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“La ciencia es la expresion de una necesidad inherente al ser humano y, en todo caso, estd ligada a
la funcidn superior de su naturaleza inteligente: la capacidad de crear”

René Gerdnimo Favaloro

“Mientras el cerebro sea un misterio, el universo continuara siendo un misterio”

Santiago Ramon vy Cajal

“El cerebro es mas grande que el cielo si los pones uno junto al otro el primero contiene al
segundo y sin dificultad te incluye a ti también”

Emily Dickinson

“Hay dos formas de ver la vida: una es creer que no existen milagros, la otra es creer que todo es

un milagro.”

Albert Einstein
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RESUMEN

La Enfermedad de Parkinson (EP), es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada
por la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la Sustancia Nigra compacta (SNc) lo
gue induce la aparicibn de una serie de alteraciones motoras caracteristicas, la
deficiencia de dopamina, es tratada por remplazo farmacologico con L-Dopa; sin
embargo, pese a que este farmaco resulta efectivo para tratar los sintomas de la EP,
tras su administraciébn crénica se manifiestan efectos secundarios, entre los que
destacan movimientos anormales involuntarios (por sus siglas en ingles AIMS)
conocidos como “discinesias” (DIL). Por otro lado, existen evidencias de que la L-Dopa
al autoxidarse, estimula la generacién de radicales libres y considerando que entre las
teorias que se han propuesto para explicar la etiologia de la EP destaca el estrés
oxidativo, se ha sugerido la administracion de un antioxidante como la melatonina para
complementar el tratamiento de esta enfermedad, por tal motivo se considerd
importante comparar el efecto de la L-Dopa sola y en combinacién con melatonina sobre
la sobrevivencia neuronal en la SNc, la conducta motora y la severidad de las
discinesias producidas por la administracion del tratamiento por un periodo de 2 meses
en ratas macho de la cepa wistar, lesionadas unilateralmente con 6-OHDA en el haz
medial y distribuidas en 5 diferentes grupos: (I) control; (I) lesiéon+L-Dopa (7.5mg/kg);
(1) lesion + L-Dopa + melatonina (10mg/kg) (IV) lesion + L-Dopa + melatonina esta
dltima administrada al comenzar el segundo mes de tratamiento, y (V) lesion sin
tratamiento. Durante el desarrollo del experimento las habilidades motoras de los
animales fueron evaluadas mediante pruebas ad hoc. Los resultados indican que los
animales del grupo Ill mostraron el mejor desempefio motor en las pruebas de viga y
escalera, ademas de presentar menor cantidad de DIL en comparaciéon con los grupos
I, IVyV; el grupo IV, por su parte, evidencié cierta mejora motora tras la administracion
de melatonina tanto en las pruebas conductuales como en el desarrollo de discinesias.
Pese a que entre los grupos no se observan diferencias significativas en cuanto al
namero de neuronas inmunopositivas a Tirosina Hidroxilasa (TH) remanentes en la SNc,
se observa cierta tendencia al aumento en los grupos que recibieron melatonina en
algin momento del experimento. Los resultados sugieren que la melatonina en
combinacion con L-Dopa puede contribuir a disminuir la severidad de las DIL y el dafio

motor producido por la 6-OHDA.



ABREVIACIONES

6-OHDA 6-hidroxidopamina
AlIMs Por sus siglas en ingles
Abnormal and involuntary
movements

APO Dihidro-apomorfina o bien

Apomorfina
COMT Catecol-orto-metil-transferasa
CTE Cadena de transporte
electronico
D:s Receptor dopaminérgico 1 a 5
DA Dopamina
DAT  Transportador de dopamina
DDC Dopa decarboxilasa
DIL Discinesias inducidas por L-
Dopa
DOPAC acido 3,4-
dihidroxifenilacetico
DT Discinesias Tardias
EP Enfermedad de Parkinson
ERO  Especies Reactivas de
Oxigeno
GABA Acido gama-aminobutirico
GB Ganglios Basales
GDNF Factor Neurotréfico Derivado
de la Glia
GP Globo palido
GPe Globo palido externo
GPi  Globo pélido interno
GPx  Glutatidon peroxidasa
GR  Glutation reductasa
GSH Glutation
GSH-Px Glutation Peroxidasa

H,O,  Peroxido de hidrégeno
L-Dopa L-3,4-dioxifenilalanina
LTD Por sus siglas en ingles Long
Term Depression

LTP Por sus siglas en ingles Long
term potenciation

MAO-B Monoamino oxidasa-B
MPP*  1-metil-4fenil-2,3-
dihidropiridinium
MPPP1-methyl-4-phenyl-4-propion-
oxypiperidine

MPTP metil-fenil-tetrahidropiridona
NEM Neuronas espinosas
medianas

NO® Oxido nitrico

NST Nucleo subtalamico

02° anion superoxido

OH*® radical hidroxilo

ONOO- anién peroxinitrito
ONOONH acido peroxinitroso

PBS Buffer fosfatos salina

RL Radicales Libres
ROO®Radicales peroxilo

SN  Sustancia Nigra

SNc Sustancia nigra parte
compacta

SNr Substancia nigra parte
reticulada

SOD  Superoxido dismutasa
TH Tirosina hidroxilasa
UPDRS Por sus siglas en ingles
Unified Parkinson's Disease Rating

Scale



INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas son procesos cronicos y progresivos que
se caracterizan por la pérdida selectiva y simétrica de neuronas en el sistema
motor, sensorial y cognitivo (Grau-Veciana, 2006). En la actualidad se conocen
mas de 100 enfermedades neurodegenerativas tales como la enfermedad de
Alzheimer, Parkinson, Huntington, esclerosis multiple, entre otras (Antigledad,
2004). Dichas patologias han incrementado su nivel de prevalencia en el mundo
en los Ultimos afos, se ha propuesto que la tasa de incidencia aumentara del
120 al 230% en las préximas décadas (Otero-Siliceo, 1996). Las demencias y la
EP destacan a causa de su alta incidencia, esta Ultima, es la segunda mas
frecuente dentro de lasenfermedades degenerativas del Sistema Nervioso que
afecta a las personas arriba de 55 afios. Actualmente, se considera que de esta
enfermedad se presentan de 150 a 200 casos por cada 100,000 habitantes al
afo en diversas partes del mundo, afectando al 2% de la poblacion de los paises
desarrollados y al 2.5% de las personas mayores a 75 afios. En México, 50 de
cada 100,000 habitantes pueden padecerla, este indice podria aumentar en las
proximas décadas a raiz del incremento de la esperanza de vida (Otero Siliceo,
1996; Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, 2008). Sin embargo, los
datos obtenidos seguramente no son concluyentes ya que en las areas rurales

se tiene poco acceso a los centros de salud (Gongora-Alfaro et al., 2005).
Antecedentes

La EP es una condicién conocida desde tiempos muy antiguos; de modo que,
en la antigua india hace aproximadamente 4500 afios se describio en el sistema
meédico hindu “Ayurveda” con el nombre de kampavata, de kampa, que significa
agitacion y vata que describe la falta de movimiento muscular. En la literatura
médica occidental Galeno la describi6 como “paralisis agitante” en el afio 175
D.C. (Sharma, 2008); Leonardo Da Vinci describe esta patologia, fascinado por
la estructura y funcionamiento del cuerpo humano, advirti6 que algunas
personas  experimentaban  simultAineamente = movimientos  anormales
involuntarios y dificultad en realizar acciones volitivas, relataba “aparece

claramente en paraliticos cuyos miembros se mueven sin consentimiento de la
3



voluntad y esta voluntad, con todo su poder, no puede impedir que las
extremidades tiemblen” (Tagle, 2005). La primera descripcion moderna de este
padecimiento la realizé el médico gedlogo ingles James Parkinson en 1817 en
su publicacién “Essay on the shaking palsy” basado en la observacion de seis
casos clinicos para definir a la enfermedad de la siguiente manera: “movimientos
involuntarios con disminucién de la fuerza muscular en segmentos inmoviles,
con tendencia a la inclinacion del tronco hacia adelante, asi como la marcha
acelerada, sin alteracion intelectual ni de los 6rganos de los sentidos” (Otero-
Siliceo, 1996).

La descripcidon hecha por James Parkinson motivé a otros investigadores a
profundizar en el estudio de la EP, de esta manera Charcot en 1880 afirmd que
este padecimiento era el quinto mas frecuente en pacientes con edades mayores
de 40 a 50 afios; Gowers en 1888, en una revision de 80 pacientes informo que
la edad de aparicion de la enfermedad era posterior a los 40 afios de edad y
asegurd que los 52 afios era la edad exacta del comienzo independientemente
del sexo (Hoehn 'y Yahr, 1987). Purves Steward en 1898 observé que el inicio de
la enfermedad podia incluso oscilar entre los 22 a los 71 afios; a causa del rango
tan amplio de edades la EP se clasifica como juvenil cuando la edad de inicio es
igual 6 inferior a los 20 afos, de inicio temprano cuando la edad oscila entre los

21y los 40 y finalmente, tardia con 70 o més afios (Alanis, 1996).

En Agosto de 1957, Kathleen Montagu reporté la presencia de dopamina (DA)
en el cerebro de varias especies animales, incluido el cerebro humano; en
noviembre de 1957, Hans Weil-Malherbe, confirmé esta observacion y examiné
la distribuciéon intracelular de DA en el tallo cerebral de conejo; sin embargo
ninguno de los investigadores mencionados explicé el papel fisiolégico de la
dopamina (Hornykiewicz, 2006). En la década de 1960, Hornykiewicz analizd
cerebros de pacientes con EP y encontré reduccion significativa de DA,
serotonina y noradrenalina principalmente en el cuerpo estriado y en la
Sustancia Nigra parte compacta (SNc), puntualizando que de las tres aminas
biogénicas la que mas se reducia era la DA. Posteriormente se demostro que las

neuronas que estaban degenerando principalmente eran las neuronas



dopaminérgicas de la SNc, con pérdida moderada de la porcion dorsal de la
misma (Yurek y Sladek, 1990; Gibb y Less, 1991).

Neuropatologia

La EP se caracteriza anatomopatoldégicamente por la pérdida de neuronas
dopaminérgicas en la SNc, y la presencia de inclusiones eosindfilas
intracitoplasmaticas, denominadas cuerpos de Lewy (Otero-Siliceo, 1966) que se
encuentran formadas principalmente por una proteina llamaala -sinucleina
(Bertarbet et al., 2002). Pese a que aun no es muy claro el papel fisiolégico de
estas inclusiones, se ha propuesto que son importantes en la regulacién y
reciclamiento de las vesiculas sinapticas, principalmente en el almacenamiento
de DA (Moore et al., 2005). Se ha reportado ademas que laa -sinucleina regula
negativamente la actividad de la TH, manteniendo a la proteina en un estado
inactivo no fosforilado, modulando de esta manera la biosintesis de DA en
neuronas catecolaminérgicas; asimismo regula la concentracion del
transportador de dopamina (DAT) en la membrana plasmatica. Por otro lado,
existen pruebas gue revelan que la acumulacién anormal de a-sinucleina puede
estar asociada con la pérdida neuronal y/o degeneracién. De esta manera,
algunos modelos experimentales proponen que la a-sinucleina podria ser una de

las principales especies toxicas en la EP (Corti et al., 2005).

Entre las neuropatologias se han observado ademas, alteraciones
ultraestructurales en el nucleo estriado de pacientes con EP, en el cual, las
dendritas de las neuronas estdn hinchadas y se presenta reduccion en el
namero de espinas dendriticas (McNeil et al., 1998), aumento en el tamafio de
los botones sinapticos, mitocondrias hinchadas y cambios en el tipo de contactos
sinapticos (Avila-Costa et al., 1998), ademas de proliferacion astrocitica,

degeneracion axénica y neuritas hiperdensas (Machado et al., 1990).



Caracteristicas Clinicas

Dentro de la variedad de sintomas que se manifiestan en pacientes con EP,
destacan las alteraciones en el desempefio motor. Los defectos en la funcion
motora se deben a la baja concentracion de DA en el nucleo estriado, inducida
por la degeneracion progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNc
(Maharaj, 2005); se estima que el 50% de estas neuronas, aunado al 80% de
dopamina estriatal, deben perderse antes de la aparicion de los sintomas
motores (Limin, 2009). Diversos estudios han mostrado que existe una pérdida
continua de las neuronas dopaminérgicas durante el envejecimiento normal, asi

como en la EP (Arias-Carrién, 2008).

Este desorden del movimiento esta caracterizado por la combinacion de
cualquiera de las siguientes caracteristicas motoras: bradicinecia (lentitud del
movimiento), temblor en reposo (de 4 a 5 hertzios por segundo), rigidez (rostro
inexpresivo y aumento en el tono muscular de forma anormal).También destaca
la marcha festinante (arrastre de los pies) asi como la postura flexionada con
equilibrio inestable y existe ademas un fendmeno de no movimiento (cuando los
pies estan transitoriamente pegados al suelo). No todas las caracteristicas
necesitan estar presentes, pero si al menos dos deben exhibirse para la
elaboracion del diagnéstico (Alanis, 1996; Nass y Przedborsky, 2008). Al inicio
de la enfermedad, los sintomas son confinados a una parte del cuerpo mientras
el otro lado esta bien preservado; mas tarde, con el curso progresivo de la
enfermedad, el cuerpo entero es afectado y las deficiencias neuroldgicas
persisten (Adler y Ahlskog, 2000).

Si bien las alteraciones motoras dominan el cuadro clinico, e incluso definen el
sindrome parkinsonico, la mayoria de los pacientes con EP refieren ademas
trastornos psicolégicos, que pueden ser aun mas incapacitantes que los
motores, los cuales, se encuentran ligados a los medicamentos o a la misma
enfermedad; tales como depresion, ansiedad, ataques de panico y desordenes
del suefio (suefio fragmentado y desordenes en el comportamiento del suefio en

la etapa REM, pesadillas y somnolencia diurna entre otros). La demencia, es



una caracteristica asociada con la edad y se sabe que se presenta en mas del
70% de los pacientes con EP (Adler y Ahlskog 2000; Nass y Przedborsky, 2008).

Etiologia

Aun cuando existen mutaciones en genes especificos como la -sinucleina,
DJ-1, PINK 1 o LRR K2 (Polymeropoulos, 1997); la EP es predominantemente
de caracter idiopatico, puesto que su etiologia es desconocida y probablemente
multifactorial. De este modo, pueden estar implicados factores genéticos,
ambientales, defectos mitocondriales, envejecimiento cerebral acelerado y dafio

oxidativo entre otros (Colin-Barenque y Fortoul, 2007).

Factores genéticos

La etiologia de la EP ha sido discutida desde que Gowers sugiri6 en 1888
que era puntualmente genética. Actualmente se sabe que los factores genéticos
representan solo una pequefia muestra del Parkinson tipico, puesto que se ha
estimado que solo entre el 5% y el 10% de los casos de EP son de caracter
genético (Samadi et al., 2006). Por otra parte, se han descrito al menos 10 loci
relacionados con la EP hereditaria de los cuales solo 5 genes con mutacion han
sido identificados (Le y Appel, 2004; Paisan et al., 2005).

Factores ambientales

Diversos estudios epidemiologicos han mostrado que existe un vinculo entre
los factores ambientales y la EP; por tal motivo, se ha sugerido la relacion entre
la industrializacién y el uso de agroquimicos como factores que inciden en la
etologia de la EP, entre los quimicos se encuentran el paraquat (herbicida) y la
rotenona (plaguicida) (Bertarbet et al.,, 2002). Otros factores ambientales
asociados con el riesgo de desarrollar EP incluyen la vida rural, beber agua de
pozo Yy la agricultura, por la exposicion a pesticidas y herbicidas; asi como la
exposicidn a resinas epoxicas y metales pesados como el manganeso (Lai et al.,
2002; Ordoriez-Librado et al., 2010).



Estrés Oxidativo

El oxigeno es un componente necesario para la vida, tanto en su papel como
ultimo aceptor de electrones para hacer posible la sintesis de ATP, como en la
formacion de diversos compuestos en procesos metabdlicos celulares los cuales
son realizados mediante una serie de reacciones de oxido reduccidon que,
paraddjicamente, conllevan a la generaciobn de productos conocidos como
especies reactivas de oxigeno (ERO) y radicales libres (RL), los cuales son
altamente citotdéxicos (Andersen, 2004; Gutierrez,2007). Sin embargo el
organismo desarrolla mecanismos de defensa antioxidante para contrarrestar la
accion toxica de las ERO y los RL. Estos mecanismos se constituyen por
sistemas enzimaticos y moléculas de bajo peso molecular tales como glutation
(GSH), glutation peroxidasa (GSH-Px), superoxido dismutasa (SOD) y la
catalasa (CAT) entre otros, los cuales ayudan en la prevencion y/o eliminacion
de ERO y RL (Storz and Imlay 1999; Betarbet et al., 2002). Cuando el balance
entre eventos oxidativos y sistemas antioxidantes se altera, la célula entra en un
estado llamado “estrés oxidativo”, se generan dafios por peroxidacion lipidica,
protéica, y dafio en el ADN; de esta manera es bien sabido que las ERO
participan en procesos que dirigen al cancer, diabetes, dafios gastricos y

pulmonares asi como en EN (Colin-Barenque y Fortoul, 2007).

