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ABREVIATURAS 

 

6‐OHDA 6‐hidroxidopamina 

BDNF Factor neurotrófico derivado de 

cerebro 

CAT  Catalasa 

COMT Catecol‐O‐metiltransferasa 

DA Dopamina 

DAT Transportador de dopamina 

DIL Discinesias Inducidas por Levodopa 

EP Enfermedad de Parkinson 

GB Ganglios Basales 

GDNF Factor neurotrófico derivado de 

células gliales 

GRd Glutatión reductasa 

GSH Glutatión 

GSH‐Px Glutatión Peroxidasa 

H2O2 Peróxido de hidrógeno 

 

L‐DOPA Levo‐dihidroxifenilalanina 

MAO Monoaminoxidasa 

MIAs Movimientos Involuntarios Anormales 

MPTP 1‐Metil‐4, Fenil‐1, 2, 3, 6‐

Tetrahidropiridina 

NE Núcleo estriado 

NOSn Óxido Nítrico Sintasa Neuronal 

NST Núcleo subtalámico 

O‐2  Anión Superóxido 

OH Radical Hidróxilo 

ONÓxido Nítrico 

ROS Especies Reactivas de Oxígeno 

SNc Substancia Nigra compacta 

SOD Superóxido Dismutasa 

SQ Semiquinona 

TH Tirosina Hidroxilasa 
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RESUMEN 

La  enfermedad  de  Parkinson  (EP)  es  un  desorden  neurodegenerativo  que  produce 

alteraciones motoras debido a  la degeneración progresiva de  las neuronas dopaminérgicas 

en  la  sustancia  nigra  parte  compacta  (SNc).  La  levo‐dihidroxifenilalanina  (L‐DOPA)  es  el 

fármaco más empleado para el tratamiento de  la EP por su eficacia clínica. Sin embargo, a 

largo plazo produce discinecias  inducidas por L‐DOPA (DIL), varios estudios sugieren que  la 

L‐DOPA puede auto‐oxidarse e  incrementar  la condición pre‐existente de estrés oxidativo; 

por  lo anterior decidimos adicionar al tratamiento un potente antioxidante:  la melatonina. 

Por otra parte se ha reportado que las hormonas esteroideas tienen efecto neuroprotector 

en  el  sistema  nigro‐estriatal. Nuestro  objetivo  fue  determinar  si  la melatonina  sola  o  en 

combinación  con  la  L‐DOPA  protege  contra  la  pérdida  de  dopamina  nigro‐estriatal  y 

alteraciones  motoras  inducidas  por  la  neurotoxina  selectiva  6‐OHDA  en  un  modelo 

experimental de EP, y comparar  los resultados con  los animales tratados solamente con L‐

DOPA,  asimismo  determinar  las  diferencias  entre  sexos.  Para  ello,  los  experimentos  se 

llevaron a cabo en ratas macho, hembras  intactas  (con ovarios, es decir con estrógenos) y 

hembra ovariectomizadas (ovx), las cuales fueron lesionadas con 6‐OHDA en el haz medial. 

Los  fármacos se administraron por vía oral, diariamente por 6 meses;  los efectos sobre  la 

conducta motora  fina  fueron  evaluados  por  la  habilidad  de  los  animales  de  utilizar  las 

extremidades anteriores en la prueba de la escalera y la coordinación motora en la prueba 

de la viga, la severidad de las DIL fueron evaluados por medio de la prueba de movimientos 

involuntarios  anormales  (MIAs).  A  nivel  citológico  se  analizó  el  número  de  células 

inmunopositivas  a  tirosina  hidroxilasa  (TH)  y  el  número  de  espinas  dendríticas  de  las 

neuronas espinosas medianas. Nuestros resultados muestran que  independientemente del 

sexo,  las  ratas  tratadas con  la co‐administración de L‐DOPA/melatonina  tuvieron el mejor 

desempeño motor y disminuyeron los DIL, posiblemente por el incremento en el número de 

células  dopaminérgicas  y  la  conservación  de  las  espinas  dendríticas,  lo  cual  implica  la 

preservación de  la sinaptología del estriado. Además, observamos diferencias significativas 

entre  sexos  en  el  análisis  de  la  conducta motora, mostrando  que  las  hembras  intactas 

tratadas con L‐DOPA o melatonina presentaron mayor recuperación en comparación con los 

machos y hembras ovx y presentaron conservación de las neuronas dopaminérgicas y de las 

espinas dendríticas, mostrando que  los estrógenos tienen efecto neuroprotector. Nuestros 

resultados sugieren que  la co‐administración de L‐DOPA/melatonina puede ser un posible 

candidato para el tratamiento de la EP para prevenir o retrasar los daños causados por la L‐

DOPA.  Asimismo,  los  estrógenos  pueden  ejercer  efecto  benéfico  contra  el  desarrollo  y 

progresión  de  la  enfermedad,  y  esto  podría  ser  utilizado  como  coadyuvante  en  el 

tratamiento de la EP. 
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ABSTRACT 

Parkinson  disease  (PD)  is  a  neurodegenerative  disorder  that  affects  movement  due  to 

substantia nigra pars  compacta  (SNc) dopaminergic  neurons  progressive  degeneration.  L‐

DOPA  is  the most  common drug  in PD  treatment due  its  clinical efficacy. However,  long‐

term  treatment  frequently  induces  the development of L‐DOPA‐induced dyskinesias  (LID), 

several  evidences  suggest  that  L‐DOPA  can  increase  the  oxidative  stress  pre‐existing 

condition, for that reason we add melatonin as a potent antioxidant. Moreover it has been 

reported  that steroid hormones are neuroprotective  in the nigro‐striatal system. Thus, we 

conducted this study to determine the ability of melatonin alone or in combination with L‐

DOPA to protect nigro‐striatal dopaminergic loss and motor impairment induced by 6‐OHDA 

(6‐hydroxydopamine) in a rat model of PD, comparing the results with L‐DOPA only treated 

rats, as well as determine differences between sexes. The experiments were carried out  in 

male,  intact  female  (with  estrogen)  and  ovariectomized  (ovx)  female  rats  underwent  6‐

OHDA‐induced  lesion  in  the medial  forebrain bundle. The drugs were administered orally 

daily for 6 months; the motor behavior were assessed by skilled forelimb use in a staircase 

test and stepping ability while walking on beams,  the severity of LID were assessed using 

measures of abnormal  involuntary movements  (AIM). At  the cellular  level,  the number of 

TH‐positive  immune  cells  and  dendritic  spines  of  the  striatal medium‐size  spiny  neurons 

were evaluated. Our results show that  independently of the sex, the rats treated with the 

co‐administration of L‐DOPA/melatonin had  the best performance  in  the motor  tasks and 

decreased LIDs, through the increase in the number of dopaminergic cells and conservation 

of dendritic spines, which in turn imply the well‐preserved synaptology of a less denervated 

striatum.  In  addition,  we  observed  differences  between  sexes  in  the  analysis  of motor 

behavior  showing  that  intact  female  rats  treated  with  L‐DOPA  or  melatonin  had  a 

significantly  better  recovery  than males  and  ovx  females  and  exhibited  conservation  of 

dopaminergic cells and dendritic spines, showing that estrogen have neuroprotective effect. 

Our  results  suggest  that  co‐administration  of  L‐DOPA/melatonin  could  be  a  possible 

candidate for the treatment of PD to prevent or slow the damage caused by L‐DOPA. Also, 

the estrogens may exert beneficial effect against  the development and progression of  the 

disease and this could be used like in adjunct treatment of PD. 
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INTRODUCCIÓN 

 
La  enfermedad de  Parkinson  (EP) es un desorden neurodegenerativo  y progresivo de  los 

ganglios  basales  (GB),  dicha  enfermedad  deja  al  paciente  incapacitado  para  ejecutar 

correctamente movimientos  voluntarios.  Esta  patología  ocupa  el  segundo  lugar  entre  las 

enfermedades degenerativas del sistema nervioso que afecta a personas de edad avanzada, 

se observa aproximadamente en el 1% de  la población con edad por arriba de  los 55 años 

(Brailowsky y García, 1996). Actualmente se considera que dicha enfermedad se presenta en 

150  a  200  casos  por  cada  100,000  habitantes  por  año;  en México,  50  de  cada  100,000 

habitantes  pueden  padecerla  y  su  prevalencia  podría  incrementarse  en  las  próximas 

décadas debido al aumento en la esperanza de vida (Góngora et al., 2005; Instituto Nacional 

de  Neurología  y  Neurocirugía,  2008),  por  lo  que  es  importante  seguir  la  línea  de 

investigación de dicha enfermedad (Ebadi et al., 1996). 

ANTECEDENTES 

Enfermedad de Parkinson 

La EP fue descrita por primera vez por el médico y geólogo James Parkinson en 1817 en su 

publicación “Essay on the shaking palsy” (Ensayo sobre  la parálisis agitante), basado en  las 

observaciones de seis casos clíninicos, como movimientos involuntarios con disminución de 

la  fuerza muscular  en  segmentos  que  están  en  reposo.  Los  pacientes  con  EP  presentan 

cuatro signos clínico principales: bradicinesia (lentitud del movimiento), temblor en reposo, 

rigidez muscular y alteración de la postura (el paciente presenta inclinación de la cabeza en 

posición erecta, tronco dirigido hacia adelante, hombros caídos, brazos flexionados, manos 

delante del cuerpo y rodillas flexionadas ‐Gilmans, 1994; Alanis, 1996; García, 2003; Tolosa 

et al., 2006; Jankovic, 2008; Lees et al., 2009‐). Las líneas de expresión de la cara son fijas, y 

no muestran respuesta emocional espontánea (Gilmans, 1994). 

 

En  1966  Hornykiewicz  analizó  cerebros  de  pacientes  con  EP  y  reportó  disminución 

significativa  de  Dopamina  (DA),  serotonina  y  noradrenalina  principalmente  en  el  núcleo 

estriado (NE) y la sustancia nigra (SN), además puntualizó que de las tres aminas biogénicas, 

la más reducida era la DA (Hornykiewicz, 1993; 2006). Posteriormente se demostró que las 
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neuronas que estaban degenerando principalmente eran las neuronas dopaminérgicas de la 

porción de  la sustancia nigra compacta (SNc) (Yurek y Sladek, 1990; Gibb y Less, 1991). De 

esta forma una de  las características más relevantes de  la EP es  la muerte de  las neuronas 

dopaminérgicas  de  la  SNc,  con  la  consecuente  disminución  en  los  niveles  de  DA  en  los 

núcleos  inervados por ésta, principalmente el núcleo estriado, el cual  juega un papel muy 

importante en  la actividad motora  (Bové et al., 2005);  la  integridad de esta población de 

neuronas mesencefálicas determina  la evolución de  los síntomas, por  lo cual su pérdida es 

la  principal  característica  histopatológica  de  la  enfermedad  (Appel,  1981;  Damier  et  al., 

1999).  

 

Etiología de la EP 

La etiología del proceso degenerativo que afecta  las neuronas dopaminérgicas en  la EP es 

desconocida  (Yap  et  al.,  2007;  Stott  y  Barker,  2014),  por  lo  que  se  han  establecido 

numerosas hipótesis para tratar de explicar su origen; la hipótesis de mayor aceptación es la 

del  estrés  oxidativo  (Miglioriore  et  al.,  2002),  que  propone  que  durante  el metabolismo 

aerobio  se  producen  de  forma  incidental  e  incontrolable  especies  reactivas  de  oxígeno 

(ERO) y radicales libres (RL) que una vez generadas promueven reacciones que dañan a las 

macromoléculas. Este daño es irreversible, se acumula con el tiempo y da como resultado la 

pérdida gradual de la capacidad funcional de las células (González et al., 1999). 

 

La  generación  excesiva  de  ERO  en  el  sistema  nervioso  produce  peroxidación  de  lípidos, 

debido a que los RL reaccionan con el doble enlace de los lípidos insaturados como el ácido 

linoleico  y  araquidónico  generando  así  peroxi‐radicales  (4‐Hidroxinonenal,  acroleína  y 

malondialdehído)  (Gonzáles  et al., 1999; Barnham  et al.,  2004;  Yap  et  al.,  2007).  Lo  cual 

origina  pérdida  de  la  fluidez  membranal,  disminución  del  potencial  de  membrana  y 

aumento en la permeabilidad de los iones de Ca2+ (Ferrer et al., 1999), lo cual puede generar 

respuesta excitotóxica, es decir activación de receptores glutamatérgicos que desencadenan 

una cascada de eventos que provoca la muerte neuronal (Barnham et al., 2004; Savit et al., 

2006). Aunado a esto, el cerebro humano contiene niveles bajos de enzimas antioxidantes y 

en ciertas áreas como los GB existen grandes cantidades de Fe y otros metales de transición 

que constituyen factores  importantes en  la generación de ERO (Gonzáles, 1999; Yap et al., 
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2007). En estudios post‐mortem realizados en cerebros de pacientes con EP, se mostró que 

las neuronas dopaminérgicas de la SNc son particularmente vulnerables al estrés oxidativo, 

indicando  aumento  de  peroxidación  de  lípidos  (Dexter  et  al.,  1989;  Shastry,  2003), 

disminución en  los niveles de Glutatión Peroxidasa  (GSH‐Px),  incremento en  los niveles de 

Fe++, el cual  funciona como catalizador de  la  reacción de Fenton y por  tanto promueve  la 

generación  de  RL  resultando  en  estrés  oxidativo  crónico  provocando  la  degeneración 

progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNc (Dexter et al., 1989). 

 

En la EP el estrés oxidativo recibe especial atención, debido al potencial que tiene la DA para 

oxidarse y formar peróxido de hidrógeno (H2O2) y otras ERO (Kolesnikova y Serebrovskaya, 

2003; Hattori et al., 2009). Por ejemplo, durante su auto‐oxidación,  la DA es convertida a 

semiquinona  “SQ•”  y  anión  superóxido  “O2
.‐”  (1),  el  cual  puede  reaccionar  con  otras 

moléculas  de  DA  y  formar    SQ•  y  “H2O2”  (2)  o  reaccionar  con  óxido  nítrico  y  formar  el 

altamente  tóxico  peroxinitrito  “ONOO‐”  (4).  El  H2O2  también  es  formado  mediante  el 

metabolismo enzimático de la DA por la monoaminoxidasa “MAO” (3), así, el H2O2 generado 

durante estas reacciones en presencia de Fe2+ (5), genera radical hidroxilo “OH•” a lo cual se 

le denomina reacción de Fenton (Barzilai et al., 2001; Kolesnikova y Serebrovskaya, 2003). 

 

 

1) 
  HOSQODA .

22  

2)  22
.
2 2 OHSQHODA  

 

3)  22322 4,3 OHNHDOPAAOHODA BMAO   

 

4) 
  ONOONOO.

2  

5) 
  



OHOHOH FeFe 32

22  
 
 
 

Estas  hipótesis  sirven  de  alguna  manera,  para  explicar  algunas  de  las  anormalidades 

relacionadas  con  la  EP.  Sin  embargo,  ninguna  de  éstas  explica  clara  y  completamente  la 

cascada de eventos responsables de dicha enfermedad (Stott y Barker, 2014). 
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Tratamiento con L‐DOPA y sus complicaciones motoras  

El fármaco más empleado en el tratamiento de  la EP es  la L‐DOPA (Levodopa) debido a su 

capacidad para disminuir las alteraciones motoras; es indudable que el uso de este fármaco 

mejora  la  calidad  de  vida de  los  pacientes, por  lo que hasta  el momento  este  precursor 

dopaminérgico  es  el  fármaco  sintomático  más  efectivo  en  el  tratamiento  de  la  EP,  sin 

embargo,  el progreso de  la  enfermedad  continúa  (Biagio  y Bernardi, 2005)  y después de 

varios años de  tratamiento  farmacológico el beneficio es  frecuentemente  limitado por  los 

efectos  secundarios  como  son  los movimientos  involuntarios  anormales  (MIAs)  inducidos 

por la L‐DOPA (‐DIL‐ Luquin et al., 1992; Rajput et al., 2000; Linazasoro, 2005), que son una 

inevitable consecuencia del tratamiento crónico, generalmente se presenta en el 40% de los 

pacientes durante  los primeros 4  ‐ 6 años de tratamiento, esta proporción aumenta a más 

del 80% entre 8 y 15 años de tratamiento (Ahlskog y Muenter, 2001). 

 

Las  DIL  son  movimientos  involuntarios  sin  sentido,  irregulares  y  repetitivos  de  las 

extremidades, tronco y  la cara,  los cuales son  incapacitantes,  impactando en  la calidad de 

vida física (Obeso et al., 2000), social y económica de los pacientes (Dodel et al., 2001). Las 

DIL  abarcan  muchos  tipos  de  movimientos,  incluyendo  corea  (movimientos  irregulares, 

bruscos,  involuntarios  y  rápidos)  y  distonías  (contracciones  musculares  que  causan 

torceduras  y movimientos  repetitivos o posturas  anormales)  (Cheshire  y Williams,  2012), 

correspondiendo  con  la  concentración más  alta  de  L‐DOPA  en  el  cerebro,  por  lo  que  se 

conocen como “discinecias de pico de dosis“ (Gurutz y Nadège, 2005; Ebadi y Ronald, 2005; 

Calabresi  et  al.,  2010).  Cuando  la  concentración  de  L‐DOPA  asciende  o  desciende  se 

presentan  las  “discinesias bifásicas“, en  las  cuales  las complicaciones motoras aparecen al 

inicio  y  al  final  del  efecto  de  una  dosis  de  L‐DOPA  presentándose  un  efecto:  discinecia‐

mejora‐discinecia, aunque a veces solo aparecen al  inicio o al final y se caracterizan por  la 

presencia de movimientos estereotipados que principalmente  afectan  a  las extremidades 

inferiores  (Gurutz y Nadège, 2005; Fabbrini et al., 2007). Finalmente  las “distonías off” se 

presentan  cuando  la  concentración  de DA  es muy  baja,  como  es  común  al  inicio  del  día 

cuando aún no se toma la primer dosis de L‐DOPA (Calabresi et al., 2010).  

 

Las discinesias suelen estar  relacionadas con diversos  factores que  favorecen su aparición 

como  la  degeneración  de  la  vía  nigroestriatal,  la  edad  de  inicio  de  la  sintomatología 
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parkinsónica, las dosis de L‐DOPA y el tiempo de tratamiento, así como la regularidad de su 

uso, dichas  condiciones determinan  la  intensidad  y  tipo de  las DIL  (Kummar  et al., 2005; 

Calabresi et al., 2010). Un  factor menos estudiado es el  sexo de  cada  individuo; estudios 

muestran que  las DIL son significativamente mayores en mujeres que en hombres. Aún no 

está claro por qué, las mujeres son más susceptibles que los hombres a desarrollarlas pero 

se propone que lo estrógenos pueden ser la base de esta susceptibilidad (Brann et al., 2007; 

Pavon et al., 2010). Así, el  tratamiento con  la L‐DOPA genera concentraciones de DA muy 

variables  en  el  cerebro,  produciendo  la  estimulación  pulsátil  de  los  receptores 

postsinápticos  estriatales  de  DA.  Además,  los  procesos  fisiológicos  para  compensar  la 

deficiencia  de  DA  involucran  alteraciones  en  el  metabolismo,  la  expresión  génica, 

angiogénesis estriatal y modificaciones de  la plasticidad sináptica aberrante  (Linazasoro et 

al., 2004; Lindgren et al., 2009). 

 

Se  ha  reportado  que  la  administración  de  L‐DOPA  a  largo  plazo  puede  acelerar  la 

degeneración de las neuronas dopaminérgicas (Michel y Heftil, 1990; Jenner, 1995; Wolters 

et al., 1995; Müller et al., 2004), debido a que la auto‐oxidación de la L‐DOPA puede generar 

moléculas citotóxicas que generan ERO así como 6‐OHDA  (Borah y Mohanakumar, 2009a; 

2010;  2012),  la  cual  produce  la muerte  de  las  neuronas  catecolaminérgicas  (Ungerstedt, 

1968). Por ello se propone que  la pérdida neuronal puede ser causada por mecanismos de 

oxidación (Michel y Heftil, 1990; Walkinshaw y Waters, 1995; Asanuma et al., 2003; Borah y 

Mohanakumar, 2012). 

