacién producida por la activacion
del receptor CB1 (Nomura et al., 2008).

Por otro lado, los eCB pueden activar varios receptores vaniloides-canabinoides como el
receptor vaniloide de potencial transitorio 1 (TRPV1), un canal ionotrépico canabinoide
que genera influjo catiénico al activarse (Patapoutian et al., 2009). Se activa con ligandos
endoégenos relacionados con el acido araquidonico como la AEA (Zygmunt et al., 1999),
N-araquidonil-dopamina  (NADA) (Huang et al, 2002), el 4&cido 12-
hidroperoxieicosatetraendico ( 12-HPETE) y | eucotrieno B 4, abundant es en el ¢ uerpo
estriado, la SNc o0 en ambos (Shin et al., 2002). Compuestos exdgenos organicos como la
capsaicina, o la r esiniferatoxina, asi c omo por protones, calor ola presidon m ecanica
también pueden activarlo (Smart et al., 2000; Caterina y Julius, 2001). Los receptores
TRPV1 se expresan en la corteza, el estriado, el GP, el talamo, el cerebeloy en la SNc
(Mezey et al., 2000; Toth et al., 2005; Cristino et al., 2006). La capsaicina administrada
sistémicamente disminuye la concentracién de DA en el estriado (Hajos et al., 1986; Lee
et al., 2006) en un proceso regulado por la activacion del receptor TRPV1 en la SNc como

ocurre con la AEA (de Lago et al., 2004 ; Tzavara et al., 2006 ) y q ue f uncionalmente
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reduce la actividad motora (Di Marzo et al., 2001a; Lastres-Becker et al., 2003). En
condiciones de hi perdopaminergia por inactivacion del transportador de D A ( DAT) se
induce hiperactividad sensible a la activacion de TRPV1 por AEA en el estriado, donde
aumenta la expresion del receptor TRPV1 y disminuye la concentracion de AEA (Tzavara
et al., 2006).

Existe e videncia de |a colocalizacién de r eceptores TRPV1y CB1 en el estriado, en el
nucleo entopeduncular (NE, el analogo al GPi de primates en ratas), enel GPey en la
SNc embrionaria. Cuando se colocalizan en una misma neurona, la activacion del
receptor CB1 o TRPV1 produce efectos opuestos entre si sobre la concentracién de calcio
intracelular, dependiendo del estado de activacion concomitante de la via de sefializacidon
dependiente de  AMPc, lo cual puede modificar el estado de
sensibilizacién/desensibilizacion del receptor TRPV1 (Koplas et al., 1997; Mohapatra y
Nau, 2005; Patwardhan et al., 2006). La AEA extracelular es mas afin por CB1 a ba jas
concentraciones y por TRPV1 a al tas ¢ oncentraciones (De P etrocellis et al., 2001b ;
Hermann et al., 2003). Esta diferencia de afinidad esta determinada por la localizacién del
sitio de unidon del ligando al receptor TRPV1 enel citosol y predominantemente
extracelular de CB1(Jung et al., 1999; Pertwee, 1999; De Petrocellis et al., 2001a; Jordt y
Julius, 2002). De esta forma la actividad del transportador de AEA similar a FAAH (FLAT,
por s us siglas eni nglés) y s us inhibidores puedeni nfluirenel efectoy gradodel a
activacion de | receptores TRPV1 (De P etrocellis et al., 2000 ). Enla SN c la AEA

proveniente de terminales GABAérgicas de la SNr o estriatales, puede activar receptores
TRPV1 en af erencias glutamatérgicas facilitando | a ac tividad t 6nica de | as ne uronas
dopaminérgicas de la SNc (Marinelli et al., 2003; Musella et al., 2009). En general, el
efecto fisiolégico del a ac tivacionde C B1oT RPV1 es sinergisticoy s ensible a

antagonistas de ambos receptores (Cristino et al., 2006), pues la activacion de CB1 puede
indirectamente favorecer la activacion de TRPV1 (Hermann et al., 2003) y la activacion de
TRPV1 favorecer la activacién de CB1 (Di Marzo et al., 1998; Di Marzo et al., 2001b). Esta
relacion es importante pues la activacion de CB1 es funcionalmente opuesta a la

activacion del TRPV1 en la manifestacion de DIL (Morgese et al., 2007).

6.5. Los farmacos canabinoides en la clinicay el laboratorio
Varias culturas antiguas describian el conocimiento empirico de las propiedades de la

Cannabis sp como “relajante muscular”. A finales del siglo XIX el neurdlogo William

12



Gowers la prescribia para tratar temporalmente el temblor en reposo (Russo, 2007; Goetz,
2011). S in embargo e n| a ac tualidad es tas propiedades no es tan consistentemente
confirmadas, aunque se sugiere la posibilidad de que pacientes con EP con episodios de
temblor desencadenado por estados de ansiedad, puedan atenuar el temblor al fumar
Cannabis (Frankel et al., 1990). El consumo crénico de Cannabis en pacientes con EP
puede disminuir la br adicinesia, | arigidez y|as discinesias (Venderova et al., 2004 ).
Estudios en pacientes con E P q ue t omaron e xtractos de Cannabis reportan mejora
significativa en ciertas capacidades cognitivas (Carroll et al., 2004), ademas de que el
canabidiol (un compuesto no psicoactivo de la Cannabis), posee efecto anti-psicético en
pacientes con EP (Zuardi et al., 2009). Se ha reportado también que el canabidiol puede
ser anti-discinético en animales (Conti et al., 1987). La Nabilona, un agonista sintético del
receptor CB1, puede disminuir el tiempo de manifestacién de DIL en humanos (Sieradzan
et al., 2001). Distintos agonistas del receptor CB1 han mostrado poseer este efecto
atenuante de las DIL en estudios realizados en diferentes modelos animales de EP
inducidos en primates (Fox et al., 2002) y roedores (Ferrer et al., 2003; Gilgun-Sherki et
al., 2003; Segovia et al., 2003; Morgese et al., 2007).

Alafecha no esta reportadala disminucién de las DIL en pacientes con EP porla
administracion de ant agonistas de r eceptores canabinoides (Mesnage et al., 2004), sin
embargo, en diferentes modelos experimentales de EP en primates (Brotchie et al., 1998;
vander S telt et al.,, 2005 ) yr oedores (Ferrer et al., 2003 ), | a a dministraciéon de
antagonistas del receptor CB1 si ha mostrado atenuar las DIL. En estas especies se ha
reportado que la administracion de antagonistas del receptor CB1 aumenta el tiempo del
efecto terapéutico (estado “on”) dela LD (Cao et al., 2007 ; Kelsey et al., 2009) y bajo
ciertas circunstancias, puede inducir efecto neuroprotector (Hansen et al., 2002; Pegorini
et al., 2006). No hay reportes en humanos sobre el uso de agonistas o antagonistas del
receptor T RPV1 en la EP,y en ani males c omienza a ¢ onocerse s u i nfluencia en el

movimientoy s uinteraccionconeC B yD A en m odelos ani males de E P, comolo
observado en r atas r eserpinizadas t ratadas c on LD ¢ uya hi pomotilidad i nducida c on
capsaicina fue revertida por la administracion sistémica de capsacepina (Lee et al., 2006).
En g eneral, | as not ables di screpancias en ¢ uanto al a utilidad t erapéutica de es tos
tratamientos antagonistas o agonistas sugieren que el SEC es un sistema cuya actividad
depende en gran parte del grado de preservacién de | a v ia ni groestriatal y el tipoy

duracién de los tratamientos en coadministracion con LD (Garcia-Arencibia et al., 2009).
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7. ANTECEDENTES

En nuestro laboratorio se han descrito ampliamente las alteraciones citoldgicas causadas
por la eliminacion unilateral de la via nigroestriatal con 6-OHDA (Avila-Costa et al., 2005b;
Avila-Costa et al., 2008 ), un m odelo ut ilizado también para el es tudio de | os ef ectos
adversos de | a ad ministracién de LD . Trabajos c omo el de Walshy c olaboradores
muestran que las ratas lesionadas con 6-OHDA, tratadas primero crénicamente con LD
(10 mg/kg mas 16 mg/kg sc de benserazida por seis semanas) y luego subcronicamente
(dos dosis semanales durante tres semanas) desarrollan DIL bifasicas. La administracién
aleatoria cruzada del agonista CB1, HU210 en dosis semanales de 0.5, 5y 50 pg/kg ip
durante el tratamiento subcrénico con LD, disminuyé |a severidad de las D IL bifasicas,
pero también indujo catalepsia y acinesia. La administracion del antagonista CB1, AM251
(3 mg /kg ip , una dos is s emanal) durante el tratamiento s ubcrénico con LD, no i ndujo
efecto significativo en la actividad motora. Las ratas lesionadas que no presentaron DIL
durante el tratamiento crénico con LD fueron tratadas con SR141716A (antagonista CB1)
también conocido por su nombre genérico rimonabant (3 mg/kg ip) por 18 dias y

observaron que manifestaron DIL no expresadas previamente (Walsh et al., 2010a).