El cerebro es especialmente vulnerable a los procesos oxidativos;
especificamente las membranas celulares, puesto que los RL reaccionan con el
doble enlace de los lipidos insaturados como el acido linoléico y araquidénico,
generando asi peroxiradicales, de modo que se inicia una reaccion en cadena
que genera metabolitos como HNE (4Hidroxinonenal), acroleina,
malondialdehido, y F2 isoprostanes, los cuales se encuentran en altas
concentraciones en cerebros de pacientes con EP (Gonzales-Fraguela, 1999;
Barnham et al., 2004; Yap-Yan et al., 2007). Asi, la generacion de RL origina
pérdida de fluidez membranal, reduccién del potencial de membrana y aumento
en la permeabilidad de los iones de Ca®" (Ferrer et al., 1999; Leist et al., 1999),

generando una respuesta excitotoxica, es decir activacion de receptores
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glutamatérgicos que desencadenan una cascada de eventos que provoca la
muerte neuronal (Barnham et al., 2004; Savit et al., 2006). Ademas se ha
reportado que el cerebro humano, contiene niveles bajos de enzimas
antioxidantes y de otros antioxidantes no enzimaticos, y en ciertas areas como
los ganglios basales (GB) existen ademas grandes cantidades de Fe' y otros
metales de transicion que constituyen factores importantes en la generacion de
ERO (Gonzales-Fraguela, 1999; Yap-Yan et al., 2007). Estudios post-mortem en
cerebros de pacientes con EP, muestran que las neuronas dopaminérgicas de la
SNc son particularmente vulnerables al estrés oxidativo; dichos estudios indican
gue existe aumento de peroxidacion lipidica, y agregacion protéica en esta area
cerebral (Dexter et al., 1989°; Shastry, 2003). Ademas, Perry y Yong en 1986,
observaron niveles reducidos de GSH-Px, y se ha reportado incremento en los
niveles de Fe*™, el cual funciona como catalizador en la reaccién de Fenton y por
tanto promueve la generacion de RL (Dexter et al., 1989%), lo que probablemente
resulta en estrés oxidativo cronico provocando la degeneracion progresiva de las
neuronas dopaminérgicas de la SNc, sin embargo, aun no queda claro por qué
estas células poseen tal vulnerabilidad; es posible que la causa del deterioro de
estas neuronas se relacione al alto estado oxidativo asociado con el
metabolismo de la DA (Hattori et al., 2009), durante el cual la DA se auto-oxida
facilmente en especies toxicas como quinonas, radical superoxido (Oz) y
peréxido de hidrogeno (H20O;). Por otro lado durante la degradacién de la DA a
través de la monoamino oxidasa-B (MAO-B) se forma DOPAC (4cido 3,4-
dihidroxifenilacetico) y H,O3; este ultimo, puede ser faciimente reducido en
presencia de Fe?" y, mediante la reaccién de Fenton, formar el radical hidroxilo
(OH®), el cual se considera el radical mas nocivo en el proceso de estrés

oxidativo.

De esta forma la teoria de los radicales libres en el envejecimiento propuesta
por Gerschman y Harman en 1954 es la mas estudiada en cuanto a la etiologia
de la EP (Gonzales-Fraguela, 1999). Sin embargo, aun no es posible explicar de
manera clara la cascada de eventos responsables de dicha enfermedad
(Gutierrez, 2007).



Disfuncién mitocondrial

Se ha reportado que la disfuncién mitocondrial es un mecanismo comun en
la patologia de diversas enfermedades neurodegenerativas incluyendo la EP;
pues se ha observado disminucion significativa en la actividad del complejo |
mitocondrial (NADH-ubiquitina-reductasa) y IV (citocromo oxidasa C) de la
cadena respiratoria en personas que padecen EP (Parker et al., 1989; Schapira
et al., 1989; Dawson y Dawson, 2003). Estudios recientes sobre la expresion
génica de neuronas de la SN de pacientes con EP permitieron detectar dafio en
el transporte mitocondrial de electrones y en la utilizacion de glucosa (Zheng et
al., 2010), ademés se considera que el decremento de la actividad energética
suscita incremento en la cantidad de ERO, provocando que las neuronas sean
mas susceptibles a la excitotoxicidad por glutamato, lo que conlleva a la
generacion de mayor muerte neuronal (Henze et al., 2005). Ademas, la
respiracion mitocondrial, es capaz de producir dafio oxidativo en &cidos
nucleicos, lipidos, carbohidratos y proteinas, ademas de generar radicales libres,
de este modo la disfuncion mitocondrial conjuntamente con el estrés oxidativo se
consideran como los principales promotores de la pérdida neuronal (Trushina Y
McMurray, 2007).

Las estructuras cerebrales que se ven afectadas en la EP son un grupo de
nucleos relacionados entre si tanto anatdmica como funcionalmente, los cuales

se denominan Ganglios Basales y se describen a continuacion.

Ganglios basales

Los ganglios basales (GB) se han estudiado desde que se iniciaron los estudios
de neuroanatomia. En tiempos de los antiguos fildsofos griegos estas
estructuras han sido descritas, por lo que tuvieron diferentes nombres segun su
forma o lo que se creia su funcion (Gersenowies, 2000); de esta manera
muchos autores como Aristoteles, Vieussens, Vesalio, Varolio, Meinert entre

otros observaron tales estructuras (ya sea de forma individual o como parte de
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otras); por ejemplo, Galeno utilizé el término “glateos” para referirse a masas
celulares que sobresalian hacia los ventriculos laterales. No fue hasta 1876 que
el término de ganglios basales se introdujo por primera vez en ingles por David
Ferrier, como una adaptacion del término aleman “Stammganglion” dado por
Forel en 1872 (Di Giovanni et al., 2007) y seguramente hasta ese momento no

era posible imaginar la importancia de este conjunto de nucleos neuronales.

Los GB participan en diversas funciones, aunque principalmente se asocian a
movimientos voluntarios realizados inconscientemente; es decir, de manera
automatica; de forma que es posible realizar diferentes movimientos sin estar
pensando en el modo de ejecucion, asi, por ejemplo, es posible salir a correr y
seguir una ruta determinada, mientras escuchamos musica y a la vez pensamos
en algun suceso que tuvo lugar en el transcurso del dia, o conducir un automovil
y al mismo tiempo conversar placidamente con el copiloto, a esto es a lo que se
le llama “memoria procedimental” o “memoria no declarativa”. Evidentemente
alguna vez cada uno de los movimientos regulados por los Ganglios Basales
fueron realizados de manera consiente; ese momento fue aquel en que se
aprendio a realizar dicha labor, de este modo es como aprendimos a caminar,
andar en bicicleta, conducir un automdévil, comer con cubiertos etc., el
automatizar el movimiento significa por tanto un importante ahorro de memoria
de trabajo al no tenerle siempre en la consciencia (Deus et al., 1996). Sin
embargo, estas estructuras, no solamente se limitan a aspectos sensoriales de
programacion de movimientos si no que también se encuentran relacionados con
aspectos de planeacion, seleccion de movimientos y memoria motora
(Gutiérrez, 2007).

Al contrario de la mayoria de los demas componentes del sistema motor los
GB no tienen conexiones directas de entrada y de salida con la medula espinal
ya que reciben su formacion primaria via la corteza cerebral y envian sus
sefales al tronco encefalico, donde, a través del tdlamo de nuevo viaja a la
corteza prefrontal premotora y motora; por lo que las funciones motoras de los
GB estdn mediadas en gran parte por areas motoras de la corteza frontal

(Kandell, 2000). Asi pues, existen evidencias que sugieren al menos 5 circuitos
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ganglios basales-talamocorticales que estan organizados en paralelo y a la vez
siguen siendo segregados de los otros, tanto estructural como funcionalmente;
estos circuitos son: motor, éculomotor, prefrontal, orbitofrontal lateral y limbico
(Alexander y Crutcher, 1990).

Anatomia de los Ganglios Basales

Anatomicamente, los ganglios basales son las estructuras subcorticales mas
grandes del cerebro humano (Per, 2004) en las cuales se han realizado
numerosos y rapidos avances para el entendimiento de la estructura, la
organizacion interna, la conectividad y la funcion de los ganglios basales (Afifi et
al., 1999) Desde el punto de vista clinico y funcional este grupo de nucleos esta

integrado de la siguiente manera (Figura 1):

v Cuerpo Estriado: En primates esta dividido por la capsula interna en una
region dorsomedial (nucleo caudado) y en una region ventro medial
(putamen); se le denomina “estriado” porque los fasciculos axénicos que
pasan a través del caudado y el putamen le dan una apariencia rayada
cuando se corta transversalmente; esto es lo que da origen a los
llamados parches (estriosomas) y a la matriz (Porves, 2001). Ademas de
ser el nucleo méas grande de los GB, el estriado es un componente
importante dentro de los mismos, pues al recibir proyecciones de la
corteza, del talamo y de estructuras del tronco encefalico se le considera
como el nucleo de entrada (Porves, 2001; Hadj-Bouziane, 2003). Tanto el
caudado como el putamen se desarrollan de la misma estructura
telencefalica por lo que se componen de los mismos tipos celulares;
estan constituidos en un 95% por Neuronas Espinosas Medianas (NEM),
las cuales son consideradas como las neuronas de proyeccion del
estriado y utilizan acido gama-aminobutirico (GABA) como
neurotransmisor, que es inhibitorio por excelencia; ademas de GABA,
estas neuronas, también expresan taurina y numerosos neuropéptidos
como sustancia P, encefalinas, neurotensinas, dinorfinas vy
colecistocinina. ElI 5% de la poblacion neuronal restante esta integrado

por interneuronas (Kawaguchi et al., 1995; Afifi et al.,1999; Kandell,
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2000), de las cuales se conocen dos grupos principales, interneuronas
colinérgicas e interneuronas GABAérgicas, estas Ultimas se caracterizan
ademas, por la coexpresion de sustancias como parvalbumina, calretinina
0 somatostina. Las interneuronas intraestriatales responden a estimulos
visuales y auditivos condicionados (Aosaki et al., 1995) y actdan en el
control del movimiento, o bien en su supresion (Ravel et al., 2006;
Apicella, 2007).

v Globo pélido (GP): Al igual que el estriado es una estructura compuesta
por dos segmentos, el globo palido externo (GPe) que tiene una posicion
mas lateral mientras que al nucleo con la posicibn medial se denomina
globo palido interno (GPi), esta estructura se conoce como nucleo
entopeduncular en mamiferos inferiores. En humanos, el globo pélido
externo constituye el 70% del volumen total del globo palido. Estas
estructuras presentan varios tipos neuronales pero todas las células que
las conforman son GABAérgicas (Hadj-Bouziane, 2003; Gutiérrez, 2007;
Utter, 2008).

v Nucleo subtalamico (NST): Debe su nombre a su posicion por debajo del
talamo, esta localizado en la region ventral del diencéfalo en la unién del
mesencéfalo. Se constituye principalmente por neuronas Golgi tipo I, y
posee pocas interneuronas (Rafols y Fox, 1976). Las proyecciones del
NST son las Unicas con actividad excitatoria dentro del circuito de los GB,
pues las neuronas de proyeccion que lo conforman liberan &acido
glutdmico, que es el principal neurotransmisor excitador en el Sistema
Nervioso Central (SNC). Desde un punto de vista anatomico el NST
puede considerarse también como nucleo de entrada pues recibe
aferencias directamente desde la corteza. La funciébn que este nudcleo
desempeinia, fuera del papel que juega en la via indirecta de los GB, aun
no se tiene claro (Hadj-Bouziane, 2003; Ordofiez, 2007; Utter A., 2008).

v Sustancia Nigra (SN): Se ubica en el segmento ventral del mesencéfalo y
presenta dos porciones, una dorsal pigmentada compuesta

principalmente por neuronas dopaminérgicas cuyos cuerpos, en primates,
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contienen neuromelanina, un pigmento oscuro que se piensa es un
polimero de la dopamina o de alguno de sus metabolitos, y que es lo que
brinda a la SNc compacta su nombre, asi, el grado de pigmentacion se
correlaciona con los niveles de dopamina, pero la funcion de dicho
pigmento es desconocida. Las neuronas que pertenecen a la SNc aun
cuando proyectan practicamente a todos los nucleos que conforman los
GB proyectan principalmente al estriado, y recibe aferencias del mismo
(Gauthier et al.,, 1999). La parte ventral que compone a la SN se
denomina Sustancia Nigra reticulada (SNr) y se conforma por neuronas
GABAérgicas que proyectan directamente hacia el talamo; por este
motivo la SNr en conjunto con el GPi son considerados como los ndcleos
de salida de los GB (Hadj-Bouziane, 2003; Gutiérrez, 2007; Ordofiez,
2007; Utter, 2008) (Figura 1).

Corteza motora y otras
areas corticales

Talamo
estriado
Globo Palido
Mucleo Subtalamico
haz medial

Sustancia Nigra

Fig. 1 Organizacion anatémica y principales conexiones de los ganglios basales; tomado de Lee et al., 1995.

Organizacién Funcional

El primer modelo funcional de la arquitectura de los ganglios basales fue
desarrollado a finales de la década de 1980; y se basa en la existencia de dos
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vias estriatales con efectos antagonistas; la activacidon de una via directa que
facilita la ejecucion de movimientos y una via indirecta que se encarga de la
inhibicion del movimiento (Garcia-Mufioz et al., 2010). Las neuronas en la via
directa, las cuales expresan principalmente receptores para dopamina D1 y co-
expresan neuropéptidos como sustancia P y dinorfinas, proyectan desde el
putamen hacia los ndcleos de salida (GPi y SNr) a quienes proveen de una
inhibicién directa. En cambio, las neuronas estriatales de la via indirecta, que
predominantemente contienen receptores de dopamina del subtipo D2 y el
péptido encefalina, no conectan directamente el putamen con los ndcleos de
salida, si no que emplean conexiones sinapticas sucesivas con el GPe y el NST
(Gerfen, 1992). Las conexiones que van desde el putamen hacia el GPe y de
éste al NST son GABAérgicas y por tanto inhibitorias; en cambio, por otro lado
las neuronas del NST utilizan Glutamato como neurotransmisor y por ende
activaran a las neuronas del GPi/SNr. De esta manera, la estimulacion de las
neuronas de la via indirecta conduce a la inhibicién del GPe, la desinhibicion del
NST y la consecuente activacion de los nicleos de salida (Obeso et al., 2000°).
Bajo condiciones normales la actividad de la via directa incrementa la
comunicacion de las eferencias de los GB hacia las neuronas talamo-corticales,
las cuales a su vez, modulan la actividad motora de las areas precentrales
(Wichmann y Delong, 1993). La influencia de la inhibicién tonica de las
eferencias de los GB sobre la actividad de las neuronas talamo-corticales,
ayudara a suprimir el movimiento, mientras que la reduccion fasica de las

eferencias de los GB permitiré la actividad motora voluntaria (Ordofiez, 2007).

El modelo propone ademas, que la DA modula los efectos glutamatérgicos de
las entradas corticales mediante una actividad dual en las neuronas estriatales;
excitando mediante los receptores D1 expresados por las neuronas de la via
directa e inhibiendo por medio de los receptores D2 que expresan las neuronas

de la via indirecta (Obeso et al., 2000°).

Funcionalmente la DA ejerce sus efectos sobre la actividad motora a través
de 7 subtipos de receptores genéticamente diferentes, acoplados a proteinas G
distribuidos en 2 familias: familia D1 (D1 y D5) Y D2 (D3, D4, D1C Y D1D)
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(Gutiérrez, 2007). La diferencia entre familias esta determinada por el efecto de
los receptores sobre la enzima adenilato-ciclasa, que forma parte de la familia
de los segundos mensajeros y se encarga de aumentar los niveles intracelulares
del adenosin monofosfato ciclico (AMPc), compuesto que activa los sistemas
enzimaticos ligados mas directamente a efectos biolégicos. De este manera, los
receptores D1 estimulan la formacién de AMPc como principal mecanismo de
transduccion de sefales, mientras que, los subtipos pertenecientes a la familia
D2 inhiben la formacion de AMPc activan la entrada de K* y reducen la entrada
de iones de Ca2+ a través de canales dependientes del voltaje, efectos
mediados también por proteinas G (Bahena-Trujillo et al., 2000). Como ya se
sefialo en el circuito de los ganglios basales, los receptores D2 se han
encontrado preferentemente en las neuronas que proyectan al GPe (via
indirecta) y los receptores D1 en las que se dirigen al Gpi (via directa) (Gerfen,
1992).