 

Modelo animal de la EP con 6‐OHDA y el tratamiento con L‐DOPA 

Para  imitar  la  deficiencia  dopaminérgica  observada  en  los  pacientes  con  EP,  se  han 

empleado diversas toxinas en una amplia variedad de especies animales induciendo con ello 

alteraciones  motoras  registrables  y  reproducibles  (Betarbet  et  al.,  2002).  Una  de  las 

neurotoxinas más  utilizada  es  la  6‐hidroxidopamina  (6‐OHDA)  (Ungerstedt,  1968; Obeso, 

1995),  la  cual  se  inyecta  estereotáxicamente  en  el  haz  medial  del  cerebro  anterior 

(Ungerstedt,  1968; Ungerstedt,  1971)  y  es  incorporada  a  las  neuronas  por  el  sistema  de 

recaptura de DA de alta afinidad (DAT),  una vez dentro actúa inhibiendo el complejo I y IV 

de la cadena respiratoria mitocondrial, de este modo reduce la generación de ATP (Glinka et 
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al.,  1998;  Lotharius,  et  al.,  1999),  y  causa  la  producción  de  ERO  induciendo 

subsecuentemente la degeneración de las terminales axónicas y de  los cuerpos neuronales 

(Otero‐Siliceo, 1996), lo que trae como consecuencia las características motoras típicas de la 

enfermedad como acinesia, rigidez, temblor y alteraciones posturales y de  la marcha, que 

son más  evidentes  en  el  lado  contralateral  al  hemisferio más  degenerado  (Schwarting  y 

Huston, 1996), dando así lugar al modelo experimental de la EP.  A pesar de que es uno de 

los modelo más empleado, aun no se caracterizan completamente los mecanismos celulares 

y moleculares de la toxicidad de la 6‐OHDA (Hernández‐Baltazar et al., 2013). 

 

Para reproducir las DIL, las ratas lesionadas con este modelo son tratadas crónicamente con 

dosis  terapéuticas  de  L‐DOPA,  provocando  que  el  80%  de  los  animales  manifiesten 

gradualmente  movimientos  involuntarios  anormales  (MIA)  (Andersson  et  al.,  1999; 

Lundblad  et  al.,  2002;  Picconi  et  al.,  2003)  que  afectan  los  musculos  faciales,  de  las 

extremidades y el tronco (Winkler et al., 2002; Spinnewyn et al., 2011). Estos movimientos 

reproducen  el  curso  del  tiempo  de  “pico  de dosis”  de  las  discinesias  en  la  EP,  y  afectan 

predominantemente el lado contralateral a la lesión (Lee et al., 2000; Winkler et al., 2002). 

 

Como se mencionó, se considera que el estrés oxidativo desempeña un papel significativo 

en  la  neurodegeneración  que  ocurre  en  la  EP, más  aún,  el  fármaco más  utilizado  puede 

producir RL que afectan a las neuronas dopaminérgicas remanentes en la SNc. Por lo que se 

ha sugerido que la administración de un antioxidante podría mejorar o retardar el curso de 

la enfermedad (Adler y Ahlskog, 2000). Por ello decidimos utilizar un antioxidante como  la 

melatonina, que actualmente no se utiliza en el tratamiento de la EP, pero se ha propuesto 

ampliamente como estrategia terapéutica debido a las características que a continuación se 

mencionan. 

 

Tratamiento con melatonina 

La melatonina es una  sustancia  ampliamente estudiada debido a que  se  le han atribuido 

importantes propiedades antioxidantes  (Reiter et al., 2003),  inclusive se ha reportado que 

es un  antioxidante dos  veces más eficiente que  la  vitamina  E  y  cuatro  veces más que  el 

Glutatión (GSH) y el ácido ascórbico (Kundurovic y Sofic, 2006). Varios estudios reportan que 
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la melatonina protege  las células debido a que neutraliza el H2O2, ON
‐, O‐

2 y NOO
‐  (Reiter, 

2000a;  Reiter  et  al.,  2000b);  los  metabolitos  de  la  melatonina  también  presentan 

propiedades antioxidantes (Reiter et al., 2003), más aún, puede inducir genes que codifican 

para  enzimas  antioxidantes  como  el GSH‐Px,  glutatión  reductasa  (GSH‐Rx),  glutailcisteina 

sintasa, glucosa 6‐fosfato deshidrogenada  (G6PD),  superóxido dismutasa  (SOD)  y  catalasa 

(CAT) (Hardeland y Pandi‐Perumal, 2005; Hardeland et al., 2006; Bondy y Sharman, 2007) y 

disminuye los niveles de peroxidación de lípidos (Harms et al., 2000; Khaldy et al., 2003).  

 

Estudios in vivo e in vitro muestran que la melatonina incrementa la actividad del complejo I 

y IV de la cadena respiratoria. Por lo que se ha sugerido que dicha acción puede contribuir al 

efecto protector en  la EP  (Dabbeni‐Sala et al., 2001; León et al., 2004), además 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).  

 

En  animales  depletados  de  DA  con  6‐OHDA  y  tratados  con  melatonina  se  observa  

protección  de  los  complejos  mitocondriales,  incremento  de  la  expresión  génica  de  las 

enzimas antioxidantes (Mayo et al., 2002), restauración en  los niveles de DA, así como sus 

metabolitos DOPAC  (ácido 3,4‐dihidroxifenilacético) y HVA  (ácido homovalinico)  (Aguiar et 

al., 2002),  incremento de  los niveles de RNAm de  la enzima Tirosina Hidroxilasa (TH) en  la 

SN (León et al., 2005) y produce recuperación significativa del déficit motor inducido por la 

lesión  con  6‐OHDA  (Singh  et  al.,  2006;  Gutiérrez‐Valdez,  2007;  Gutiérrez‐Valdez  et  al., 

2012a, 2012b). 

 

Un  extenso  y  variado número de  trabajos  realizados  tanto  en personas  adultas  como  en 

niños han demostrado que la melatonina tiene muy baja toxicidad (Campos‐Rufo, 2002). En 

estudios  realizados  bajo  la  supervisión  de  la  U.S.  National  Toxicology  Program,  se 

encontraron escasos  indicios de  toxicidad en  ratas  tratadas durante  toda  la gestación con 

dosis muy elevadas de melatonina (entre 10 y 200 mg/kg/día). En este grupo se estudió  la 

mortalidad prenatal, el peso corporal  fetal y  la  incidencia de malformaciones  fetales, y se 

observó que  la melatonina no presenta  toxicidad  significativa en ninguna de  las variables 

analizadas (Acuña‐ Castroviejo et al., 2006). 
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Por  otro  lado,  resultados  recientes  en  nuestro  laboratorio  mostraron  que  animales 

lesionados  con  6‐OHDA  y  tratados  de  forma  crónica  (30  días)  con  7.5 mg/kg  de  L‐DOPA 

presentaron  recuperación  del  desempeño  motor  en  los  primeros  días  de  tratamiento, 

posteriormente los animales manifestaron deterioro motor evidente, lo cual es homólogo a 

lo  que  ocurre  en  los  pacientes  tratados  con  L‐DOPA  a  largo  plazo.  En  este  mismo 

experimento,  los  animales  lesionados  y  tratados  con  10 mg/kg  de melatonina  tuvieron 

recuperación gradual de la conducta, siendo más evidente a los 28 días de tratamiento (en 

este  mismo  tiempo,  los  animales  tratados  con  L‐DOPA  presentaron  deterioro  motor 

evidente).  A  nivel  citológico  encontramos  que  los  animales  lesionados  con  y  sin 

administración  de  L‐DOPA  presentaron  pérdida  drástica  de  células  dopaminérgicas, 

importantes  alteraciones  ultraestructurales,  y  altos  niveles  de  peroxidación  de  lípidos;  a 

diferencia  del  grupo  de  animales  lesionados  y  tratados  con  melatonina,  el  cual  se 

caracterizó por presentar mayor  supervivencia de células dopaminérgicas, menor número 

de botones  con edema y prevalencia de  contactos  sinápticos  con espinas así  como bajos 

niveles de peroxidación de lípidos (Gutiérrez‐Valdez, 2007; Gutiérrez‐Valdez et al., 2012b). 

 

Dimorfismo sexual en la EP 

Como se mencionó,  la EP es asociada con  la edad avanzada, por  lo que  la mayoría de  las 

mujeres  que  desarrollan  dicha  enfermedad  son  post‐menopáusicas.  Al  respecto  se  ha 

observado  que mujeres  jóvenes  con  EP  que  aún  presentan  ciclos menstruales  regulares 

manifiestan síntomas motores severos cuando los niveles de estrógenos son bajos (Quinn et 

al.,  1986;  Kompoliti  et  al.,  2000),  proponiendo  así  el  efecto  neuroprotector  de  los 

estrógenos (Rubin, 2007; Sánchez et al., 2010). 

 

La  neuroprotección producida por  los  estrógenos  en  las mujeres  con  EP  es  asociada  con 

factores que estimulan la producción de estrógenos durante la vida (Ragonese et al., 2004; 

Brann  et  al.,  2007; Gatto  et  al.,  2014).  Estudios  recientes proponen  que  el  retraso  en  la 

aparición de la EP en mujeres se asocia al número de embarazos y vida fértil, lo cual podría 

explicar las observaciones epidemiológicas de baja incidencia de EP en mujeres con respecto 

a  los hombres 2:3  (Sánchez 2010; Yadav et al., 2012). Por otra parte, en estudios clínicos 

también  se  ha  observado  mayor  incidencia  de  ciertas  enfermedades  que  están 
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directamente  relacionadas  con  el  sexo,  por  ejemplo  como  la  tuberculosis  (Stival  et  al., 

2014),  enfermedad  de  las  arterias  coronarias  (Bellasi  et  al.,  2007)  y  accidentes 

cerebrovasculares  (Tai  et  al.,  2011),  proponiendo  que  dicha  diferencia  es  debida  a  los 

hormonas esteroideas (García‐Segura et al., 2001; Smith et al., 2014).  

 

Más aún, existen estudios que muestran que  las mujeres  con EP presentan  retraso en  la 

aparición de los síntomas motores en comparación con los hombres (Pavon et al., 2010).  

 

Para determinar si los estrógenos tienen efecto sobre las neuronas dopminérgicas, Leranth 

y cols. (2000), utilizaron primates no humanos jóvenes los cuales fueron ovx (sin ningún tipo 

de daño neurológico) y sus resultados mostraron que tanto  los primates ovx y  los machos 

presentaron menor numero de neuronas dopaminérgicas en comparación con  las hembras 

con ovarios intactos. En roedores machos se observa mayor susceptibilidad a la neurotoxina 

6‐OHDA en comparación con las hembras, las cuales se caracterizaron por presentar menor 

pérdida  de  células  dopaminérgicas  y  recuperación  de  la  conducta motora  (Tamás  et  al., 

2006). Dichos  estudios,  apoyan  el efecto neuroprotector de  los estrógenos en el  sistema 

nigro‐estriatal (Bourque et al., 2009; Gillies et al., 2014). 

 

Así durante los últimos años la evidencia acumulada sugiere que la exposición a estrógenos 

disminuye el riesgo, y retrasa el principio y desarrollo de enfermedades neurodegenerativas 

como el Alzheimer y  la EP  (Morale et al., 2006; Gillies et al., 2014). Estudios muestran de 

células  dopaminérgicas  expuestas  a  glutamato,  O2
‐,  y  H2O2,  los  estrógenos  presentan 

actividad antioxidante (Sawada et al., 1998; Sawada y Shimohama, 2000), asimismo, tienen 

la capacidad de incrementar la expresión de la enzima TH para la síntesis de DA (Kipp et al., 

2006), incrementan la densidad de espinas dendríticas (Brocca et al, 2013), activan factores 

neurotróficos  y de  esta manera  producen  neuroprotección  (Sawada  y  Shimohama,  2000; 

Kipp et al., 2006).  

 

Mas aún, en un estudio realizado en nuestro laboratorio se reportó que animales inyectados 

con 6‐OHDA en el haz medial, presentan edema de  los botones pre‐sinápticos, pérdida de 

espinas  dendríticas,  aumento  en  las  sinapsis  perforadas  y  pérdida  de  neuronas 

dopaminérgicas en  la SNc. Dichas alteraciones fueron sexo‐dependientes, es decir, el daño 
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fue  menor  y  estadísticamente  diferente  en  las  hembras  con  respecto  a  los  machos,  

pudiéndose atribuir esta diferencia a la presencia de los estrógenos (Flores‐Martínez, 2005); 

por ello, es  factible pensar que  los estrógenos podrían disminuir el  riesgo  y/o  retrasar el 

desarrollo de la EP.   

 

De  acuerdo  a  lo  anterior,  es  importante  explorar  las  diferencias  entre  sexos  sobre  las 

alteraciones motoras y  los tratamientos debido a que  los mecanismos de neuroprotección 

de los estrógenos  podrían dar lugar a terapias diferenciales en la EP. 

 

JUSTIFICACIÓN 

La L‐DOPA sigue siendo el  fármaco más empleado en el  tratamiento de  la EP debido a su 

eficacia  clínica, pero  cuando  se  administra  a  largo plazo  tiene efectos  adversos  como  las 

discinecias; debido probablemente a que  la L‐DOPA puede auto‐oxidarse e  incrementar el 

estrés oxidativo y de esta manera acelerar la degeneración de las neuronas dopaminérgicas. 

En  estudios  previos  de  nuestro  laboratorio  utilizamos  la melatonina  debido  a  su  eficacia 

como  antioxidante,  la  cual  fue  administrada  durante  30  días,  los  animales  presentaron 

recuperación  de  las  alteraciones  motoras,  citológicas  y  disminución  en  los  niveles  de 

peroxidación  de  lípidos  inducidos  por  la  neurotoxina  6‐OHDA;  por  ello  consideramos 

relevante  probar  si  la  combinación  de  L‐DOPA/melatonina  administrada  por  tiempo 

prolongado  (6  meses)  podría  ejercer  efecto  benéfico  sobre  las  alteraciones  motoras  y 

citológicas, y comparar su efecto con la administración de L‐DOPA y la  melatonina.  

Por otra parte, como se mencionó, la mayoría de las mujeres que desarrollan la EP son post‐

menopáusicas,  y  debido  a  que  los  estrógenos  presentan  efecto  neuroprotector  es 

importante  determinar  las  diferencias  entre  sexos  en  la  evolución  de  los  síntomas  y  las 

respuestas  a  los  diferentes  tratamientos,  ya  que  podrían  generar  nuevas  estrategias 

terapéuticas diferenciales basadas en hormonas. 

 

Todo lo anterior es con el fin de proponer un tratamiento novedoso que se pueda utilizar en 

los pacientes con EP para ayudar a mejorar su calidad de vida. 
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HIPÓTESIS 

La  melatonina  tiene  propiedades  antioxidantes,  por  lo  que  la  co‐administración  de  L‐

DOPA/melatonina podría evitar  la auto‐oxidación de  la L‐DOPA y con ello prevenir  los DIL, 

favorecer  la supervivencia celular en  la SNc y  la conservación de  las espinas dendríticas de 

las neuronas espinosas medianas del NE. 

 

Por otro lado existen evidencias de que los estrógenos tienen efecto neuroprotector, por lo 

que las ratas hembra con ovarios, podría atenuarse el daño en comparación con los machos 

y las hembras ovx y responder mejor a los tratamientos. 

 

OBJETIVO GENERAL 

Comparar  el  efecto  de  la  administración  crónica  de  L‐DOPA,  melatonina  y  la  co‐

administración  de  L‐DOPA/melatonina  en  ratas  macho,  hembras  intactas  y  hembras 

ovariectomizadas lesionadas unilateralmente con 6‐OHDA.  

 

Objetivos particulares 

Comparar el efecto de la administración crónica de los tres tratamientos sobre: 

 La ejecución de la conducta motora fina, evaluada mediante la prueba de la viga de 

equilibrio y la prueba de la escalera. 

 El desarrollo de LID evaluada con la prueba de movimientos involuntarios anormales 

(MIAs) 

 La sobrevivencia de neuronas inmunopositivas a TH en la SNc 

 El número de espinas dendríticas en las neuronas espinosas medianas del estriado 
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METODOLOGÍA 

 

Prueba de la escalera  

Los experimentos se  llevaron a cabo en ratas ♀ y ♂ de  la cepa Wistar, con peso  inicial de 

180‐200  g.  Con  la  prueba  de  la  escalera  evaluamos  la  habilidad  motora  fina  de  las 

extremidades delanteras de los animales, la cual depende del nivel de integridad del sistema 

dopaminérgico (Brizard et al., 2006). En resumen,  la escalera es un dispositivo plástico con 

una plataforma intermedia entre dos escaleras de 6 escalones a cada extremo (figura 1) que 

contienen fragmentos de su comida habitual, las ratas tenían que tomar los fragmentos de 

comida  y  comerlos.  Para  la  realización  de  esta  prueba  los  animales  fueron  previamente 

entrenados y la cantidad de alimento fue restringida a 10‐15 g de su comida habitual al final 

de cada día para mantener su peso corporal al 90% de  su nivel de alimentación  libre,  los 

animales fueron colocados en el dispositivo una vez al día durante 10 minutos por siete días, 

y  se  registró el número de aciertos –tomar  los pedazos de alimento,  llevarlos a  la boca y 

comerlos‐  y  se  utilizaron  aquellos  animales  que  comieron mínimo  el 80% de  las pastillas 

(Galvan, 2000).  

The "staircase test"" a measure of independent forelimb reaching 

 

FIGURA 1. Dispositivo de acrílico para la prueba de habilidades manuales en la escalera. A, pared anterior de 
acrílico y plataforma. B, escalera de  seis peldaños para  colocar  fragmentos de  comida a ambos  lados de  la 
plataforma  intermedia.  C,  representación  de  un  animal  dentro  del  dispositivo  durante  la  ejecución  de  la 
prueba, donde se observa que la rata utiliza su extremidad izquierda para tomar la pastilla y comerla. Se contó 
el número de aciertos (fragmentos comidos) por cada lado en un lapso de 10 minutos. Modificado de Montoya 
et al., 1991. 
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Prueba de la viga 

La prueba de la viga de equilibrio nos permitió registrar el deterioro motor en términos del 

deseo de  iniciar el movimiento,  lentitud, balance y de  la  rigidez muscular  (figura 2). En el 

entrenamiento se utilizó un aparato de madera con dos pedestales a los cuales va unida una 

viga de madera de 2m de largo con una inclinación de 15o. Se utilizaron vigas de 6 y 12mm 

de  grosor  por  donde  los  animales  debían  caminar  hasta  alcanzar  su  caja  hogar  desde  la 

parte más  baja  del  aparato.  Se  registró  con  un  cronómetro  el  tiempo  total  en  que  los 

animales tardaban en atravesar cada viga las cuales fueron colocadas en orden aleatorio. Se 

escogieron para experimentación aquellas ratas que subieron cada viga sobre su canto en 

menos de 120 segundos en el quinto día de entrenamiento consecutivo.  

 

Al  término  de  los  entrenamientos  se  realizó  una  evaluación  control  en  las  diferentes 

pruebas motoras.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ovariectomía  

La ovariectomía se llevó a cabo bajo anestesia con pentobarbital (35 mg/kg, intra peritoneal 

–ip‐),  se  rasuró  la  porción  dorsal  y  se  realizó  una  incisión  dorsal‐medial  de 

aproximadamente 1.5 cm a nivel de la piel. Posteriormente se jaló la piel hacia un flanco del 

animal para disectar  la musculatura abdonimo‐torácica a  la altura del ovario, se separó el 

ovario y tejido graso circundante unido a la trompa de falopio, se ligó con sutura absorbente 

y se cortó el ovario distalmente para mantener  la  ligadura y separar unicamente el ovario. 

FIGURA 2.  Prueba de la viga de equilibrio
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Este mismo procedimiento se realizó en el otro flanco del animal. Al finalizar  la  incisión se 

suturó y se dejaron recuperar durante dos semanas con el propósito de  igualar  los niveles 

bajos de estrógenos después de  la menopausia (Quesada et al., 2004; Sarkaki et al., 2008; 

Baraka  et  al.,  2011)  y  determinar  las  diferencias  entre  sexos  en  la  evolución  de  las 

alteraciones motoras y las respuestas a los diferentes fármacos. 

 

Cirugía estereotáxica y tratamientos 

Las  ratas  macho,  hembras  intactas  (c/ov)  y  hembras  ovx  fueron  anestesiadas  con 

pentobarbital (35 mg/kg ip) y colocadas en el aparato estereotáxico (Kopf instruments, EUA) 

para la lesión. Se les inyectó 4 μl de solución salina al 0.9%, que contenían 0.2 mg de ácido 

ascórbico  (para evitar  la autooxidación de  la  toxina), y 8  μg de 6‐OHDA  (Sigma Chemical, 

EUA) en el haz medial del cerebro anterior del hemisferio  izquierdo con  las coordenadas: 

AP=3.0  mm  respecto  a  la  línea  interaural,  L=1.6  mm  respecto  a  bregma  y  V=8.0  mm 

respecto  a  la  duramadre  (Paxinos  y Watson  1986).  Los  animales  del  grupo  control  (n=5) 

fueron  inyectados  en  el mismo  sitio  con  4  µl  de  solución  vehículo.  A  las  48  hrs  se  les 

administró  apomorfina  ip  (0.25  mg/kg)  para  inducir  giro  y  sólo  se  utilizaron  aquellos 

animales que presentaron 200 giros o más durante 30 minutos  (Ungerstedt y Arbuthnott, 

1970). Esto fue con el propósito de seleccionar  los animales con aproximadamente el 90% 

de  pérdida  de  DA  estriatal  y  de más  del  80%  de  pérdida  de  neuronas  dopaminérgicas 

inmunopositivas  a  TH  en  la  SNc  (Hudson  et  al.,  1993;  Moore  et  al.,  2001).  24  horas 

posteriores a  la prueba de giro,  las  ratas macho, hembras  c/ov y hembras ovx  recibieron 

diariamente  los diferentes fármacos como se describe en  la tabla 1, por vía oral. El tiempo 

de tratamiento de los farmacos se decidio en base a que 6 meses de una rata es equivalente 

a 15 años de evolución en los pacientes. 