Tadaiesky y colaboradores en 2010 probaron el e fecto de | a ad ministracién agudade
rimonabant (3 mg/kg ip) en ratas moderadamente lesionadas por la inyeccién intraestriatal
de 6-OHDA; observaron que en la prueba de nado forzado, el rimonabant disminuye el
tiempo de i nactividad y r educe el tiempo de r econocimiento s ocial en tre ratas. E stas
pruebas s oni ndicadoras de su efecto ant i-depresivoy de m ejoramiento ¢ ognitivo,
respectivamente (Tadaiesky et al., 2010 ). K elsey vy c olaboradores pr obaron quel a
administracion de rimonabant en dosis entre 0.05 y 1mg/kg induce mejora en la ejecucion
motora del miembro superior contralateral a |a lesion y que el rimonabant (0.05mg/kg ip),
inmediatamente s eguido de LD -metil éster (8 mg/kg m as 6 m g/kg de bens erazida i p)
puede aum entar este beneficio motor antiparkinsoniano inducido por la LD, por o tanto
estos autores demostraron que el rimonabant a dosis bajas tiene efecto anti-bradicinético

por si mismo y que puede potenciar el efecto de la LD (Kelsey et al., 2009).
Fernandez-Espejo y colaboradores probaron el efecto anti-parkinsoniano y neuroprotector
del rimonabant a varias dosis (0.1, 0.5y 1 mg/kg ip) en un estudio farmacolégico cruzado

tipo “latin square”, mostrando que la administracién sistémica de rimonabant puede tener
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efecto anti-parkinsoniano en r atas severamente lesionadas con pérdida de m as del 95%
de neuronas dopaminérgicas de | a SNc, disminuyendo la asimetria motora, la acinesia,
mejorando la orientacion sensorimotora y la ejecucion de miembro contralateral en forma
dosis dependiente. Al inyectar rimonabant directamente en el GP o en el estriado notaron
que r educia el giroinducido por anf etamina pero no al inyectarseenla S Nc. Enel
estriado, esta conducta se relaciona de forma opuesta a la producida por agonistas
especificosD10D 2 ala del giro inducido por an fetamina, de forma q ue la i nfusién
intraestriatal de rimonabant potencia el efecto funcional de la activacion del receptor D1y

antagoniza el de la activacion del D2 (Fernandez-Espejo et al., 2005).

Respecto a la utilidad de la capsacepina en el modelo con 6-OHDA solo existe un
antecedente directo, el trabajo de Morgese y colaboradores, en el que probaron el efecto
atenuante de D IL difasicas inducidas con LD (6 mg/kg ip mas 12 mg/kg ip de carbidopa)
del agonista C B1, WIN55212-2 (0.5 — 1 mg/kg ip), sin inducir c atalepsia. A suvezla
coadministracion del inhibidor de la enzima FAAH, URB597 (0.3 mg/kg ip) y el antagonista
TRPV1, capsacepina (10 mg/kg ip) 15 minutos antes de |a dosis correspondiente de LD,
también redujo s ignificativamente | as D IL bifasicas. En esta condicién el rimonabant (1
mg/kg ip) disminuyo par cialmente la s everidad del MIA orofacial al ser administrado 15
minutos antes de la administracién de | a combinacion de U RB597 y capsacepina. E ste
estudio sugiere que la activacion del receptor CB1 puede ser eficaz en la disminucién de
DIL difasicas y que la activacion del receptor TRPV1 tiene un e fecto opuesto sobre la
manifestacion de DIL (Morgese et al., 2007). El otro estudio corresponde a otro modelo de
EP, el de reserpina; Leey colaboradores en 2006, probaron que r atas r eserpinizadas
tratadas con LD (125 mg/kg ip) y capsaicina (1mg/kg ip) reducen su actividad locomotora
respecto alastratadassoloconlLD y q ue e ste e fecto es reversible siadem asse

administra el antagonista capsacepina (10 mg/kg ip) (Lee et al., 2006).
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8. JUSTIFICACION

La bradicinesiay las DIL son alteraciones m otoras al tamente i ncapacitantes en| a EP
avanzada cuando la LD pierde eficacia anti-parkinsoniana e induce complicaciones
motoras. EI SEC es un sistema de sefalizacion sobre activado en estados avanzados de
ésta enfermedad, el an tagonismo de los receptores canabinoides CB1 0T RPV1 han
mostrado efectos positivos en la disminucién de las alteraciones motoras inducidas por la
LD en estudios con modelos animales de la EP y la conservacion citoldgica en estudios in
vitro. Por tal motivo, se realizé un estudio con el modelo animal de la EP con 6-OHDA en
ratas tratadas oralmente con LD y rimonabant (antagonista CB1) o LD y capsacepina
(antagonista TRPV1) para determinar el efecto de estos tratamientos sobre la conducta
motora, la citologia y la ultraestructura de la via nigroestriatal y compararlo con el efecto

del tratamiento unico con LD y con ratas lesionadas sin tratamiento.
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9. HIPOTESIS

El tratamiento prolongado con LD produce alteraciones motoras y citolégicas en el cuerpo
estriado y la SNc. Los receptores CB1y TRPV1 se expresan en abundanciaen | avia
nigroestriatal donde regulan la transmisién sinaptica, la supervivencia celular e influyen en
el control del movimiento, por lo que la administracién de LD y rimonabant o LD vy
capsacepina puede favorecer la supervivencia celular en la SNc y la conservacion de las
espinas dendriticas de las NEM del cuerpo estriado dorsolateral asi como la conservacién
de s u ul traestructura, prolongando el t iempo de ef ectividad ant i-parkinsoniana del
tratamiento crénico con LD y atenuando las alteraciones motoras no deseadas en ratas
lesionadas con 6-OHDA.
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10. OBJETIVOS
10.1. Objetivo general

Comparar el e fecto de | tratamiento crénico con LD solay en coadministracion con el
antagonista de | receptor C B1 (rimonabant), 0 en c oadministracion c on el antagonista
TRPV1 (capsacepina), sobrelas D IL, la br adicinesia, y | a c onservacion citoloégica del

cuerpo estriado y la sustancia nigra compacta de ratas lesionadas con 6-OHDA.

10.2. Objetivos particulares

e Evaluar la severidad de los movimientos involuntarios anormales (MIA) inducidos por L-
Dopa.

e Comparar el numero de neuronas dopaminérgicas en la SNcipsi y contralateral ala
lesion en ratas con y sin tratamiento.

e Comparar el numero d e es pinas dendr iticas en neuronas es pinosas medianas del
cuerpo estriado ipsi y contralateral de los grupos con y sin tratamiento.

e Comparar las alteraciones ultraestructurales en el cuerpo estriado ipsi y contralateral a

la lesién de todos los grupos.
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11. MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 30 ratas macho de la cepa Wistar con peso corporal de 180 a 2004 al inicio
del es tudio. Fuer on mantenidas en ¢ ajas de ac rilico transparentes en ¢ ondiciones
controladas de temperatura e i luminacién y con libre acceso a a gua y alimento (Teklad
Global, H arlan, EUA). Diariamente s e registro el pes o de c ada rata. E | pr otocolo
experimental se llevd acabo de acuerdo al “Animal Act” para experimentacién cientifica de
1986 y ent odo momento se traté de m inimizar el nimero de animales empleado y su
sufrimiento durante la cirugia, la administracion de los tratamientos y la realizacion de las

pruebas conductuales.