Alteraciones de los Ganglios Basales

El mal funcionamiento de los ganglios basales estd asociado a diversas
enfermedades, algunos de estos trastornos se manifiestan exclusivamente como
deso6rdenes motores mientras que otros ademas presentan desordenes
cognitivos (Utter, 2008). Inicialmente estos desdérdenes motores se clasificaron
en base a su aspecto clinico sin considerar las caracteristicas o los mecanismos
patofisiolégicos que pudiesen tener en comudn; un esguema mas sistematico

basado en datos clinicos y farmacologicos arroja 3 categorias:

a) Hipercinesia: Caracterizada por movimientos incontrolables vy
relativamente rapidos, este tipo de movimientos son suprimidos por
antagonistas de los receptores D2 de dopamina, son exacerbados por
agonistas dopaminérgicos y responden a medicamentos colinérgicos. El

trastorno mas comun que describe este tipo de movimientos es la Corea.

b) Distonia: Se describe como la generacién espontanea de posturas fijas
durante algunos segundos o minutos; puede afectar a los musculos

branquiales, axiales, e incluso a las extremidades. La distonia
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generalizada se produce con frecuencia como un trastorno
idiopatico/hereditario; este desorden también se ha observado en algunos
casos de paralisis cerebral

c) Hipocinesia: En el cual se presentan acinesia temblor y rigidez; por lo
tanto, la enfermedad de Parkinson es el mejor prototipo para describir
este desorden del movimiento; el cuadro clinico resulta de los defectos en

la neurotransmision dopaminérgica nigroestriatal (Albin, 1989).

Un estado parkinsonico, puede ser generado entonces por la reduccion de la
entrada dopaminérgica de la SNc hacia el estriado, de manera que se produce la
sobreactivacion de las neuronas de la via indirecta; incremento de la densidad
de los receptores D2 y la inhibicion de aquellas neuronas que pertenecen a la
via directa aunado a la disminucion de la cantidad de receptores D1, asi pues, la
deplecién dopaminérgica genera complejas alteraciones en el circuito de los
GB. Al sobre inhibir las neuronas estriatales que proyectan hacia el GPe se
desinhibe al NST, las cuales proporcionan una sobreactivacion de la salida
inhibitoria en las neuronas del GPi y la SNr; de manera paralela, al disminuir la
activacion de la via directa, disminuye la influencia inhibitoria en los nucleos de
salida (Redgrave, 2010). El resultado ser&a entonces la activacion excesiva de los
nacleos de salida de los ganglios basales, que producira una fuerte inhibicion del
sistema motor, lo que conduce a las caracteristicas motoras que se presentan en
la EP (Obeso et al., 2000°) (Figura 2b).

El resultado opuesto al parkinsonismo (inhibicién, en lugar de excitacion), se
observa en padecimientos como la corea y el balismo, los cuales provienen de
actividad reducida en el NST y los nucleos de salida. Esto puede ser resultado,
por ejemplo, de una lesién en el putamen que decrementa la inhibicién del GPe y
la consecuente sobre inhibicion del NST, quien reducira su actividad excitatoria,
lo que hipoactivard al GPi y a la SNr; el decremento de la actividad de los
nacleos de salida de los ganglios basales, reduce el efecto inhibidor de las
neuronas cortico-talamicas, acompafiadas por la excesiva actividad de las
aéreas motoras de la corteza y la aparicion de discinesias (de las cuales se

hablara mas adelante) (Figura 2c).
17



] - (B) (c)

Y 4 k | '. .
- - ) J...

P a

T
l‘ g al

YA ‘ 4 {

- I v A = 5TN 1 = 4
- el
f= i ]
Y = PF Y s Y

Fig.2 Modelo clasico de los ganglios basales: (a) estado normal (b) estado Parkinsénico (c) estado discinético, las lineas
azules representan proyecciones inhibitorias mientras que las rojas representan las excitatorias. Tomado de Obeso et al.,
2000°.

Modelos experimentales de la EP

Se han desarrollado diversos modelos animales que tienen como objetivo
recrear lo mas cercanamente posible los eventos clinicos, conductuales,
moleculares, citopatoldgicos, fisioldgicos y/o genéticos que se presentan durante
el desarrollo de la EP para investigar e incluso probar asi nuevas estrategias
terapéuticas que mejoren la calidad de vida de los pacientes que padecen dicha
enfermedad. Sin embargo, la utilidad de cada modelo depende del objetivo de la
investigacion y ninguno puede reproducir todas las manifestaciones patolégicas
de la EP puesto que la variedad de factores que intervienen en ella no se conoce
en su totalidad (Garcia-Ruiz, 2008).

Para imitar la deficiencia dopaminérgica observada en los pacientes con EP,
se han empleado diversos agentes farmacoldgicos en una amplia variedad de
especies animales para interrumpir la via dopaminérgica nigroestriatal (Bertarbet
et al.,, 2002). Este tipo de modelos, permiten definir la naturaleza anatomica,
ultraestructural, fisioldgica, bioquimica y conductual de la enfermedad, ademas,
las alteraciones dopaminérgicas que estos producen, pueden ser evaluadas de
diferentes formas, ya sea mediante la cuantificacion de la reduccién de las
neuronas de la SNc, midiendo la actividad de la tirosina hidroxilasa (TH- que es
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la enzima limitante en la sintesis de catecolaminas), midiendo la cantidad de DA
remanente en el estriado, entre otras (Alexi et al., 2000); por tal motivo, las
primeras sustancias quimicas empleadas para estudiar esta patologia fueron
toxinas que dafian el sistema catecolaminérgico (Ungersted, 1968),a partir de
entonces, se han desarrollado diversas técnicas en la busqueda del modelo

Optimo para el estudio de la EP.

Modelos con metil-fenil-tetrahidropiridona (MPTP)

En 1982, unos jévenes adictos de California inadvertidamente se inyectaron
MPTP, el cual fue producido ilicitamente a partir de la sintesis de 1-methyl-4-
phenyl-4-propion-oxypiperidine (MPPP) y un analogo de un narcético llamado
meperidina(Langston et al., 1983 ); la inyeccidén trajo como resultado sintomas
clinicos muy parecidos a los presentados por pacientes con EP (Langston et al.,
1999; Przedborski y Vila, 2003); incluyendo el temblor, rigidez, enlentecimiento
de los movimientos, inestabilidad postural y congelamiento (freezing) (Dauer y
Przedborski, 2003). En monos se ha observado ademas, degeneracion de las
neuronas DA y agregacién de la -sinucleina (pero no los tipicos cuerpos de
Lewy), ademas de respuesta positiva al tratamiento con L-Dopa.

Al ser un compuesto altamente lipofilico, el MPTP es capaz de atravesar la
barrera hematoencefalica, posteriormente es metabolizado por la MAO-B en los
astrocitos como un metabolito activo, surgiendo el ion 1-metil-4fenil-2,3-
dihidropiridinium o MPP" el cual es afin al transportador de DA de alta afinidad
(DAT), (Betarbet, 2002; Nass y Przedborsky, 2008) y al ser introducido por el
transportador afecta de manera selectiva a las células dopaminérgicas. Se cree
que la toxicidad del MPP" es resultado de la inhibicion del complejo | de la CTE
(cadena del transporte de electrones), y que actta reduciendo la formacion de
ATP y propiciando la generacion de ERO lo que produce muerte celular por

apoptosis (Shimohama et al., 2003).
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Modelo de la 6-OHDA

En 1968 Ungerstedt propuso por primera vez el empleo de la 6-
hidroxidopamina (2,4,5-trihidroxifenetilamina, 2,5-dihidroxitiramina o bien 6-
OHDA) como un posible modelo para estudiar su efecto sobre las neuronas
dopaminérgicas y norepinefrinérgicas en el SNC desde entonces este
compuesto ha sido utilizado tanto en estudios in vivo como in vitro. La 6-OHDA
es un analogo hidroxilado de DA que puede inducir deplecidén selectiva de las
neuronas dopaminérgicas de la SNc y sus terminales en el estriado (Blum et al.,
1980).

Debido a que la 6-OHDA es incapaz de cruzar la barrera hematoencefalica,
debe ser inyectada directamente en el cerebro via estereotaxica, ya sea en la
SN, en el haz medial, o en el nacleo estriado de manera bilateral o unilateral; la
eleccion de un sitio u otro depende del objetivo del experimento a realizar (Dauer
y Przedborski, 2003). Cuando la inyeccion de esta toxina es en la SN o en el haz
medial la degeneracion neuronal inicia 24 horas después y la DA estriatal es
depletada 2 o 3 dias después (Jeon et al., 1995); es importante considerar que la
magnitud del dafio dependerd del sitio de lesion, la dosis administrada, el tiempo
de sobrevivencia post-lesion y las diferencias entre especies. Por otro lado,
cuando la inyeccibn es en el estriado, la 6-OHDA promueve la lenta
degeneracion retrégrada de las neuronas del sistema nigroestriatal; este proceso
puede transcurrir durante semanas, por tal motivo la lesion estriatal con 6-OHDA
es comunmente utilizado para imitar la lenta progresion de la EP (Przedborski et
al., 1995; Beal, 2001; Deumens et al., 2002).

Esta neurotoxina es incorporada a las neuronas por el DAT, y una vez dentro
de ellas, actia inhibiendo el complejo | y IV de la cadena respiratoria
mitocondrial, reduciendo la generacion de ATP (Glinka et al., 1998; Lotharius et
al., 1999). Aunado a esto, la toxina es facilmente oxidable por el oxigeno
molecular promoviendo la creacién de RL, ERO, O, OH® y productos de
oxidacion de quinonas (Lebn, 1996; Meredith et al., 2008) ademas, existen
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evidencias de que la 6-OHDA promueve la reduccién de la GSH y de la SOD en
el estriado, induciendo subsecuentemente la degeneracion de las terminales

axonicas y de los cuerpos celulares (Perumal et al., 1992; Otero-Siliceo, 1996).

Usualmente la 6-hidroxidopamina es administrada unilateralmente, de manera
qgue el hemisferio que no recibié la inyeccion funciona como control interno
(Ungerstedt, 1968; Meredith et al., 2008) y permite ademas evaluar el dafo
generado por la lesion al promover el giro, pues al lesionar la via nigroestriatal
de un solo lado, se produce un desbalance de DA entre ambos hemisferios, el
cual, se traduce como asimetria motora (conducta de giro), exacerbada tras la
administracion de algun agonista dopaminérgico ya sea por agonistas directos
(apomorfina) o indirectos (anfetaminas). Los primeros producen rotacion
contralateral por la activacion de los receptores dopaminérgicos hipersensibles
en el estriado lesionado, en este caso, la conducta de giro se presenta solo si se
han perdido mas del 90% de las neuronas dopaminérgicas. Por otro lado, los
agonistas indirectos, causan giro ipsilateral por la activacion de las terminales
nigroestriatales del lado no lesionado. Este comportamiento, puede iniciarse
incluso con tan solo un 50% de pérdida de neuronas dopaminérgicas
(Ungerstedt, 1976; Hefti et al., 1980; Deumens et al., 2002).

De este modo, los modelos en los que solo se lesiona un hemisferio cerebral
son més eficaces para la deteccion de anormalidades motoras que la lesion
bilateral, ademéas de que la enfermedad a menudo comienza con un trastorno
unilateral que progresa a un sindrome bilateral; asi, este modelo puede recrear
los primeros signos motores de la enfermedad (Ungerstedt, 1968; Meredith et al.,
2008). Ademas de que los animales lesionados bilateralmente necesitan de
cuidados intensivos debido a que presentan una marcada adipsia y afagia que

puede conducirlos facilmente a la muerte (Ungerstedt, 1971).

Pese a estas limitaciones el modelo de lesion con 6-OHDA ha sido utilizado
para evaluar la eficacia de diversas sustancias antiparkinsonicas, se ha utilizado

ademdas para evaluar la funcionalidad de los trasplantes celulares y en la
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evaluacion de factores neurotréficos, componentes que promueven la
sobrevivencia o la degeneracién de neuronas dopaminérgicas etc., finalmente,
se ha descrito su uso en diversas especies animales como por ejemplo: ratones,

perros, gatos, monos y ratas (Dunnet et al., 1981; Beal, 2001).

Terapias

El tratamiento adecuado para tratar la EP sigue siendo un problema latente,
pues, a pesar los avances que ha tenido el conocimiento con respecto a las
bases neuroquimicas y anatomofuncionales de la EP, hasta el momento ningun
tratamiento ha demostrado de forma fehaciente la capacidad de modificar el

progreso de la enfermedad (Minguez-Castellanos et al., 2005).

Las modalidades de procedimientos actuales para tratar a los pacientes con
Parkinson se dividen en 5 categorias principales:

e La Fisioterapia: en la cual se capacita a los pacientes con EP para
mantener su nivel maximo de movilidad mediante ejercicios de
rehabilitacion, que junto con la educacion y el apoyo adecuados, procuran
aumentar al maximo la capacidad funcional, reducir las complicaciones
secundarias y mejorar la calidad de vida durante toda la evolucion de la
enfermedad (Deane, 2008).

e Terapia ocupacional: permite al paciente continuar con sus actividades de
cuidado personal, laborales y recreativas durante el mayor tiempo posible;
una vez que ya no se puede continuar con la actividad habitual, los
terapeutas ocupacionales ayudan a los pacientes en el cambio y
adaptacion de sus roles (Dixon, 2007).

e La terapia del lenguaje ayudara con el habla y la comunicacién, y también
con los problemas relacionados con la accion de tragar, ya que la EP
puede causar problemas en el volumen y tono de la voz; en la expresion y
en la fluidez, ademas de complicar la tarea de encontrar las palabras para

mantener una conversacion; asimismo, la rigidez de los musculos propia
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de esta enfermedad también conlleva a la pérdida de la expresion del
rostro y del lenguaje corporal asi como un menor contacto visual (Sharma,
2008).

Terapia quirdrgica: la neurocirugia es una alternativa que desde mediados
del siglo XX es utilizada para tratar el temblor y la rigidez de los pacientes
con Parkinson. Sin embargo su papel se limita a ser “el ultimo recurso”,
debido al alto riesgo y las complicaciones que puede ocasionar; ademas
de que en la mayoria de los casos el beneficio motor a largo plazo es
limitado. Pese a todo, los avances recientes en este campo han
proporcionado un amplio grado de opciones quirargicas (Singh, 2007). La
talamotomia y la estimulacion talamica, se consideran procedimientos
seguros Yy eficaces para tratar el temblor. La palidotomia y la estimulacion
palidal ayudan en el tratamiento de las discinesias, pero tienen efectos
minimos en la bradicinesia y la rigidez; y finalmente la estimulacion del
ndcleo subtalamico mejora de manera significativa los periodos “off-on”
inducidos por la L-Dopa (Zesiewicz y Hauser, 2001); y aunque esta ultima
terapia es prometedora y mas segura que las otras, desafortunadamente
solo el 5% de 10% de pacientes con EP son candidatos para esta
intervencion quirargica (Singh, 2007).

Terapia farmacoldgica: Désde 1949 se han probado diferentes farmacos
como tirosina, fenilalanina, TH, trihnexiphenadil, benzotropina, amantadina,
L-Dopa, carbidopa, taurina, bromocriptina, litio, melatonina, L-carnitina,
coenzima Q10 y otros en diferentes dosis, tratamientos, combinaciones y
circunstancias para tratar esta patologia (Shaw et al., 1973; Avila-Costa et
al., 2005; Galpern et al., 2007). Tipicamente, las personas con Parkinson
necesitan tomar al menos 2 medicamentos diferentes y conforme avanza
la enfermedad necesitan tomar mas de tres medicamentos distintos 5 0 6
veces al dia. El objetivo de la medicacion farmacoldgica es ayudar al
paciente para mantener su funcibn motora e independencia el mayor
tiempo posible. A continuacion se describen algunos farmacos

comunmente utilizados para el tratamiento de EP.
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Anticolinérgicos

El Sistema colinérgico estd intimamente relacionado con el sistema
dopaminérgico en los ganglios basales, puesto que la acetilcolina se encuentra
sujeta al control inhibitorio de la DA, mediante su accidn sobre los receptores D2
presentes en las interneuronas colinérgicas; por tal motivo, la disminucién de
este neurotransmisor en el estriado promueve la liberacibn excesiva de
acetilcolina y por tanto sobre estimula a los receptores muscarinicos, lo que
posiblemente conlleva a la generaciéon del temblor, rigidez y acinesia. De esta
manera se ha propuesto que la eficacia de los anticolinérgicos en la EP se debe
a la atenuacién de la hiperactividad colinérgica mediante el bloqueo de los
receptores muscarinicos en el estriado. Algunos de los anticolinérgicos mas
utilizados son antagonistas muscarinicos como el trihexifenidrilo, la benzotropina
y el biperideno (Beker et al., 1990; Otero-Siliceo, 1996; Gongora-Alfaroet al.,
2005)

Por si solos los anticolinérgicos son eficaces para combatir el temblor y la
rigidez, aunque no es muy efectivo contra la acinesia y la inestabilidad postural,
sin embargo cuando se utilizan como coadyuvante de la L-Dopa son aun
mejores para combatir el temblor en reposo (Ebadi et al., 2005; Sharma, 2008).
Por otro lado, se ha reportado que producen diversos efectos adversos tales
como confusibn, somnolencia, agitacién, alucinaciones, boca seca,
estrefiimiento, incontinencia urinaria, vision borrosa y dificultad de concentracion
(Singh et al., 2006).

Terapia de remplazo (L-Dopa)

Debido a que la DA administrada de manera exdgena no atraviesa la barrera
hematoencefalica, Birkmayer y Hornykiewicz (1982) decidieron emplear un
precursor de este neurotransmisor que fuese capaz de atravesarla barrera para
poder administrarlo de forma intravenosa y observar su efecto sobre la acinesia;

a partir de entonces, la L-3,4-dioxifenilalanina o L-Dopa resulté todo un éxito
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para tratar los sintomas de la EP, por lo que el reemplazo farmacologico se ha
convertido en la piedra angular de la terapia antiparkinsénica (Birkmayer y
Hornykiewicz, 1982; Sharma, 2008).