Es importante mencionar que las dosis empleadas de 10 mg/kg de melatonina fue en base a 

revisión  bibliográfica  donde  se muestra  que  tiene  efectos  neuroprotectores,  además  en 

estudios previos, nosotros utilizamos esta misma dosis encontrando efecto neuroprotector 

sobre las neuronas dopaminérgicas y disminución de  los niveles de peroxidación de  lipídos 

(Gutiérrez‐Valdez, 2007, 2012; Torres‐Esquivel, 2012 ). Asimismo empleamos dosis bajas de 

7.5 mg/kg de L‐DOPA/carbidopa comercial (Sinemet) la cual es utilizada en la clínica (Picconi 

et al., 2003; Lindgren et al., 2007).  
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Las  evaluaciones  conductuales  se  realizarón  cada  7  días  durante  el  primer  mes, 

posteriormente  cada  14  días  hasta  los  6 meses.  Cabe  señanar  que  los  animales  fueron 

evaluados después de 4 horas de  la  toma del medicamento  con el propositio de que  las 

discinesias  no  influyeran  en  la  ejecución  de  los  animales,  asimismo  las  evaluaciones  se 

realizaron en diferentes días para cada prueba con el fin de evitar la fatiga. 

 

GRUPO  INYECCIÓN EN EL HAZ 

MEDIAL 

TRATAMIENTO 

I  Solución vehículo  Solución vehículo (n=5) 

II  6‐OHDA  Solución vehículo (n=5) 

III  6‐OHDA  7.5 mg/kg L‐DOPA (n=5) 

IV  6‐OHDA 

 

10 mg/kg melatonina (n=5) 

VI  6‐OHDA  7.5 mg/kg L‐DOPA +10 mg/kg 
melatonina (n=5) 

 

 

 

Evaluación de Movimientos Involuntarios Anormales (MIAs)  

Despues  de  haber  iniciado  los  diferentes  tratamientos,  la  severidad  de  los MIAs  fueron 

evaluados mensualmente de acuerdo a  la escala Cenci (Cenci y Lundblad, 2007). Para esto, 

las  ratas  fueron  colocadas de  forma  individual en  cajas de acrílico  y  fueron observadas  y 

videograbadas durante un minuto cada 20 minutos, por un  lapso de 3 horas después de  la 

administración  del medicamento habitual;  es  importante  señalar que  se  realizó un  video 

control  20 minutos  antes  de  la  toma  del  fármaco.  Se  evaluaron  4  subtipos  de MIAs  de 

acuerdo a su distribución topográfica (figura 3): 

1) Locomotoras: movimientos giratorios hacia el lado contralateral a la lesión. 

2) Axiales: desviaciones  laterales o  torsión de  la cabeza, cuello y  tronco hacia el  lado 

contralateral. 

TABLA 1. Protocolo de administración de los fármacos a ratas ♂, ♀ intactas y ♀ ovx, 

por vía oral durante 6 meses.  
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3) 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  (abducción  y  aducción)  o  en  ambos  (circunducción).  Incluye  la 

apertura o  cierre de  los dígitos  y  la  pronación  y  supinación de  la muñeca;  puede 

tener carácter coreiforme espasmódico o distónico.  

4) Orolinguales:  caracterizadas  por  movimientos  de  la  mandíbula,  muecas  faciales, 

protrusión de la lengua. Este tipo de movimiento suelen ser bilaterales, aunque son 

más  pronunciados  en  el  lado  contralateral  a  la  lesión.  Este  subtipo  de  DIL 

usualmente es acompañado por mordidas en la piel o en el pelaje y sobre todo en la 

pata contralateral a la lesión. 

�

�
FIGURA 3. Secuencias de  videos, donde se muestra los MIAs de acuerdo a su distribución topográfica: los 
locomotores (A);  axiales (B); orolinguales (C), y de extremidades anteriores (D). 
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La  severidad  de  los diferentes  subtipos de MIAs que  presentaban durante  un minuto de 

observación fueron calificadas del 0 al 4, así el valor de severidad 0 fue asignado cuando los 

animales no manifestaron ningún tipo de DIL, el valor 1, cuando  los animales presentaron 

menos del 50% del tiempo de observación; el valor 2, fue asignado a aquellos animales que 

presentaron las alteraciones por más del 50%, el valor 3, cuando los animales manifestaban 

discinesias  todo  el  tiempo pero  eran  interrumpidas por  algún  estimulo  externo  como  un 

sonido o un ligero golpe en la caja; el valor máximo fue 4, y fue asignado a los animales que 

presentaron MIAs todo el tiempo aún cuando se presentara algún estímulo externo (Cenci 

et  al.,  1998;  Lee  et  al.,  2000;  Lundblad  et  al.,  2002).  En  el  caso  de  movimientos  con 

severidad intermedia la escala permite la asignación de valores fraccionarios como 0.5, 1.5, 

2.5 y 3.5 con el propósito de obtener mayor sensibilidad y precisión (Lundblad et al., 2002). 

 

Preparación del tejido histológico 

Al  término de  los  tratamientos  (6 meses)  los animales  se  sacrificaron mediante perfusión 

intracardiaca  por  vía  aórtica  bajo  anestesia  profunda  con  pentobarbital.  Primero  se 

perfundió con  solución salina al 0.9% y después con  solución  fijadora con glutaraldehído/ 

paraformaldehído  al  2%  en  solución  buffer  de  fosfatos  (PB)  0.1 M.  Los  cerebros  fueron 

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

 

Inmunohistoquímica anti‐tirosina hidroxilasa (TH) 

Se realizaron cortes histológicos del mesencéfalo ventral a nivel de la SNc de 50 μm con un 

vibratomo (Pelco 101, Ted Pella Inc, EUA) para el marcaje con el anticuerpo para TH (1:1000, 

Chemicon  International  Inc.  CA,  EUA)  con  el método  ABC  (Vector  Lab MI,  EUA)  para  la 

detección  de  neuronas  catecolaminérgicas.  Se  realizó  el  conteo  de  neuronas 

inmunopositivas a TH en  la SNc del  lado  ipsi y contralateral a  la  lesión por microscopía de 

luz, con una cámara (Cannon PC1087) acoplada a un microscopio óptico (Nikon, Japón). Con 

ayuda del software Motic  Image Plus 2.0ML se delimitó el área de conteo en  la SNc (1500 

μm2) en cada hemisferio, se contaron 7 cortes del mesencéfalo por cada rata (Avila‐Costa et 

al., 2004). 
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Impregnación argéntica por el método de Golgi  

Los cerebros se procesaron por el método de Golgi rápido. Se obtuvieron cortes coronales 

de 90 μm que contenían el nucleo estriado. El análisis consistió en el conteo de las espinas 

dendríticas en una longitud de 10 m en 4 dendritas secundarias de 10 neuronas espinosas 

medianas (Avila‐Costa et al., 2004). 

 

Análisis estadístico 

Los  datos  fueron  analizados mediante  la  prueba  de  ANOVA  de  dos  vías,  seguido  por  la 

prueba de comparación múltiple de Tukey, el nivel de significancia fue de P <0.05. Para las 

discinesias fueron expresadas como  la media de  los valores totales de cada MIA y además, 

se  les  realizó  un  análisis  del  área  bajo  la  curva  (ABC).  Los  análisis  se  realizaron  con  el 

software Graph Pad Prism 5.0 para Mac (CA, EUA). 

RESULTADOS 

Prueba de la escalera 

Como es bien sabido la ejecución de la actividad motora es cruzada, nosotros lesionamos el 

lado izquierdo (lado ipsilateral a la lesión) afectando el lado derecho (lado contralateral a la 

lesión), por ello solo se muestran los resultados del miembro contralateral a la lesión.  

 

Para  observar  el  efecto  de  los  diferentes  fármacos,  los  datos  de  los  animales  machos 

hembras  c/ov  y  hembras  ovx  fueron  graficados  por  separado  (gráfica  1A,  1B  y  1C 

respectivamente). 

 

Como podemos  observar  en  las  gráficas  1 A, B  y C  todos  los  animales  del  grupo  control 

mantuvieron  prácticamente  el mismo  número  de  aciertos  a  los  basales  durante  todo  el 

estudio.  Asimismo,  cualitativamente  pudimos  observar  que  los  animales  presentaron  los 

movimientos típicos para lograr tomar las pastillas: 1) se preparaba para tomar el alimento, 

2) estiraba el miembro, 3) tomaba la pastilla (movimiento de pronación), 4) retiraba y giraba 

la muñeca (supinación), 5) comía el pellet (Clarke et al., 2007); cada componente se observó 

en los animales control durante todas las evaluaciones.  
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Todos  los  animales  con  6‐OHDA  sin  tratamiento mostraron  alteraciones  en  la  conducta 

motora en todas las evaluaciones mostrando disminución drástica del número de aciertos, a 

diferencia de  todos  los animales  con 6‐OHDA+L‐DOPA, quienes presentaron  recuperación 

de la conducta hasta los 21‐28 días de tratamiento, posteriormente presentaron alteración 

de la conducta motora comportándose como los animales 6‐OHDA sin tratamiento (gráficas 

1 A, B  y C). Asimismo, de manera  cualitativa observamos que dichos animales  realizaban 

pocos  esfuerzos  para  alcanzar  las  pastillas,  no  presentaban  los movimientos  típicos  para 

tomar  las pastillas, ya que sus movimientos eran torpes al  intentar tomar  la pastilla de  los 

escalones,  presentaban  alteraciones  al  orientar  la  pastilla  para  llevarla  hacia  la  boca,  los 

animales parecían incapaces de extender los dígitos y utilizaban sus dientes para y retirar la 

pastilla y comerla.  

 

La  actividad motora de  todos  los  animales  con 6‐OHDA+melatonina  al principio presentó 

valores  similares  a  los  animales  con  6‐OHDA  sin  tratamiento,  posteriormente  tuvieron 

recuperación  gradual  de  la  conducta  alcanzando  los  valores  de  los  animales  control, 

asimismo, es importante mencionar que presentaron mayor coordinación, y presentaron los 

movimientos  típicos  para  lograr  tomar  las  pastillas  y  comerlas,  similares  a  los  animales 

control. 

 

Todos los animales con 6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina presentaron mejoría en su desempeño 

motor desde el inicio del tratamiento, perdurando este efecto hasta el final del estudio, es 

decir el número de aciertos fue similar al de los animales del grupo control (gráficas 1A, B y 

C). Además se pudo observar que  los animales presentaron  los 5 movimientos típicos para 

lograr el objetivo al tomar las pastillas.  
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GRÁFICA  1. Resultados obtenidos  en  la prueba de  la  escalera  con  el miembro  contralateral  a  la  lesión,  se 
registró  el  número  de  aciertos  de  los  animales  machos  (A),  hembras  intactas  (c/ov;  B)  y  hembras 
ovariectomizadas  (ovx;  C)  lesionados  con  6‐OHDA,  6‐OHDA+L‐DOPA  (6‐OH+LD),  6‐OHDA+melatonina  (6‐
OH+MEL) y 6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina (6‐OH+LD/MEL). Se observa que todos los animales 6‐OHDA+L‐DOPA 
mejoran  su  actividad motora  durante  los  primeros  28  días  de  tratamiento  y  posteriormente  se  deteriora, 
mientras  que  todos  los  animales  6‐OHDA+melatonina  presentaron  recuperación  motora  gradual. 
Interesantemente todos  los animales 6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina mejoraron desde el  inicio del tratamiento 
permaneciendo así durante todo el estudio. *  Grupos experimentales vs control; # Tratamientos vs Lesión con 
6‐OHDA; & 6‐OHDA+L‐DOPA vs 6‐OHDA+melatonina; @ 6‐OHDA+L‐DOPA y 6‐OHDA+melatonina vs 6‐OHDA+L‐
DOPA/melatonina. P< 0.05. 
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Con el propósito de llevar a cabo la comparación entre sexos, los datos de las ratas machos, 

hembras  c/ov  y  hembras  ovx  fueron  graficados  por  tratamiento  (gráfica  2).  Las  ratas 

machos, hembras c/ov y hembras ovx  con 6‐OHDA+L‐DOPA mantuvieron la actividad de su 

extremidad contralateral similar al grupo control por aproximadamente 21 días, a partir de 

entonces los animales macho y hembras ovx disminuyeron su actividad alcanzando valores 

similares  a  los  animales  6‐OHDA  sin  tratamiento.  Notablemente,  las  hembras  c/ov  

presentaron retraso en el deterioro motor a partir de  los 28 días, en comparación con  los 

machos y hembras ovx con 6‐OHDA+L‐DOPA (gráfica 2A).  

 

Los  animales machos,  hembras  c/ov  y  hembras  ovx  con  6‐OHDA+melatonina, mostraron 

disminución en el número de aciertos  durante los primeros 28 días de tratamiento similar a 

los  animales  6‐OHDA  sin  tratamiento,  posteriormente  mejoraron  su  actividad.  Es 

importante  destacar  que  los  animales  machos  y  las  hembras  c/ov  6‐OHDA+melatonina 

mejoraron su actividad, alcanzando valores similares a los animales control a partir de los 42 

días de tratamiento, a diferencia de  las hembras ovx que alcanzaron  los valores del grupo  

control a los 82 días de tratamiento, es decir que los animales macho y las hembras c/ov se 

recuperaron más rápido en comparación con las hembras ovx (Gráfica 2B). 

 

Todos los animales con 6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina presentaron desempeño motor similar 

a  los  animales  del  grupo  control  durante  los  6 meses  de  tratamiento  y  no  presentaron 

diferencias estadísticamente significativas entre sexos (Gráfica 2C). 
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GRÁFICA 2. Comparación entre  sexos en  la prueba de  la escalera del miembro  contralateral a  la  lesión,  se 
registró  el  número  de  aciertos  para  la  comparación  de  los  animales  machos,  hembras  intactas  (c/ov)  y 
ovariectomizadas  (ovx)  lesionados  con  6‐OHDA+L‐DOPA  (A),  6‐OHDA+melatonina  (B)  6‐OHDA+L‐
DOPA/melatonina  (C).  Es  importante  hacer  notar  que  las  hembras  c/ov  con  6‐OHDA+L‐DOPA  (6‐OH+LD) 
presentan retraso en el deterioro motor en comparación con  los machos y  las hembras ovx (A),  los animales 
machos y hembras c/ov con 6‐OHDA+melatonina (6‐OH+MEL) se recuperan más rápido en comparación con 
las  hembras  ovx  (B),  finalmente  los  animales  del  grupo  que  recibieron  6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina  (6‐
OH+LD/MEL), presentan recuperación de la conducta desde el inicio del tratamiento. * Grupos experimentales 
vs control; # Tratamientos vs Lesión con 6‐OHDA; @ hembras c/ov con tratamiento vs machos y hembras ovx. 
P< 0.05. 
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Prueba de la viga 

En las gráficas 3 A, B y C se muestra el efecto de los diferentes tratamientos en los animales 

machos, hembras c/ov y hembras ovx en  la prueba de  la viga, donde se registró el tiempo 

que tardaron en recorrer la viga de 12 mm de grosor. 

Los  animales  con 6‐OHDA  sin  tratamiento  incrementaron  significativamente el  tiempo de 

recorrido en comparación con  los animales del grupo control,   permaneciendo así durante 

todo el estudio. Asimismo, los animales del grupo lesión presentaron ciertas características 

motoras como: rigidez y mucha torpeza en sus movimientos al recorrer la viga, las ratas se 

dedicaban  principalmente  a  explorar,  el  caminar  era muy  lento  en  comparación  con  la 

evaluación  control  y  la mayoría de  los  animales no pudieron  recorrer  la  viga  en  el  plazo 

establecido, dichas alteraciones motoras  son análogas a  los  comportamientos observados 

en los pacientes con EP (Allbutt y Henderson, 2007).  

Todos  los  animales  del  grupo  6‐OHDA+L‐DOPA  mostraron  mejoría  estadísticamente 

significativa  en  la  actividad  durante  aproximadamente  21‐28  días,  es  decir  presentaron 

tiempos de recorrido similares al grupo control, posteriormente los animales incrementaron 

el tiempo de recorrido, comportándose de manera similar al grupo exclusivamente 6‐OHDA 

sin tratamiento.  

Las  ratas con 6‐OHDA+melatonina, al  inicio del  tratamiento presentaron  incremento en el 

tiempo de recorrido hasta aproximadamente  los 28 días, presentando valores de recorrido 

similares  a  los  animales  6‐OHDA,  posteriormente  a  los  42  días  (tiempo  en  que  el 

tratamiento  solo  con  L‐DOPA  deja  de  ser  efectivo),  los  animales mejoraron  su  actividad 

motora observado por  la disminución en el tiempo de recorrido, alcanzando  los valores de 

los animales del grupo control.  

De manera  sorprendente  las  ratas  con  la  co‐administración  6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina 

presentaron actividad motora similar a los animales control durante todo el estudio (gráfica 

3). 

Los tiempos en  la viga de 6mm de grosor refleja  la misma tendencia que  la viga de 12mm, 

mostrando que los animales con L‐DOPA después de 28 días de tratamiento incrementaron 

el tiempo de recorrido, mostraron un comportamiento similar a  los animales con 6‐OHDA. 
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Los  animales  con  6‐OHDA+melatonina  presentan  recuperación  entre  los  42  y  56  días  de 

tratamiento.  Nuevamente  podemos  observar  que  la  co‐administración  de  L‐ 

DOPA/melatonina mejoró  la  conducta motora  de  los  animales  durante  todo  el  estudio 

(gráfica 4). 

 

 
 
 
GRÁFICA 3. Tiempo de recorrido sobre la viga de 12 mm de los animales machos (A), hembras intactas (c/ov; 
B)  y  hembras  ovariectomizadas  (ovx;  C)  lesionados  con  6‐OHDA,  6‐OHDA+L‐DOPA,  (6‐OH+LD)  6‐
OHDA+melatonina  (6‐OH+MEL)  y  6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina  (6‐OH+LD/MEL).  Se  observa  que  todos  los 
animales  6‐OHDA+L‐DOPA  mejoran  su  actividad  motora  durante  los  primeros  28  días  de  tratamiento  y 
posteriormente  incrementan drásticamente el  tiempo de  recorrido. Todos  los animales 6‐OHDA+melatonina 
presentaron  recuperación  motora  gradual.  De  manera  sorprendente  todos  los  animales  6‐OHDA+L‐
DOPA/melatonina presentaron tiempos de recorrido similares a los animales control. * Grupos experimentales 
vs control; # Tratamientos vs Lesión con 6‐OHDA; & 6‐OHDA+L‐DOPA vs 6‐OHDA+melatonina; @ 6‐OHDA+L‐

DOPA y 6‐OHDA+melatonina vs co‐administración 6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina. P< 0.05. 
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GRÁFICA 4. Tiempo de recorrido sobre la viga de 6mm de los animales machos (A), hembras intactas (c/ov; B) 
y  hembras  ovariectomizadas  (ovx;  C)  lesionados  con  6‐OHDA,  6‐OHDA+L‐DOPA,  (6‐OH+LD)  6‐
OHDA+melatonina  (6‐OH+MEL)  y  6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina  (6‐OH+LD/MEL).  Se  observa  que  todos  los 
animales  6‐OHDA+L‐DOPA  después  de  28  días  de  tratamiento  incrementan  drásticamente  el  tiempo  de 
recorrido.  Los  animales  6‐OHDA+melatonina  presentaron  recuperación  motora  gradual.  Nótese  que  los 
animales que recibieron 6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina mejoraron la conducta motora durante todo el estudio 
*  Grupos  experimentales  vs  control;  #  Tratamientos  vs  Lesión  con  6‐OHDA;  &  6‐OHDA+L‐DOPA  vs  6‐
OHDA+melatonina;  @  6‐OHDA+L‐DOPA  y  6‐OHDA+melatonina  vs  co‐administración  6‐OHDA+L‐

DOPA/melatonina. P< 0.05. 
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Con respecto a  la comparación entre sexos en el tiempo de recorrido en  la viga de 12mm, 

los animales machos, hembras c/ov y hembras ovx con 6‐OHDA+L‐DOPA mostraron valores 

similares  al  grupo  control  durante  los  primeros  21  días,  cabe  señalar  que  los  animales 

machos  y  hembras  ovx  con  6‐OHDA+L‐DOPA  disminuyeron  la  rapidez  de  su  ascenso 

llegando a valores similares al grupo con 6‐OHDA al día 42 de tratamiento, a diferencia de 

las  ratas hembras  c/ov 6‐OHDA+L‐DOPA que mostraron un  comportamiento  similar  a  los 

animales  con 6‐OHDA  a partir de  los 126 días de  tratamiento, es decir, que  los animales 

hembras  c/ov 6‐OHDA+L‐DOPA mostraron  retraso  en el deterioro motor en  comparación 

con los machos y hembras ovx 6‐OHDA+L‐DOPA (gráfica 5A).  