11.1. Cirugia estereotaxica y tratamientos
Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (35 mg/kg ip) y colocadas en un
aparato es tereotaxico (Kopfinstruments, EUA) para la lesion. Se les inyecté 4 ul de
solucion salina al 0.9%, que contenian 0.2 mg de acido ascérbico, para evitar la
autooxidacioén de la toxina, (Grupo |, control o CTRL, n=6) y 8 ug de 6-OHDA ( Sigma
Chemical, EUA, par al os dem as grupos) en el haz m edial del c erebro ant erior del
hemisferio i zquierdo con las c oordenadas: A P=6.1 mmrespecto al a linea i nteraural,
L=1.6 mm respecto a bregma y V=8.1 mm respecto a la duramadre (Paxinos y Watson,
2007). La inyeccion se realizdé con una microjeringa Hamilton acoplada a una micropipeta
de vidrio de 20-50 um de diametro. Se inyecté la solucion lentamente por cinco minutos y
se esperd por dos minutos para mejor difusién de la toxina antes de retirar la jeringa
lentamente. Después de la recuperacion de | a anestesia, las ratas se regresaron a sus
cajas. Cuarenta y ocho horas después de la lesion se administré apomorfina (0.25 mg/kg
ip, Sigma Chemical, EUA) para inducir giro contralateral a la lesion y seleccionar para este
estudio a los animales que giraron mas de 200 veces en 30 minutos (Ungerstedt y
Arbuthnott, 1970). Esto nos permitié seleccionar solo ratas con mas de 90% de pérdida de
DA estriatal y de mas del 90% de pérdida de neuronas dopaminérgicas TH positivas en la
SNc (Hudson et al., 1993; Lindner et al., 1996 ; Moore et al., 2001). Veinticuatro horas
después de la prueba de giro se seleccionaron 24 ratas y se dividieron en 4 grupos de 6
organismos cada uno (Figura 1). El grupo Il (ST) se mantuvo sin tratamiento; el grupo |l
(LD) fue tratado con una dosis diaria por via oral de Levodopa (30 mg/kg de Carbidopa/LD
25/250,1:10; Sinemet, Merk Sharp & Dohme). El grupo 1V (LD-RIM) recibi6 la misma dosis
de LD junto con el antagonista del receptor CB1, SR141716A (rimonabant, 1 mg/kg po,
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Cayman c hemicals, EUA). EI grupo V (LD-CSP) recibié |a misma dosis de LD junto al
antagonista del receptor TRPV1, capsacepina (1 mg/kg po, Cayman chemicals, EUA). En
todos los casos, el comprimido de Sinemet era molido en un m ortero y disuelto en 10 m |
de agua potable. La dosis y via de adm inistracion de LD en es te estudio fue suficiente
para t ener un e fecto a nti-parkinsoniano pero alav ez par ainducir D IL consistentes
(Lindner et al., 1996; Padovan-Neto et al., 2009). Cuando la LD se coadministré con algun
antagonista, la dosis correspondiente de ambos farmacos se mezcloy se aplicé en el

hocico con una jeringa de 1ml sin aguja. Todos los grupos se mantuvieron por 58 dias.

Figura 1. Distribucion de los gr upos ex perimentales. S e utilizaron 30 ratas machode lacepa
Wistar di stribuidos ¢ omo: Grupo | esiéon falsa ( CTRL), y c uatro gr upos | esionados ¢ on 6 -OHDA
(recuadros rojos) de los cuales, uno se mantuvo sin tratamiento (ST), y los otros tres recibieron una
dosis diaria de Levodopa (azul) sola (LD) o en coadministraciéon con rimonabant (LD-RIM) o con
capsacepina (LD-CSP), todos por via oral durante 58 dias.

11.2. Evaluacion de MIA
Se evaluo la severidad de los MIA inducidos por la LD de acuerdo a la escala de Cenci
(Cenci y Lundblad, 2007). Cada rata se coloco en una c aja de acrilico transparente y fue
video grabada po run minuto c ada 20 minutos, a partirde 20 minutos antesdel a
medicacién hasta 180 minutos después de ésta (10 observaciones en total por sesion por
rata). Se registraron 4 s ubtipos de MIA de ac uerdo a s u distribucién topografica como:
orolinguales, axiales, del miembro superior y locomotores (Figura 2). La citada escala,
asigna el grado de severidad de cada MIA manifestado durante un minuto de observacion.
Asi el valor de s everidad 0 ¢ orresponde al que no s e manifesté durante ese minuto; el
valor 1, al que se presentd por menos del 50% del tiempo de observacion es decir menos
de 30 segundos; el valor 2, corresponde a las alteraciones presentadas por mas del 50%
pero no todo el tiempo; el valor 3 a las manifestadas todo el tiempo pero interrumpibles

por algun estimulo externo como sonido, o ligeros golpes en |a caja; el maximo valor, 4,
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corresponde a los MIA mas severos realizados todo el tiempo sin ser interrumpidos por
estimulos externos. En el caso de m ovimientos con s everidad i ntermedia | a es cala
permite la asignacion de valores fraccionarios como 0.5 6 3.5 a para mayor sensibilidad y

precision.

Figura 2. Tipos de MIA evaluados. Los movimientos orolinguales consisten en la protrusion de la
lengua hacia el lado contralateral a la lesién y movimientos masticatorios repetitivos. Los axiales en
la t orsién de | 0os m Usculos ax iales oc asionando p ostura d istonica c ontralateral ala lesién que
cuando se presenta con gran severidad puede hacer perder el balance y la caida de la rata. Los
del miembro contralateral a la | esidon, son m ovimientos c ortos, r epetitivos y de gran f recuencia
hacia ar ribay hacia abajo generalmente hacia el hocico o en c irculos de poca am plitud c on
posturas d isténicas de | ¢ odo y lam ufeca, yr igidezen el hom bro. Los locomotores s on
movimientos continuos, giratorios de 360° en direccion contralateral a la lesion, ejecutados con al
menos 3 extremidades en contacto con la superficie. Modificado de Winkler et al., 2002.

11.3. Video grabacién
Cada 14 di as (cuatro e valuaciones en t otal. Figura 3) se realizé el monitoreo en video
para la evaluacién de la severidad de los MIA para lo cual se us6 una camara Panasonic
(SRD-H80). Todas las evaluaciones fueron grabadas y algunas escenas representativas
fueron capturadas con el software de edicién de video Final Cut Pro. Las fotos asi
obtenidas fueron r ecortadas y aj ustadas solo en ¢ olory brillo con el s oftware A dobe

Photoshop y no se realizé ninguna otra alteracion.

Figura 3. Sesiones d e e valuacion de MIA. Videograbacién de los MIA cada 14 dias durante el
tiempo de tratamiento. Al término del mismo, las ratas se sacrificaron y se prepararon las muestras

del cerebro para los distintos analisis citologicos.
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11.4. Preparacion del tejido histoldgico
58 dias después de iniciado el tratamiento, todos los grupos incluyendo CTRL y ST fueron
perfundidos po r v ia adr tica ba jo anestesia profunda c on pent obarbital. P rimero s e
perfundié con solucién salina al 0.9% y después la solucién fijadora con glutaraldehido/
paraformaldehido al 2% en solucién buffer de fosfatos (PB) 0.1 M. Los cerebros fueron

removidos y embebidos en la misma solucion fijadora por una hora.

11.5. Inmunohistoquimica anti-tirosina hidroxilasa (TH)

Se obt uvieron s ecciones coronales del mesencéfalo de 50 ym de espesor con un
vibratomo (Pelco 101, Ted P ella I nc, EUA) para el marcaje con el anticuerpo para TH
(1:1000, Chemicon International Inc. CA, EUA) con el método ABC (Vector Lab MI, EUA)
para la deteccion de ne uronas catecolaminérgicas. Se analizaron por microscopia de |uz
con una c amara (Moticam 1000, Motic, EUA) acoplada a un m icroscopio 6ptico ( Nikon,
Japén). Con ayuda del software Motic Image Plus 2.0ML se delimitd el area de conteo en
la SNc (1500 pm?) en cada hemisferio en 7 cortes del mesencéfalo por cada rata (Avila-
Costa et al., 2004).