La L-Dopa, se forma a partir del aminoacido L-tirosina como uno de los pasos
intermedios de la sintesis de catecolaminas (Otero-Siliceo, 1996). Basicamente
existen 2 reacciones; la primera es catalizada por la TH, la cual utiliza tres
cofactores para realizar su funcion: tetrahidrobiopterina (BH4), hierro y oxigeno
gue actian sobre la L-tirosina para dar paso a la formacién de L-Dopa; la
siguiente reaccion, es catalizada por la Dopa Descarboxilasa (DDC), que utiliza
piridoxal 5fosfato (PLP) como cofactor logrando la descarboxilacion de la L-
Dopa para producir DA (Bahena-Trujillo et al., 2000; Vallone et al., 2000;
Garcia-Miniet et al., 2003) (Figura 3).

Tirosina Dopa
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(TH) (DDC)
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L-Tirosina L-DOPA Dopamina

Fig. 3; Sintesis de dopamina (Garcia-Miniet et al., 2003)

La L-Dopa administrada via oral, que es la via mas comun, se absorbe en el
duodeno y primeras porciones del yeyuno almacenandose en el estomago, en
donde puede ser transformada a DA por accién de la DDC (Juri y Chand, 2006).
La DA que circula en el plasma, luego de la accion de la DDC sobre la L-Dopa,
produce multiples y frecuentes efectos adversos, como nauseas y vOmitos;
posteriormente, la DA es metabolizada en el higado, musculos, rifiones y
glébulos rojos por la catecol-orto-metil-transferasa (COMT) y en el cerebro por la
MAO-B, de esta manera, la biodisponibilidad cerebral se reduce a tan solo a un
5% o0 un 10%. Por esta razén es que la L-Dopa suele administrarse asociada a
algun inhibidor de la DDC, de la MAO-B o de la COMT (Jankovic, 2002).

Los inhibidores de la COMT incluyen farmacos como entacapona y tolcapona;
los cuales suelen producir alteraciones del suefio, discinesias, confusion e

insomnio. La tolcapona puede ser hepatotdxica por lo que en algunos paises su
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uso es controlado. El desarrollo de estos agentes esta enfocado a la produccién
de férmulas como la benserazida y carbidopa para reducir el metabolismo
duodenal, subcutaneo e inclusive el que sucede tras la inyeccion intravenosa de
L-Dopa (Singh et al., 2007).

En el cerebro la DA es preferentemente metabolizada por la MAO-B, como se
menciond anteriormente, por lo que se utilizan inhibidores de ella para permitir
que la DA permanezca mas tiempo en su estado activo. La administracion de
selegilina (I-deprenilo) y sus metabolitos impiden la recaptura de la DA al
bloquear los autorreceptores presinapticos de esta enzima, este proceso
promueve un incremento en la sintesis dopaminérgica. Es por ello, que desde
hace tiempo es utilizada como coadyuvante de la L-Dopa, ayudando a reducir
los efectos wearing-off de aparicion temprana; sin embargo es ineficaz para las
fluctuaciones on-off en fases avanzadas de la EP (Heinonen et al., 1989;
Martinez et al., 1998; Stocchi y Olanow, 2003).

El empleo de la L-Dopa, revolucioné el tratamiento de la EP por su eficiente
capacidad para reducir temblor, rigidez y bradicinesias aunque como todos los
farmacos tiene algunos efectos adversos, entre los mas comunes se encuentran
las nauseas y los dolores abdominales; esta es una de las razones por las
cuales su administracion comienza con dosis muy pequefas, asi los sintomas
generalmente duran solo unas semanas y los efectos secundarios desaparecen
(Olanow, 2004; Juri y Chand, 2006; Sharma, 2008); sin embargo, el progreso de
la enfermedad persiste (contindan muriendo las neuronas DA de la SNc) y
después de varios afios resulta necesario elevar la dosis de L-Dopa
continuamente por lo que el beneficio terapéutico inicial desaparece a los pocos
afos, pues tras 5 afios de tratamiento con L-Dopa cerca de 40% de los
pacientes desarrollan una serie de complicaciones entre los que destacan:
problemas neuropsiquiatricos, alucinaciones, delirios y demencia. Ademas de
severas complicaciones motoras manifestadas por la disminucion de la duracion
del efecto (wearing-off o deterioro de fin de dosis) y por la aparicion de
movimientos involuntarios también llamados discinesias (Obeso et al., 2000?).
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Lo anterior, junto con estudios in vitro que muestran muerte neuronal
acelerada por la presencia de L-Dopa, han planteado la posibilidad de que la L-
Dopa sea toxica para las neuronas remanentes en pacientes que padecen la EP
(Muller et al., 2004). Ademas del hecho de que la autoxidacion no enzimatica de
la DA por la reaccién de Fenton produce la formacion de 2-OHDA, 5-OHDA vy 6-
OHDA en proporcion 3:2:1 respectivamente. Los primeros dos productos no son
citotoxicos sin embargo la 6-OHDA es altamente autooxidable (Slivka y Cohen,
1985).

Discinesias inducidas por L-Dopa (DIL)

La principal complicacion motora tras la terapia con L-Dopa ademas de las
fluctuaciones “on-off’, son las discinesias; las cuales se manifiestan como
movimientos anormales e involuntarios (Abnormal and involuntary movements
AIMs) de tipo coreico principalmente, y suelen involucrar extremidades, tronco y
cabeza. Las DIL afectan a mas del 50% de los pacientes tras aproximadamente
5 afios de tratamiento con L-Dopa (Nuttet al., 2002; Ebadi et al., 2005) Aunque,
es posible que este porcentaje esté disminuyendo como consecuencia de los
cambios que el tratamiento inicial de la EP ha experimentado en los ultimos
afios, aun asi no se debe olvidar que es posible que estos tratamientos
simplemente retrasen la aparicion de estas complicaciones y este porcentaje se
alcance a los 7 afos en lugar de a los 5 (Gurutz et al., 2005).

Existen diversos tipos de DIL entre las menos frecuentes se encuentran las
discinesias oculares, respiratorias y miocldnicas; las mas habituales suelen

adoptar tres formas:

a) Discinesias de pico de dosis o beneficio de dosis (cuando la
concentracion de L-Dopa en sangre es mayor); este tipo de DlLse
caracterizan por la presencia de movimientos coreicos y regularmente

afectan la regién orolingual y el area corporal mas afectada por la EP; con
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b)

menos frecuencia se han descrito movimientos distonicos, mioclonias,
estereotipias o balismo. Casi todos los pacientes prefieren esta situacion
a la del bloqueo motor, y cuando este tipo de DIL llegan a ser muy
severas regularmente se reduce la dosis usual de L-Dopa, si esta
alternativa empeora los otros sintomas motores de la EP generalmente se
emplean otros agonistas dopaminérgicos (Snow et al., 2000; Ebadi et al.,
2005; Gurutzet al., 2005).

Discinesias Bifasicas: en las cuales las complicaciones motoras aparecen
al inicio y al final del efecto de una dosis de L-Dopa presentandose el
efecto: discinesias-mejora-discinesias, aunque a veces solo aparecen al
inicio o al final, correlacionandose con los periodos en los que las
concentraciones plasmaticas de L-Dopa ascienden o descienden. Se
caracterizan por la presencia de movimientos estereotipados que
principalmente afectan a las extremidades inferiores. En ocasiones son
muy intensas y se acompafan de trastornos vegetativos (sudoracion
profusa, cambios en la presion arterial y frecuencia cardiaca,
enrojecimiento facial etc.) que pueden poner en riesgo la vida del paciente
(Gurutzet al., 2005; Fabbrini et al., 2007).

Distonia off: Aparece coincidiendo con concentraciones plasmaticas muy
bajas de L-Dopa; generalmente se correlaciona con la acinesia que
precede a los efectos de la L-Dopa; regularmente, su primera
manifestacion suele ser a primera hora de la mafana antes de tomar la
primera dosis, posteriormente aparece en todos los periodos off que el
paciente sufre a lo largo del dia; la distonia del pie suele ser la mas
comun y afecta a todos los dedos del pie y suele acompafiarse de dolor
local; dificulta mucho la deambulacién y despierta a los pacientes cuando
sucede por la noche (Cubo et al., 2001; Gurutz et al., 2005; Fabbrini et
al., 2007) (Figura 4).
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Fig. 4. Aparicion de las discinesias (recuadros rojos) con respecto a la concentracion de la L-Dopa (curva)

La etiopatologia de las discinesias suele estar ligada a diversos factores que
favorecen su aparicion; los mas frecuentemente implicados son: (1) edad de
inicio de la enfermedad, ya que la aparicion de éstas es mucho mas frecuente en
pacientes con EP cuyo inicio fue antes de los 50 afios; no obstante, el riesgo de
desarrollarlas disminuye a medida que aumenta la edad de aparicién de los
sintomas. Se piensa que este hecho puede estar ligado a la neuroplasticidad,
pues a pesar de que los pacientes jovenes poseen mayor plasticidad sinaptica
gue les otorga mayor capacidad compensatoria y en muchos casos hace que la
enfermedad progrese con mayor lentitud, también les confiere un riesgo mas
elevado de generar “formas aberrantes de plasticidad” incrementando la
susceptibilidad a desarrollar complicaciones motoras; (2) influencia genética, se
ha asociado la aparicion de discinesias con ciertos polimorfismos en el gen del
receptor dopaminérgico D2, ademas es bien sabido que pacientes con Parkinson
por mutaciones en el gen de la parkina, DJ-1 y el PINK 1 son especialmente
susceptibles a presentar discinesias; (3) un factor menos estudiado radica en el
sexo de cada individuo, de tal forma, Yassa y Jeste en 1992 en una revision
sobre las diferencias de género en la Discinesias Tardias, encuentran que la
prevalencia de estas es significativamente mayor en mujeres que en hombres
para edades superiores a cincuenta afios, mientras que para grupos de edades
inferiores, tal diferencia entre sexos parece no manifestarse; aunque en este
respecto aun faltan mas estudios(Oliveri et al., 1999;Gurutz et al., 2005; Kumar
et al., 2005; Linazasoro, 2005). No obstante, solo dos factores son considerados

condicionantes en el desarrollo de este tipo de fluctuaciones motoras: (4) el
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grado de denervacion dopaminérgica nigroestriatal, la cual parece ser crucial
para la aparicion de discinesias puesto que en personas con EP, las discinesias
aparecen antes en el lado mas afectado motoramente y en modelos animales se
ha observado que a mayor denervacion, mayor facilidad para desarrollarlas; en
ratas lesionadas con 6-OHDA, se ha observado que dosis terapéuticas de L-
Dopa causan discinesias solo cuando existe una pérdida dopaminérgica de
>80% Yy la severidad maxima de AIMs aparecen solamente cuando la
denervacion DA excede el 90% (Guttman et al.,1997; Fabbrini 2005; Cenci et al.,
2007; Elmyra et al.,2008). Finalmente (5) la administracion intermitente y cronica
de un farmaco con una vida media corta, como la L-Dopa, promueve
fluctuaciones en las concentraciones sinpticas de DA, generando estimulacion
oscilatoria de los receptores postsinapticos, lo que posiblemente desencadene
una cascada de cambios plasticos en la arquitectura neuroquimica de los GB
(Ebadi et al., 2005).

Asi pues, existe una importante relacion entre la actividad de los GB y la
aparicion de discinesias, puesto que el desarrollo de estas ultimas se ha
atribuido a un desbalance entre la supresion y la promocion de movimiento en
las vias de los GB (Cenci et al., 2007). Se cree que especialmente en la via
directa existe actividad excesiva que promueve el desarrollo de DIL; en esta via
participan diversos neurotransmisores no dopaminérgicos en la promocion de
estas complicaciones motoras (Brotchie, 2005); particularmente las proyecciones
glutamatérgicas de la via cortico-estriatal proveen la actividad excitatoria
mediada por diversos receptores glutamatérgicos (NMDA, AMPA, mGIuR, etc.)
cuyo numero suele incrementar cuando se desarrollan AIMs por lo que existen
farmacos que atentan o bloquean la accion de estos receptores. Tal es el caso
de la amantadina, que hasta ahora se considera la Unica droga que ha mostrado
reducir clinicamente la expresion de DIL sin intervenir con los beneficios
antiparkinsénicos proporcionados por la L-Dopa (Fabbrini et al., 2007). Existen
otros sistemas de neurotransmisores implicados en la generacion de DIL, entre
los que destaca la participacion de receptores adrenérgicos a2, 5HT 14,
5HT 24;histaminergicos H3, receptores para canabinoides CB1 etc.; lo que hace
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que todos ellos sean considerados blancos en la creacidn de terapias
antidiscinéticas (Bibbiani et al., 2000; Rascol et al., 2001; Oh et al., 2002). Los
mecanismos celulares y moleculares por los que estos sistemas de
neurotransmisores se ven involucrados aun no se tiene claro, pero se sabe que
participan en procesos que promueven modificaciones en el patron de disparo
de la via directa de los GB, por lo que el empleo de farmacos que sincronicen
tales patrones aun se estan desarrollado (Fabbrini et al., 2007).

Por otro lado, se ha observado sobreactivacion de la via indirecta de los GB
gue tedricamente indicaria que la actividad de los receptores dopaminérgicos de
la familia D2 estaria implicada en la generacion de DIL (Brotchie, 2005). Sin
embargo, existen evidencias experimentales que muestran que la estimulacion
selectiva de receptores D2 esta asociada con la produccion de bajos niveles de
discinesias en comparacion con aquellos farmacos que estimulan tanto a los
receptores D1 como a los D2, lo que nos habla de la necesidad de comunicacion
entre la via directa y la indirecta aunque no se conoce realmente el mecanismo
de dicha interaccion, sin embargo, se cree que podria estar involucrada la
comunicacién eléctrica mediante uniones GAP o la liberacion de neuropeptidos

de colaterales estriatales (Fabbrini et al., 2007).

Todos los procesos descritos anteriormente son importantes para la
elaboracion de nuevos tratamientos para reducir este tipo de fluctuaciones
motoras, puesto que el manejo correcto de las DIL ha resultado uno de los
principales retos en el tratamiento de la EP con respecto a su impacto sobre la
calidad de vida de los pacientes ya que aunque la mayoria de los pacientes

pasan inadvertidas los AIMs con el tiempo tenderan a agravarse.

Agonistas dopaminérgicos

La L-Dopa continta siendo el farmaco mas eficaz para el tratamiento
sintomatico de la EP, sin embargo, su relacibn con la aparicion de

complicaciones motoras (fluctuaciones y discinesias) limita parcialmente su uso,
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en particular en pacientes menores de 70 afios y con sintomas leves de la
enfermedad. Los agonistas dopaminérgicos (AD) ofrecen una alternativa eficaz y
segura a L-Dopa en sujetos jovenes y su utilizacion se asocia a una menor
incidencia de complicaciones motoras a 5 afios de tratamiento. Son utiles tanto
en monoterapia en fases iniciales de la enfermedad como asociados a L-Dopa

en pacientes con EP avanzada (Jenner, 2002; Canovas et al., 2011).

La caracteristica principal de los agonistas dopaminérgicos es que su accion
farmacoldgica deriva de su capacidad de activar receptores de DA. Se ha
probado que los agonistas de receptores D1, los cuales estimulan la adenilato
ciclasa, promueven la generacion de discinesias, por lo que no son adecuados
terapéuticamente; por otro lado los agonistas de los receptores de la familia D2,
qgue inhiben la adenilato ciclasa, son mas eficaces. Aunque por lo general, el uso
de la mezcla de agonistas D1 y D2 proporciona un mejor control de los sintomas
de la EP (Martinez et al., 1998).

Apomorfina

Ladihidro-apomorfina o bien Apomorfina (APO) es uno de los mas antiguos y
mas potentes agonistas dopaminérgicos en la practica clinica y tiene como
caracteristica que actia en ambas familias de receptores dopaminérgicos. La
magnitud de su efecto es equivalente al observado con la administracién de L-
Dopa oral; sin embargo, aunque su efecto es rapido el beneficio tiene menor
duracion (Katzenschlager et al., 2005) ya que su actividad terapéutica maxima

oscila entre los 30 y 60 min después de la inyeccién (Obeso et al., 2000°).