 

Los animales machos y hembras ovx con 6‐OHDA+melatonina  incrementaron el tiempo de 

recorrido  como  los animales  lesionados  con 6‐OHDA  sin  tratamiento hasta  los 21 días de 

tratamiento, a diferencia de las ratas hembras c/ov 6‐OHDA+melatonina que incrementaron 

el  tiempo  de  recorrido  pero  no  fue  tan  drástico;  posteriormente  a  los  28  días  de 

tratamiento,  los animales macho y  las hembras c/ov con 6‐OHDA+melatonina presentaron 

valores  similares  a  los  animales  control,  a  diferencia  de  las  hembras  ovx  que  alcanzaron 

valores de los animales control hasta los 70 días de tratamiento, es decir que los machos y 

las hembras c/ov 6‐OHDA+melatonina se recuperaron más rápido en comparación con  las 

hembras ovx (gráfica 5B).  

 

Es  importante hacer notar que  todos  los animales  tratados con  la co‐administración de 6‐

OHDA+L‐DOPA/melatonina presentaron  tiempos de  recorrido  similares a  los animales del 

grupo  control  durante  los  6  meses  de  tratamiento,  no  observamos  diferencias 

estadísticamente significativas entre sexos (gráfica 5C).  
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GRÁFICA  5.  Comparación  entre  sexos  en  el  tiempo  de  recorrido  sobre  la  viga  de  12  mm.  De  manera 
interesante observamos que las hembras intactas con 6‐OHDA+L‐DOPA (c/ov 6‐OH+LD), a partir de los 42 días 
de  tratamiento presentan  retraso en el deterioro motor en  comparación  con  los machos y hembras ovx 6‐
OHDA+L‐DOPA (A). Las hembras intactas (c/ov) y los machos con 6‐OHDA+melatonina (6‐OH+MEL) alcanzaron 
valores de los animales control a los 28 días, a diferencia de las hembras ovx  que se recuperaron hasta los 70 
días  de  tratamiento  (B),  todos  los  animales  con  6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina  (6‐OH+LD/MEL)  presentaron 
recuperación  de  la  conducta  desde  el  inicio  del  tratamiento  perdurando  este  efecto  durante  todo  el 
experimento. * Grupos experimentales vs control; # Tratamientos vs Lesión con 6‐OHDA; @ hembras c/ov vs 

machos y hembras ovx P< 0.05. 

 



 

31 
 

 

 

En la viga de 6mm los animales presentaron un comportamiento similar a la viga de 12mm, 

donde  nuevamente  observamos  que  las  hembras  con  c/ov  6‐OHDA+L‐DOPA  presentaron 

retraso  en  el  deterioro  motor  en  comparación  con  los  machos  y  hembras  ovx  con  6‐

OHDA+L‐DOPA (gráfica 6A).  

Las hembras c/ov con 6‐OHDA+melatonina presentaron menor  tiempo de  recorido en  los 

primeros 21 días  comparado  con  los machos y  las hembras ovx con 6‐OHDA+melatonina, 

posteriormente empezaron a disminuir los tiempos de recorido llegando a los valores de los 

animales control aproximadamente a los 70‐98 días de tratamiento (gráfica 6B).  

Finalmente,  todos  los  animales  que  recibieron  6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina  presentaron 

tiempos de  recorrido  similares  a  los  animales  control durante  los 6 meses de  evaluación 

(gráfica 6C).   
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GRÁFICA  6.  Comparación  entre  sexos  en  el  tiempo  de  recorrido  sobre  la  viga  de  6  mm.  Nuevamente  
observamos  que  las  hembras  intactas  (c/ov)  con  6‐OHDA+L‐DOPA  (6‐OH+LD),  presentan  retraso  en  el 
deterioro motor en comparación con  los machos y hembras ovx 6‐OHDA+L‐DOPA  (A). Las hembras  intactas 
(c/ov) y los machos con 6‐OHDA+melatonina (6‐OH+MEL) se recuperan más rápido a diferencia de las hembras 
ovx (B), todos  los animales con 6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina (6‐OH+LD/MEL) presentaron recuperación de  la 
conducta  desde  el  inicio  del  tratamiento  perdurando  este  efecto  durante  todo  el  experimento.  *  Grupos 
experimentales vs control; # Tratamientos vs Lesión con 6‐OHDA; @ hembras c/ov vs machos y hembras ovx . 
P< 0.05 
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Movimientos Involuntarios Anormales (MIAs) 

Los MIAs que desarrollaron  los animales  fueron clasificados en cuatro diferentes subtipos: 

orolingual, extremidad, axial y  locomoción, con el  fin de obtener un panorama general, se 

realizó  la  sumatoria  de  todos  los  subtipos  de MIAs  (orolingual  +  extremidad  +  axial  + 

locomotora),  asimismo  con  el  objeto  de  hacer más  evidente  los  resultados  se  realizó  un 

análisis del Área Bajo la Curva (ABC).   

Está bien establecido que en la ausencia de lesión, los roedores intactos no desarrollan MIAs 

después del tratamiento crónico con L‐DOPA (Smith et al., 2012), por ello el análisis de  las 

discinesias inducidas por L‐DOPA sólo fue llevado a cabo en animales lesionados. 

Al  comparar  el  efecto  de  los  diferentes  fármacos  encontramos  que  todos  los  animales 

lesionados  con  6‐OHDA  sin  tratamiento  y  todos  los  animales  6‐OHDA+melatonina 

presentaron  bajos  puntajes  de  MIAs  y  no  mostraron  diferencias  estadísticamente 

significativas entre ellos, además presentaron valores similares de ABC, a diferencia de  los 

animales  con  6‐OHDA+L‐DOPA  que  desde  el  primer  mes  de  evaluación  presentaron 

incremento  en  el  puntaje  total  de  MIAs  e  incremento  drástico  en  el  ABC,  lo  cual  es 

equivalente  a  las  discinesias  inducidas  por  L‐DOPA  observadas  en  humanos  y  primates 

(Lundblad et al., 2002).  

Sorprendentemente  todos  los animales que recibieron  la co‐administración de 6‐OHDA+L‐

DOPA/melatonina desarrollaron puntajes de MIAs y valores de ABC similares a los animales 

exclusivamente con 6‐OHDA  sin  tratamiento y  los animales 6‐OHDA+melatonina, es decir, 

que este grupo a pesar de que recibieron L‐DOPA, no presentaron la cantidad de discinesias 

que manifestaron los animales que se les administró exclusivamente L‐DOPA (gráficas 7 A, B 

y C). 
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GRÁFICA 7. Del lado izquierdo se muestran las gráficas de MIAs totales (movimientos orolinguales + axiales + 
extremidad + giro) durante los 6 meses de tratamiento y a la izquierda se muestran las gráfica del análisis del 
Área Bajo la Curva (ABC), de los animales machos (A), hembras intactas (c/ov; B) y hembras ovariectomizadas 
(ovx; C) lesionadas con 6‐OHDA que recibieron los diferentes tratamientos; nótese que todos los animales con 
6‐OHDA+L‐DOPA  (6‐OH+LD)  presentaron  mayor  puntuación  de  MIAs  totales,  así  como  mayor  ABC  en 
comparación  con  los animales  con 6‐OHDA  sin  tratamiento  y 6‐OHDA+melatonina  (6‐OH+MEL). De manera 
sorprendente todos los animales con 6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina (6‐OH+LD/MEL) no presentaron la cantidad 
de  discinesias  y  el ABC  que manifestaron  los  animales  que  se  les  administró  exclusivamente  L‐DOPA.  *  6‐
OHDA+L‐DOPA  vs  6‐OHDA  y  6‐OHDA+melatonina;    #  6‐OHDA+L‐DOPA  vs  6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina.  P< 
0.05.  
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Con  respecto  a  los  MIAs  totales  en  la  comparación  entre  sexos,  observamos  que  las 

hembras ovx con 6‐OHDA+L‐DOPA comenzaron a desarrollar MIAs a partir de los tres meses 

de  tratamiento  a  diferencia  de  los machos  y  hembras  c/ov  6‐OHDA+L‐DOPA,  los  cuales 

mostraron MIAs  a partir del primer mes de evaluación, es decir, que  las hembras ovx 6‐

OHDA+L‐DOPA, presentaron retraso en el desarrollo de MIAs, posteriormente  los 3 grupos 

presentaron  puntaje  similar  de  MIAs  y  no  muestran  diferencias  estadísticamente 

significativas entre sexos, con respecto al análisis de ABC observamos que las hembras ovx 

6‐OHDA+L‐DOPA  presentaron menor  área  (56.85)  con  respecto  a  los machos  6‐OHDA+L‐

DOPA (66.45) y hembras c/ov 6‐OHDA+L‐DOPA (70.65; gráfica 8A).  

 

Las ratas macho, hembras c/ov y hembras ovx con 6‐OHDA+melatonina desarrollaron bajos 

puntajes  de MIAs  similares  a  los  animales  con  6‐OHDA  sin  tratamiento  y  no mostraron 

diferencias  estadísticamente  significativas  entre  sexos,  asimismo  presentaron  valores 

similares de ABC (23.63, 20.67 y 21.28 puntos, respectivamente; gráfica 8B).  

 

Es  importante hacer notar que  los  animales macho, hembras  c/ov  y hembras ovx  con 6‐

OHDA+L‐DOPA/melatonina,  desde  la  primera  evaluación manifestaron  bajos  puntajes  de 

MIAs  y  no  presentaron  diferencias  estadísticamente  significativas  entre  sexos,  asimismo 

presentaron valores similares de ABC (30.88, 32.75 y 35.68 puntos, respectivamente; gráfica 

8C). 
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GRÁFICA 8. Comparación entre sexos de los MIAs totales. Del lado izquierdo se muestran las gráficas de MIAs 
totales  (movimientos orolinguales + axiales + extremidad + giro) durante  los 6 meses de  tratamiento y a  la 
izquierda se muestran  las gráfica del análisis del Área Bajo  la Curva (ABC) en  la comparación de  los animales 
machos, hembras intactas (c/ov) y ovariectomizadas (ovx) con 6‐OHDA+L‐DOPA (A), 6‐OHDA+melatonina (B) y 
6‐OHDA+L‐DOPA+melatonina (C). Nótese que las hembras ovx 6‐OHDA+L‐DOPA (6‐OH+LD) desarrollaron MIAs 
a partir de  los tres meses de tratamiento, asimismo presentan menor ABC en comparación con  los machos y 
hembras c/ov con 6‐OHDA+L‐DOPA (A). Los animales que recibieron 6‐OHDA+melatonina (6‐OH+MEL; B) ó  la 
co‐administración  de  6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina  (6‐OH+LD/MEL;  C)  presentaron  bajos  niveles  de MIAs  y 
ABC,  similares  a  los  animales  lesionados  con  6‐OHDA  sin  tratamiento.  *6‐OHDA+L‐DOPA  vs  6‐OHDA  sin 
tratamiento;  @ hembras ovx  vs machos y hembras c/ov P< 0.05. 
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Células inmunopositivas a TH 

La presencia de neuronas inmunopositivas a TH en la SNc nos da indicios de la conservación 

de las neuronas dopaminérgicas.  

En nuestros resultados podemos observar que los animales machos, las hembras c/ov y las 

hembras ovx control presentaron valores similares en el número de células inmunopositivas 

a TH, tanto del lado ipsilateral como del contralateral a la lesión (gráficas 9A y B; figura 4) y 

no mostraron diferencias estadísticamente significativas entre grupos. 

En  la gráfica 9A se muestra  la pérdida drástica de neuronas   dopaminérgicas en  la SNc del 

lado  ipsilateral a  la  lesión, donde se observa que  los machos, hembras c/ov y hembras ovx 

inyectados con 6‐OHDA presentaron superviviencia de neuronas del 5.31%, 3.97% y 6.14% 

respectivamente,  similar  a  los  animales  hembras  c/ov  y  hembras  ovx  6‐OHDA+L‐DOPA 

(2.8%,  2.2%  y  3.46%)  y  6‐OHDA+melatonina  (4.4%,  3.45%  y  5.9%).  Cabe  señalar  que  los 

machos,  hembras  c/ov  y  hembras  ovx  que  recibieron  6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina 

presentaron mayor porcentaje   de celulas del 5.9%, 7.67% y 10.46%  respectivamente;  sin 

embargo, no mostraron diferencias estadísticamente significativas entre los grupos. 

 

Con respecto al  lado contralateral a  la  lesión, en  la gráfica 9B se observa que  los animales 

macho,  hembras  c/ov  y  hembras  ovx  con  6‐OHDA  así  como  todos  los  animales  con  6‐

OHDA+L‐DOPA  presentaron  disminución  de  aproximadamente  20%  de  pérdida  neuronal, 

comparados  con  los  grupos  control;  y  no  mostraron  diferencias  estadísticamente 

significativas entre grupos ni entre sexos. Los animales macho, hembras c/ov y hembras ovx 

con 6‐OHDA+melatonina, presentaron mayor número de células similar a su grupo control, 

en  comparación  con  los  animales  6‐OHDA  y  6‐OHDA+LDOPA  no  mostrando  diferencias 

estadísticamente  significativas  entre  sexos.  Sorprendentemente  los  animales  macho, 

hembra  c/ov  y  hembra  ovx  con  la  co‐administración  de  6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina 

presentaron mayor porcentaje de células inmunopositivas para TH (17.13%, 22.8% y 27.2%, 

respectivamente)  con  respecto  a  su  grupo  control,  y  no  presentaron  diferencias 

estadísticamente significativas entre sexos. 
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GRÁFICA 9. Porcentaje de células inmunopositivas a TH en la SNc ipsilateral (A) y contralateral (B) a la lesión, 
de  los animales a  los que se  les administraron  los distintos tratamientos. Observamos que todos  los   grupos 
experimentales presentaron disminución drástica de células en el  lado  ipsilateral a  la  lesión  (A).   En el  lado 
contralateral a la lesión, todos los animales 6‐OHDA y 6‐OHDA+L‐DOPA presentaron disminución de células, a 
diferencia de  los animales 6‐OHDA+melatonina que presentaron mayor cantidad de neuronas, no mostrando 
diferencias  estadísticamente  significativas  con  su  grupo  control.  Es  importante  hacer  notar  que  todos  los 
animales que recibieron  la co‐administración 6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina presentaron mayor porcentaje de 
células dopaminérgicas que su respectivo control. * Grupos experimentales vs control;  #  6‐OHDA+melatonina 
y  la  co‐administración  6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina  vs  Lesión  con  6‐OHDA  y  6‐OHDA+L‐DOPA;  &  6‐

OHDA+melatonina vs 6‐OHDA+L‐DOPA/Melatonina; P< 0.05. 
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FIGURA 4. Cortes representativos a nivel del mesencéfalo donde se muestran las neuronas inmunopositivas a 
TH en  la SNc de  los diferentes  grupos. Nótese que en el  lado  contralateral  los animales que  recibieron   6‐
OHDA+melatonina (6‐OHDA+MEL) presentan valores similares a los animales control; sorprendentemente  los 
animales  que  recibieron  la  co‐administración  de  6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina  (6‐OHDA+MEL/LD)  presentan 
mayor número de células en el lado contralateral a la lesión con respecto a los animales control (Magnificación 
100X).  
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Espinas dendríticas  

Al  realizar el conteo de  las espinas dendríticas observamos que  los animales machos y  las 

hembras c/ov control presentaron promedio de 8.02 ± 1.4 y 7.94 ± 3.23 respectivamente y 

en  el  lado  ipsilateral  a  la  lesión  mostraron  promedio  de  8.15  ±  1.58  y  7.97  ±  3.47 

respectivamente y no mostraron diferencias estadísticamente  significativas entre ellos, es 

importante mencionar que los valores del lado ipsilateral así como el lado contralateral a la 

lesión  fueron  tomados  como  100%;  las  hembras  ovx  control mostraron  disminución  del 

21.3% de espinas dendríticas del  lado  ipsilateral y 20.94% del  lado contralateral a  la  lesión 

en comparación con los machos y hembras c/ov control (gráficas 10A y B), cabe mencionar 

que este grupo no presentó ningún tipo de alteraciones motoras en  las pruebas evaluadas 

(gráfica 1C y 3C). 

En el  lado  ipsilateral a  la  lesión  los animales macho, hembras  c/ov y hembras ovx  con 6‐

OHDA sin tratamiento y  los animales que recibieron 6‐OHDA+L‐DOPA presentaron pérdida 

drástica  de  espinas  dendríticas,  a  diferencia  de  los  animales  que  recibieron  6‐

OHDA+melatonina  y  la  co‐administración  de  6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina  que mostraron 

mayor número de espinas dendríticas y no mostraron diferencias significativas entre grupos 

ni entre sexos (gráfica 10A y figura 5). 

Con  respecto  al  lado  contralateral  a  la  lesión,  se  observa  que  las  ratas  hembras  ovx  y 

lesionadas con 6‐OHDA sin tratamiento presentaron mayor pérdida de espinas dendríticas 

en  comparación  con  los machos  y  las  hembras  c/ov  con  6‐OHDA, mostrando  diferencias 

estadísticamente significaticvas, es decir que los estrógenos ayudaron a poteger las espinas 

dendríticas.  Todos  los  animales  de  los  grupos  tratados  con  6‐OHDA+L‐DOPA mostraron 

pérdida de espinas dendríticas, mostrando valores similares a  los animales exclusivamente 

lesionados  con  6‐OHDA  sin  tratamiento,  no  mostrando  diferencias  estadísticamente 

significativas entre grupos ni entre sexos. Interesantemente, las ratas macho y hembra c/ov 

con  6‐OHDA+melatonina  así  como  los  animales machos  y  hembras  c/ov  con  6‐OHDA+L‐

DOPA/melatonina  presentaron  valores  similares  en  el  número  de  espinas  dendríticas  al 

grupo  control.  Las  hembras  ovx  con  6‐OHDA+melatonina  y  hembras  ovx  6‐OHDA+L‐

DOPA/melatonina, presentaron mayor porcentaje de  espinas dendríticas  en  comparación 
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con su grupo control, es decir, presentaron incremento en el número de espinas dendríticas 

similares a los animales macho y hembra c/ov control (gráfica 10 B).  

 

Grafica 10. Porcentaje de espinas dendríticas de las dendritas secundarias de las neuronas espinosas medianas 
del  núcleo  estriado  del  lado  ipsilateral  (A)  y  contralateral  (B)  a  la  lesión.    Nótese  que  los  animales  que 
recibieron  6‐OHDA+melatonina  (6‐OH+MEL)  y  la  co‐administración  6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina  (6‐
OH+LD/MEL) presentaron mayor número de espinas dendríticas tanto del  lado  ipsilateral y contralateral a  la 
lesión en comparación con los animales con 6‐OHDA y 6‐OHDA+L‐DOPA (6‐OH+LD). * Grupos experimentales 
vs control; #  6‐OHDA+melatonina y la co‐administración 6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina vs Lesión con 6‐OHDA y 
6‐OHDA+L‐DOPA; @ hembras ovx con 6‐OHDA vs machos y hembras c/ov con 6‐OHDA P< 0.05 
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FIGURA 5. Fotomicrografías representativas con impregnación de Golgi  de las espinas dendriticas de neuronas 

espinosas medianas del núcleo estriado ipsilateral y contralateral a la lesión. Nótese cómo con el tratamiento 

con 6‐OHDA+melatonina y 6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina  (6‐OHDA+LD/MEL)  favorece a  la conservación de  la 

densidad de espinas dendriticas tanto del lado ipsilateral como contralateral a la lesión (Magnificación 1000x) 
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DISCUSIÓN 

Prueba de la escalera 

Se ha reportado que  los pacientes con EP presentan poca destreza manual que empeora a 

medida que progresa  la enfermedad,  los pacientes presentan dificultades de ejecución de 

tareas  que  requieren  movimientos  secuenciales,  por  ejemplo,  al  realizar  movimientos 

repetitivos de antebrazo, pronación y supinación, apertura y cierre de  la mano y alcanzar 

objetos (Whishaw et al., 2002).    . Los movimientos de  las ratas en  la prueba de  la escalera 

son  muy  similares  a  los  humanos,  por  lo  que  dicha  prueba  nos  permite    evaluar  la 

deficiencia de DA así como la eficacia de los tratamiento (Montoya et al., 1991; Whishaw et 

al.,  2002).  Los movimientos  de  las  ratas  en  la  prueba  de  la  escalera  al  utilizar  las  patas 

delanteras para  llevar un pellet a  la boca  y  comerlo  resulta  ser una actividad  compleja  y 

anómala para los animales con lesión unilateral con 6‐OHDA, y es considerada análoga a la 

habilidad de realizar esta tarea en pacientes con EP (Barnéoud et al., 1995; Whishaw et al., 

2002;  Henderson  et  al.,2003;  Dowd  y  Dunnett,  2005).  Esta  prueba  permite  evaluar  la 

disminución de DA (Barnéoud et al., 1995; Brizard et al., 2006), así como el potencial de los 

tratamientos para mejorar el desempeño motor, es decir esta prueba es particularmente 

sensible para detectar lesiones en el sistema nigro‐estriatal (Whishaw et al., 1986; Barnéoud 

et al., 1995).  