11.6. Impregnacién argéntica por el método de Golgi
Los cerebros se procesaron con el método de G olgi rapido (Valverde, 1970). Con un
microtomo se obtuvieron cortes coronales 90 um de espesor, de porciones cerebrales que
contenian el cuerpo estriado. El analisis hi stolégico c onsistid en el conteo d e es pinas
dendriticas en 10 um de una dendrita secundaria, y en 5 dendr itas por neurona, en 10
neuronas espinosas medianas del estriado dorsolateral de cada hemisferio de todos los

grupos (Avila-Costa et al., 2004).

11.7. Microscopia electronica de transmision
Se obtuvieron fragmentos del estriado dorsolateral de cada hemisferio. Se lavaron en PB
y se trataron por 60 minutos con tetradxido de osmio al 1% en PB para su postfijacién. Se
lavé de nuevo por 30 minutos en PB y se deshidrataron en un tren de alcohol a diferentes
concentraciones (al 60, 70, 80, 96% y finalmente absoluto). Posteriormente se embebid el
tejido en araldita. Se realizaron cortes finos de 900 A en un ultramicrotomo (Reichert-
Jung, EUA) y se contrastaron con acetato de ur anilo y citrato de pl omo. El analisis se

realizé en un microscopio electronico de transmision JEOL Jem 100CX-Il.
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11.8. Analisis ultraestructural del estriado dorsolateral
La ultraestructura de una sinapsis definida por una zona de densidad postsinaptica frente
al menos tres vesiculas presinapticas fue el criterio para elegir aleatoriamente 50 botones
sinapticos por hem isferio. E n c ada bot 6n s e obs ervé | a c ondicién de |a m embrana 'y
organelos y se midio el diametro del bot 6n presinaptico por s us ej es mayory m enor
(Figura 4) directamente desde la pantalla del microscopio con una lente ocular con regla

montada en uno de los oculares (Avila-Costa et al., 2004).

Figura 4.Ultraestructura de la terminal sinaptica (B) formando una sinapsis con una espina
dendritica (S), los ejes representan los ejes de medicién en cada botén.

11.9. Analisis estadistico
Las discinesias fueron expresadas como la media de los valores totales de cada MIA
analizadoy s e aplicola prueba de K ruskal-Wallis y de c omparaciones m ultiples de
Dunnett para de terminar | as di ferencias s ignificativas entre | os gr upos (p<0.05). P ara
comparar la cantidad de neuronas TH positivas, de es pinas dendriticas y las mediciones
de los diametros sinapticos se utilizd la prueba de ANOVA de una via, seguida de la
prueba de Tukey para determinar las diferencias significativas entre los grupos. Los

analisis se realizaron con el software Graph Pad Prism 5.0 para Mac (CA, EUA).

23



12. RESULTADOS

Después de 58 d ias, nos e r egistré al gun c ambio c onsiderable en| am asadel os

organismos o al teraciones clinicas severas distintas de |a capacidad motora en ningun

grupo.

12.1. Movimientos involuntarios anormales (MIA)
Lasumade | os valores de s everidad de |os cuatro M IA (axial + locomotor + de | os
miembros superiores + orolinguales) se muestran en la figura 5A. El tratamiento LD-RIM
produjo MIA de menor severidad respecto al grupo LD. El tratamiento LD-CSP produjo un
efecto s imilar peroadi ferenciadel t ratamiento LD -RIM, | a ¢ ombinaciéon LD -CSP
disminuyd6 los MIA por un periodo mayor, aun a los 56 dias. Se analizo6 el desarrollo en el
tiempo de los MIA en cada grupo respecto al momento de administracion de los farmacos.
Las diferencias conductuales entre los grupos experimentales se mantuvieron durante las
4 ev aluaciones de | os M IA, de | as cuales se muestra una figura representativa de la
evolucion de los MIA a los 42 dias (Figura 5B), cuando las diferencias fueron mas
evidentes. El protocolo de administracién de LD utilizado en este estudio corresponde a la
induccién de DIL de “pico de dosis” (Nutt, 1990; Cenci et al., 2002). La severidad de los
MIA aum enté durante | os primeros 60 minutos des puésdel a tomade LD , cuando
disminuyd al nivel basalentrelos 80y 140 m inutos pos teriores. Es notable q ue | os
tratamientos con LD -RIM y L D-CSP atenuaron los MIA los primeros minutos cuando el
tratamiento con LD inducia MIA mas severos en este grupo de ratas. A los 100 minutos

estos tres grupos aun manifestaban MIA, principalmente orolinguales.
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Figura 5. Desarrollo temporal e i ncidencia de M IA. (A) Desarrollo de t otal de los MIA durante el
tiempo de tratamiento crénico. Los valores representan la suma integral de los v alores de
severidad de los MIA (locomotor + axial + orolingual + del miembro superior) por dia de evaluacién
por individuo de los cuales se muestra la media para cada grupo (*x=P < 0.001 LD y los grupos con
coadministracion de antagonistas vs grupo sin tratamiento (ST); @ =P < 0.005 LD-RIM vs LD; #=P
<0.005LD -CSP vs LD, Kruskal-Wallis s eguido d e | a pr ueba de Dunnett de c omparaciones
multiples. ( B) D esarrollo de | os MI A totales por tiempo de m onitoreo por grupo en una s esion
representativa el dia 42 de tratamiento.

12.2. Manifestacién de subtipos de MIA
Se evaluaron 4 diferentes MIA, los orolinguales (Figura 6A), de los musculos axiales (6B),
de miembro superior (6C) y de locomocion. El grupo tratado solo con LD mostro
movimientos anor males en m usculos ax iales, or olingualesy del os br azos ques e
observaron mas severos en los primeros 42 dias de tratamiento y disminuyeron
drasticamente en s everidad al os 56 d ias. La coadministracion de LD -RIM di sminuyo6
significativamente la severidad de los MIA orolinguales desde los primeros 14 dias. Los
axiales y de | os brazos hasta los 42 di as. El tratamiento LD-CSP atenué los MIA enla
misma proporcién que el LD-RIM a los mismos tiempos, sin embargo la tendencia al a
acinesia en los 56 dias era notable. En ocasiones el tratamiento con LD-CSP indujo MIA
enladoi psilateralal al esibny m ovimientos de| a g uijada c omo bostezos dur ante
estiramientos sostenidos de los musculos axiales y de | os brazos, éstos se manifestaron
con relativa frecuencia y solo en este grupo. Los MIA de tipo locomotor se presentaron en
todos los grupos pero con baja severidad y sin diferencias significativas entre grupos por
lo que no se muestran en el presente estudio. Ciertos movimientos de giro contralaterales
fueron i nducidos ent odos | os grupos per o n o er an e jecutados al menos sobre tres

extremidades en contacto con el piso por lo que no se consideraron para la evaluacion.
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Figura 6. Representacion de MIA por subtipo. Se muestra la media de los valores de severidad por
cada MIA por grupo por sesion de evaluacion. Orolingual (A), Axial (B), del brazo (C). (x=P < 0.005
LD vy los grupos con coadministracion de antagonistas vs grupo ST; @ =P < 0.005 LD-RIM vs LD;
#=P < 0.005 LD-CSP vs LD, Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Dunnett de comparaciones
multiples.

12.3. Inmunocitogquimica anti-TH
El g rupo CT RL nom ostr6 pérdida de neu ronas T H po sitivasen| a S Nc e n ningun
hemisferio (x=94 + 1.9 y 93 + 1.7 contra e ipsilateralmente) (figuras 7 y 8). En contraste
encontramos pé rdida de és tas neur onas en el hem isferio c ontralateral (x= 73+ 1.9) e
ipsilateral (x= 5+ 1.6) en el grupo ST. EI grupo tratado solo con LD perdié neuronas TH
positivas significativamente en el hemisferio contralateral (x= 59 + 1.0) e ipsilateral (x=6 %
2.0). El grupo LD-RIM perdi6 neuronas TH positivas en ambos hemisferios pero
significativamente menos respecto al grupo LD tanto en el lado contralateral (x= 81+ 1.8)
como ipsilateral (x=18 + 0.9). Asi mismo el tratamiento LD-CSP permitié la preservacién
de neuronas TH positivas en igual proporcion que el tratamiento LD-RIM en el hemisferio

contralateral (x= 78 + 2.2) e ipsilateral (x= 20.3 + 1.2). La figura 8 presenta cortes
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representativos de ¢ ada g rupo donde pueden verse neur onas T H pos itivas en m ayor

cantidad en la SNc de los hemisferios ipsilaterales de las ratas de los grupos LD-RIM y

LD-CSP, respecto al grupo tratado solo con LD.