La administracion de la APO puede ser via oral, subcutanea, intranasal
sublingual, y rectal, sin embargo, produce efectos adversos graves, tales como
hipersalivacion, hipotension, nauseas, vomito y sedacion; por lo que su utilidad
clinica se ve reducida (Neef et al., 1999). De cualquier modo, se han utilizado
inyecciones intermitentes de APO via subcutdnea para controlar las

fluctuaciones “off”, producidas por L-Dopa; dicha utilidad se mantiene en muchos
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pacientes durante aproximadamente 5 afios, aunque se ha reportado que esta
via de administracion llega a generar inflamacioén de la piel formando nédulos
dolorosos en la grasa del tejido subcutaneo (paniculitis) (Molina et al., 1999;
Radad et al., 2005). En la clinica la APO se utiliza también como herramienta en
el diagnostico de la EP para determinar la respuesta a agentes dopaminérgicos
(Bonuccelli et al., 1993). En roedores generalmente se inyecta APO para
evidenciar el grado de denervacion dopaminérgica inducido por la inyeccion
unilateral de 6-OHDA; la administracion de éste agonista dopaminérgico induce
rotacion contralateral a la lesién a causa de la hipersensibilidad de los receptores
dopaminérgicos en el estriado lesionado, de manera que si el animal suma un
total de 200 o mas giros en un periodo de 30 min indica que existe muerte
neuronal en un porcentaje aproximado del 90%. (Hefti et al., 1980; Marin et al.,
2006).

Bromocriptina

En 1974 fue propuesto como el primer agonista dopaminérgico para tratar la
EP; es utilizada en las etapas iniciales de esta enfermedad para retardar las
complicaciones motoras inducidas por L-Dopa (Ramaker et al., 2000). La dosis
tipica que demuestra eficacia terapéutica es de 20 a 30 mg/dia, posee una
biodisponibilidad oral absoluta de 10% pues el otro 90% se pierde al ser
metabolizado por el higado y su vida media es de aproximadamente 6 u 8 horas.
La administracibn de bromocriptina presenta los tipicos sintomas
dopaminérgicos, es decir, nauseas, vOmitos, hipotension, eritromelalgia
(sindrome vascular de tipo disténico, caracterizado por coloracioén roja, calor y
dolor principalmente en las extremidades) y raramente alopecia. Este farmaco
se utiliza ademas para trastornos no parkinsénicos como problemas
ginecoldgicos (infertilidad y trastornos menstruales), sindrome neuroléptico
maligno, asi como para el control del tabaquismo y glucemia (Blum et al., 1980;
Ebadi et al., 2005).
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Antioxidantes

Se han descrito algunas vias por las cuales, la L-Dopa puede tener efectos
adversos; Maharaj y cols., por ejemplo, reportaron en el 2005, que la L-Dopa
estimula la peroxidacién lipidica in vitro en la presencia de fierro y de &cido
ascorbico en homogeneizado de cerebro de ratén; y que la dopamina tiene una
reaccion quimica con el fierro y el acido ascérbico, que provoca la induccién de
formas hidroxiladas de los productos de la dopamina. En base a que la SNc es el
principal nucleo afectado durante la EP y que en ella se han detectado altos
contenidos de fierro, es posible inferir que la administracién de L-Dopa produciria
un estado alterado en cuanto al balance oxidativo de la sustancia nigra, por lo
que se ha sugerido que la administracion de un antioxidante podria mejorar o

retardar el curso de la enfermedad (Adler y Ahlskog, 2000).

Vitaminas A, CV E

Las vitaminas A, C y E son conocidos antioxidantes, capaces de prevenir la
peroxidacioén lipidica actuando como barredores de radicales libres. Fahan, en
1992, sugiri6 que el tratamiento con altas dosis de vitamina A y C retardaban el
uso de L-Dopa o agonistas por 2.5 afios y actualmente existen numerosos
estudios e investigaciones para evaluar el papel de estas vitaminas en la
proteccion neuronal asi como los posibles vinculos entre la deficiencia de estos
agentes y la incidencia de EP (Singh et al., 2007). El rol de la vitamina E en la
EP ha sido estudiado tanto en pacientes como en modelos experimentales y se
han obtenido resultados positivos, por ejemplo, Factor y colaboradores, en 1990,
reportaron que pacientes con EP tratados con vitamina E mostraron disminucién

de los sintomas motores en comparacion con los que no recibieron tratamiento.

Coenzima Q10

La coenzima Q10 es un componente intrinseco de la CTE, capaz de mejorar
la funcion mitocondrial a incremental la produccion de ATP, ademas de que
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también posee funciones antioxidantes (Bonuccelli y Del Dotto, 2006). Un
estudio realizado por Shults y colaboradores, en 2002, en el cual administro
diversas dosis de coenzima Q10 a pacientes con EP durante 16 meses,
demostré que los pacientes que recibieron dosis altas de coenzima Q10
presentaron cierta reduccion en la tasa de deterioro de la funcidbn motora en el
UPDRS (Unified Parkinson's Disease Rating Scale) en comparacién con los
pacientes que recibieron placebo. Sin embargo, este farmaco aln se encuentra

en proceso de investigacion.

Melatonina

La melatonina o N-acetil-5-metoxitriptamina, es una indolamina sintetizada y
secretada por la glandula pineal, descrita por primera vez por McCord y Allen en
1917 y aislada por primera vez en 1958 (Arana, 2006). En adultos jévenes se
libera durante la noche, siendo la mayor secrecién (260 pmol/L) entre las 12 de
la noche y las dos de la madrugada y las minimas (40 pmol/L) entre el medio dia
y las dos de la tarde observando ademas que disminuye con la edad. Esta
sustancia es considerada como mensajero quimico de transduccién de
informacion de fotoperiodos en el cerebro, también es considerado mediador de
ritmos reproductivos, circanuales, ritmo circadiano, hibernacion, suefio-vigilia y
temperatura (Vaneck 1998; Simonneaux y Ribelayga 2003; Boutin et al., 2005;
Reiter 2005).

La melatonina es sintetizada de forma ciclica a partir de un estimulo luminoso
que se transmite por el tracto retino-hipotalamico (tracto RH) que estimula al
nacleo supraquiasmatico (NSQ) y posiblemente el nacleo paraventricular (NPV)
en el hipotalamo; la sefial continda al cerebro anterior, al cordon espinal y al
ganglio cervical superior (GCS); el cual posee proyecciones norepinefrinérgicas
que estimulan los receptores a y B para norepinefrina de los pinealocitos; estas
células son las encargadas de sintetizar a la melatonina a partir del triptofano por
la enzima triptéfano 5-hidroxilasa produciendo 5-hidroxitriptofano (5- HTP); éste
a su vez, es convertido en serotonina (5-HT) o 5-hidroxitriptamina por la 5-HTP

35



decarboxilasa. Aqui es donde actia la enzima limitante para la sintesis de
melatonina, la serotonina N-acetiltransferasa (NAT), la cual, en la fase oscura
incrementa de 30 a 70 veces, ésta enzima convierte la serotonina en N-
acetilserotonina (NAS). Finalmente, la hidroxindol-O-metiltranferasa (HIOMT)

convierte la N-acetilserotonina en melatonina (Garcia-Ruiz, 2008) (Figura 5).
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Fig. 5. Sintesis de melatonina (Modificado de Arendt 1998).

La melatonina se metaboliza en el higado, por hidroxilacion en 6-
hidroximelatonina; posteriormente se conjuga con acido glucurénico y &cido
sulfarico, 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). En humanos, la administracion oral de 2 y 4
mg de melatonina tiene una vida media de aproximadamente 1 hora y su
biodisponibilidad es de tan solo 15% aproximadamente, pues el otro 85% es

metabolizado en el higado. Al administrar una dosis de 2 mg via intravenosa, la
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biodisponibilidad es mayor, sin embargo, la vida media del farmaco se aproxima
también a 1 hora (DeMuro et al., 2000).

Una de las principales caracteristicas fisicoquimicas de la melatonina es su
capacidad de difusion; se trata de una molécula altamente lipofilica capaz de
atravesar cualquier membrana celular, de manera que puede actuar en todos los
niveles celulares (Costa et al., 1995); inclusive existen estudios en los que se
muestra que organelos como el ndcleo y la mitocondria poseen la capacidad de

almacenarla (Acufa-Castroviejo et al., 2002; Cajochen et al., 2003).

En 1971, Lanas y colaboradores, demostraron que la melatonina poseia
propiedades antioxidantes, mas adelante, Tan y colaboradores en 1993, dieron a
conocer la importancia de la melatonina como antioxidante endoégeno. A partir de
entonces ha sido una sustancia ampliamente estudiada, inclusive, existen
reportes que la consideran un antioxidante dos veces mas eficiente que la
vitamina E y cuatro veces mas que el GSH y el acido ascérbico (Sofic et al.,
2005). Por otro lado, la melatonina estimula enzimas antioxidantes como la SOD
y la GSH, esta Ultima, se encarga de metabolizar el precursor del OH®, el
peroxido de hidrégeno en agua. Ademds, incrementa la eficiencia de la
fosforilacion oxidativa, estabiliza membranas celulares, reduce citocinas
proinflamatorias y su adhesion molecular; es un quelante de metales, reduce la
union del factor nuclearaB (NF -aB) al ADN e inhibe enzimas pro-oxidantes. Se
ha observado que el tratamiento con melatonina disminuye la peroxidacion de
lipidos generadas por Fe y ademas disminuye los niveles de Bax y caspasas; de
modo que se inhibe la cascada de eventos que conllevan a la muerte neuronal
por apoptosis(Sofic et al., 2005; Feng et al., 2006; Maharaj et al., 2007).

Por otro lado, esta indolamina posee un potencial redox muy elevado 0.74V,
lo que le confiere un alta capacidad para ceder un electron a cualquier molécula
gue se encuentre a su alcance (Tan et al., 2002) eliminando la elevada
reactividad de la molécula en cuestion, y por ende su toxicidad; finalmente, la

melatonina se transforma en un radical denominado “radical indonilo”. Asi, es
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capaz de neutralizar ERO y RL, tales como radicales peroxilo (ROO®), OH®y
demas derivados de H,0,, iones de cobre (Cu®), oxido nitrico (NO®), anién
peroxinitrito (ONOO-), &cido peroxinitroso (ONOOH), radicales haloperoxilos, y
acido hipocloroso (HOCI) (Mayo et al.,, 1999; Reiter et al., 2003 Sofic et al.,
2005).

Maharaj y colaboradores en el 2007 describen que los metabolitos de la
melatonina también poseen actividad antioxidante como el N-acetil-N-formil-5-
metoxikinurenamina (AFMK), N-acetil-N2-formil-5-metoxikinuramina (AMK), 3-
hidroximelatonina ciclica y 6-hidroximelatonina; aumentando aun mas su
capacidad antioxidante. Ademas, existen estudios en donde se muestra que la
melatonina incrementa la actividad del complejo 1y IV de la cadena respiratoria;
lo que hace pensar que podria tener cierto efecto benéfico sobre la homeostasis
mitocondrial Por todo lo anterior, diversos autores han sugerido que el efecto
neuroprotector de la melatonina puede contribuir en el tratamiento de
enfermedades como la EP. Enfermedad de Alzheimer, epilepsias, isquemias,
entre otras en las que se ha visto dafio mitocondrial o por estrés oxidativo
(Dabbeni et al., 2002; Leon et al., 2004).

En cuanto al efecto de la melatonina en el tratamiento de la EP, estudios in
vitro han observado que este farmaco protege a las neuronas DA del dafio
inducido por la administracion de MPTP y protege a las mitocondrias del dafio
generado por la 6-OHDA en ratas (Mayo et al., 2002; Maharaj et al., 2005); mas
aun en el 2002, Aguiar y colaboradores observaron que el tratamiento con
melatonina restaura los niveles de DA asi como de los metabolitos de este
neurotransmisor, DOPAC y HVA,; tres afios después, se reporté que el
tratamiento cronico con este farmaco induce incremento de los niveles de RNAm

de TH en la SN y en el Area Ventral Tegmental (Ledn-Josefa et al., 2005).

Ahora bien, en nuestro laboratorio hemos observado que el tratamiento con
melatonina es capaz de disminuir las alteraciones producidas por la inyeccién

intracerebral unilateral de 6-OHDA,; el efecto se caracteriza por recuperacion en
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el desempefio de actividades motoras, mayor sobrevivencia de las células
dopaminérgicas nigrales, menor nimero de botones sinapticos con edema y
mayor prevalencia de contactos sinapticos con espinas, asi como normalizacion
en los niveles de peroxidacion de lipidos en el nucleo estriado (Gutiérrez, 2007).
Posteriormente Garcia-Ruiz (2008) muestra que si se co-administran la L-Dopa y
la melatonina ademas del beneficio citolégico se observa mejoria en cuanto al
desempeiio de actividades motoras, en ratas hembras. Por lo que considera que
la melatonina podria ser un candidato para el tratamiento de la EP ya sea como

monoterapia o preferentemente en combinacion con la L-Dopa.
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JUSTIFICACION

Pese a que la L-Dopa es el farmaco mas efectivo para tratar los sintomas de
la EP, se sabe que su administracion a largo plazo puede acelerar la
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas debido a que estimula la
peroxidacion lipidica provocando en las células estrés oxidativo e induciendo de
este modo su muerte (Werner y Cohen, en 1995). La melatonina posee
propiedades antioxidantes, ademas de la capacidad de unirse al fierro,
suprimiendo la peroxidacion lipidica entre otras caracteristicas que la convierten
en un excelente complemento en el tratamiento contra la EP. Como se sefialo
previamente la co-administracion de L-Dopa/Melatonina puede prevenir las
alteraciones conductuales y citolégicas que se presentan en modelos animales
de la EP; ademas es importante estudiar el efecto conductual y citolégico que
tiene la melatonina si es administrada una vez que se ha iniciado el tratamiento
con L-Dopa, puesto que la mayoria de las personas que padecen esta
enfermedad han iniciado ya este tratamiento. Asi mismo, es imperante analizar
el efecto de la combinacién de los farmacos sobre las discinesias producidas por
L-Dopa, para saber si la adicibn de un antioxidante tan potente como la

melatonina disminuye la aparicion de dichas fluctuaciones motoras.

OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de la co-administracion de melatonina y L-Dopa sobre el
desempeiio motor, las DIL y la sobrevivencia de las neuronas dopaminérgicas
de la SNc de ratas lesionadas unilateralmente con 6-OHDA tras la
administracion cronica de L-Dopa seguida por la co-administracion de
Melatonina en ratas lesionadas unilateralmente con 6-OHDA.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Después de la administracion de L-Dopa y/o melatonina en ratas depletadas de

DA unilateralmente con 6-OHDA se evaluara:

v' El desempefio de la actividad motora fina mediante la prueba de la
escalera.

v' El desempenio de la actividad motora gruesa mediante la prueba de viga.

v' El efecto de ambos farmacos de manera individual y en combinacién
sobre el desarrollo de DIL.

v' El nimero de neuronas inmunorreactivas a TH remanentes en la SNc

para analizar el efecto neuroprotector.

METODOLOGIA

Se utilizaron 25 ratas macho de la cepa Wistar con peso de 190+10gr, y se
mantuvieron en un periodo de luz y oscuridad de 12:00 hrs con libre acceso a
agua y alimento, a excepcion de los dias en que se evalud el desempefio motor

en la prueba de la escalera.

Prueba de la viga- Se utilizaron 2 vigas de 6 y 12 mm de grosor
respectivamente; ambas con una longitud de 2 m y una inclinacion de 15°, por
donde los animales debian caminar hasta alcanzar su caja hogar, desde el
extremo mas bajo del aparato. Inicialmente se entreno a los animales; el primer
dia de entrenamiento se colocé una viga de 24 mm de forma horizontal y en un
extremo la caja hogar para que los animales llegasen a ella; se realizé el
entrenamiento de esta forma durante 3 ocasiones mas y posteriormente otras 2
colocando la viga de forma inclinada; cabe mencionar que estos dias no se midio

el tiempo de ejecucion de los animales sobre las vigas.

A partir del segundo dia de entrenamiento los animales pasaron tres veces
sobre ambas vigas (6 y 12 mm) dispuestas diagonalmente y finalmente, el
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séptimo dia de adiestramiento los animales recorrieron ambas vigas una sola
vez y se registr0 el tiempo de ejecucion. Los registros temporales se
consideraron como evaluacion control. Aquellos animales que se negaron a
realizar el recorrido sobre la viga o que tardaron mas de 120 min fueron

excluidos del experimento.

Prueba de la escalera- Esta prueba consisti6 en colocar a las ratas
individualmente dentro de una caja de acrilico, constituida por 2 compartimientos
conectados entre si, uno mayor (21cm de largo, 11 cm de ancho y 12 cm de alto)
en el cual la rata puede descansar y moverse con mayor libertad, y el
compartimiento menor (16 cm de largo, 7cm de ancho y 12 cm de alto), el cual a
cada lado contaba con dos escaleras de 6 peldafios (0.5 cm de alto);cada
peldafio tiene una cavidad en la parte central en donde se coloca un pedazo de
alimento; ademas, el compartimento menor tiene una superficie central
(plataforma central de 4.5 cm de alto y 13 cm de largo) donde descansaba la
rata y que obstaculizaba el movimiento cruzado de las extremidades superiores
para tomar los trozos de comida. En la parte inferior junto a la plataforma central,
hay un peldafio de 3cm de alto con la funcién de impedir el alcance del alimento
con las extremidades traseras. (Figura 6).

Fig. 6 Dispositivo de
acrilico para la prueba de
habilidades manuales en
la escalera. A, pared
anterior de acrilico y
plataforma. B, escalera de
seis peldafios para
colocar fragmentos de
comida a ambos lados de
la plataforma intermedia.
c

y D, organismos durante
la prueba. Se conto el
ndmero de fragmentos
comidos por lado en un
lapso de 10 minutos.
Modificado de Montoya et
al., 1991.