De acuerdo  con nuestros  resultados,  todos  los animales que  recibieron  la  inyección en el 

haz medial con 6‐OHDA mostraron daño motor  severo que afectó principalmente el  lado 

contralateral  a  la  lesión, manifestado  por  la  disminución  drástica  del  número  de  pellets 

comidos (gráfica 1A, B y C), lo cual concuerda con lo reportado por otros autores (Barnéoud 

et al., 1995; Klein et al., 2007), la ejecución de esta actividad fue anómala y a pesar de que a 

veces podían obtener el alimento exitosamente, los movimientos de supinación y pronación 

fueron limitados en comparación con los animales control. Asimismo las ratas se valieron de 

estrategias  compensatorias  como  aumentar  la  presión  de  los  dígitos,  inclinación  de  la 

cabeza  y  frecuentemente  utilizaban  la  lengua  y  los  dientes  para  lograr  comer  el  pellet 

(Whishaw et al., 1997; 2002). Al respecto se sabe que la pérdida del desempeño motor en la 

prueba  de  la  escalera  depende  del  nivel  de  integridad  del  sistema  dopaminergico  nigro‐

estriatal (Barnéoud et al., 1995; Brizard et al., 2006; Cordeiro et al., 2010). Asimismo varios 

autores  han  reportado  que  los  animales  con  esta  deficiencia motora  presentan  pérdida 
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drástica de  las neuronas  inmunopositivas a TH en  la SNc así como de  fibras en el núcleo 

estriado (Barnéoud et al., 1995; Galvan 2000; Kloth et al., 2006).  

 

L‐DOPA 

Como muestran nuestros  resultados  todos  los animales con 6‐OHDA+L‐DOPA presentaron 

recuperación de  la conducta desde  los primeros días hasta  los 21‐28 días de  tratamiento, 

posteriormente  presentaron  alteraciones  motoras  (gráfica  1A,  B  y  C).  Así,  nuestros 

resultados  concuerdan  con  estudios  previos  en  donde  se  ha  observado  que  en modelos 

animales  de  la  EP  la  duración  del  beneficio  terapéutico  de  la  L‐DOPA  en  roedores  es de 

aproximadamente  3  semanas  (Metman  et  al.,  2000;  Gutiérrez‐Valdez,  2007;  Gutiérrez‐

Valdez et al., 2012a; 2012b).  

 

Al respecto también se ha reportado que pacientes con EP que son medicados con L‐DOPA 

mejoran  la respuesta en pruebas de velocidad en  la toma de objetos sobre una superficie, 

presentan  mayor  coordinación  y  mejoran  el  movimiento  inicial  (Castiello  et  al.,  2000; 

Bastian  et  al.,  2003).  Sin  embargo,  cuando  el  tratamiento  con  L‐DOPA  es  administrado 

crónicamente  (6‐13  meses),  los  pacientes  no  mejoran  los  movimientos  y  muestran 

alteración  en  la  flexión  del  codo,  en  la  supinación,  pronación,  además  presentan 

bradicinesia (Melvin et al., 2005). Asimismo en animales lesionados con 6‐OHDA y tratados 

crónicamente con L‐DOPA no mejoraron la coordinación  motora ni los aspectos cualitativos 

de dichos movimientos (movimientos de pronación y supinación; Metz  et al., 2001).  Por lo 

que se sugiere que, después de un tiempo, el tratamiento con L‐DOPA no es eficaz (Castiello 

et al., 2000; Metz  et al., 2001; Bastian et al., 2003; Benice et al., 2007; Sacrey et al., 2011). 

 

En nuestros resultados también observamos que los animales con 6‐OHDA+L‐DOPA cuando 

utilizaban  la  extremidad  delantera  contralateral  a  la  lesión,  la movían  poco  y  tendía  a 

quedarse  flexionada  los  cuales  son  signos  claros  de  hipocinesia  y  rigidez.  Es  importante 

señalar  que  con  el  tratamiento  crónico  con  L‐DOPA  los  animales  manifestaron 

principalmente discinecias de tipo orolinguales, axiales y de extremidad en el momento en 

que fueron evaluados en la prueba de la escalera, por consiguiente se les dificultó aún más 

la actividad para  tomar el pellet de  los escalones para  comerlo,  correspondiendo  con  los 

resultados de Winkler  y  cols.  (2002). Además,  es  de  considerarse  que  la motivación  que 
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lleva al animal a tomar  los trozos de comida es  la restricción del alimento (Montoya et al., 

1991),  generando  un  estado  de  ansiedad  y  promoviendo  la  realización  de movimientos 

rápidos  y  poco  precisos  de  las  extremidades  delanteras,  lo  que  también  dificulta  la 

realización de la prueba (Smith y Metz, 2005). 

 

Melatonina 

Como  se  describe  en  nuestros  resultados,  todos  los  animales  tratados  con  6‐

OHDA+melatonina  presentaron  un  comportamiento  inicial  similar  a  los  animales  con  6‐

OHDA  sin  tratamiento,  posteriormente  a  los  21  días  aproximadamente  los  animales 

presentaron mejoría gradual en el uso de las extremidades delanteras (Gráficas 1A,B y C).  

 

En un estudio realizado por Singh y cols. (2006), muestran que a  los 35 días de tratamiento 

con melatonina en  animales  lesionados  con 6‐OHDA, presentan mejoría en  la postura, el 

tiempo de  inicio de movimiento  y  la habilidad para  tomar  los pellets  en  la prueba de  la 

escalera de la extremidad contralateral a  la  lesión, coincidiendo con nuestros datos ya que 

nosotros encontramos mejoría en los animales entre los días 28 y 42. Los autores proponen 

que el efecto neuroprotector de  la melatonina es por  su  capacidad de estimular enzimas 

antioxidantes como la SOD y GSH‐Px, las cuales actúan sobre los radicales libres formados a 

partir de la 6‐OHDA, además de que estas enzimas se encuentran disminuidas en el cerebro 

de  los  animales  depletados  de DA  (Kummar  et  al.,  1995;  Tomás‐Zapico  y    Coto‐Montes, 

2005). 

 

Estudios  previos muestran  que  el  tratamiento  con melationina  a  corto  plazo  no  ejerce 

efecto neuroprotector en  animales depletados de DA  (Itzhak  et al., 1998; Capitelli  et al., 

2008; Naskar  et al., 2013), debido probablemente a que los niveles de esta neurohormona 

son bajos en el cerebro  (Capitelli et al., 2008); en este  sentido  se  sugiere que el nivel de 

melatonina tiene que ser alto y continuamente mantenido por  largo tiempo en el cerebro 

para así garantizar su efecto neuroprotector (Morgan y Nelsonb, 2001; Rennie et al., 2007; 

Capitelli et al., 2008).  

 

 

 



 

46 
 

L‐DOPA/melatonina 

Sorprendentemente, como se muestra en nuestros resultados, todos  los animales tratados 

con  la  co‐administración  de  6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina  presentaron  mejoría  en  su 

desempeño motor en  la prueba de  la escalera desde el  inicio del tratamiento, perdurando 

este efecto hasta el  final del experimento  (Gráficas 1 A, B y C), asimismo observamos que 

estos  animales mejoraron  los movimientos de  contracción  y proyección de  los dígitos,  la 

pronación y supinación, en comparación con los otros grupos.  

 

El efecto neuroprotector que observamos, probablemente sea debido a la característica de 

la melatonina de actuar como antioxidante, evitando  la   auto‐oxidación de  la L‐DOPA y  la 

consecuente formación de L‐DOPA‐SQ, restaurando así los niveles de L‐DOPA y aumentando 

la biodisponibilidad de  la DA en el NE (Maharaj et al., 2005; Rocchitta et al., 2006; Borah y 

Mohanakumar, 2009a). 

Prueba de la viga 

La  prueba  de  la  viga  de  equilibrio  nos  permitió  evaluar  movimientos  estereotipados 

espontáneos,  la coordinación y alteraciones motoras características de  la EP en un modelo 

animal (Jinnah y Hess, 2004). Dicha prueba consiste en analizar la habilidad de los animales 

para  desplazarse  sobre  la  viga  ascendente  sin  caer  (Allbutt  y  Henderson,  2007).  El 

dispositivo que utilizamos  implicó mayor dificultad para  su ejecución por el grosor de  las 

vigas  (6 y 12 mm), además de que al colocarse diagonalmente a 15o con  respecto al piso 

requirió mayor esfuerzo para mantener una posición estable. 

 

En  humanos  el  deterioro  clínico  del  equilibrio  aparece  cuando  la  pérdida  de  neuronas 

dopaminérgicas  es  >70%  (Martinez‐Martin,  2004). Bracha  y  cols.  (1987)  reportan  que  los 

pacientes parkinsónicos, cuando fueron evaluados en una prueba ambulatoria presentaron 

asimetría  rotatoria  hacia  el  hemisferio  que  contiene  menor  actividad  dopaminérgica, 

decremento  la  iniciación  del movimiento  (acinesia),  el  caminar  fue  lento  y  presentaron 

alteraciones posturales, por lo que se propone que dichas alteraciones pueden ser similares 

en ratas hemiparkinsónicas, lo cual puede contribuir al déficit motor observado en la prueba 

de la viga (Warraich et al., 2009). 
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Nuestros resultados concuerdan con lo reportado en la literatura, donde se observa que en 

ratas lesionadas unilateralmente, en el haz medial con 6‐OHDA, el tiempo de recorrido en la 

viga  es  incrementado  drásticamente  con  respecto  al  grupo  control  (gráfica  3A,  B  y  C) 

(Truong et al., 2006; Strome et al., 2006; Allbutt y Henderson, 2007; Avila‐Costa et al., 2007; 

Gutiérrez‐Valdez,   2007; Gutiérrez‐Valdez et al., 2012a; 2012b).  Los animales presentaron 

rigidez  y  lentitud  en  sus movimientos,  algunas  ratas  recorrían  la  viga pero  se detenían  y 

luego  reiniciaban el  recorrido o simplemente se quedaban  inmóviles sobre  la viga,  lo cual 

podría  ser  considerado  como  acinesia  y  bradicinesia  (Truong  et  al.,  2006;  Allbutt  y 

Henderson, 2007; Madete et al., 2010).  

 

Más aún, observamos que  los animales presentaron disminución en  la capacidad para usar 

las  extremidades  contralaterales  a  la  lesión,  tanto  para  realizar  ajustes  posturales,  como 

para  mantener  el  balance  para  desplazarse  sobre  la  viga,  lo  cual  concuerda  con  los 

resultados obtenidos por varios autores, donde muestran que  la principal característica de 

los  animales  depletados  unilateralmente  de  DA  es  la  disfunción  de  las  extremidades 

contralaterales, por lo cual los animales no pueden equilibrar el peso de su cuerpo y lograr 

un  ajuste  postural  óptimo  para  mantenerse  en  equilibrio  en  una  superficie  estrecha, 

proponiendo  que  funcionalmente  el  lado  no  lesionado  no  compensa  adecuadamente  el 

déficit motor cuando la lesión es tan extensa (Miklyaeva et al., 1995; Warraich et al., 2009; 

Lezcano et al., 2009; 2010; Madete et al., 2011). 

 

L‐DOPA 

Los  datos  obtenidos  de  los  animales  tratados  con  6‐OHDA+L‐DOPA  concuerdan  con  los 

datos previamente reportados en nuestro  laboratorio, en donde  las ratas que recibieron  la 

inyección de 6‐OHDA en el haz medial y fueron tratadas con L‐DOPA muestran recuperación 

de  la  actividad motora  en  los  primeros  días de  tratamiento, pero  a  partir  de  los  28 días 

incrementaron  drásticamente  el  tiempo  de  recorrido  sobre  las  vigas  (Gutiérrez‐Valdez, 

2007; Gutiérrez‐Valdez et al., 2012a). Los estudios en pacientes con EP tratados con L‐DOPA 

han mostrado aumento significativo en la velocidad de la marcha y la longitud de la zancada 

(Blin et al., 1991; Ferrandez y Blin, 1991; O'Sullivan et al., 1998). 
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En nuestro estudio observamos que los animales interrumpían frecuentemente su ascenso y 

resbalaban debido a la poca fuerza de sujeción de los dígitos producida por la lesión, misma 

que no es revertida por el tratamiento con L‐DOPA, lo cual concuerda con lo reportado por 

Melvin y cols. (2005). La degeneración de la SNc producida por la inyección con 6‐OHDA en 

el  haz medial  disminuye  considerablemente  el  tiempo  de  beneficio  terapéutico  de  la  L‐

DOPA  (Winkler  et  al.,  2002)  probablemente  debido  a  que  este  fármaco  produce  estrés 

oxidativo  y  por  consiguiente  incrementa  la  neurodegeneración  de  las  células 

dopaminérgicas remanentes (Jenner, 1995; Wolters et al., 1995).  

 

Además,  cuando  los  animales  intentaban  recorrer  la  viga  se  detenían  debido  a  que 

presentaba MIAs de tipo axial y de extremidad, inclusive, en una ocasión un animal presentó 

giro  contralateral  (en  la viga de 12mm), por  lo que  tuvo que  ser  retirado de  la viga para 

evitar  su  caída.  Johnson  y  cols.  (1996)  reportan  que  dos  pacientes  con  discinesias 

clínicamente evidentes, presentaron disminución en la velocidad y aumento significativo en 

la torpeza al caminar, los autores proponen que la alteración en la coordinación motora se 

incrementa en etapas avanzadas de  la enfermedad y que podría complicarse aún mas por 

las discinecias inducidas por el tratamiento crónico con L‐DOPA.  

 

Melatonina 

Los animales que recibieron el tratamiento con 6‐OHDA+melatonina, a partir de los 42 días 

de tratamiento presentaron recuperación gradual de la actividad motora, lo que sugiere que 

de  alguna  manera  la  melatonina  contribuyó  a  la  recuperación  de  la  coordinación  del 

movimiento  de  las  extremidades  ipsi  y  contralateral  a  la  lesión  (Gutiérrez‐Valdez,  2007;  

Gutiérrez‐Valdez  et  al.,  2012a;  2012b),  por  ello,  probablemente  los  animales  lograron 

realizar ajustes posturales óptimos para mantener el balance y desplazarse sobre las vigas y 

presentar tiempos similares al grupo de animales control. 

 

Patki y Lau  (2011)  realizaron un estudio en animales depletados de DA,  los cuales  fueron 

continuamente tratados con melatonina durante 18 semanas, al evaluar a los animales en la 

prueba de  la viga observaron mejoría en  la  coordinación motora en comparación  con  los 

animales que no recibieron el tratamiento; además el tratamiento crónico con melatonina 

incrementó los niveles de DA en el núcleo estriado, de tal manera que los autores concluyen 
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que  el  tratamiento  con melatonina  a  largo plazo  tiene  un potencial neuroprotector para 

preservar la función dopaminérgica nigroestriatal. Debido probablemente  a que durante el 

tiempo de  tratamiento se mantuvieron  los niveles altos y constantes de melatonina en el 

cerebro (Rennie et al., 2008) 

 

L‐DOPA/melatonina  

Los  animales que  recibieron  la  co‐administración  crónica de 6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina 

presentaron  recuperación  de  la  coordinación motora,  los  animales  subían  alternando  las 

extremidades  ipsi  y  contralateral  a  la  lesión  lo  que  hacia  más  fluido  y  mas  rápido  el 

desplazamiento  sobre  las  vigas,  de  tal  manera  que  presentaron  tiempos  de  recorrido 

similares a  los animales del grupo control durante  todo el experimento  (gráficas 3 y 4). A 

este respecto, estudios recientes muestran que  la melatonina administrada  junto con  la L‐

DOPA en ratones, revierte la acinesia y la catalepsia inducida por la neurotoxina MPTP, por 

medio de restablecer el número de espinas dendríticas en las neuronas espinosas medianas 

y  atenuar  la  pérdida  de  DA  en  el  NE.    Proponiendo  que  la  melatonina  podría  ser  un 

adyuvante  ideal para  la  terapia de L‐DOPA en  la EP  (Naskar et al., 2013). En este sentido, 

nuestros  datos  también mostraron  que  los  animales  que  recibieron  tratamiento  con  6‐

OHDA+L‐DOPA/melatonina  presentaron  conservación  de  las  espinas  dendríticas  e 

incremento en  las neuronas dopaminérgicas del lado contralateral a la lesión, por lo que es 

factible  pensar  que  se  favorezcan  las  conexiones  nigroestriatales  permitiendo  que  los 

animales  lograran realizar ajustes óptimos en sus movimientos para mantener el balance y 

desplazarse sobre las vigas. 

 

Movimientos Involuntarios Anormales 

Como se muestra en las gráficas 7 A, B y C, los animales depletados de DA que no recibieron 

tratamiento  presentaron  puntajes  bajos  de MIAs  en  comparación  con  los  que  recibieron 

tratamiento con L‐DOPA, lo cual concuerda con los resultados de otros autores (Putterman 

et al., 2007; Winkler et al., 2002), asimismo los animales que recibieron el tratamiento con 

melatonina  presentaron  comportamiento  similar,  corroborando  estos  datos  con  los 

previamente reportados por nuestro grupo (Gutiérrez‐Valdez et al., 2012a). Estos grupos de 

animales  se  caracterizaron  principalmente  por  presentar  MIAs  en  la  extremidad 
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contralateral  a  la  lesión  y  de  tipo  orolinguales  (considerado  como  temblor  en  reposo; 

Winkler  et  al.,  2002;  Torres‐Esquivel,  2012).  Estudios  previos  proponen  que  los MIAs  en 

ratas,  en  términos  de  severidad  y  distribución  topográfica  están  condicionados  por  la 

denervación  dopaminérgica  del  NE  (Winkler  et  al.,  2002)  esto  puede  explicarse  por  la 

organización  somatotópica  de  esta  estructura. Un  aspecto  importante  es  que  el  estriado 

dorsolateral controla los movimientos de la mandíbula y los movimientos de extremidad. La 

función anormal de dicha región está correlacionada con la presencia de MIAs orolinguales y 

de extremidad (Andersson et al., 1999). Boulet y cols. (2006) muestran que la estimulación 

del NST  (Nucleo  subtalámico)  en  ratas hemiparkinsónicas  induce  los 4  subtipos de MIAs, 

dependiendo  de  los  parámetros  de  estimulación  e  intensidad, mostrando  que  el  umbral 

para que se presenten  los movimientos orolinguales es menor que el que se requiere para 

producir  los demás subtipos. Es posible que esta actividad se deba a la sobreexcitación del 

NST, que al estimular los núcleos de salida promuevan la sobre‐inhibición en el tálamo y la 

corteza, lo que produciría el temblor (Truong et al., 2006).  

 

L‐DOPA 

Los  animales  que  recibieron  el  tratamiento  crónico  con  L‐DOPA  presentaron  incremento 

drástico de los DIL (gráficas 7A, B y C). Existen estudios que demuestran que la respuesta a 

la  L‐DOPA  cambia  con  la  progresión  de  la  enfermedad.  Mouradian  y  cols.,  (1989) 

demostraron que una dosis mínima de L‐DOPA produce discinesias en pacientes con EP en 

etapas avanzadas, en comparación con  los pacientes en etapas  iniciales, sugiriendo que  la 

ventana terapéutica de la L‐DOPA se pierde en etapas avanzadas de la enfermedad, además 

disminuye  la  capacidad  del  cerebro  para  aprovechar  la  L‐DOPA,  que  la  enzima 

descarboxilasa  la convierta a DA, se almacene en las vesículas y gradualmente se  libere. Es 

decir, con  la pérdida de  las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales  se pierde el control 

presináptico de la liberación de DA y su recaptura, dando lugar a fluctuaciones en los niveles 

extracelulares  de DA  (Metman  et  al.,  2000;  Cenci  y  Lundblad,  2006);  estas  fluctuaciones 

están estrechamente relacionadas con el desarrollo de  los LID  (Chase, 1998). Asimismo, el 

tratamiento  con  L‐DOPA  desencadena  los  LID  por medio  de  vías  de  señalización  en  las 

neuronas  estriato‐nigrales,  probablemente  por  estimulación  de  los  receptores  D1  y  D2 

(Svenningsson et al., 2000). 
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En nuestro estudio  los animales que recibieron 6‐OHDA+L‐DOPA presentaron movimientos 

discinéticos  que  afectaron  el  lado  contralateral  del  cuerpo,  como  es  extensamente 

reportado por varios autores  (Cenci et al., 1998; 2002; Winkler et al., 2002); entre 10‐20 

minutos después de  la administración de  la L‐DOPA,  los animales desarrollaron  los DIL que 

implican los músculos orolinguales, la extremidad delantera, axiales así como locomoción o 

giro, que son comportamientos típicos de discinecias en este modelo animal de la EP (Cenci 

et al., 2002; Winkler et al., 2002; Cenci y Lundblad, 2007; Ulusoy et al., 2010; Lane y Dunnet, 

2010) y que es homólogo a los DIL observados en los pacientes (Lundblad et al., 2002; Marin 

et al., 2009). Algunos estudios proponen que los DIL pueden estar relacionadas por el nivel 

de depleción dopaminérgica estriatal y por la dosis de L‐DOPA (Thiele et al., 2011; Smith et 

al., 2012); en este sentido Putterman y cols.  (2007) mostraron que  la administración de 3 

mg/kg de L‐DOPA a ratas hemiparkinsónicas causa incremento significativo de discinecias de 

extremidad  de  tipo  orolinguales, mientras  que  la  dosis  de  4 mg/kg  produce  discinecias 

axiales y giro contralateral, concluyendo que la expresión de un subtipo u otro de LID podría 

estar  relacionado  con  la  dosis  de  L‐DOPA;  considerando  que  nosotros  usamos  la  dosis 

utilizada en la clínica de 7.5 mg/kg (Picconi et al., 2003; Lindgren et al., 2007)  los animales 

presentaron incremento significativo de los 4 subtipos de los DIL.  