Figura 7. Conteo de neuronas inmunorreactivas a TH en la SNc. Los datos representan la media
SEM. Se perdieron significativamente neuronas inmunorreactivas a TH en la SNc ipsilateral () y
contralateral (C) a la lesién en todos los grupos lesionados con 6-OHDA. Los grupos tratados con
antagonistas presentaron mayor conservacion de estas neuronas en ambos hemisferios respecto
al grupo tratado con LD y el grupo ST (x =P < 0.05 vs CTRL; @ = P < 0.05 vs LD; ANOVA de un

factor).
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C Control

6-OHDA (ST)

6-OHDA + LD

6-OHDA + LD-RIM

6-OHDA + LD-CSP

Figura 8. Cortes coronales representativos del mesencéfalo mostrando las neuronas TH positivas
en la SNc de cada grupo. Se observa la gran pérdida de neuronas TH positivas en el hemisferio
ipsilateral () en todos | os grupos, siendo mas severaen elgrupoSTy el tratado con LD, en
contraste se observan algunas neuronas remanentes TH positivas, en el grupo tratado con LD-RIM
y LD-CSP. El hemisferio contralateral (C), en todos los grupos lesionados también presenté menos
neuronas TH positivas respecto al grupo control. (Magnificacion 100X).
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12.4. Analisis citoldgico

Las figuras 9 y 10 muestran el efecto de cada tratamiento enla densidad de espinas
dendriticas de las N EM del es triado dor solateral. E n el grupo C TRL, el hem isferio
contralateral (x= 14.7 £ 0.3) e ipsilateral (x= 15.23 £ 0.36) no presentaron pérdida de
espinas (Figuras 9A'y 10A). En el grupo ST (Figuras 9By 10B) y en el LD (Figuras 9C y
10C) se observo pérdida de espinas significativa en ambos hemisferios. El grupo LD-RIM
y el grupo LD-CSP perdieron espinas significativamente solo en el lado ipsilateral, donde
se encontraron mas espinas que en el mismo hemisferio del grupo LD. El analisis “Post
hoc mostré la pérdida significativa de espinas en el grupo LD en comparacion a los grupos
tratados con LD-RIM y LD-CSP.

Figura 9. Numero de espinas den driticas de N EM del estriado dor solateral. El andlisis con el
método de Golgi permite observar la densidad de espinas dendriticas en el hemisferio (I) ipsilateral
y contralateral (C) en cada grupo después del tratamiento crénico respectivo por 58 dias. (Media +
SEM. * =P < 0.05 vs grupo control; @ = P < 0.05 vs LD; ANOVA de un factor).
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Figura 10. Cortes representativos con impregnacion ar géntica de NEM de| es triado dor solateral
ipsilateral por el método de Golgi. Los recuadros muestran la densidad de las espinas en neuronas
representativas de cada grupo. CTRL (A), ST (B), LD (C), LD-RIM (D), LD-CSP (E).Se observa la
disminucién de es pinas d endriticas en el grupo ST yLD, en contraste con la m ayor densidad
preservada en los grupos LD-RIM y LD-CSP. (Magnificacion 400X y 1000X)
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12.5. Microscopia electrénica de transmision
Lal ongitud de | osej es mayory m enordel os botones s inapticos enel es triado
dorsolateral se muestran en las figuras 11 y 12. En el grupo CTRL el eje mayor midi6 en
promedio 696.8 + 9.4 nm en el estriado contralateral y 700 £ 9.6 nm en el lado ipsilateral
(Figura11 Ay 12A). Elej e m enor m idi6 en pr omedio 474.9 +9. 6 nm enel lado
contralateral y 477.0 £ 9.6 en el lado ipsilateral (Figura 11B y 12A). Los botones sinapticos
del grupo ST incrementaron su tamafo significativamente (x= 1379 £ 18 nm el eje mayor y
980.3 + 16.13 nm el eje menor) en el lado ipsilateral (Figuras11A-B y 12B). Este patrén de
aumento se encontré en el grupo LD (X= 1340.0 £ 13.20 nm el eje mayory 966.0 £ 12.1
nm el eje menor (Figuras11A-B y 12C) significativamente diferente al grupo CTRL. Se
observaron pocos botones con edema (Xx= 987 £ 12.00 nm eje mayory 765 + 13 nm eje
menor) en el estriado ipsilateral del grupo tratado con LD-RIM (Figuras 11A-By 12D). En
el es triado i psilateral del grupo tratado con LD-CSP s e enc ontraron algunos bot ones
hinchados ( x= 1078+ 12nm e je mayory 878+ 8 .98 n mej e menor) peron o
significativamente diferentes del grupo LD -RIM (Figuras 11A-By 12E). El analisis “Post
hoc” revel6 diferencias s ignificativas del tratamiento LD -RIM yLD CSP conel LD y el
grupo ST mostrando menor niumero de botones con edema. El diametro de los botones
contralaterales de | os t odos | os g rupos | esionados ¢ on 6 -OHDA no m ostré ¢ ambios
respecto al grupo CTRL (Figuras 11A-B). El neuropilo de | os estriados del grupo STy el
LD presento severas alteraciones como vacuolas y mitocondrias con crestas dilatadas. En
los grupos LD-RIMy LD-CSP no s e observaron alteraciones de es te tipo y el neuropilo

estaba bien conservado en general (Figuras 12 Dy E).
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Figura 11. Analisis ultraestructural d e | as t erminales s indpticas en el estriado dor solateral. Se
muestran las longitudes de los ejes mayor (A) y menor (B) de los botones sinapticos en el estriado
ipsilateral (1) y contralateral (C). (Media + SEM.x = P < 0.05 vs CTRL; @=P < 0.05vs LD; ANOVA

de un factor).
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Figura 12. Micrografias electronicas r epresentativas de la ultraestructura estriatal i psilateral e n
cada grupo. El valor medio del botdn sinaptico fue de 700 x 696 nm en el grupo CTRL (A). Se
observa la buena conservacion del neuropilo. (B) una terminal sinaptica del grupo ST mostrando
edema (aumento en el diametro) en el botén que mantiene un contacto sinaptico con una espina
dendritica. Pueden observarse al teraciones en m itocondrias y al gunas vacuolas en el ne uropilo.
(C) Una terminal con gran volumen estableciendo un contacto sinaptico con una espina dendritica
y alteraciones en el neuropilo en el grupo tratado con LD. (D) LD-RIMy L D-CSP (E), mostrando
botones s inapticos de d imensiones similares al os del grupo CTRL y neuropilo en g eneral bien
conservado. Botoén sinaptico (b), espinas dendriticas (s), dendritas (d), Barra 0.2um.
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13. DISCUSION

Los datos del presente estudio demuestran que la coadministracion oral de LD vy el
antagonista del receptor CB1 (rimonabant) o LD y el antagonista del r eceptor T RPV1
(capsacepina) producen la reduccion de la severidad de los MIA inducidos por la LD, al
favorecer la conservacion de al gunas neuronas dopaminérgicas en | a SNc funcionales,
promoviendo la mejor preservacion de la sinaptologia del cuerpo estriado de ambos

hemisferios, a diferencia de lo encontrado en los grupos ST y LD.