42



Para la realizacion de esta prueba la cantidad de alimento fue restringida
durante los dias que duré el entrenamiento (7 dias) de manera que el animal se
mantuvo al 85% de su peso control. En las primeras sesiones se colocaron las
escaleras 1cm por encima de la superficie y se iban bajando de manera
progresiva en las sesiones siguientes de acuerdo con el nimero de pedazos de
alimento recogido. Aquellos animales que después de 7 sesiones no tomaron y
comieron por lo menos el 60% de las pastillas fueron retirados del experimento
(Mayoral, 2008). En esta prueba se registraron el niumero de veces que cada
animal agarré los pedazos de alimento, los llevé a la boca y finalmente los
consumio (Samsam et al., 2004).

Es importante sefialar que el tiempo de entrenamiento de las diferentes
pruebas conductuales (viga de equilibrio y escalera), asi como las evaluaciones
se llevaron a cabo durante diferentes dias, con el objetivo de evitar la influencia
del cansancio de los animales sobre su desempefio al momento de realizar las

pruebas. Todas las sesiones se llevaron a cabo entre las 18:00 y las 19:00 hrs.

Una vez terminado el entrenamiento, 20 ratas fueron lesionadas
quirargicamente de la siguiente manera: los animales fueron anestesiados con
pentobarbital sédico (35mg/kg) por via intraperitonal (i.p); posteriormente se
fijaron en un aparato estereotaxico y se realiz6 un trépano en el lado izquierdo
del cerebro empleando las siguientes coordenadas AP=3.0 mm; L= 1.6mm y
8.0mm a partir de Bregma (Paxinos y Watson, 1997), para inyectar una mezcla
de 4ul de solucion salina conteniendo 8 pl de 6-OHDA y 0.2 mg de &acido
ascorbico, como antioxidante, en el haz medial del cerebro anterior izquierdo;
zona donde convergen los axones dopaminérgicos nigrales en su camino hacia
los ndcleos blanco. Dos dias después de la lesion se evaluo el giro inducido con
0.25 mg/kg de apomorfina, se utilizaron solo los animales que dieron mas de 200
giros en un periodo de 30 minutos para garantizar una pérdida dopaminérgica
minima del 90% (Hefti et al., 1980). Las 5 ratas restantes conformaron al grupo

control.
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24 horas posteriores a la evaluacion del giro, se formaron 4 grupos (n=5 c/u)
para la administraciéon de los distintos tratamientos via oral. El primer grupo
recibié una dosis de 7.5 mg/kg de L-Dopa/carbidopa comercial (sinemet), el
segundo grupo fue tratado con la mezcla de 10 mg/kg de melatoninay 7.5 mg/kg
de L-Dopa/carbidopa; el tercer grupo (L-Dopa/Mel (ret)), recibié 7.5mg/kg de L-
Dopa/carbidopa durante 30 dias; y los siguientes 30 dias de este tratamiento se
le suministr6 la misma mezcla que el grupo anterior de L-
Dopa/carbidopa/melatonina, el ultimo grupo de ratas lesionadas con 6-OHDA no
recibid ningun tratamiento al igual que el grupo control (Figura 7). Cabe
mencionar que las evaluaciones conductuales se llevaron a cabo semanalmente

a partir del dia 7 en que los animales comenzaron a recibir tratamiento.

I Control

Il Lesion + L-Dopa

[ll | Lesion + L-Dopa/Melatonina

IV | Lesion + L-Dopa/Mel (ret)

V Lesion

Fig. 7 Cuadro en el que se muestran los diferentes grupos del experimento.

15 dias después de haber iniciado los tratamientos, se inicié la evaluacion de
la severidad de las DIL de acuerdo a la escala de discinesias en ratas reportada
por Cenci y colaboradores en 1998. Para esto, las ratas fueron colocadas de
forma individual en cajas de acrilico y fueron observadas y videograbadas cada
20 minutos durante un minuto, por un lapso de 3 horas después de la
administracion del medicamento habitual;, es importante sefialar que se realizé
un video control 20 minutos antes de la administracion del farmaco
correspondiente para cada animal. Se evaluaron 4 subtipos de DIL segun la

ubicacion de cada uno:

Locomotoras: movimientos giratorios hacia el lado contralateral a la lesion.
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Axiales: desviaciones laterales o torsién de la cabeza, cuello y tronco hacia el
lado contralateral a la lesidén, estos movimientos también suelen llamarse

“posiciones distonicas” o bien, movimientos coreiformes de torsion.

Extremidad: movimientos de la pata delantera contralateral, los cuales pueden
ocurrir en el plano sagital cuando el animal tiende a flexionar y extender su pata,
en el plano frontal (abduccion y aduccién) o en ambos (circunduccion). Incluye la
apertura o cierre de los digitos y la pronacién y supinacion de la mufieca; puede

tener caracter coreiforme espasmadico o disténico.

Orolinguales: caracterizadas por movimientos de la mandibula, muecas faciales,
protrusion de la lengua. Este tipo de movimiento suelen ser bilaterales, aunque
son mas pronunciados en el lado contralateral a la lesion. Este subtipo de DIL
usualmente es acompafado por mordidas en la piel o en el pelaje y sobretodo
en la pata contralateral a la lesion.

El rango de severidad de las DIL fue calificado de acuerdo al tiempo de
presentacion de cada una pudiendo obtener una calificacion de 0 a 4 de la

siguiente manera:

Tiempo en segundos calificacion

<10 0
10 0.5
11-20 1.0
21-30 15
31-45 2.0
46-60 mov. Interrumpido 2.5
31-45 interrumpe el mov. Con un estimulo externo. 3.0
46-60 interrumpe el mov. Con un estimulo externo y vuelve con el 3.5
mov.

60 realiza el mov. todo el tiempo aun cuando se presenta algun 4.0
estimulo externo
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Es importante sefalar que el término AIMs hace referencia a los animales del
grupo lesién, pues no recibieron L-Dopa, también se menciona entonces cuando
se hace referencia a todos los grupos de éste estudio. Por su parte, el término
DIL hace referencia los animales que recibieron L-Dopa en algin momento del

tratamiento.

Dos meses después, las ratas fueron sacrificadas por perfusion intracardiaca
y se extrajeron los cerebros. Posteriormente se obtuvieron rebanadas del
mesencéfalo y se procesaron con la técnica de inmunocitoquimica para TH en
rebanadas de 50 micras (anti-TH Millipore 1:1000, revelado con
diaminobenzidina) y finalmente se contabilizaron las neuronas remantes en la
SNc en 7 cortes por animal tanto del lado ipsi como del contralateral a la lesion

(Ver apéndice).

Andlisis Estadistico: Para la evaluacion del conteo citoldgico y las pruebas de
conducta motora fina y gruesa, se realiz6 un ANOVA de 2 vias, se llevo a cabo
un post-test LSD (P=>0.001). Para la evaluacion estadistica de Los AlMs o DIL,
se utilizaron estadisticos no paramétricos y la prueba Kruskal Wallis y Dunnet
como post-test, ademas, se realizé un analisis del area bajo la curva, (AUC, por
sus siglas en inglés).
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RESULTADOS

Prueba de la escalera:

En esta prueba los animales pertenecientes a los grupos con los diferentes
tratamientos ejecutaron de manera similar al grupo control la tarea de tomar y
comer los trozos de comida con la pata ipsilateral a la lesion (izquierdo), por lo
que no presentan diferencias significativas con el grupo control ni entre ellos,
corroborando asi la funcion de “control interno” que se tenia esperada para este
lado (Ungerstedt, 1968;Meredith et al., 2008) (Grafica 1).
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Grafica 1. Resultados del miembro ipsilateral en la prueba de escalera. No se observan diferencias significativas entre
los diferentes tratamientos. El grupo control es representado en todas las graficas como una linea recta por la

homogeneidad de sus datos.
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Grafica 2. Resultados del miembro contralateral en la prueba de escalera. Se observa que comparado con el grupo que
recibié solo L-Dopa o el grupo que fue Unicamente lesionado, el grupo L-Dopa/melatonina presenta un mejor desempefio
en la realizacion de la prueba, principalmente a partir de la evaluacion realizada en el dia 28 del tratamiento.+ vs lesi6n
con 6-OHDA, * L-Dopa/Melatonina y L-Dopa/Melatonina (ret) vs L-Dopa, e L-Dopa/melatonina vs L-Dopa /Melatonina

La ejecucion de esta tarea con la pata contralateral a la lesion evidencia
diferencias entre los tratamientos. El grupo lesionado con 6-OHDA y que no
recibi6 ningun tratamiento presenté deficit en esta prueba, de manera
progresiva.lnesperadamente, el grupo al que se le administr6 L-Dopa se
comportdé de manera similar al grupo lesion. El grupo al que se le administro
durante todo el experimento la mezcla de L-Dopa/Melatonina, manifesté un
comportamiento similar a los niveles basales desde los 14 dias de tratamiento
mostrando en el desempefio diferencia significativa con el grupo que recibié solo
L-Dopa a partir de los 21 dias de tratamiento y a los 28 con el grupo lesion a
parir de ese momento los resultados fueron estables hasta el final del
experimento. Finalmente el grupo al que se le administré L-Dopa el pimer mes y
la mezcla de L-Dopa/Melatonina el mes siguiente se comporté de manera muy

similar al grupo de L-Dopa en esta prueba (Gréfica 2).
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Prueba de la Viga

En la viga de 6mm el grupo lesionado y sin tratamiento mostré los tiempos
mas prolongados en el recorrido durante la mayor parte del estudio. El grupo con
L-Dopa mostré mejoria significativa con respecto de este grupo hasta los 42 dias
de tratamiento, en las 2 ultimas evaluaciones los animales comenzaron a subir
con lentitud comportandose de manera similar al grupo exclusivamente
lesionado. El grupo con tratamiento combinado desde el inicio del experimento
obtuvo resultados afines al grupo control durante todo el tratamiento, es
importante notar que también presenta diferencias significativas con el grupo
tratado con L-Dopa a partir de los 42 dias de tratamiento, donde este ultimo
grupo (L-Dopa) comenz6 a disminuir la velocidad de ascenso. Por otra parte el
grupo al que se le administré6 melatonina un mes después de haber ingerido
solamente L-Dopa tuvo un comportamiento intermedio entre los 2 grupos
anteriormente descritos, no se observan diferencias significativas con ninguno de
ellos; pese a que en las ultimas evaluaciones tampoco muestra diferencias con
el grupo unicamente lesionado, este grupo tratao con L-Dopa y despues con L-
Dopa/Melatonina muestra un comportamiento mucho mas parecido al grupo

tratado con L-Dopa/Melatonina que al grupo con solo L-Dopa (Grafica 3).
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Grafica 3. Tiempo de recorrido sobre la viga de 6 mm, Notese que le grupo con tratamiento combinado exhibe

nuevamente el mejor desempefio motor en comparacion con el grupo gue recibié L-Dopa durante todo el tratamiento y el

grupo que solamente fue lesionado. Por otro lado el grupo que fue tratado con la mezcla de L-Dopa/Melatonina un mes

después de haber recibido Unicamente L-Dopa mostré un comportamiento intermedio entre el grupo tratado con L-Dopa y

aquel que recibi6 la mezcla durante todo el tratamiento.+ vs lesion con 6-OHDA, * L-Dopa/Melatoninay L-

Dopa/Melatonina (ret) vs L-Dopa y finalmente e L-Dopa/melatonina vs L-Dopa /Melatonina (ret).
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Grafica 4. Tiempo de recorrido sobre la viga de 12 mm. Se observa un comportamiento similar a la viga de 6 cm, pues el

grupo con tratamiento combinado durante todo el experimento muestra mejoria significativa con respecto al grupo

lesionado y el que fue tratado solamente con L-Dopa, mientras que el grupo que recibio la mezcla (L-Dopa/Melatonina)

un mes después de ser tratado con L-Dopa mantiene un desempefio intermedio entre el grupo con L-Dopa y el grupo

con L-Dopa/Melatonina durante todo el tratamiento.+ vs lesién con 6-OHDA, * L-Dopa/Melatonina'y L-Dopa/Melatonina

(ret) vs L-Dopa y finalmente e L-Dopa/Melatonina vs L-Dopa /Melatonina (ret).
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En la viga de 12 mm el comportamiento de los diferentes grupos refleja
tendencias similares a las descritas en la viga de 6mm, los animales lesionados
y que no recibieron ningun tratamiento demoraron mas que cualquier otro grupo
en llegar a su caja hogar. El grupo al que se le administré6 L-Dopa obtuvo
mejores resultados en el tiempo de recorrido que el grupo lesionado pero solo
hasta los 28 dias de tratamiento, y durante las evaluaciones posteriores los
animales de este grupo subieron con mayor lentitud la viga incrementando el
tiempo de recorrido, obtenido valores muy similares a los del grupo de solo
lesion; por otro lado, el grupo al que se le administré la combinacién de L-
Dopa/Melatonina presento valores muy semejantes a los niveles basales en
todas las evaluaciones del experimento, obteniendo una mejor respuesta que el
grupo con L-Dopa a partir del dia 21 de tratamiento. Finalmente el grupo al que
se le administr6 melatonina, un mes después de haber recibido solamente L-
Dopa, nuevamente tuvo un comportamiento intermedio entre el grupo con
tratamiento combinado y al que Unicamente se le administro L-Dopa, no obtuvo

diferencias significativas con ninguno de los 2 (Grafica 4).

DIL/AIMs

Los DIL/AIMs que desarrollaron los animales fueron clasificados en cuatro

diferentes subtipos topograficos (orolingual, extremidad, axial y giro/locomocién).

Orolinguales:

En el total de AIMs orolinguales producidos durante todo el tratamiento se
observé que el grupo con L-Dopa manifest6 mayor cantidad de este tipo de DIL
en comparacion con los demas grupo. El grupo con tratamiento combinado y
aguel que tomo melatonina tras un mes de haber recibido solamente L-Dopa
presentaron un comportamiento similar, pues ambos grupos mostraron valores
significativamente inferiores a los que se observados en el grupo que recibié solo
L-Dopa durante todo el estudio; no hay diferencias significativas entre el grupo
que recibié la mezcla de L-Dopa/Melatonina, el que recibié melatonina un mes
después de la administracion de L-Dopa y el grupo solo lesion (Gréfica 5a).

Extremidades:
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En el total de DIL producidas en la extremidad anterior del lado contralateral a
la lesion en el grupo con L-Dopa mostré la mayor cantidad de DIL, siendo
significativamente distinto a los demas tratamientos, los cuales presentaron
menores valores en el desarrollo de este tipo de AIMs no habiendo diferencias

significativas entre ellos (Grafica 5 b).

Axiales/ torsion:

En los valores totales de DIL de tipo axial que se observaron durante todo el
periodo de tratamiento (Figura 5c) los animales tratados con L-Dopa se ven
afectados severamente en los musculos del cuello y del tronco, pues muestran
incremento en la puntuacion de AlMs axiales, a diferencia de los animales
lesionados y de los grupos en los que se mezclé L-Dopa y melatonina sin
importar el tiempo en que se administré la neurohormona. Los grupos que
recibieron melatonina no presentaron diferencias significativas con respecto al

grupo solo lesion y que no desarroll6 este subtipo de AlMs.

Giro/ locomocion:

Con respecto a la cantidad total de giros (gréfica 5 d) solamente los grupos
que recibieron L-Dopa sin mezclar con melatonina en algin momento del estudio
(L-Dopa y L-Dopa/Melatonina (ret)) presentaron este comportamiento. El grupo
gue recibié L-Dopa en combinacion con melatonina durante todo el tratamiento

no manifestd esta conducta.

Como era de esperarse el grupo solo lesién, no presento giro, ni tampoco
manifestd AIMs axiales. Respecto a este grupo hay que sefialar que en relacién
a la aparicion de AlMs totales exhibié movimientos en la extremidad contralateral
a la lesibn y se observaron discinesias orolinguales, que en algunas
evaluaciones incluso tendieron a ser ligeramente mayores que el grupo que

recibié L-Dopa/melatonina desde el inicio del tratamiento.

El grupo que tomo L-Dopa/Melatonina desde el inicio del experimento manifesto
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pocas discinesias, ho mostrando diferencias significativas con respecto al grupo
solo lesion, ademas de que no manifestd giro pese a que se le administré L-
Dopa.