 

También  se propone que  la estimulación  repetida de  los  receptores D1 por  la L‐DOPA en 

ratas  lesionadas  con  6‐OHDA  lleva  al  incremento  progresivo  en  la  expresión  de  los 

receptores D3 en  las neuronas espinosas medianas de  la vía directa,  lo  cual  sensibiliza  la 

conducta de giro producida por la administración de la L‐DOPA (Bordet et al., 1997; Bordet 

et al., 2000). 

 

Las DIL de extremidad se asemejan a una clase de movimiento coreiforme, se propone que 

las  discinecias  de  este  tipo  generalmente  involucran  la  sobreactividad  de  la  vía  directa, 

mientras que las discinesias caracterizadas por distonías han sido tentativamente atribuidas 

a la vía indirecta (Bezard et al., 2001). 

 

Por otro lado, existen evidencias de que la depleción dopaminérgica puede generar cambios 

en  las  neuronas  postsinápticas,  las  cuales  involucran modificaciones  en  la morfología  y 

pérdida de espinas dendríticas de  las neuronas espinosas medianas,  lo  cual  traería  como 
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consecuencia  la disminución de conexiones sinápticas  (Deutch, 2006; Ulusoy et al., 2010), 

asimismo,  al  perderse  la  modulación  dopaminérgica  en  el  estriado,  se  promovería  el 

incremento en los niveles extracelulares de glutamato provenientes de la corteza (Cepeda y 

Levine,  1998; Meshul  et  al.,  1999;  Deutch,  2006).  En  este  contexto  se  propone  que  el 

tratamiento  crónico  con  L‐DOPA  exógena  produce  la  estimulación  de  los  receptores 

dopaminérgicos en las neuronas espinosas medianas del estriado (Chase, 1998; Rylander et 

al.,  2009),  produciendo  cambios  en  el  patrón  de  fosforilación  de  las  subunidades  de  los 

receptores NMDA y AMPA, haciendo más sensibles a las aferencias glutamatérgicas córtico‐

estriatales  (Cepeda  et  al.,  1993;  Thiele  et  al.,  2011),  esta  adaptación  de  excitabilidad  en 

paralelo  con  la  pérdida  de  conectividad  producida  por  la  falta  de  espinas  dendríticas  se 

relaciona con el desarrollo de los DIL (Soderstrom et al., 2010; Ulusoy et al., 2010).  

 

Las discinecias inducidas por la L‐DOPA pueden ser vistas como una adaptación a largo plazo 

por la depleción de DA y la estimulación no fisiológica de receptores dopaminérgicos, dando 

lugar  a  alteraciones  posteriores  en  la  expresión  de  genes  y  proteínas  en  las  neuronas 

espinosas  medianas  (Chase,  1998;  Cenci  et  al.,  2009),  por  ejemplo  incremento  en  la 

expresión de Fos‐B/Δfos‐B  (Familia de proteínas Fos‐B) y el RNAm de prodinornfinas en el 

núcleo estriado (Andersson et al., 1999; Valastro et al., 2009; Francardo et al., 2011), lo que 

sugiere que los factores de transcripción pueden favorecer la expresión y la severidad de las 

discinecias (Berton et al., 2009; Pavon et al., 2010).  

 

En  resumen  podemos  decir  que  tanto  los  componentes  presinápticos  (producción, 

almacenamiento, liberación contralada y recaptura de DA por las neuronas dopaminérgicas) 

y postsinápticos (receptores, segundos mensajeros, vías de señalización de las neuronas del 

núcleo estriado) son críticos en  la  inducción y mantenimiento de  las discinecias (Ulusoy et 

al., 2010). 

 

L‐DOPA/melatonina 

Los  animales que  recibieron el  tratamiento  con 6‐OHDA+L‐DOPA/melatonina presentaron 

bajos  puntajes  de MIAs  en  comparación  con  los  que  recibieron  exclusivamente  L‐DOPA 

(gráficas 7A, B y C), mostrando que de alguna manera  la melatonina tiene cierta influencia 

sobre  los  DIL.    Es  importante  destacar  que  hasta  el momento  no  hay  estudios  sobre  el 
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efecto de  la co‐administración de  la L‐DOPA/melatonina en  los   MIAs en  la EP. Pero varios 

autores proponen que la melatonina puede tener un efecto benéfico sobre los LID debido a 

sus propiedades antioxidantes (Maharaj et al., 2005; Srinivasan et al., 2005) y su capacidad 

de estimular las enzimas antioxidantes (Mayo et al., 2002). Rocchitta y cols. (2006), reportan 

que  la co‐administración de  la L‐DOPA/melatonina  inhibe  la auto‐oxidación de  la L‐DOPA y 

la consiguiente formación de L‐DOPA‐SQ, aumentando así la biodisponibilidad de la DA en el 

NE, por  lo que  la melatonina parece  ser el  fármaco  antioxidante más  adecuado para  ser 

utilizado como coadyuvante con  la L‐DOPA con el propósito de evitar  la auto‐oxidación no 

enzimática de la L‐DOPA y la DA. De acuerdo a estos estudios es factible pensar que con la 

co‐administración de L‐DOPA/melatonina se evitan las fluctuaciones en las concentraciones 

de DA, disminuyendo así los DIL 

 

Estudios recientes muestran que el prevenir la pérdida de espinas dendríticas con  Isradipina 

(antagonista  de  canales  de  calcio)  en  animales  lesionados  con  6‐OHDA  y  tratados  con  6 

mg/kg  de  L‐DOPA,  se  reducen  significativamente  los  DIL  en  comparación  con  los  que 

recibieron exclusivamente L‐DOPA  (Schuster et al., 2009). En nuestro estudio  los animales 

que  recibieron  el  tratamiento  con  L‐DOPA/melatonina  se  previno  la  pérdida  de  espinas 

dendríticas  en  las  neuronas  espinosas medianas  del NE  (gráficas  8 A  y B),  por  lo  que  es 

factible  pensar  que  en  el  núcleo  estriado  se  lleva  a  cabo  la  apropiada  integración  de 

información, lo que resulta en la eficacia del desempeño motor y la prevención de los MIAs. 

Asimismo Aguiar y cols. 2002 reportan que animales lesionados con 6‐OHDA y tratados con 

melatonina disminuyeron la conducta de giro inducida por apomorfina, proponiendo que la 

melatonina restaura los contenidos de DA y con ello se disminuye la supersensibilidad de los 

receptores dopaminérgicos. 

 

Otro posible mecanismo por el cual el tratamiento con L‐DOPA/melatonina podría disminuir 

la  severidad de  los  LID, está  relacionado  con  la  capacidad antioxidante de  la melatonina. 

Estudios recientes proponen que el ON producido por  la autooxidación de  la L‐DOPA está 

asociado  con  los  LID,  resultando  en  alteraciones  de  algunas moléculas  de  señalización, 

incluyendo ΔFosB, fosfo‐DARPP32 y fosfo‐Glu‐R1 (subunidades del receptor AMPA) en el NE 

(Takuma et al., 2012). En este  sentido  se han utilizado  inhibidores del NOS  (Oxido Nitrico 

Sintasa)  en  animales  lesionados  con  6‐OHDA  y  tratados  con  L‐DOPA,  resultando  en  la 
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disminución evidente de los LID (Padovan‐Neto et al., 2009; Takuma et al., 2012; Del‐Bel et 

al., 2013) y de las moléculas ΔFosB (Padovan‐Neto et al., 2011), fosfo‐DARPP32 y fosfo‐Glu‐

R1 (Takuma et al., 2012). En este contexto es factible pensar que con el tratamiento con L‐

DOPA/melatonina, la melatonina neutralice la NOS (Pozo et al., 1997; Petri et al., 2011) y el 

ON (Reiter, 2000a; Reiter et al., 2000b; Reiter et al., 2003), de esta manera probablemente 

la co‐administración de L‐DOPA/melatonina pudiera modular las moléculas de señalización y 

con ello la severidad de los LID.  

Células inmunopositivas a TH 

Como era de esperarse, la inyección con 6‐OHDA en el haz medial disminuyó drásticamente 

el número de neuronas  inmunopositivas a TH en  la SNc, coincidiendo con trabajos previos 

en pacientes (Damier et al., 1999) y en modelos con 6‐OHDA (Ungerstedt, 1968; Björklund 

et  al.,  1980,  Allbutt  y  Henderson,  2007;  Dowd  y  Dunnett,  2005;  Smith  et  al.,  2012; 

Hernández‐Baltazar et al., 2013; Ma et al., 2014). Por  lo que se sugiere   que es un modelo 

válido, que simula las etapas avanzadas en la EP, donde los animales presentan daño motor 

(Deumens et al., 2002). El mecanismo molecular preciso de  la citotoxicidad de  la 6‐OHDA 

permanece todavía en discusión. Se han propuesto varias hipótesis, una de ellas se relaciona 

con  la  formación  de  radicales  libres  por  reacciones  de  autooxidación  de  la  6‐OHDA 

formando  radicales OH,  además  de  que  disminuye  la  actividad  del  complejo  I  (NADH—

ubiquinona‐reductasa) y IV (citocromo c oxidasa) con  la consecuente disminución de ATP y 

muerte  celular  (Glinka  et  al;  1998),  lo  cual  también  se  ha  reportado  en  estudios  post‐

mortem  de  pacientes  con  EP  (Hansruedi,  2009).  Además,  el  daño  mitocondrial  puede 

resultar  en  la  liberación  del  citocromo  C  y  activar  la  caspasa  3,  sugiriendo  que  la  vía 

apoptótica intrínseca está implicada en la muerte  de las neuronas dopaminérgicas (Jordán 

et al., 2003; Hernández‐Baltazar et al., 2013; Stott y Barker, 2014). 

 

L‐DOPA 

Como se puede observar en  la gráfica 9,  los animales que  recibieron L‐DOPA presentaron 

pérdida  drástica  de  células  inmunopositivas  a  TH  tanto  del  lado  ipsilateral  como  del 

contralateral  a  la  lesión,  similar  a  los  animales  lesionados  con  6‐OHDA  sin  tratamiento, 

aspecto reportado también por Smith et al., (2012) y por nuestro grupo (Gutiérrez‐Valdez, 

2007).   Al respecto se han realizado estudios en  líneas celulares catecolaminérgicas (PC12) 
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donde demuestran que al adicionar L‐DOPA al medio de cultivo resulta en la disminución de 

la viabilidad celular de manera dosis dependiente, daño al DNA, disminución en la longitud 

de  las neuritas y distintas señales de estrés oxidativo  (Sabens et al., 2010;  Jin et al., 2010; 

Park  et  al.,  2011).  Estudios  in  vitro  e  in  vivo muestran  que  el  tratamiento  con  L‐DOPA 

disminuye las células inmunopositivas a TH, estos resultados sugieren que la L‐DOPA induce 

muerte  celular  principalmente  debido  a  la  generación  de  ROS  (Mytilineou  et  al.,  1993; 

Walkinshaw y Waters 1995; Pardo et al., 1995a y 1995b; Ferrario et al., 2003;  Jeon et al., 

2007)  lo cual puede  incrementar el estrés oxidativo en  la via nigro‐estriatal  (Jenner, 1995; 

Walkinshaw y Waters, 1995; Wolters et al., 1995). Asimismo, estudios previos en nuestro 

laboratorio mostraron que  animales hemiparkinsónicos  tratados  con  L‐DOPA presentaron 

incremento en los niveles de peroxidación de lípidos, lo cual es una característica del estrés 

oxidativo (Gutiérrez‐Valdez, 2007). 

 

Además, existen evidencias que  indican que el tratamiento con L‐DOPA  inhibe  la actividad 

del complejo I y IV de la cadena de transportadores de electrones (Przedborski et al., 1993; 

Pardo et al., 1995a). El daño a  la mitocondria puede  liberar el citocromo c y activar  la vía 

apoptótica (Jin et al., 2010). 

 
Melatonina 

El tratamiento con melatonina favoreció la conservación de las neuronas dopaminérgicas en 

la  SNc  del  lado  contralateral  a  la  lesión  en  comparación  con  los  que  no  recibieron 

tratamiento  (Gráfica 9B),  lo cual  concuerda  con estudios previos    (Gutiérrez‐Valdez 2007; 

Ma  et  al.,  2009;    Patki  y  Lau,  2011;  Gutiérrez‐Valdez  et  al.,  2012a).  Se  propone  que  la 

protección  dada  por  la  melatonina  puede  ser  por  la  acción  directa  como  antioxidante 

(Gutiérrez‐Valdez 2007; Reiter et al., 2008; Ma et al., 2009) o  indirectamente, estimulando 

enzimas  antioxidantes  como  el  glutation  peroxidasa  (GPx),  glutation  reductasa  (GRd)  y 

superóxido  dismutasa  (SOD)  (Reiter  et  al.,  2003;  Hardeland  et  al.,  2006;  Bonnefont‐

Rousselot y Collin, 2010).  

 

Como  se  mencionó  la  6‐OHDA  inhibe  el  complejo  I  y  IV  de  la  cadena  respiratoria 

mitocondrial y  la generación de ATP. En este sentido se ha demostrado que  la melatonina 

incrementa la actividad mitocondrial en la cadena respiratoria en los complejos I y IV (León 
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et al., 2005; Reiter et al., 2008) y mantiene los niveles normales de ATP (Patki y Lau, 2011) 

además incrementa la expresión del DNAmt que codifica el polipéptido de la subunidad I, II, 

y  III  del  complejo  IV  (León  et  al.,  2005).  También  se  sugiere  que  la melatonina  tiene  la 

capacidad de donar y aceptar electrones, de este modo incrementa el flujo de electrones, el 

cual es un efecto que no se ha observado con ningún otro antioxidante (León et al., 2004). 

Más aún  la melatonina previene  la apoptosis  inducida por  la 6‐OHDA  (Mayo et al., 1998a; 

1998b). De acuerdo a esto, es factible pensar que probablemente la melatonina ayude a las 

células dopaminérgicas a ser más resistentes a los efectos perjudiciales producidos por la 6‐

OHDA. 

 

Además de la acción antioxidante, otra posible explicación para el efecto neuroprotector de 

la melatonina es  la capacidad de  regular el GDNF  (factor neurotrofico derivado de células 

gliales) el cual confiere protección al sistema nigro‐estriatal en modelos experimentales de 

la EP. A este respecto, se ha observado que la administración de GDNF estimula a la enzima 

TH, por lo que un posible mecanismo por el cual la melatonina induce la expresión de la TH 

puede estar  relacionado  con  los altos niveles de GDNF  (Venero et al., 2002; Armstrong y 

Niles, 2002; McMillan et al., 2007).  

 

L‐DOPA/Melatonina 

Los animales que  recibieron  la co‐administración de L‐DOPA/melatonina durante 6 meses 

presentaron menor muerte de células inmunopositivas a TH en la SNc en el lado ipsilateral a 

la  lesión en comparación con  los demás grupos, a pesar de que no mostraron diferencias 

significativas, es factible pensar que este porcentaje pequeño de células podrían participar 

en la mejoría de las pruebas motoras así como la disminución de las discinesias (gráfica 9A).  

 

Sorprendentemente, en el lado contralateral a la lesión los animales mostraron incremento 

el  número  de  neuronas  dopaminérgicas  (gráfica  9B),  probablemente  para  tratar  de 

compensar el daño producido en el lado ipsilateral a la lesión. Al respecto estudios recientes 

en nuestro laboratorio muestran que animales lesionados con 6‐OHDA que recibieron la co‐

administración  de  L‐DOPA/melatonina  presentaron  neuronas  inmunopositivas  a  TH/BrdU 

(5‐bromo  2‐deoxyuridina)  es  decir,  que  el  efecto  de  estos  fármacos  podría  ayudar  a  la 

neurogénesis  (Moreno  Rivera,  2014).  Como  se  mencionó  la  co‐administración  de  L‐
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DOPA/melatonina evita  la auto‐oxidación de  la L‐DOPA e  incrementa  los niveles de DA,  lo 

cual  podría evitar  las fluctuaciones en las concentraciones (Maharaj et al., 2005; Rocchitta 

et al., 2006; Borah y Mohanakumar, 2009a), manteniendo así los niveles estables de DA. En 

este sentido se ha reportado que la DA es importante para que se presente la neurogénesis, 

lo cual fue evidenciado en los animales depletados de DA donde se observó disminución de 

la  proliferación  de  células  precursoras  neuronales  (Baker  et  al.,  2004;  Van‐Kampen  y 

Eckman, 2006), este efecto fue revertido cuando se les  administró L‐DOPA (Höglinger et al., 

2004). Al parecer  el  efecto neurogénico  es modulado por  la  activación de  los  receptores 

dopaminérgicos, específicamente  los receptores D3 que parece que desempeñan un papel 

importante  en  este  proceso  (Van‐Kampen  y  Eckman,  2006).  De  esta manera,  la  L‐DOPA 

podía  estar  activando  receptores  dopaminérgicos  del  tipo  D3  ubicados  en  la  SNc  y 

desencadenar  las  cascadas  de  señalización  relacionadas  con  el  potencial  neurogénico  de 

estos receptores. 

 

También es importante tener en cuenta los cambios que la melatonina podría ocasionar en  

el  proceso  neurogénico.  Se  ha  reportado  que  la  melatonina  tiene  la  capacidad  de 

incrementar  la  neurogénesis  (Moriya  et  al.,  2007;  Kong  et  al.,  2008;  Kilic  et  al.,  2008; 

Ramírez‐Rodríguez et al., 2009; Rennie et al., 2009; Crupi et al., 2010; Crupi et al., 2011; 

Ramírez‐Rodríguez  et al., 2012; Chern et al., 2012). Se propone que esta característica de la 

melatonina  puede  ser  debida  a  su  capacidad  para    aumentar  la  síntesis  y  liberación  del 

factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) (Imbesi et al., 2008) el cual juega un papel 

importante en la formación de nuevas neuronas (Barnabé‐Heider y Miller, 2003; Babu et al., 

2009).  De  esta  manera  la  melatonina  podría  afectar  el  microambiente  favoreciendo  la 

neurogénesis. 

 

Ademas otro posible efecto neuroprotector del co‐tratamiento con L‐DOPA/melatonina, se 

deba a que el tratamiento con L‐DOPA en animales depletados de DA produce  incremento 

de  radicales OH,  los  cuales  tienen  la  capacidad de oxidar  la DA y generar  la neurotoxina 

endógena  6‐OHDA  en  el  NE,  produciendo  así  la  muerte  selectiva  de  las  neuronas 

dopaminérgicas de la SNc debido al estrés oxidativo y al daño mitocondrial (Maharaj et al., 

2005;  Borah  y   Mohanakuma,  2009a;    Borah  y Mohanakuma,  2010;  Borah  et  al.,  2012). 

Cuando  la L‐DOPA se administra  junto con  la melatonina, se disminuye  la  formación de 6‐



 

58 
 

OHDA (Maharaj et al., 2006; Borah y  Mohanakuma, 2009b; Borah et al., 2012) así como los 

niveles  de  peroxidación  de  lípidos  (Maharaj  et  al.,  2006),  y  de  esta  manera  se  brinda 

protección a las neuronas dopaminérgicas en la SNc del lado contralateral a la lesión. 

Espinas dendríticas 

Nuestros resultados muestran que la denervación dopaminérgica producida por la 6‐OHDA 

resulta  en  la  pérdida  de  espinas  dendríticas  de  las  neuronas  espinosas  medianas  del 

estriado  (gráficas  10A  y  B).  Estudios  post‐mortem  en  pacientes  con  EP  han  revelado 

disminución del 30% y esta pérdida puede alcanzar hasta el 50% en la densidad de espinas 

dendríticas  en  las  neuronas  espinosas medianas  además  de  reducción  en  el  tamaño  del 

árbol dendrítico (Stephens et al., 2005; Zaja‐Milatovic et al., 2005; Deutch et al., 2006), de 

igual forma, en primates no humanos tratados con MPTP y roedores lesionados con 6‐OHDA 

muestran pérdida drástica de estas estructuras (Gutiérrez‐Valdez, 2004; Villalba et al., 2009; 

García‐Ruiz,  2012),  sugiriendo  la  importancia  del  sistema  nigro‐estriatal  en  la  regulación 

morfológica y la plasticidad de las espinas dendríticas en el núcleo estriado (Smith y Villalba, 

2008; Smith et al., 2009).  