13.1. MIA
El estado predominante de ac inesia de las ratas |esionadas con 6-OHDA del grupo ST
corresponde c on | os h allazgos de otros trabajos, en | os c uales des criben | a r elacién
directa entre elaumento delos niveles de eCB enel cerebroy |a acinesia der atas
lesionadas en la via nigroestriatal (Gubellini et al., 2002; Gonzalez et al., 2006). En estas
ratas, el tratamiento con LD puede revertir la acinesia, probablemente restableciendo los
niveles normales de eCB (Maccarrone et al., 2003). La dosis y el tiempo de tratamiento
con LD son factores que aumentan la incidencia de DIL (Schrag y Quinn, 2000; Putterman
et al., 2007 ), manifestandose simultdneamente bradicinesia, posturas di sténicas de
porciones del c uerpo ¢ ontralaterales al hem isferio cerebral mas deg enerado vy
evidenciando la reduccion progresiva del tiempo de beneficio anti-parkinsoniano de la LD
(Melamed, 1979; Cubo et al., 2001; Ghassemi et al., 2006). Analogamente al paciente con
EP quien presenta un estado acinético cuando han pasado varias horas sin recibir LD, las
ratas de todos los grupos evaluados en este estudio manifestaban acinesia en la primera
evaluacién, 20 minutos antes de la toma de los tratamientos correspondientes a cada
grupo. Las DIL de “pico de dos is”, son producidas por | a es timulacion pul satil de | os
receptores de DA en el estriado (Cenci y Lundblad, 2007) y afectan a humanos de manera
asimétrica (Mones et al., 1971; Kempster et al., 1989; Nutt, 1990), lo que en el modelo con
6-OHDA se recrea en gran medida por la manifestacion predominantemente unilateral de
los MIA (Lee et al., 2000; Winkler et al., 2002). En este contexto, el bloqueo de receptores
CB1 o T RPV1resultanuna buena alternativa par a at enuar | os M IA i nducidos por el

tratamiento con LD y otras alteraciones motoras relacionadas (Fernandez-Ruiz, 2009).

El t ratamiento c on LD -RIM redujo not ablemente | a as imetria m otoraen el miembro

superior contralateral ala lesion disminuyendo la postura disténica caracteristicamente
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inducida con el modelo con 6-OHDA vy facilitando | a utilizaciéon de es te miembro para
estabilizarse durante la flexion contralateral de | os musculos axiales, lo que se reflejé en
MIA axiales de baja severidad al no producir la caida de |as ratas y al ser interrumpibles
por es timulos ex ternos c omo ruido o ligeros golpes en's us cajas (Cenci y Lundblad,
2007). Esta mejora de | a habilidad de | a extremidad superior contralateral es consistente
con el efecto anti-acinético y atenuante de la asimetria motora del miembro contralateral a
la lesion nigroestriatal severa por la administraciéon de rimonabant (Fernandez-Espejo et
al., 2005), permitiendo la prolongacion del efecto anti-parkinsoniano de la LD y la
atenuacion de los MIA (Cao et al., 2007 ; Kelsey et al.,, 2009 ). Enes tees tudioe |
rimonabant y la capsacepina indujeron efecto anti-distonico y anti-discinético sin afectar la
actividad espontanea normal como la exploracién o el erguimiento durante el efecto “on”
de la LD, generalmente los primeros 80 minutos después de |a toma de los tratamientos
correspondientes. E sto concuerda c on | a par ticipacidén de ot ros s istemas fisioldgicos
distintos al dopa minérgico dur ante la manifestacion de di stonia o discinesia yconlo

observado con otros farmacos no dopaminérgicos (Dekundy et al., 2007).

Se conoce que las D IL pueden apar ecer por primer vez cuando la LD posee el mejor
efecto anti-bradicinético y esto hace dificil disociar el efecto anti-parkinsoniano de la LD de
su e fecto i nductor de D IL (Caligiuri y Peterson, 1993 ). Al respecto, se ha s ugerido | a
existencia de una concentracién umbral de DA en el cerebro; alto para la manifestaciéon de
DIL y bajo para inducir efecto anti-parkinsoniano en etapas tempranas del tratamiento con
LD. Con el avance del tiempo de tratamiento se produce la sensibilizacion (alteraciones
en la sintesis, transporte y sensibilidad de los receptores de D A estriatales) alalD vy
disminuye la concentracion umbral de D A para desarrollar DIL al nivel del requerido para
su ef ecto ant i-parkinsoniano (Kirik et al., 19 98; Olanow et al., 2006 ). En e stados
avanzados de la EP disminuye el tiempo del estado “on” anti-parkinsoniano y aumenta el
de m anifestacion de D IL (Nutt et al., 2010 ). P robablemente la c onservacion de | as
neuronas TH en la SNc y citoldgica en el estriado, promovida por los tratamientos con LD-
RIM y LD-CSP, favoreci6 el mantenimiento de las concentraciones de D A en el estriado
dorsolateral cercanas a los de etapas intermedias de DIL, cuando se manifiestan DIL pero
durante menos tiempoy con menor severidad (Lee et al., 2000; Carlsson et al., 2005),
evitando la liberacién excesiva de DA en el estriado y aun en la SNc por la administracién
exogena de LD que favorece la sensibilizacion a la DA y la induccién de DIL (Buck et al.,
2010; Lindgren et al., 2010).
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En c ontraste a nues tros r esultados, e | e fecto paraddjico de los a gonistas CB1enl a
reduccion de las DIL con otros reportes puede deberse a la diferencia en el tiempo de
biodisponibilidad de és tos en el c erebro, as i el ag onista s intético de | r eceptor C B1,
WIN5522212 es efectivo 60 minutos después de su administracion, aliviando DIL de tipo
difasico (Morgese et al., 2007). Esto mismo ocurre en humanos tratados con nabilona, un
agonista sintético de C B1 que disminuye el tiempo y severidad de las DIL (Sieradzan et
al., 2001). Por el contrario el rimonabant administrado oralmente esta biodisponible en el
cerebro desde los primeros 20 minutos después de su administracién (Rinaldi-Carmona et
al., 1996). Esto es farmacoldégicamente relevante debido a que el tiempo de
biodisponibilidad cerebral es muy similar al de la LD administrada por via oral y a que la
estimulaciéon de los r eceptoresde D A y CB1 puedet ener e fectos funcionales m uy
diferentes si se activan simultdneamente o en momentos diferentes (Glass y Felder, 1997,
Vasquez y Lewis, 1999 ; Kearn et al., 2005 ; Gonzalez et al., 2009 ). O tra di ferencia
importante en el tipo de efecto de los agonistas CB1 sobre las DIL esta determinado por el
modo de administracion de LD, asi, la administracion de tipo “aleatorio crossover” utilizado
en varios estudios farmacolégicos implica la administracion variable de LD tanto en dosis
como en t iempos, |o que facilita la complicacion de D IL de t ipo “pico de dosis” en DIL
difasicas (Mateo et al., 1995). El agonista CB1, HU210 puede atenuar las DIL inducidas
por la adm inistracién d e t ipo “ crossover”, a tenuando | as DIL di fasicas (Walsh et al.,
2010a).

El efecto del rimonabant en el movimiento es dosis dependiente y esta determinado por el
grado de denervacion dopaminérgica y de la respuesta a la LD exdgena, de manera que
la relativamente dosis baja de rimonabant utilizada en este es tudio ¢ oncuerda c on
reportes previos sobre su capacidad terapéutica en la disminucion de DIL y otras
alteraciones motoras (El-Banoua et al., 2004; Fernandez-Espejo et al., 2005; Martin et al.,
2008; Tadaiesky et al., 2010). Esto contrasta con el profundo impacto fisiolégico producido
por la inactivacion del gen de expresion de CB1 en estudios KO-CB1 en ratones que
desarrollan un fenotipo con mayor susceptibilidad al dafio por 6-OHDA y a desarrollar DIL
(Pérez-Rial et al., 2011), pues implica también la alteracion de otros procesos fisioldgicos
distintos de | a t ransmision s inaptica y el control motor enlos quelos eCB par ticipan

mediante la activacion del receptor CB1 (Bisogno y Di Marzo, 2007; Belujon et al., 2010).
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Por otro lado el bloqueo del receptor TRPV1 con capsacepina puede facilitar el efecto
anti-discinético del inhibidor del metabolismo de AEA, URB597 (Morgese et al., 2007). El
aumento en la concentracion de AEA producido por este inhibidor en los ganglios basales,
principalmente en el estriado puede inducir la activacion de TRPV1 contrarrestando el
posible efecto anti-discinético de la activacion de CB1 con AEA. El bloqueo del receptor
TRPV1 con capsacepina puede prevenir este efecto. En el contexto de nuestro estudio
obtuvimos ademas de la disminucion de la severidad de las DIL, menor pérdida de
neuronas TH positivas que probablemente expresan receptores TRPV1y que regulan la
liberacion de D A estriatal (Marinelli et al., 2003). Es posible que la combinacién de LD -
CSP facilite la transmision de la via indirecta en periodos cercanos al “off” como lo es 20
minutos ant es de | a adm inistracién de LD -CSP 0 100 m inutos des pués, debidoal a
presentacion de es tereotipiasc omo bos tezosy es tiramientos (Figura13 )
caracteristicamente inducidos con agonistas D2 (Collins et al., 2005; Martin et al., 2008) y
regulados ¢ on ¢ anabinoides en es trecha relacion c on | a ¢ oncentracién de DA en el
estriado (Ottani et al., 2002), en oposicion a la sobre activacién de la via directa durante la
manifestacion de D IL (Longoni et al., 1987 ; Stahle, 1992 ). No s e pu ede des cartar | a
posibilidad de | a activacién de | os aut orreceptores D 2 en terminales de |a S Nc c omo
mecanismo inductor de estas estereotipias en concordancia con la buena preservacion de

la via nigroestriatal en este grupo (Ferrari, 1985).