Es importante notar que el grupo que recibid melatonina tras un mes de
tratamiento con L-Dopa, no alcanzé la cantidad de discinesias que manifesto el
grupo que recibié solamente L-Dopa
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Grafica 5. Cantidad total de los distintos subtipos topograficos de DIL desarrolladas en las 4 evaluaciones que se
realizaron a los grupos en tratamiento. a) Representa los movimientos orolinguales, que se distinguen por movimientos
mandibulares, b) movimientos en la extremidad contralateral a la lesién) movimiento axial que involucra la torsién de los
musculos del cuello y tronco hacia el lado contralateral a la lesién y d) donde se exponen la cantidad de giros producidos
tras la administracion de los tratamientos. Es posible observar que el grupo que manifesté mayor cantidad de DIL fue el
grupo que recibié Gnicamente L-Dopa durante todo el tiempo de tratamiento, seguido por el grupo que recibi6 la mezcla
L-Dopa/Melatonina un mes después de la ingesta Unica de L-Dopa. Por otro lado, aunque el grupo que recibié la

combinacién de L-Dopa y Melatonina desde el inicio del experimento manifest6 DIL, su aparicion es significativamente
menor en comparacion con el grupo tratado solamente con L-Dopa.+vs 6-OHDA;*L-Dopa vs tratamientos; # L-

Dopa/Melatonina vs tratamientos y ®L-Dopa/Melatonina (Ret) vs tratamientos.
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Con el propdsito de evaluar las discinesias inducidas por la dosis pico de L-
Dopa (DIL) se graficaron las manifestaciénes temporales de todos los subtipos
de AIMs (orolingual + extremidad + axial/torsion + locomocion), después de la
administracion de los distintos tratamientos, y pese a que los datos no muestran
diferencias significativas al comparar las DIL presentes a los 15 dias de
tratamiento contra las producidas a los 56 dias de tratamiento (grafica 6), es
posible observar las tendencias con respecto al desarrollo discinesias de cada

grupo.

La grafica 6a, muestra el desarrollo de discinesias tras 15 dias de
tratamiento, se observa que en el grupo al que se le administré unicamente L-
Dopa predominan las DIL, siendo mas frecuentes desde el minuto 40 hasta el
minuto 80, a partir del minuto 100 disminuyen hasta alcanzar niveles basales; el
grupo al que se le administré melatonina tras un mes de tratamiento con L-Dopa,
desarrollé DIL a los 20 min de haber ingerido L-Dopa, la tendencia a desarrollar
este tipo de movimientos difiere en los minutos 40 a 80 con respecto al grupo
que solamente ingiri6 L-Dopa durante todo el tratamiento.

Por otra parte el grupo solo lesiébn, como era de esperarse, no presento DIL,
pues no ingirid6 L-Dopa; finalmente el grupo que recibié la combinacion de L-
Dopa y Melatonina desde el principio del tratamiento se comporté de manera

similar al grupo anteriormente descrito, es decir no desarrollo DIL.

En la grafica 6b se observa el desarrollo de AIMs inducidas por L-Dopa
durante la cuarta y ultima evaluacion, es decir a los 56 dias de tratamiento, se
observa que el grupo al que se administr6 L-Dopa desarroll6 aun mas DIL que
en la primera evaluacion, de manera especifica en los primeros 40 minutos,
después de este periodo tienden a disminuir el desarrollo de éstas. Los tres
grupos restantes se comportaron de manera similar entre si, pues ninguno de
ellos desarroll6 DIL durante el periodo de evaluacion, si bien el grupo con
tratamiento combinado desde el principio del estudio present6 una ligera
tendencia a aumentar la cantidad de DIL en los minutos 80 y 100 con respecto a
los primeros minutos de evaluacion; y el grupo al que se le administro

melatonina un mes después de haber administrado L-Dopa tuvo un par de
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fluctuaciones, ninguna de estas variaciones es tan evidente como las

manifestadas por el grupo al que se le administrd L-Dopa.
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Grafica 6. En estas gréaficas se observa el desarrollo de DIL o AIM durante 120 min de evaluacién. En a) se representan
los resultados de la primera evaluacién y en b) los resultados obtenidos durante la cuarta evaluacién. Pese a no haber
diferencias significativas, es posible observar ciertas tendencias que sugieren que la mezcla farmacolégica reduce la
aparicion de DIL puesto que el grupo tratado con L-Dopa y melatonina desde el inicio del tratamiento practicamente no

desarrollé DIL en comparacién con el grupo tratado solo con L-Dopa

Para evidenciar con mayor claridad la tendencia observada, en La gréfica 7 (a
b) se observa el andlisis de Area Bajo la Curva (AUC Area Under the Curve),
una medida que abarca tanto el pico como la duracién de la respuesta. Los
datos obtenidos durante la primera evaluacion muestran mayor area en el grupo
tratado con L-Dopa (5.650) con respecto a los demas grupos del estudio. El
grupo que recibié melatonina un mes después de haber sido tratado con L-Dopa
presento un valor total de 2.792, es decir 50.59% menos que el area del grupo
anterior. En cuanto a los animales que recibieron la mezcla farmacolégica de L-
Dopa/Melatonina (desde el inicio del tratamiento, presentaron un area menor en
un 80.09% (con un valor de 0.875) con respecto del grupo con L-Dopa 'y 59.71%

menor al grupo que recibié melatonina un mes después de administrar L-Dopa,
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finalmente el grupo solo lesion resultd ser distinto de este grupo, obteniendo la

menor area con respecto todos los grupos de este experimento con 0.991.

Durante la segunda evaluacion el grupo que recibié L-Dopa durante los 2
meses que durd el estudio aumentd 22.60% la cantidad de DIL con un é&rea total
de 7.3 con respecto a la primera evaluacion; el grupo que recibié melatonina tras
un mes de tomar solo L-Dopa disminuyo repentinamente el valor de su area
total 68.66% en comparacion con el obtenido durante la primera evaluacion con
un area total de 0.875, siendo menor que el grupo con L-Dopa 88.02%; por su
parte el grupo al que se le administrd el tratamiento combinado durante todo el
experimento obtuvo un area total en esta dltima evaluacion de 2.25 aumentado
50% el area que obtuvo en la primera evaluacioén y difiriendo esta vez del grupo
con solo L-Dopa un 69.18%. Durante esta cuarta evaluacion solo lesion obtuvo
un area de 0.333 disminuyendo 66.39% en comparacion con el area total de la
primera evaluacion y siendo 95.44% menor que el area del grupo que consumio

L-Dopa.
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Grafica 7. Area Bajo la curva del desarrollo de DIL totales durante a) la primera evaluacion, b) cuarta evaluacion, En a)
se observa que el grupo tratado con L-Dopa desarrollo la mayor cantidad de DIL seguido del grupo L-Dopa/Melatonina
(ret),al que aun no se administraba Melatonina; mientras que el grupo que recibié L-Dopa y melatonina desde el inicio del
tratamiento presento valores menores en comparacion con los grupos anteriores, comportandose de forma muy similar al
grupo que solamente fue lesionado. En b) el grupo con L-Dopa/Melatonina (ret) disminuy6 considerablemente la cantidad
de DIL aunque los valores del AUC del grupo que ingiri6 la mezcla (L-Dopa/Melatonina) desde el inicio del tratamiento

tendieron a acrecentarse al igual que los del grupo tratado con L-Dopa durante todo el tratamiento.
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Sobrevivencia neuronal:

La gréfica 8 muestra la cantidad de células inmunopositivas para TH
encontradas en la SNc de los animales a los que se les administraron los
distintos tratamientos. Se observa la esperada disminucion de neuronas TH de la
SNc izquierda en todos los animales lesionados, no habiendo diferencias
significativas entre grupos (aunque en el grupo con tratamiento combinado se
observa una ligera tendencia a presentar mayor cantidad de células
inmunopositivas a TH). (Figuras 8 A, B, Cy D)

En el lado contralateral a la lesion no se observan diferencias significativas
entre grupos, a excepcion del grupo que recibié el tratamiento combinado, que
presenta mayor porcentaje de células inmunopositivas a TH que el grupo tratado
Gnicamente con L-Dopa (Figuras 9A, B, Cy D)
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Gréfica 8. Neuronas inmunopositivas a TH presentes en los diferentes grupos de animales, tanto del lado contralateral
como ipsilateral. No existe diferencia significativa en cuanto a la cantidad de neuronas inmunopositivas a TH en el lado
ipsilateral a la lesion entre los grupos tratados, aunque en el grupo tratado con la mezcla farmacolégica L-
Dopa/Melatonina desde el inicio del tratamiento se observa un ligero incremento de células inmunopositivas a TH. Donde

* tratamientos vs L-Dopa y © tratamientos vs lesion.
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Fig. 8. SNc izquierda (ipsilateral) perteneciente a los animales lesionados con 6-OHDA. Se observa que los
grupos con melatonina muestran mas neuronas inmunopositivas a TH. A) LD/Melatonina (Ret), B) L-Dopa,
C) L-Dopa/Melatonina y D) Lesién.

.| LD/M (RET)

Lesion

Fig. 9. SNc derecha (contralateral) perteneciente a los animales lesionados con 6-OHDA. Se observa que
los grupos con melatonina muestran mas neuronas inmunopositivas a TH. A) LD/Melatonina (Ret), B) L-
Dopa, C) L-Dopa/Melatonina y D) Lesion.
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DISCUSION
Prueba de escalera:

La prueba de escalera ideada por Montoya y colaboradores en 1991,
establece un paradigma en donde el entrenamiento es relativamente sencillo y
permite colectar datos cuantitativos y objetivos para ambas extremidades de
forma independiente, ademas, en esta prueba las ratas se ven obligadas a
mantener un control preciso para asir y recoger los trozos de comida. La tarea
de utilizar las patas delanteras para llevar un pelet a la boca y comerlo resulta
ser una actividad compleja para las ratas y se considera analoga a la habilidad
que en actividades similares es observada en humanos; en pacientes con EP y
en ratas lesionadas unilateralmente con 6-OHDA, la ejecucién de este ejercicio
es andmala y a pesar de que pueden realizar completa la secuencia de
movimientos y obtener el alimento exitosamente, el tiempo de ejecucion es mas
largo y la coordinacién de las partes del cuerpo es diferente en comparacién con
los sujetos sanos. Los movimientos de supinacion y pronacion son limitados y la
fuerza de sujecion o contraccion de los digitos es menor a los sujetos normales
(Barneoud et al., 1995; Whishaw et al., 1997; Whishaw et al., 2002) (Figura 7).
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Fig. 9. Pasos que realiza una rata para tomar los trozos de comida A) localiza la comida (olfato) B) Extiende
la extremidad delantera C) Abre los digitos para asir la comida D) Levanta la comida E) La lleva a la boca
C) Al terminar el ciclo, la rata intenta localizar trozos de alimento en aquellos escalones en los que ya no
hay (modificado de Galvan, 2000).
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6-OHDA:

La deficiente destreza para asir los trozos de comida en el miembro
contralateral de los animales que fueron Unicamente lesionados es resultado de
la inyeccionde 6-OHDA en el haz medial que conlleva a la deplecion
dopaminérgica en el estriado ventral, el cual se relaciona con el deficiente control
de la extremidades anteriores manifestandose generalmente por rigidez y
acinesia (Salamone et al., 1993; Chang et al., 1999); a los 42 y 56 dias de
tratamiento se obervd una leve mejoria en cuanto a la cantidad de trozos de
comida tomados por este grupo, es importante sefialar que durante la prueba
algunos animales, empujaban el trozo de comida contra alguna de las paredes
de la caja mientras lo subian acercando a la vez su hocico para facilitar su
consumo; por lo que no siempre realizaban todos los movimientos finos que se
esperaban para la ejecucion de esta tarea (pronacion, supinacion y sujecion),
coincidiendo con lo reportado por Whishaw y colaboradores en 1997 donde los
animales desarrollaron diversas habilidades para sujetar el alimento como
aumentar la presion de los digitos, inclinacion de la cabeza y frecuentemente
utilizaban la lengua y los dientes; es decir desarrollan otras habilidades para

obtener la comida.
L-Dopa:

El grupo tratado con L-Dopa hasta los 21 dias de tratamiento presenté menor
destreza en el miembro contralateral para tomar los trozos de comida incluso en
mayor cantidad que en el grupo solo lesién, este comportamiento podria ser
consecuencia de las DIL, las cuales se exacervaron por la ausencia de alimento
que incrementd la absorcion de la L-Dopa, puesto que las dietas ricas en
proteinas interfieren el paso de la L-Dopa a nivel de la Barrera Hematoencefalica
(BHE) (Nuttet al.,1984; Pincus et al., 1987).Es importante sefialar que las DIL
fueron mas evidentes los dias en que se realizé esta prueba, ya que los
animales debian estar privados de alimento, lo que posiblemente facilitdé la
absorcion de L-Dopa, y por consiguiente, las DIL fueron mas evidentes
dificultando la habilidad de tomar los pelets de los escalones, por el contrario

cuando los animales tenian acceso a la ingesta de alimento las discinesias se
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presentaron en menor cantidad, seguramente porque la absorcioon duodenal de
la L-Dopa utiliza los mismos mecanismos que para el resto de los aminoacidos
aromaticos, por lo que una dieta rica en proteinas dificulta dicha absorcion; es
por ello que a pacientes con EP se les recomienda que eviten o reduzcan la
ingesta de proteinas (Zarranz,2004); ademas, es importante considerar que la
motivacion que lleva al animal a coger los trozos de comida es la restriccion del
alimento (Montoya et al.,1991) generando en el animal un estado de ansiedad y
promoviendo la realizacion de movimienos rapidos y poco precisos de las

extremedidades delanteras, lo que dificulta la prueba (Smith y Metz, 2001).
L-Dopa/Melatonina (Ret)

El grupo al que se le administr6 melatonina un mes despues de haber sido
tratado inicialmente con L-Dopa manifestdé un comportamiento similar al grupo
tratado con L-Dopa en esta prueba, probablemente el tiempo de administracion
de melatonina es reducido para evidenciar mejoria en la conducta motora fina,
pues en la viga si se oberva cierta tendencia a mejorar la actividad motriz; por lo

qgue puedo sugerir incrementar el tiempo de tratamiento en futuros experimentos.
L-Dopa/melatonina:

El grupo con tratamiento combinado desde el inicio del experimento mostré
tendencia a los niveles basales a partir del dia 14 post tratamiento,, a diferencia
de los datos obtenidos por Garcia-Ruiz en el 2008, donde el grupo con
tratamiento combinado, mostré6 ser efectivo hasta después de 28 dias de
tratamiento, por tal motivo puedo decir que el grupo que recibi6 la mezcla
farmacoldgica promovié mayor actividad en las extremidades contralaterales que
los animales de los demas grupos, sobre todo a los 21, 28 y 35 dias de
tratamiento. Rocchitta y cols. en el 2006, realizaron un estudio en donde
evidencian que la melatonina enddgena evita la autooxidacion de la L-Dopa
exdgena ademas observaron que la coadministracion de melatonina y L-Dopa
aumenta la biodisponibilidad de la L-Dopa en el estriado. De igual forma Maharaj
y cols. en el 2005 demostraron que la administracion de melatonina decrementa
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la producciéon de 6-OHDA generada por la administracion de L-Dopa en el

estriado de rata.
Prueba de la viga

La prueba de la viga es un método que permite observar movimientos
estereotipados espontaneos, coordinacion (Jinnah y Hess, 2004) y deficiencias
motoras (funcibn motora gruesa) caracteristicas de la EP en un modelo animal,
al analizar la precisidbn en que los animales se desplazan sin caer de la viga

ascendente manteniéndose en ella (Allbutt y Henderson, 2007).

El dispositivo que utilizamos implic6 mayor dificultad para su ejecucion por la
marcada diferencia en el espesor de las vigas (6 y 12 mm), ademas de que al
colocarse diagonalmente a 15° con respecto al piso requirié mayor esfuerzo para
mantener una posicion estable (Garcia-Ruiz, 2008). Otros estudios han
relacionado el aumento en el tiempo de ascenso sobre vigas inclinadas de
distintos grosores con el deterioro en la SNc y la pérdida de inmunorreactividada
TH en ratas lesionadas con 6-OHDA en haz medial (mfb) en comparacién con

animales control (Avila-Costa et al., 2007).
6-OHDA:

Se ha reportado la existencia de una relacion dosis dependiente entre la
concentracion de la toxina inyectada (y por tanto el grado de deplecion) y 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), lo que coincide con los resultados obtenidos en este experimento, donde
el grupo solo lesion tendié a incrementar los tiempos de recorrido en ambas
vigas; es importante mencionar que los animales de este estudio presentaron
rigidez y extrema precaucion para ejercer cada movimiento, en este estudio se
observ6 que con frecuencia las ratas se detenian y posteriormente reanudaban
el movimiento ascendente; esta interrupcion en la secuencia de movimientos es
analoga a lo observado en pacientes con EP (Sharma, 2008). Es posible que
esta conducta se deba a la sobreexcitacion del nucleo subtalamico, que al
estimularlos ndcleos de salida, éstos promuevan sobreinhibicién en el tadlamo y
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la corteza, lo que produciria deficiencias motoras en las extremidades (Truong et
al., 2006), ademas la estimulaciéon de la SNr bloquea la actividad del Nucleo
Pedunculopontinuo (NPP) produciendo rigidez y alteraciones en el paso
(Takakusaki, 2008). Allbutt y colaboradores en el 2007 realizaron un estudio en
ratas lesionadas unilateralmente en el mfb y evaluaron la conducta motora en
una viga de madera donde los animales lesionados resultaron 4 veces mas
lentos tanto para iniciar el trayecto sobre la viga como en el tiempo para cruzarla,
concluyendo que estas alteraciones motoras se correlacionan con la pérdida de

las neuronas DA.
L-Dopa:

En ambas vigas, los animales tratados con L-Dopa tendieron a aumentar el
tiempo de recorrido sobre ellas, estos resultados concuerdan con datos
previamente reportados en nuestro laboratorio en donde las ratas tratadas con L-
Dopa mostraron recuperacion de la actividad motora en los primeros dias de
tratamiento (hasta el dia 21), pero a partir de los 28 dias post tratamiento
incrementaron también el tiempo de recorrido (Gutiérrez, 2007; Garcia-Ruiz,
2008), de igual forma Winkler y colaboradores en el 2002 observaron que la L-
Dopa producia mejoria en el desplazamiento, independientemente de la
aparicion de las AIMs hasta los primeros 28 dias, sugieren también que la lesion
aguda con 6-OHDA interfiere en la mejora que podria brindar la L-Dopa al
reducir considerablemente el tiempo de beneficio terapéutico de este farmaco.
Se ha reportado ademds, que pacientes tratados con L-Dopa que mostraron
tener beneficio entre los primeros 3 y 6 meses de tratamiento, comenzaban a
manifestar deterioro acompafiado del incremento constante de complicaciones
como induccién de DIL con dosis menores de L-Dopa y movimientos
involuntarios después de cierto tiempo con el tratamiento (Otero-Siliceo; 1996).
Asi mismo, el tratamiento prolongado con L-Dopa produce rigidez vy
bradicinesia, dejando de ser efectivo y dando paso a los periodos wearing off;
por tal motivo varios autores han determinado que pese a que la L-Dopa sigue
siendo el farmaco mas eficiente para contrarrestar los sintomas de la EP; el

tratamiento cronico con éste medicamento, desarrolla efectos adversos como las
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DIL, las cuales pueden llegar a tener cierto efecto discapacitante (Blanchet et al.,
1994; Calabresi et al., 2010).