 

Estudios  previos  muestran  que  la  denervación  dopaminérgica  aumenta  la  excitabilidad 

neuronal  en  el  cuerpo  estriado  debido  al  aumento  de  la  transmisión  córtico‐estriatal 

(Calabresi et al., 2007), al respecto se sugiere que las espinas dendríticas podrían retraerse o 

degenerar como mecanismo compensatorio (Ingham et al., 1998) para evitar la muerte por 

excitotoxicidad (Segal, 1995), ya que al disminuir el número de espinas dendríticas se reduce 

la  posibilidad  de  contactos  sinápticos  glutamatérgicos  y  con  esto  la  posible muerte  por 

excitotoxicidad (Cavazos et al., 1991; Day et al., 2006; Gerfen, 2006). 

 

L‐DOPA 

En nuestros resultados observamos que el  tratamiento crónico con L‐DOPA no restaura  la 

densidad  de  espinas  dendríticas  de  las  neuronas  espinosas  medianas  del  NE.  Esto  es 

consistente con estudios previos post‐mortem en pacientes con EP, donde muestran que la 

pérdida  de  espinas  dendríticas  estuvo  presente  a  pesar  de  que  todos  los  pacientes 

recibieron tratamiento con L‐DOPA por varios años (Zaja‐Milatovic et al., 2005; Stephens et 

al., 2005). Deutch y cols.  (2007) proponen que  la L‐DOPA puede ser  inefectiva en estados 
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avanzados de la EP debido probablemente a la pérdida de espinas dendríticas. En roedores 

con diferentes modelos de EP que fueron tratados con L‐DOPA no se restaura el número de 

espinas dendríticas (Deutch et al., 2007; García, 2012; Naskar et al., 2013).  

 

Como  se  mencionó,  el  tratamiento  con  L‐DOPA  hace  más  sensibles  a  las  aferencias 

glutamatérgicas córtico‐estriatales (Cepeda et al., 1993; Thiele et al., 2011), en este sentido 

se  propone  que  el  glutamato  que  actúa  sobre  los  receptores  NMDA  aumenta  el  Ca2+ 

intracelular. Al respecto se ha reportado que el  incremento en  los niveles de Ca2+ produce 

cambios  en  las  espinas  dendríticas,  de manera  que  el  aumento moderado  y  transitorio 

produce  alargamiento  de  las  espinas,  mientras  que  la  aplicación  pulsátil  de  glutamato 

incrementa los niveles de Ca2+  resultando en la contracción de las espinas, lo cual conlleva a 

su eventual desaparición (Korkotian y Segal, 1999; Segal et al., 2000). En este contexto, se 

ha reportado que  las espinas dendríticas son compartimientos individuales de Ca2+ (Cowan 

et al., 1998; Helmchen, 2002) y probablemente al perderse disminuirían las concentraciones 

de Ca2+ intracelular y la célula se protegería (Segal, 1995).  

 

Melatonina 

En  nuestros  resultados  mostramos  que  el  tratamiento  con  melatonina  ayudó  a  la 

conservación de las espinas dendríticas en las neuronas espinosas medianas. Al respecto se 

reporta  que  la  melatonina  previene  daño  del  citoesqueleto  por  reducción  del  estrés 

oxidativo  y  por  restablecimiento  de  sus  alteraciones  (Reiter  y  Benitez‐King,  2009).  Por 

ejemplo: en un estudio realizado en células N1E‐115 se mostró que la melatonina induce la 

formación de neuritas y de  filamentos de actina  (Benitez‐King et al., 2004),  la cual es una 

proteína que proporciona  la principal base estructural de  la organización del citoesqueleto 

de  las  espinas  dendríticas  (Halpain,  2000).  Además  se  muestra  que  ratas  tratadas  con 

melatonina  reestablecen  la  cantidad  de  microfilamentos  de  actina  en  el  hipocampo, 

comparadas con las que no recibieron tratamiento (Jiménez‐Rubio et al., 2012). 

 

La  conservación de  las espinas dendríticas promovida por  el  tratamiento  con melatonina 

podría  deberse  también,  a  la  modulación  de  la  sobreactividad  de  la  transmisión 

glutamatérgica en el estriado (Maharaj et al., 2007; Antunes et al., 2013; Chakraborty et al., 
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2014) debido a que se ha reportado que la melatonina atenúa la respuesta excitatoria de las 

neuronas estriatales cuando se estimula la corteza motora (Escames et al., 1996). Asimismo, 

estudios de electrofisiología muestran que  la melatonina deprime  la actividad del receptor 

NMDA en el núcleo estriado  (Kiss and Viz, 2001). Escames y cols.  (2004), proponen que  la 

melatonina inhibe la excitotoxicidad inducida por los receptores NMDA por su capacidad de 

reducir  la  actividad  del  nNOS  y  la  consecuente  producción  de ON,  el  cual  puede  actuar 

presinápticamente como mensajero retrógrado aumentando la liberación de glutamato y la 

activación postsináptica de los receptores  NMDA; pero también puede actuar directamente 

sobre  el  receptor  NMDA,  ya  sea  aumentando  o  disminuyendo  la  excitabilidad.  En  este 

contexto la melatonina tiene la habilidad de antagonizar los receptores NMDA. 

 

También se reporta que en un modelo de isquemia, el tratamiento con melatonina previene 

la disminución en la densidad de las espinas dendríticas (Chen et al., 2009; García‐Chávez et 

al., 2008),  tamaño del soma, número de bifurcaciones dendríticas,  longitud de  la dendrita 

apical y de las neuronas piramidales de corteza prefrontal (García‐Chávez et al., 2008), y en 

células piramidales de  la  región CA1 del hipocampo  (González‐Burgos  et al., 2007).  Estos 

estudios apoyan el hecho de que el  tratamiento con melatonina  tiene un efecto benéfico 

sobre  la  pérdida  de  las  espinas  dendríticas  favoreciendo  la  apropiada  integración  de  las 

conexiones, tal como lo indican nuestros resultados.  

 

L‐DOPA/melatonina 

La  co‐administración  de  L‐DOPA/melatonina  restauró  significativamente  la  densidad  de 

espinas  dendríticas  tanto  del  lado  ipsilateral  como  del  contralateral.  Estudios  recientes 

muestran que  la presencia de neuronas dopaminérgicas potencia  la  formación de espinas 

dendríticas en  las neuronas espinosas medianas en  cultivo. Por  lo que es posible que  las 

neuronas dopaminérgicas tienen efecto neurotrófico (Fasano et al., 2013). En este contexto 

es  factible  pensar  que  como  la  co‐administración  de  L‐DOPA/melatonina  incrementa  el 

número de neuronas dopaminérgicas en el  lado contralateral a  la  lesión, éstas ejercen un 

efecto neurotrófico promoviendo así la formación de nuevas espinas dendríticas. 

 

Nuestros resultados también concuerdan con lo reportado por Naskar y cols (2013), donde 

muestran  que  roedores  expuestos  a  la  neurotoxina  MPTP  y  tratados  con  L‐
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DOPA/melatonina  (5 mg/kg,  via  oral  y  10 mg/kg,  ip.  respectivamente)  dos  veces  al  día 

durante  2  días,  presentan  restauración  de  la  morfología  y  la  densidad  de  las  espinas 

dendríticas de  las neuronas espinosas medianas. Proponiendo que este efecto es regulado 

principalmente por la melatonina debido a sus características de disminuir el flujo excesivo 

de Ca2+. Concluyendo que la melatonina puede ser un buen coadyuvante para la L‐DOPA en 

la terapia de la EP.  

 

Comparación entre sexos 

En  nuestro  estudio mostramos  que  las  hembras  que  producen  estrógenos,  que  fueron 

lesionadas  con  6‐OHDA  y  que  recibieron  los  diferentes  tratamientos,  presentan  mayor 

neuroprotección en  comparación  con  los machos  y  las hembras ovx,  lo que  confirman  la 

diferencia  entre  sexos,  además  de  la  diferencia  en  el  retraso  en  la  neurodegeneración, 

sugiriendo  el  efecto  benéfico  de  los  estrógenos  en  el  desarrollo  y  progresión  de  la 

enfermedad. 

 

Se ha observado que  los estrógenos  tienen efecto neuroprotector sobre el  sistema nigro‐

estriatal,  lo cual es  importante de considerar dado el  impacto que pude  llegar a presentar 

en  las  estrategias  de  tratamiento.  Estudios  recientes  sugieren  que  las  mujeres  con  EP 

tienden a presentar retrazo en la aparición de ciertos síntomas motores comparado con los 

hombres  (Haaxma  et  al.,  2007;  Rubin,  2007;  Alves  et  al.,  2009),  lo  cual  concuerda  con 

nuestros resultados obtenidos en  las pruebas conductuales (gráficas 2 y 3). Además, varios 

estudios  reportan  que  los  hombres  presentaron  síntomas  motores  mas  severos  en 

comparación con las mujeres (Lyons et al., 1998; Rajput et al., 2004; Lubomski et al., 2014), 

observado que los hombres presentan más rigidez, dificultades para escribir, problemas del 

habla y problemas de  la marcha  (Scott et al., 2000). Más aún, mujeres post‐menopaúsicas 

con EP que recibieron  tratamiento con estrógenos, presentaron mejoría en el desempeño 

motor  (Lyons  et  al.,  1998;  Evatt  et  al.,  2011;  POETRY  Investigators,  2011),  sugiriendo  un 

papel sintomático de los estrógenos (Brann et al., 2007; Pavon et al., 2010). 

 

En  modelos  animales  con  6‐OHDA  en  ratas  hembras,  se  mostró  que  los  estrógenos 

disminuyen significativamente la rigidez (Sarkaki et al., 2008), mientras que en las ratas ovx 

disminuyen la actividad espontánea y la liberación de DA (Ohtani et al., 2001).  
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Se  propone  que  el  retraso  de  los  síntomas motores  en mujeres  podría  explicarse  por  el 

incremento en los niveles de DA estriatal comparados con los niveles en los hombres, lo cual 

podría retrasar el momento de llegar al umbral crítico en la disminución de la DA estriatal y 

por tanto retrasar el desarrollo de los síntomas parkinsónicos (Leranth et al., 2000; Haaxma 

et al., 2007; Pavon et al., 2010). 

 

Diversos  estudios  que  utilizan  toxinas  para  inducir modelos  de  la  EP muestran  que  son 

capaces de  reproducir  las diferencias  entre  sexos  en  la  susceptibilidad de  la  enfermedad 

observada en  los seres humanos (Murray et al., 2003; Ramírez et al., 2003; Ookubo et al., 

2008).  Por  ejemplo,  la  administración  de  6‐OHDA  en  las  fibras  nigro‐estriatales,  produce 

depleción en los niveles de DA en el NE y la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SNc, 

la cual es significativamente mayor en ratas machos comparado con las hembras (Murray et 

al., 2003; Gillies et al., 2004; McArthur et al., 2007), más aún, las ratas ovx presentan mayor 

pérdida  de DA  estriatal  en  comparación  con  las  hembras  con  las  gónadas  intactas,  este 

efecto  de  la  gonadectomía  puede  ser  revertido  por  el  reemplazo  del  estradiol  a  niveles 

fisiológicos antes de la lesión (Dluzen et al., 1996; Murray et al., 2003). 

 

Como indican nuestros resultados, los animales machos, hembras c/ov y hembras ovx con 6‐

OHDA sin tratamiento no mostraron diferencias significativas tanto del lado ipsilateral como 

contralateral a la lesión en cuanto al número de células dopaminérgicas, (gráficas 9A y B). Lo 

cual podría deberse a que la neurotoxina es sumamente agresiva, lo que de alguna manera 

no permite  la  sobrevivencia de más  células  (Flores‐Martínez, 2005).  Tambien  se propone 

que los estrógenos protegen las neuronas dopaminérgicas sobrevivientes por corto tiempo, 

pero que posteriormente estás células pudieran morir como consecuencia de la acción de la 

neurotoxina (Ferrez et al., 2003). 

 

Estudios previos mostraron el efecto del remplazo de los estrógenos en dosis fisiológicas en 

ratas ovx después de  la  inyección con 6‐OHDA en  la vía nigro‐estriatal,  reportando que el 

tratamiento  con  estrógenos  no  mostró  efecto  en  la  supervivencia  de  células 

inmunopositivas a TH, sin embargo, observaron que los estrógenos atenúaron la pérdida de 

DA en el NE; los autores proponen que los estrógenos de alguna manera pueden promever  

un mecanismo  adaptativo  de  síntesis,  liberación  y metabolismo  de  la  DA  en  las  células 
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sobrevivientes, por lo que probablemente las hembras pueden ser más capaces de resistir la 

aparición y progresión de  las  lesiones neurodegenerativas en comparación con  los machos 

(McArthur et al., 2007; Ferrax et al., 2008).  

 

Los  animales  que  fueron  exclusivamente  ovx  presentaron  disminución  en  el  número  de 

espinas dendríticas en  comparación  con  los machos y  las hembras  c/ov  (gráficas 8A y B). 

Asimismo observamos que  las hembras ovx que recibieron 6‐OHDA presentan disminución 

de  las  espinas  dendríticas  en  comparación  con  los machos  y  hembras  c/ov.  Al  respecto 

existen estudios  recientes que  indican que  los estrógenos pueden  regular  rápidamente el 

citoesqueleto  de  actina  a  través  de  cascadas  de  señalización  (Sanchez  et  al.,  2009; 

Srivastava et al., 2013). Los estrógenos conducen a la fosforilación de WAVE1 (homólogo de 

la familia de proteínas verprolina, que controlan la polimerización de actina) en los residuos 

de serina 310, 397, y 441 y  la redistribución WAVE1 hacia  los  lugares de  formación de  las 

espinas dendríticas. Los estrógenos actúan a través de  la activación de proteínas G vía REα 

(receptores  a  estrógenos)  llevando  al  reclutamiento  de  la  cascada  c‐

Src/Rac1/Cdk5/WAVE1/Arp‐2/3, donde Rac1 recluta la cinasa dependiente de ciclina (Cdk5) 

que fosforila directamente WAVE1 en los tres residuos de serina. Después de la fosforilación 

de WAVE1 por los estrógenos, el complejo Arp ‐2/3 se concentra en los sitios de formación 

de  las  espinas  dendríticas,  donde  desencadena  la  reorganización  local  de  las  fibras  de 

actina; en paralelo,  la estimulación de  las proteínas G por el REα  lleva a  la activación de  la 

cascada RhoA/ROCK‐2/moesina, lo que contribuye al remodelamiento del citoesqueleto y es 

necesario para la formación de las espinas dendríticas inducida por los estrógenos (Sanchez 

et al., 2009). Asimismo se ha reportado que cuando  los estrógenos se unen a su receptor 

ERα,  se  activa  la  vía  PI3K  (fosfoinositol3‐cinasa)  (García‐Segura  et  al., 2010; Marin  et  al., 

2009) que participa en el proceso de espinogénesis (Cuesto et al., 2011). 

�

Los estrógenos  también  tienen  la capacidad de activar  las proteínas cinasas reguladas por 

señales extracelulares (ERK) para activar a su vez el factor de crecimiento nervioso (NGF), el 

factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) y el factor neurotrófico derivado de células 

gliales (GDNF) y de esta manera producir neuroprotección (Xia et al., 1995; Sohrabji et al., 

1995;  Sawada  y  Shimohama,  2000;  Sohrabji  and  Lewis  2006;  Kipp  et al.,  2006).  También 

puede interactuar con el IGF‐1 (factor de crecimiento insulínico tipo 1), el cual ejerce efectos 
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neurotróficos,  lo que puede contribuir también al efecto neuroprotector de  los estrógenos 

(Quesada and Micevych 2004; Quesada et al.,   2008). Estudios  recientes  sugieren que  los 

estrógenos pueden incrementar la expresión del BDNF a través la vía ERK‐Akt‐CREB (Yang et 

al., 2010), además se propone la posible regulación epigenética dependiente de estrógenos 

que  podría  aumentar  la  transcripción  del  BDNF,  debido  a  que  los  estrógenos  pueden 

rápidamente  alterar  la  acetilación  y metilación  del  DNA  (Greenberg  et  al.,  2009).  Se  ha 

planteado un modelo hipotético donde se propone que los niveles de BDNF, ya sea a través 

del aumento de  la  liberación o  síntesis, potencialmente  impulsado por  los estrógenos, es 

capaz de activar de forma aguda la GTPasa Rac que conduce al alargamiento y estabilización 

de  las  espinas  dendríticas,  fomentando  así  su  estabilización  y  la  conectividad  sináptica 

(Srivastava et al., 2013). 

 

Interesantemente, en nuestros  resultados  también mostramos que existe diferencia entre 

sexos  con  respecto  a  las  discinecias  y  a  la  conducta  motora  con  los  resultados  del 

tratamiento,  observando  que  las  hembras  c/ov  6‐OHDA+L‐DOPA  presentan  retraso  en  el 

deterioro motor, pero son más propensas a desarrollar discinecias en comparación con  los 

machos  6‐OHDA+L‐DOPA  y  las  hembras  ovx  6‐OHDA+L‐DOPA,  lo  cual  concuerda  con 

estudios  previos,  donde  se  observa  que  existen  diferencias  entre  sexos  en  cuanto  al 

tratamiento  con  L‐DOPA, mostrando  que  las mujeres  tuvieron mejor  desempeño motor 

evaluado por  la prueba UPDRS  (Unified Parkinson's Disease Rating Scale  ‐Escala unificada 

para  la evaluación de  la Enfermedad de Parkinson‐) y presentaron mayor  tiempo “on” en 

comparación con  los hombres;   sin embargo,  las mujeres presentaron mayor prevalencia a 

desarrollar discinecias. Aún no está claro por qué las mujeres son más susceptibles que  los 

hombres a  desarrollar discinecias, pero se sugiere que los estrógenos pueden ser la base de 

esta susceptibilidad (Lyons et al., 1998; Tsang et al., 2000; Kompoliti et al., 2000; Zappia et 

al., 2002; Chapuis et al., 2005; Brann et al., 2007; Solla et al., 2012).  

 

Una posible explicación para la diferencia de dicha susceptibilidad en las discinecias, puede 

ser  por  el  hecho  de  que  los  humanos  y  las  ratas  presentan  características  similares  de 

expresión de la Catecol‐O‐metiltransferasa (COMT) (Tenhunen, 1996), la cual es una enzima 

que degrada  las catecolaminas  incluyendo  la L‐DOPA y  la DA  (De Lau et al., 2012), y se ha 

mostrado que las mujeres tienen de 20% a 30% de disminución en la actividad de la COMT 
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comparada  con  los hombres  (Martinelli et al., 2003). También  se ha  reportado que en el 

ciclo del proestro la actividad de la COMT es baja en el cerebro de la rata. En este sentido se 

han realizado estudios, y se reportó que  los estrógenos pueden disminuir  la regulación del 

gen  de  la  COMT  en  tiempo  y  dosis  dependiente  (Xie  et  al.,  1999).  Por  lo  tanto,  si  los 

estrógenos  disminuyen  el  sistema  de  la  COMT  podrían  tener  un  potencial  farmacológico 

para aumentar la disponibilidad de L‐DOPA en el NE y prolongar el tiempo "on", así como las 

discinecias (Martinelli et al., 2003; Saunders, 2003). En este sentido se ha propuesto que al 

disminuir  las dosis de L‐DOPA se podrían disminuir  las  fluctuaciones motoras en pacientes 

tratados con estrógenos (Tsang et al., 2000; Adams y Kumar, 2013). 

 

Por otro lado, las ratas hembras con estrógenos que recibieron tratamiento con melatonina 

tienden  a  recuperarse más  rápido  en  las  pruebas  conductuales  en  comparación  con  los 

machos  y  hembras  ovx,  y  en  las  últimos  meses  de  tratamiento  todos  los  animales 

presentaron  valores  similares  a  los  control;  a  nivel  citológico  los  animales  presentaron 

protección de las neuronas dopaminérgicas del lado contralateral a la lesión y recuperación 

de  las  espinas  dendríticas  tanto  del  lado  ipsilateral  como  contralateral  a  la  lesión.  Los 

estudios del  tratamiento con melatonina y estrógenos en modelos de neurodegeneración 

son pocos, por lo que el presente trabajo aporta nuevo conocimiento al respecto.  

 

Estudios  previos  mostraron  que  la  adición  de  melatonina  en  un  regimen  de  terapia 

hormonal en ratas maduras ovx puede contribuir al efecto antioxidante de  los estrógenos  

(Turgut  et al.,  2013). Cupri  y  cols  (2011)  examinaron  el  efecto de  la melatonina  sobre  la 

neurogenesis en el hipocampo de ratas ovx, mostrando que el tratamiento con melatonina 

durante  21  días  tanto  en  roedores  c/ov  y  ovx  incrementa  el  número  de  células 

inmunopositivas a BrdU en el giro dentado e  incrementa el número de espinas dendríticas 

en  las  células  granulares,  proponiendo  que  la  melatonina  también  puede  actuar  como 

neuroprotector en condiciones deprivadas de estrógenos. Asimismo, Feng y Zhang  (2005) 

proponen que en animales ovx se  incrementa el estrés oxidativo, provocando alteraciones 

neurológicas  y que  el  tratamiento  con melatonina o  con estrógenos durante 4 meses en 

ratas  ovx  tienen  efecto  neuroprotector  caracterizado  por  la  inhibición  de  la  caspasa‐3, 

incrementó en la actividad de los complejos I y IV, y disminuyen los niveles de peroxidación 
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de  lípidos  en  comparación  con  las  que  no  recibieron  tratamiento,  ejerciendo  así  efecto 

neuroprotector. 