La c ompensacion fisiolégicay f uncional enam bos hem isferios ac ausadel a
degeneracion unilateral de la via nigroestriatal es diferente entre el estado de reposo y la
ejecucion de movimiento, de forma que es posible que ocurran variaciones en la actividad
neuronal de | a SNc distintas en cada hemisferio, segun el estado de actividad de la rata
(Yang et al., 2007 ). T al f endmeno tiene v arias i mplicaciones pues el es triadoes |a
estructura clave en el surgimiento delas DILy del tipo de MIA manifestados. Una vez
establecidas las DIL, el GPe, la SNr y el NST, estructuras que expresan receptores de
DA, CB1 y/o TRPV1 son determinantes del grado de severidad de estas DIL (Buck et al.,
2010) de manera que la influencia de ¢ ada estructura en | a ejecucion motora varia en
cada hemisferio y segun la rata esté activa o inactiva. Por otro lado, la conducta de giro
contralateral inducido por la LD no es considerada una ex presion de DIL pero si un MIA
producido por la estimulacién de | os receptores de DA supersensibilizados en el estriado
ipsilateral (Mendez y Finn, 1975; Cenci y Lundblad, 2007 ). En el presente estudiono

observamos la conducta de giro o MIA locomotor consistentemente y ni con diferencias
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significativas entre los grupos en tratamiento (datos no mostrados). En todos los grupos
tratados, el giro inducido por LD fue ejecutado en su mayoria sobre dos patas y no sobre
al menos tres en contacto con la superficie, como lo indica Cenci y colaboradores en su
clasificacion de los MIA (Cenci y Lundblad, 2007). La induccién consistente de la conducta
de giro con LD requiere de dosis altas de LD, mayores a las necesarias para inducir DIL y
a la utilizada en este estudio (Lindner et al., 1996; Marin et al., 2006). La evidente
habilidad motora de los miembros superiores excluye la posibilidad de que la rigidez, la
distonia o los MIA del miembro superior impidan la movilidad de esta extremidad para la
locomocién y por lo tanto de la ejecuciéon del MIA de tipo locomotor en el grupo LD-RIM o
el LD-CSP (Marin et al., 2006; Dekundy et al., 2007). Es importante mencionar que las
ratas t ratadas c on LD -CSP des arrollaron hi persensibilizaciéon (alodinia m ecanica) ante
estimulos inocuos c omo la m anipulacién con las manos durante | a a dministracion de |
tratamiento o el cambio de ¢ ajas paralarealizacién de | a e valuacién de los MIA, un
fendmeno que sugiere que este tratamiento también posee efecto en neuronas sensitivas
en el sistema nervioso periférico, alterando la percepcién del dolor, pues se quejaban al

contacto (Patapoutian et al., 2009).

Figura 13. Estereotipias en el estado “off” de las ratas del grupo LD-CSP. En el grupo tratado con
LD-CSP se manifestaban frecuentemente bostezos y estiramientos corporales antes de la toma del
tratamiento y al decaer el “pico de dos is” de LD, 100 minutos des pués. Estos movimientos y la
alidonia mecanica, solo se desarrollaron en este grupo.
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13.2. Alteraciones citolégicas

La pérdida de neuronas TH positivas en |l a SNc de | os todos grupos lesionados con 6-
OHDA en el hemisferio contralateral fue significativamente mayor respecto al grupo CTRL
pero menor que en el ipsilateral de todos los grupos lesionados, como se ha reportado en
ratas | esionadas en el haz medial de ¢ erebro anterior (Avila-Costa et al., 2005b; Avila-
Costa et al., 2008 ). P robablemente | as pr oyecciones i nterhemisféricas de | a S Nc al
estriado contralateral ocasionen la degeneracién de la SNc¢ contralateral por el transporte
anterogrado y retrogrado de la toxina (Fass y Butcher, 1981; Morgan y Huston, 1990;
Emsley et al., 2001). F uncionalmente la SNc de un | ado regula |l a actividad de | a SNc
opuesta (Castellano y Diaz, 1991) asi como la recaptura de DA, su sintesis y la
interaccion entre receptores D1 y D2 (Roedter et al., 2001; Kozlowski et al., 2004 ). El
grado de conservaciéon neuronal en la SNc de los grupos tratados con LD-RIM y LD-CSP
fue significativamente mayor respecto al os grupos STy L D en los dos hemisferios. El
rimonabant por si mismo puede favorecer | a s upervivencia neur onal por mecanismos
independientes del bloqueo CB1 (Pegorini et al., 2006; Fowler et al., 2010). Y el
tratamiento con LD-CSP puede favorecer la s upervivencia neur onal ev itando el i nflujo
excesivo de c alcio a t ravés del receptor TRPV1 en neur onas de | a SNc (Roedter et al.,
2001; Musella et al., 2009).

Puesto que el tiempo de neurotoxicidad de la 6-OHDA se ha estimado en 96 horas desde
la inyeccion intracerebral y de una semana en la disminucion mayor de DA en el estriado
(Labandeira-Garcia et al., 1996; Zuch et al., 2000), es probable que la administraciéon de
los t ratamientos con L D-RIMy L D-CSP 36 hor as des pués de | alesion c on 6 -OHDA,
permitan, por mecanismos diferentes, el restablecimiento del fenotipo TH positivo en
neuronas del a S Nc par cialmente a fectadas por | at oxina (Sauer y Oertel, 1994 ;
Bowenkamp et al., 1996; Rosenblad et al., 1999) impidiendo la muerte neuronal (Zuch et
al., 2000). El rimonabant a su vez puede remover el control ténico que los eCB ejercen
sobre la SNc facilitando su actividad y la liberacion de DA en el estriado (Gueudet et al.,
1995), de manera que la capsacepina también puede modular la liberacion de DA en el
estriado de ambos hemisferios (de Lago et al., 2004). Esta conservacion puede favorecer
el metabolismo de la DAy su almacenaje vesicular en las terminales remanentes en e |
estriado ipsilateral produciendo variaciones en la concentracion de DA, menos drasticas
en comparacién con lo ocurrido en el grupo ST y LD (Kirik et al., 1998; Carlsson et al.,

2005). Otro factor importante en la supervivencia neuronal de la SNc es el control de las

39



aferencias excitatorias en la SNc por TRPV1 (Overton y Clark, 1997; Marinelli et al., 2003)
ypor CB1 oT RPV1 enel es triado r educiendo | a e xcitotoxicidad inducida por | a
sobreactividad del NST y la corteza (Gonzalez et al., 2006; Musella et al., 2009) causados
por la denervacién dopaminérgica, y potencialmente inductores de muerte neuronal en

esta condicion (Gubellini et al., 2002).