L-Dopa/Melatonina y L-Dopa/Melatonina (Ret):

Por su parte los animales del grupo tratado con L-Dopa/Melatonina subian
empleando tiempos muy semejantes al grupo control. De manera que la
melatonina contribuyd a la recuperacion de la capacidad de coordinacion del
movimiento de las extremidades haciendo mas fluido y por tanto mas rapido el
movimiento de ascenso por la viga. Existen reportes sobre reversion de
hipocinesia en pacientes con EP tratados con altas dosis de melatonina (Anton-
Tay et al., 1971). Incluso se ha observado que la melatonina revierte las DIL
generadas por la L-Dopa en ratones lesionados en el estriado (Cotzias et al.,
1971), lo que probablemente facilité el ascenso de los animales por las vigas.
Gutiérrez en el 2007 observé que ratas tratadas solamente con melatonina
mejoraron el tiempo de recorrido a los 21 dias de tratamiento, esta mejoria fue
aun mas evidente a los 28 dias de tratamiento momento en el cual los animales
que fueron tratados con L-Dopa comenzaron a elevar el tiempo de recorrido;
este hecho no fue tan marcado en el grupo al que se le administré melatonina un
mes después de haber ingerido solamente L-Dopa, pues seguramente la
administracion de la indolamina evito que se elevara el tiempo de recorrido tanto

como sucedio en el grupo que recibié solamente L-Dopa.
DIL/AIMs

Es bien sabido que la L-Dopa es el farmaco mas efectivo para tratar los
sintomas de la EP en las etapas iniciales, sin embargo, después de varios afios
de tratamiento la mayoria de los pacientes comienzan a desarrollar efectos
adversos, entre los que figuran las discinesias que afectan a méas del 50% de los
pacientes en tratamiento con L-Dopa (Nutt et al., 2002; Carlsson et al., 2005;
Calabresiet al., 2010). En este estudio se observd que el grupo tratado
exclusivamente con L-Dopa durante todo el tiempo de experimentacion
manifesto los 4 subtipos de DIL, siendo las orolinguales las de mayor severidad,

y de hecho, fue el Unico subtipo que manifestaron todos los animales en algun
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momento del experimento; Boulet y colaboradores en el 2006 reportan que al
estimular el NST de ratas, el umbral para iniciar los movimientos orolinguales es
menor que el que se requiere para exhibir los deméas subtipos de DIL. Un afio
después Putterman y cols. propusieron que la expresion de un subtipo u otro de
AIMs podria estar relacionado con la dosis de L-Dopa, en donde dosis a partir de
3 mg/kg (considerando quela dosis de L-Dopa utilizada en este estudio fue de
7.5 mg/kg) es suficiente para inducir un incremento significativo sobre el puntaje
de AIMs orolinguales y en la extremidad contralateral, mientras que se requieren
dosis mayores de 4 mg/kg para desarrollar discinesias axiales o giro, de tal
modo que es probable que por ello los demas subtipos de AIMs se presentaron
en menor cantidad, sobre todo la conducta de de giro inducida por L-Dopa.

Se ha reportado que la mayor cantidad de discinesias se presentan en los
primeros minutos tras la administracion la L-Dopa, cuando el farmaco genera los
efectos maximos para combatir los sintomas parkinsonicos, de ahi el término
discinesias de pico de dosis o de etapa ON (Cenci et al., 2009). En la Grafica 6
se observa que, pese a que no existieron diferencias significativas entre grupos,
la tendencia al desarrollo de AIMs a los 15 dias del experimento fue mayor entre
los 40 y los 80 min post-tratamiento, mientras que a los 56 dias esta actividad se
manifestd de manera temprana, pues los animales presentaron AIMs incluso
antes de la administracion del farmaco (minuto -20) y una vez que éste fue
administrado, la cantidad de DIL increment6 subitamente hasta el minuto 40
mientras que a los 15 dias de tratamiento apenas comenzaban a manifestarse.
La diferencia en cuanto a la cantidad de DIL entre ambas evaluaciones es mas
notoria en la gréfica 7, donde se observa un area bajo la curva mayor en la
dltima evaluacion en un 22.60%. Posiblemente, el tiempo de tratamiento con L-
Dopa exacerbd las DIL al incrementar la hipersensibilidad de receptores
dopaminérgicos y por este motivo los animales exhibieron DIL mas severas
incluso antes de la administracién del tratamiento; es probable también que el
tiempo de beneficio de la L-Dopa disminuyera, por lo que las DIL se
manifestaban en un tiempo mas corto (Calabresi, 2010), sin embargo, es
necesario incrementar el tiempo de tratamiento y observar si esta tendencia se

mantiene.
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6-OHDA

El grupo solo lesion, presentd AIMs orolinguales y en la extremidad
contralateral pese a no haber tomado L-Dopa. Estas alteraciones podrian estar
relacionadas con la propia lesién debido a que se han reportado AIMs
orolinguales en ratas lesionadas con 6-OHDA que no recibieron tratamiento
alguno (Pollack et al., 1999); ademas de exhibir déficits motores y AIMs en la
musculatura axial y en la extremidad delantera contralateral a la lesion similares
a las que se desarrollan animales en tratamiento con L-Dopa (Pollack et al.,
1999).

Algunos estudios han mostrado que la denervacién dopaminérgica generada
por la lesion con 6-OHDA induce un incremento en la cantidad de ARNm para
met-encefalina (Gerfen et al., 1991), el cual es aun mayor cuando se administra
L-Dopa (Bezard et al., 2001 y Gross et al., 2003). Este péptido, se encuentra en
las neuronas del nucleo estriado que proyectan hacia el GPe (via indirecta),
ademas de que diversos estudios han sugerido quela activacion de receptores
del subtipo D2 participan en el desarrollo de DIL (Wang et al., 2001; Zappia et
al., 2002; Monville et al.,, 2005), por lo que, la lesion podria promover el
desarrollo de AlMs alterando la actividad de la via indirecta.

L-Dopa/Melatonina

El grupo que recibié la combinacién de L-Dopa/Melatonina desde el inicio del
tratamiento fue el que menor cantidad de AIMs manifestd, incluso no presenté
giro a diferencia de los grupos que recibieron Unicamente L-Dopa en algun
momento del experimento. De alguna manera la melatonina tiene cierta
influencia sobre la aparicion de DIL. Se ha reportado que en pacientes
esquizofrénicos que manifiestan Discinesias Tardias (DT) la administracion de
melatonina en dosis de 10 mg/kg al dia disminuyen considerablemente la
cantidad de DT en comparacion con pacientes que recibieron placebo (Adler et
al., 1998). Tanto las DT en la esquizofrenia al igual que las DIL en la EP han sido
relacionadas con la hipersensibilidad de receptores DA (Cardoso et al.,, 1997)

producto de constantes fluctuaciones en la concentracion de DA extracelular en
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el nucleo estriado (Calabresi, 2010); es probable que la melatonina disminuya
dichas fluctuaciones puesto que algunos estudios han mostrado que la
melatonina es capaz de restaurar los contenidos de DA y de sus metabolitos en
ratas lesionadas con 6-OHDA, inhibiendo ciertos comportamientos
estereotipados como la conducta de giro (Kim et al., 1998; Aguiar et al., 2002),
por lo que es probable que la reduccion de DIL se deba al efecto neuroprotector
de la melatonina sobre las neuronas dopaminérgicas a causa de sus
propiedades como antioxidante, barredor de RL y ERO y su capacidad para
regular la expresién génica de enzimas antioxidantes; estas caracteristicas le
confieren a las células proteccion a nivel de membrana mitocondrial y ADN
(Reiter et al., 2003; Mayo et al., 2002; Sofic et al., 2005; Feng et al., 2006;
Maharaj et al., 2007). Aunado a esto, algunos autores consideran que la
melatonina podria actuar como modulador sobre la liberacion de DA por el efecto
que la indolamina ha mostrado tener sobre los receptores D1 y D2, que son los
receptores dopaminérgicos implicados en la conducta motora (Blanchet, 1995).
Aunque el papel de ambos receptores sobre la generacion de discinesias no es
del todo claro, pues se han reportado alteraciones en la expresion, localizacion y
funcion de ambos receptores en animales que desarrollan discinesias. Los
reportes indican que las alteraciones estdn mediadas por los receptores D1
(Cenci et al., 2007; Calabresi et al., 2008; Calabresi et al., 2010) y otros sefialan
a los receptores D2 como los principales promotores del desarrollo de DIL
(Delfino et al., 2004; Fabbrini et al., 2007). Pese a que la controversia continda,
estudios como el de Taylor y cols. en el 2005 sugieren que tanto D1 como D2
tienen efectos similares en el desarrollo de los diferentes subtipos de DIL. En
relacion con esto, la melatonina ha mostrado cierta influencia sobre ambos tipos
de receptores dopaminérgicos. En cuanto a los receptores D1, la melatonina es
capaz de aumentar su numero y su afinidad; mientras que sobre los receptores
D2 se observo que la melatonina influye sobre el aumento de la afinidad pero no

el numero de receptores (Aguiar et al., 2002).

Por otro lado, se ha visto que la melatonina atenla la respuesta excitatoria
producida por la liberacion de glutamato de la corteza hacia el estriado pues su
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administracion promueve el decremento en el flujo de calcio en las células
estimuladas, ademas se sabe que esta neurohormona suprime la activacion de
receptores NMDA (Escames et al., 1996;), los cuales estan involucrados en la
generacion de LTP (Long Term Potenciation, por sus siglas en inglés), este tipo
de disparo, se ha visto exacerbado en animales discinéticos; existen estudios
que revelan que tras la administracion cronica de L-Dopa, el estriado pierde la
capacidad de depotenciacion para pasar a un LTD (Long Term Depression, por
sus siglas en inglés) (Expositio et al. 1995; Calabresi et al., 2010), de este modo
la melatonina restaura la actividad sindptica fisiolégica generada por la

denervacion DA en el estriado y reduce la excitotocidad del ambiente.

L-Dopa/Melatonina (Ret)

El grupo que recibié melatonina un mes después de haber sido tratado
Unicamente con L-Dopa apoya la efectividad de la melatonina sobre la
disminucién de DIL, pues aungue los animales manifestaron los 4 subtipos no
igualan los valores del grupo que recibié solamente L-Dopa durante todo el
experimento. Aunque es importante mencionar que los valores totales de DIL
fueron diferentes a los que se observaron el grupo en los que recibié solamente
L-Dopa en el primer mes de tratamiento. Esta situacion puede explicarse en
base a que no todos los animales lesionados con 6-OHDA desarrollan
discinesias (Cenci et al., 2007; Calabresi et al., 2010). Aun asi, en la gréfica 7 se
observa cierta tendencia a la reduccion del puntaje de AlMs tras la adicion de
melatonina al tratamiento con L-Dopa en el mismo grupo, pues el valor del area
bajo la curva es menor en un 68.66% en la ultima evaluacién con respecto de la

primera.
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Sobrevivencia Neuronal

La lesion unilateral en el mfb reduce el nUmero de neuronas inmunorreactivas
a TH en la SNc ipsilateral en un porcentaje mayor a 90% (Allbutt y Henderson,
2007). En este estudio el nimero de neuronas inmunoreactivas a TH en el lado
ipsilateral a la lesion, disminuyé de igual forma en todos los grupos
experimentales. A pesar de que no se observan diferencias significativas entre
grupos es posible observar cierta tendencia al incremento de células
iInmunopositivas a TH en el grupo L-Dopa/Melatonina desde el principio del
experimento. Garcia-Ruiz en el 2008 observo incremento marcado en el nUmero
de células inmunopositivas a TH en animales tratados con L-Dopa y melatonina
por un periodo de 6 meses. Como ya se menciong, la melatonina es capaz de
retrasar el proceso apoptotico (Reiter et al., 2003) y puede incrementar la
actividad de la TH por varios procesos entre los que figuran la interaccion con el
GDNF (Glial Derived Neurotrophic Factor), un potente factor de supervivencia de
neuronas dopaminérgicas que puede estimular la sintesis TH, por tanto, al
promover la expresion de genes que codifican para GDNF indirectamente
también estimula la produccién de TH (Sharma et al., 2006). Es posible que se
requiera de mayor tiempo de tratamiento para hacer mas notorio el incremento
en la actividad de la TH en la SNc, no obstante, los resultados conductuales
arrojan datos positivos en cuanto a la conducta motora; es probable que estos
resultados se evidencien a nivel postinaptico, es decir en el nicleo estriado,
pues se ha reportado decremento en los niveles de peroxidacion de lipidos por la
administracion de melatonina (Gutiérrez et al., 2007). Es posible entonces, que
las neuronas dopaminérgicas remanentes de la SNc aumenten su efectividad

reduciendo los niveles de muerte celular.
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CONCLUSIONES:

El Grupo al que se le administr6 la combinacién de L-Dopa/Melatonina
desde el inicio del tratamiento manifest6 mayor precision motora, tanto en la
prueba de viga como en la escalera, en comparacion con el grupo solo lesion

y el tratado con L-Dopa.

La co-administracion de L-Dopa y la melatonina ayuda a reducir las
alteraciones motoras inducidas por de la administracion de L-Dopa, aun

iniciado el tratamiento con L-Dopa.

Es posible que la melatonina favorezca la sobrevivencia de neuronas

inmunoreactivas a TH en la SNc.
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APENDICE

Perfusion intracardiaca via adrtica e inmunocitoquimica anti-TH

Para este propdsito, los animales se anestesian con una dosis letal de pentobarbital
sadico y se perfunden via intracardiaca con solucion salina al 9% y posteriormente
paraformaldehido (4% en buffer fosfatos salina (PBS) 0.1M, pH 7.4) una vez terminada
esta labor, se extraen los cerebros y se colocan en el mismo fijador durante por 2 horas
y después deberan conservarse en PBS.

Con ayuda de un vibratomo se realizan cortes coronales de 50 um de espesor para
poder someterlos a la técnica de inmunocitoquimica anti-TH, el proceso de
inmunotincion se efectla por flotacién y consistio en los siguientes pasos:

1) Se lavan los cortes durante 3 periodos de 10 min cada uno

2) Se colocan durante 30 min en PBS conteniendo perdxido de hidrogeno al 0.3% y
metanol al 10%, para activar la peroxidasa endégena.

3) Posteriormente se lavan durante 3 periodos de 10 min cada uno con agitacion.

4) Los cortes se sumergen en borohidrido de sodio al 3% de suero normal de cabra
y 0.3% de triton durante una hora.

5) Se incuba el tejido en una alicuota 1:1000 de anticuerpo primario anti-TH en PBS
y 1% de suero normal de cabra por 3 dias a 4°C.

6) Se vuelve a lavar 3 veces el tejido esta vez con PBS y suero normal de cabra al
1%, de 10 min cada uno, con agitacion.

7) Se incuba el tejido por 2 hr a temperatura ambiente en AB 2° anti IGg de conejo
1:200 en PBS mas 1% de suero normal de cabra con agitacion.

8) Se incuba el tejido en abidina-biotina 1:200 por 2 hr a temperatura ambiente
9) Se lava el tejido en PBS en 3 lavados de 10 mi cada uno, con agitacion.

10) Incubar el tejido en 3-DIAMINOBENZIDINA al 0.05% y 0.03% de perdxido de
hidrégeno.

11) Se realizan 3 lavados en PBS de 10 min cada uno, con agitacion.

12) Se montan los cortes en portaobjetos previamente gelatinizados y se dejan
secar durante una semana aproximadamente.

13)Se prepara una bateria de vasos de Coplin con alcohol a diferentes
concentraciones que van del, 70 al 100% y xilol. Se sumergen los portaobjetos
con el tejido durante un minuto en cada vaso. Se aplica resina y se coloca el
cubreobjetos.
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