La conservacion de espinas dendriticas en las NEM del estriado dorsolateral promovida
por los tratamientos con LD-RIM y LD-CSP podria deberse en parte, a la modulacion de la
sobreactividad de | at ransmision g lutamatérgica en el es triado desde | a pr esinapsis
excitatoria (Gubellini et al., 2002). El rimonabant posee la capacidad de influir en la
liberacion de glutamato en el estriado (Meschler et al., 2001). Esta conservacién de
espinas puede m antener la capacidad parcial de revertir |as alteraciones de pl asticidad
sinaptica propias de las discinecias, como la pérdida de la capacidad de inhibicién de
largo plazo de la liberacion de neurotransmisores (LTD)y con ello regular la actividad
neuronal de las NEM (Maccarrone et al., 2003; Picconi et al., 2003; Casteels et al., 2010;
Walsh et al., 2010b). Esto es crucial para el efecto anti-discinético de los tratamientos LD-
RIM y LD-CSP, pues la inervacion dopaminérgica en el estriado dorsolateral determina la
severidad de los MIA axiales, orolinguales y del miembro superior. La funcionalidad de las
conexiones dopam inérgicas remanentes es i mportante para la manifestacion mismade
las DIL (Schuster et al., 2009; Soderstrom et al., 2010) y la pérdida de espinas en el grupo
tratado con LD sugiere la pérdida de c ontactos sinapticos y la alteracion del volumen 'y
perimetro membranal, lo cual implica la modificacion de la excitabilidad de las NEM (Rall,
1962; Arbuthnott et al., 1998; Neely et al., 2007).

Esto a la vez corresponde con la baja presencia de botones con edema en el estriado de
las ratas tratadas con LD-RIM y LD-CSP. La alteracion funcional de proteinas como los
receptores de glutamato y los canales de c alcio en es tados avanzadosdelaEP y DIL
(Surmeier et al.,, 1995 ) son c onsecuencia de | a pér dida del c ontrol dopam inérgico
fisiolégico p or la cual | ainteraccion de r eceptoresde D Ay CB1 en lamismaviade
transduccion de sefales dependiente de AMPc, su competencia por las mismas proteinas
Gy se efecto en la actividad de la adenilato ciclasa en las NEM, puede ser el mecanismo
por el cual se disminuya la severidad de las DIL (Meschler et al., 2001). En este mismo
sentido el r eceptor TRPV1 también funciona segun la activacion de esta viade

transduccién de s efiales aunq ue s u interaccién con | os r eceptores d e D A s e c onoce
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menos que en el casodel os CB1 (Glass y Felder, 1997 ), su ac tividad depende de

enzimas como la fosfolipasa C (PLC), la proteina cinasa A (PKA) y C (PKA)(Netzeband et
al., 1999; De Petrocellis et al., 2001b; Vellani et al., 2001). La c ompleja interaccion de
estos receptores en el estriado y su localizacién presinaptica, postsinaptica, membranal o
intracelular y s us es tados de ac tivaciony del as v ias de s efalizacion c oncomitantes
pueden ser los posibles mecanismos para que cada uno de estos dos antagonistas
(rimonabant o capsacepina) en coadministracion con LD posean efecto funcional y

citologico tan similar en esta condicion patolégica (Bisogno y Di Marzo, 2007).

Respecto a | as al teraciones ul traestructurales bilaterales en el es triado dor solateral, el
grupo ST mostrd botones sinapticos con edema en concordancia con estudios previos con
ratas sin tratamiento (Avila-Costa et al., 2005a; Avila-Costa et al., 2008) y tratadas con LD
con DIL (Gutiérrez-Valdez et al., 2012 ). Esto contrasta con |a obs ervacién de q ue en
monos | esionados c on M PTP no s e observan alteraciones en el volumen del bot 6n
sinaptico en el estriado muy probablemente a causa de la diferencia en el modelo animal
utilizado (Raju et al., 2 008). Lostratamientos con LD -RIMy L D-CSP previnieron| a
presencia de edema como lo observado con el agonista de receptores D2, bromocriptina
(Avila-Costa et al., 2005b). En el estriado, los eCB ejercen control ténico inhibitorio de las
NEM mediante la activacion de receptores CB1, la infusion estriatal de rimonabant puede
remover este control tonico y facilitar conductas motoras dependientes de la activaciéon de
receptores D1 e inhibir las dependientes de D2 (El-Banoua et al., 2004). Sin embargo en
nuestro estudio, la distribucion y la farmacodinamica cerebral del rimonabant administrado
oralmente (Rinaldi-Carmona et al., 1995; Rinaldi-Carmona et al., 1996 ), pr obablemente
interrumpid el ef ecto de | a c oactivacion fisiologica de r eceptores CB1y de DA alser
administrada la LD-RIM al mismo tiempo y tener un tiempo de distribucion muy similar, lo
anterior puede serclave enel efectode la conservacion de la sinaptologia funcional
estriatal (Przybyla y Watts, 2010). La farmacologia de la capsacepina es menos conocida
y puede llevar a ef ectos opuestos debido incluso a su capacidad para activar canales de
calcio o receptores nicotinicos (Szallasi, 2006), pero también puede evitar la muerte
neuronal desencadenada por la activacion de CB1 y la activacion indirecta de TRPV1
(Pegorini et al., 2006; Kim et al., 2008). En ratas lesionadas sin tratamiento como las del
grupo ST de nuestro estudio, la excitabilidad de las NEM del estriado aumenta en | as
estriatopalidales ( que e xpresan D 2) y disminuye en | as es triatonigrales ( que ex presan

D1), es ta s ituacidon en c ombinacién con el aum ento en | a transmisién g lutamatérgica

41



aferente (Rylander et al., 2009) produce cambios morfolégicos en la sinaptologia estriatal,
principalmente el aumento del tamafio de la densidad postsinaptica (Ingham et al., 1998),
lo cual también oc urre en hum anos (Anglade et al., 1996 ) y concuerda con el estado
predominante de potenciacion de largo plazo (LTP), irreversible en ratas que manifiestan
DIL (Picconi et al., 20 03). Los eC B s on fundamentales en es te tipo de pl asticidad
sinaptica, sin embargo los mecanismos por los cuales la coadministracion de LD -RIM o
LD-CSP puedan restablecer la capacidad de la LTD y disminuir la severidad de las DIL
quedan para es tudios posteriores, aunque es probable q ue s e deba aunac ompleja
interaccion entre los receptores CB1, TRPV1,y de D Aen el estriado, y en es tructuras
como el GP, el NST y la corteza, cuya actividad determina la evolucion de D IL y otras

complicaciones motoras inducidas por la respuesta anémala al tratamiento oral con LD.
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14. CONCLUSIONES

Nuestros resultados de muestran que | a ¢ oadministracion o ralde LD -RIMo LD -CSP
pueden disminuir significativamente la severidad de los MIA orolinguales, del miembro
superior y de | os m usculos axiales, con una f enomenologia de D IL de “pico de dos is”.
Durante las observaciones conductuales notamos disminucién de | as posturas distonicas
del miembro s uperior contralateral al hem isferio | esionadoc on6 -OHDAy d ela

bradicinesia dur ante | os pr imeros 100 m inutos, ent odos | os t iempos de ev aluacion
durante el tratamiento crénico por 58 dias. Esta recuperacion motora corresponde con la
preservacion de mas n euronas dopaminérgicas enl a S Nci psilateral y c ontralateral
respecto a lo observado con el tratamiento con LD o en el grupo lesionado sin tratamiento.
Lo mismo ocurre con la induccion de estos tratamientos, LD-RIM y LD-CSP de preservar
mayor numero de espinas dendriticas en las NEM del estriado dorsolateral y de su
ultraestructura sinaptica y del neuropilo. La evidencia experimental sugiere que el bloqueo
del receptor CB1 es una alternativa en | a modulacién de | a via indirecta sobre activada
durante la manifestaciéon de las DIL y que el receptor TRPV1 puede ser un factor inductor
de DIL, por lo cual su bloqueo por la administracion oral de CSP es efectivo en la
atenuacion de las DIL y las alteraciones citoldgicas inducidas por la lesién con 6-OHDA.
La unica diferencia conductual observada entre los tratamientos con LD-RIM y el LD-CSP
fue | a ev idente hi persensibilidad a es timulos i nocuos ¢ omo el ¢ ontacto mecanico a |
manipularlas ¢ onl as manos ( alodiniam ecanica)y los oc asionales bos tezosy

estiramientos estereotipados no manifestados en las ratas tratadas con LD o LD-RIM. La
combinacion oral LD-RIM parece ser mas viable en la utilizacion como terapia en
coadministraciéon con LD. Los mecanismos para estos efectos quedan por determinarse

en estudios posteriores.
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