 

En un estudio realizado en hembras c/ov que  fueron sometidas a un modelo de accidente 

cerebrovascular y que recibieron melatonina, se observó que los estrógenos y la melatonina 

presentan  efecto  sinérgico  para  disminuir  los  niveles  de  peroxidación  de  lípidos, 

incrementando  la  actividad  de  barredor  de  radicales  libres  y  el  número  de  neuronas 

sobrevivientes de  la corteza y el NE así como mejorar conductas sensorio‐motoras  (Tai et 

al., 2011).  

 

De acuerdo con estos estudios, es factible pensar que después de la inyección de la 6‐OHDA 

el tratamiento con melatonina y  los estrógenos en  las ratas hembras  intactas, trabajen en 

conjunto para activar diferentes vías de señalización para disminuir el estrés oxidativo y con 

ello neuroprotejer las neuronas dopaminérgicas (del lado contralateral a la lesión) así como 

de  las espinas dendríticas y de esta manera mejorar  la capacidad motora, esto podría ser 

una posible explicación del por qué las hembras c/ov tienden a recuperarse más rápido en 

las pruebas motoras en comparación con los machos y las hembras ovx.  

 

Interesantemente,  los  animales  que  recibieron  el  tratamiento  con  6‐OHDA+L‐

DOPA/melatonina  presentaron  recuperación  conductual  desde  el  inicio  del  tratamiento, 

incremento en el número de neuronas dopaminérgicas en el lado contralateral a la lesión y 

protección de espinas dendríticas  tanto del  lado  ipsilateral como contralateral a  la  lesión, 

estos resultados fueron independiente del sexo. Por lo que se sugiere que el co‐tratamiento 

de L‐DOPA/melatonina podría mejorar la eficacia de la L‐DOPA mediante el aumento en los 

niveles de DA  en  el NE  (Naskar  et al., 2013).  Por  lo que  se propone que  estos  fármacos 

podrían  actuar  en  sinergía  para  ejercer  un  papel  modulador  en  la  transmisión  nigro‐

estriatal, lo cual puede ser responsable de varios de los efectos benéficos como alteraciones 

bioquímicas, regulación de las espinas dendríticas, supervivencia celular (Naskar et al., 2013; 

Antunes et al., 2013) y alteraciones motoras como las discinecias.  

 

Finalmente es importante mencionar que los estrogenos actúan como factores protectores 

en enfermedades neurodegenerativas como la EP y la enfermedad de Alzheimer mejorando 
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la calidad de   vida de  las mujeres (Brann et al., 2007). Pero debe tenerse en cuenta que el 

uso  de  los  estrógenos  también  implica  riesgos.  Las  mujeres  que  utilizan  la  terapia  de 

reemplazo  hormonal  tienen  mayor  probabilidad  de  sufrir  cáncer  de  mama  (Folkerd  y 

Dowsett, 2013) o de útero, si existe historia familiar de estas enfermedades, por  lo que se 

requiere una administración cuidadosa y controlada de este tipo de tratamiento (Lopera y 

Sánchez, 1999).  

 

CAMBIOS EN EL ESTRIADO CONTRALATERAL 

Es  importante  hacer  hincapié  en  el  proceso  degenerativo  que  se  observó  en  el  estriado 

contralateral  a  la  lesión  tanto  de  los  animales machos  como  en  las  hembras,  los  cuales 

consistieron en  la disminución de  las espinas dendríticas y neuronas  inmunopositivas a TH 

(gráficas 9B y 10B, respectivamente); ya que algunos autores lo utilizan como lado control y 

de  alguna manera  el  daño  inducido  por  la  6‐OHDA  en  el  lado  ipsilateral  es manifestado 

también  en  el  lado  contralateral.  Nuestros  resultados  concuerdan  con  estudios  previos, 

donde muestran  que  en  animales machos  y  hembras  depletados  unilateralmente  de DA 

también presentaron alteraciones en el estriado contralateral a  la lesión, caracterizado por 

disminución del número de neuronas dopaminérgicas, espinas dendríticas de  las neuronas 

espinosas medianas, número de contactos con espinas dendríticas e  incremento en de  las 

sinapsis  perforadas,  además  de  edema  de  los  botones  sinápticos,  mostrando  que  las 

alteraciones en el grupo de las hembras es menor en comparación con los machos (Flores‐

Martinez, 2005).   En animales machos  lesionados unilateralmente en el haz medial con 6‐

OHDA también presentaron cambios degenerativos en el estriado contralateral a  los 20‐30 

días después de  la  lesión,  los cambios consistieron en edema de  los botones  sinápticos e 

incremento  en  las  sinapsis  perforadas  (Avila‐Costa  1996; Avila‐Costa  et  al.,  2008; Anaya‐

Martínez et al., 2014). Al  respecto Yang  y  cols.  (2007)  realizaron un estudio  con  técnicas 

electrofisiológicas donde muestran que los cambios que ocurren en la SNc ipsilateral afecta 

el  lado  contralateral.  Una  posible  explicación  es  la  posible  existencia  de  una  vía 

dopaminérgica  nigroestriatal  del  5%  al  10%  que  proyecta  hacia  el  lado  contralateral 

(Loughlin y Fallon, 1982; Gerfen et al.,  1882); entonces es factible pensar que la lesión con 

6‐OHDA podría provocar alteraciones a  través de  la pequeña vía que proyecta al estriado 
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contralateral, además, existen evidencias histológicas de las proyecciones interhemisféricas 

de la SN hacia el cuerpo estriado (Morgan y Huston, 1990). 

 

En años  recientes  se ha estudiado  la  interconección del pedunculo pontino  (PPN)  con  los 

ganglios  basales,  específicamente  las  neuronas  colinérgicas  del  PPN  que  proyectan 

bilateralmente a las neuronas dopaminérgicas de la SNc. Estas proyecciones, por medio de 

la  activación  de  los  receptores  de  acetilcolina,  influyen  en  el  disparo  de  las  neuronas 

dopaminérgicas  y  por  lo  tanto  su  capacidad  de  respuesta  (Mena‐Segovia  et  al.,  2008), 

afectando el comportamiento motor (Florio et al., 1999; Stein, 2009), por lo que puede ser 

otra posible vía por  la que se produzcan  las alteraciones  inducidas por  la neurotoxina. Sin 

embargo,  son  necesarios  más  estudios  para  explorar  las  posibles  vías  para  explicar  la 

relación interhemisferica entre la SN y el cuerpo estriado. 

 

Por otro lado, observamos que los animales que recibieron la administración de melatonina 

y  la  co‐administración  de  L‐DOPA/melatonina  presentaron  recuperación  del  desempeño 

motor, apoyando  la hipótesis de que  la actividad dopaminérgica contralateral  (hemisferio 

menos afectado) desempeña un papel en  la compensación de  la depleción dopaminérgica 

del hemisferio más afectado en la EP (Blesa et al., 2011).  
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CONCLUSIONES 

 

En resumen, de acuerdo con nuestros resultados podemos concluir que: 

 Los animales que  recibieron el  tratamiento  con melatonina mejoraron  la actividad 

motora después de 28 días de tratamiento, justo cuando el tratamiento con L‐DOPA 

deja de ser efectivo.  

 

 Los  animales  que  recibieron  la  co‐administración  de  L‐DOPA/melatonina 

presentaron el mejor desempeño motor desde el inicio del tratamiento perdurando 

hasta el final del estudio. 

 

 En  las ratas hembras c/ov con 6‐OHDA y que recibieron  los diferentes tratamientos 

se observó retraso en el deterioro motor en comparación con los machos y hembras 

ovx, por lo que los estrógenos ayudan a la neuroprotección. 

 

 Los  animales  que  recibieron  la  co‐administración  de  L‐DOPA/melatonina 

manifestaron pocos MIAs en comparación con  los animales que recibieron L‐DOPA, 

perdurando este efecto durante los 6 meses de tratamiento. 

 

 Los animales que recibieron tratamiento con melatonina presentaron protección de 

las neuronas inmunopositivas a TH en el lado contralateral a la lesión. 

 

 Los  animales  que  recibieron  la  co‐administración  de  L‐DOPA/melatonina 

presentaron  mayor  número  de  neuronas  inmunopositivas  a  TH  en  el  lado 

contralateral a la lesión con respecto a los animales control.  

 

 Todos  los  animales  que  recibieron  melatonina  y  la  co‐administración  de  L‐

DOPA/melatonina presentaron conservación de las espinas dendríticas  
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De  acuerdo  a  lo  anterior,  podemos  concluir  que  independientemente  del  sexo  el 

tratamiento  con  la  co‐administración  de  L‐DOPA/melatonina  fue  el  más  efectivo  en  la 

disminución  de  las  alteraciones  conductuales,  por  lo  que  es  factible  pensar  que  la 

combinación de estos fármacos ejerce un papel modulador en la transmisión nigro‐estriatal, 

que implica el ajuste fino de la actividad motora y disminución de las discinecias mediante la 

protección de  las espinas dendríticas y  la menor muerte de  las neuronas dopaminérgicas, 

que a pesar de no mostraron diferencias  significativa en el  lado  ipsilateral a  la  lesión con 

respecto a los otros grupos, podrían jugar un papel importante sobre la mejoría motora y la 

disminución  de  las  discinesias.  Por  lo  que  consideramos  que  la  co‐administración  de  L‐

DOPA/melatonina puede ser un posible candidato para el tratamiento de la EP.  

 

Asimismo,  nuestros  datos  revelan  que  las  hembras  que  producen  estrógenos  presentan 

mejor  respuesta  al  tratamiento  con  L‐DOPA  o melatonina,  siendo  el  daño menor  en  las 

hembras  con  ovarios  con  respecto  a  los machos  y  hembras  ovx,  lo  cual  sugiere  que  los 

estrógenos tienen un efecto benéfico contra el desarrollo y progresión de la enfermedad. Lo 

anterior  nos  podría  llevar  a  pensar  en  la  importancia  de  tomar  en  consideración  a  los 

estrógenos en  la  implementación de  las estrategias de  tratamiento en  la EP como posible 

coadyuvante en  las mujeres. Por  lo que se sugiere estudiar el efecto que podrían tener  los 

estrógenos en machos en estudios posteriores. 
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The combination of oral L-DOPA/rimonabant for effective 
dyskinesia treatment and cytological preservation in a rat 
model of Parkinson's disease and L-DOPA-induced 
dyskinesia 
Ana L. Gutiérrez-Valdez, Ricardo García-Ruiz, Verónica Anaya-Martínez, 
Carmen Torres-Esquivel, Jesús Espinosa-Villanueva, Leonardo Reynoso-Erazo, 

Rocio Tron-Alvarez, Patricia Aley-Medina, Javier Sánchez-Betancourt, 

Enrique Montiel-Flores and María R. Avi la-Costa 

Parkinson's disease is the second most prevalent 
neurodegenerative disease in the world. Its treatment 

is limited so far to the management of parkinsonian 
symptoms with L-OOPA (lO). The long-term use of lO 
is limited by the development of L-DOPA-induced 

dyskinesias and dyston ia. Howe'ller, recent studies have 
suggested that pharmacological targeting of the 

endocannabinoid system may potentially prollide a 

valuable therapeutic tool to suppress these motor 

alterations. In the present study, we have explored the 
behavioral (L-DOPA-induced dyskinesias severi ty) and 
cytological (substantia nigra compacta neurons and 
striatum neuropil preservation) effects of the oral 

coadministration of lO and ri monabant, 
a selective antagonist of CB1 receptors, in the 
6-hydroxydopamine rat model of Parkinson 's disease. 
Oral coadm inistration of lO (30 mg/ kg) and rimonabant 

(1 mg/ kg) signifi cantly decreased abnormal involuntary 

movements and dystonia, possibly through the 
conservation of some functional tyrosine hydroxylase-

Introduction 
Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerarive disorder of 
unknown etiology whose main hi stopathological characrer
isric is che Joss of dopami nergic (DAergic) ocurons of 
rhe subsramia nigra comfXlcra (SNc) (Damier el al , 
1999; Halliday el al, ZOIl ) and subsequenc changes in 
morphological fearures such as dendriric spi oc loss on 
srriaral medi um spiny neurons (MSNs) (Zaja-Milatovic 
el IIl, ZOO5) and ul crascructural presynapci c and posrsynap
ric changes such as an increase in rhe Si7..t: of synapric 
boutons in the srri atal neuropil (Machado-Salas el al, 
1990; Avila-Costa el al, 1998; Colín-Barenque el al, ZOOO). 
The main motor signs of PD are resting tremor, rigidity, 
bradykinesia, and akinesia, which are noticeable when more 
rhan 50% of DAergi c ceJls have been lost (Gaenslen ti al, 
2011 ), producing a decreast: in stri aral dopamint: (DA) 
leveJs (Hahn el lll, 1981; Scherfl er el IIl, 2(07). The DA
replacing agem L-DOPA (LD), its metabolic precursor, has 
been the moS( commonly used trea tment for PO because it 
reverses the main parkinsonian symptoms (Smich el al, 

0955·8810 © 20 13 Wdtora Klu_ r Hlliltth I Lippinootl W ill iams & Wilkins 

immunoreactive dopaminergic cells, which in turn 

translates into a well-preserved neuropil of a less 

denervated striabJm. Our results provide anatomical 
evidence that long-term coadministration of lO with 
cannabinoid antagonist-based therapy may not only 

alleviate specific motor symptoms but also delay/ arrest 
the degeneration of striatal and substantia nigra compacta 

cells. Behavioural Pharmacology 24:640- 652 © 2013 

Wolters Kluwer Health l lippincott Williams & Wilkins. 
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ZO IZ), improves quaJiry of Jife, and reduces morraJiry 
(Pearce, 1978; Fahn ti 0/., 2(04). Unfon unately, chmnic LD 
therapy is compromised by many side-effects, the most 
noticeable bei ng invoJuntary movements and L-DO PA
induced dyskinesia (LID), which st:Verely compromise 
Jifestyle (Ahlskog and Muencer, Zoo l ). LID usually 
increases when DA reaches the maximum concentrarion 
in the brain per dose of LD (peak-dose dyskinesias ), and 
dysconia ('off' dysconia ) can occur when che concentracion 
of LO is very low (Calabresi e/ al, 2010). 

Risk factors for LID inelude duration and dose of LO 
treatment, and consist of asymmetric choreiform move
menrs, achecosis, and dysconia of che facial museles, jaw, 
tongue, neck, limbs, and toes (Mones e/al, 1971). SimilarJy, 
in rats with unilat t:ral 6-hydroxydopamint: (6-0 HDA) 
lesion, LO crearment produces abnormal involuntary 
movements (AlMs), which are manifested as asymmetri c 
and purposeless movements afTecting the limbs, trunk, and 
orofacial museles. The assessment of AIMs re cains 
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prt;dic[il'c \'alidily for Ihe pn.:dinic:1I .'i.Crcening of n01"<.,1 
amidyskinGlic 1'1) {fc:lImeJl{S (I)ckundy ff ul.. 2007) 
bcC3Use Ihey arc significan!!y reduced by acme adlllinis
lr.lIion of suhs[ances [ha[ have a!llid~'skinG[ic dli(;lcy 
in l':lrkins011i:m Ixniems (u mdbbd rf fll .. 2002). Thus, 
Ihe idemification of neurochelllical clelllems il1\"oked 
in the regukllion of motor function may en:1ble Ihe 
distiwery of new polential largetS Ihm "'ork together ",ith 
LI). improl'ing Ihe efficacy of these drugs and rcducing Ihe 
(x~urrencc al\d SC\'criIY of :\I .\ls and responsc fluct\l:Jlions 
( I\!rcz- I~ial ff al .. 2011 ). 

Numcrous sludies poinl 10 the cndocannabinoid (ECII) 
s\'stem :lS an important mudublor of DAergic actkil\' in 
Ihc oosal g:lI1glia (1\ lcschkr fl til.. 200 1: Fcrrcr fl nI .. 
2003: Andcrsson fl al .. 2005: Sidló ,., fll.. 2008: GiulTr;da 
and 1\1c~ bh()n. 2010: 3nd olhcrs). ECIl analogs C:';CTl a 
lI'idc spccHlIm of ccm!".!1 and pcriphGr:ll elTccIs hy 
ani\'ating specific cann:ibinoid receptor,;. 1\\'0 of which 
have bcell "'di Char.1Clerized: CBI and CB2 (Bo\\'ktt 
,.lfll .. 2002). CBI receplors are highly expressed in br.1in 
:lreas inl'oll'ed in Ihc control of mOlOr funclÍons. such as 
Ihe b:1S'11 g:mglia, cerebcllum. and scnsorimolOr corleX 
(Ghs,; and Fddcr. 199i: Howkll fl L/l .. 20()~: l'Crnándcz· 
I~ui~. f( ti/.. 2011 ; :\lail1eux :1I1d Vanderhacghen. 1992a. 
1992h). II 31:;0 "ppears that IhG ECI3 syslem eontribules 
lO"'ard sel'eral forms of short-Ierm and long-Ierm s~'naptic 
pbSlícilY (Che\'akyre f( ul.. 2006; Kano ,1 al .. 2009: 
Di .\131"1.0. lOI I ). and aberranl synap[ic plaslÍcily migh[ 
pbya role in LI D (Ca1abresi fl "l.. 2010). ~ I oreo\·er. Ihe 
prcsymplOma[ic and carly s[ages of PO arc associa[cd 
",ith CB1 rccqJlors. whereas Ihe ~d\'nnced slages 3rc 
Ch:lr:1clerized by upreguladon of [he responsi\'eness of 
CB 1 rcccp[ors in [hG caudalc nuc1cus (Ferrer" tll.. 201 1 J. 
mninly 011 Ihe cOl1l ralaleml s;dc 10 the clinieally more 
:1!Tened body sidc (\ ':111 Lacre f( tll .. 2012). I-Io\\'e\'er. [TÍals 
of thG pmclllial [hcralX:U[ic milily of cann:1hinoid 
compounds in PD hal'e produccd confliCling rcsull.'! 
(García-Arencibia fI tll..l009; Fcrn:imlc7.- Huiz f( tll .. 2011). 

(:¡¡l1n~bis cOl1lpounds ha"e modeSI etTects in reducing I'D 
mOlor and llonmOlOr symplOms (Frankel rf al .. 1990: 
Carroll "tll.. 2004: Zuardi rf (11.. 2009). but [he synlhclic 
cannahinoid C IlI agonisl 11:1bilone reduces LID 
(Sicradzan ff ni .. 2001). In animal mudcls of PD. CBI 
:Jgonists may reduce LID (FOS,.f ,d.. 2002: l'Crrer " (l/.. 
200."; Gilgun-Sherki rr tll .. lOO,,; SegO\'í:l rr ti/., lOO,,; ~ I org
csc rf 1I1.. 2007: Van Vlicl fl 111.. 2008). Ilo\\'Cl'er. [hc 
Ihempeulic use of ClI l agonists has bcen limiled by their 
:ldl'ersc side-effecIs and risk of abuse (Giu!Trida nnd 
. \Ic~1ahon. ZOIO). I~JrJdosically. al[hough no clT.,:cls II'cre 
found in the onl)' clinical tri:ll of a CIJ I amagonis[ 
{~ lcsnage" tlf.. 200 .. 41. sel'eral sludies h:1I'e addressed its 
capahilily lO impro\'c hypokinesi:J and LID in animal 
mooels of 1'0 (Ferrer ,.1 ,,/.. 2003: Van der Stc!l ,1 ((1 .. 

2005: Cao,., tll .. 2007: Kclsey f( (Il. 2009). Thus. it is 
possihlc [hal hlockad.:: of CIl I reccpmrs miglu Ix: 
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.::!Tccli\'!;: only in speciflc phascs of Ihc discasc. and 
under ccrtain cirCU!llSlances. may el'en havc l1europro
lecti"e effec ts (I'lanscn fI t¡j .. l002: Pegorini,., ti/.. 2006). 
Moreol'cr. Cll l receptor 3l11agonis[s dla[ lack psychoac
I;"e e!TecIs might he of IhempculÍc v~lue in tho:: 
m:1nagemclII of Ihe \'ery ad\':mced slages of 1']) in 
humans. \\'hen there is CB l receptor upregublion 
(Fernnmld-Es I>cjó d fII., 2005). 

Therefore, Ihe ~im of Ihis slud~' "'as lO delermine the 
e!Teel. in a well-\'alid:lIed dinicalJy relc\'ant anim:ll model 
of I' [) ",ilh LI D (Schallcrt tf (11 .. 1992: Cenei , f t¡/.. 2002). 
of the or:lll'OadminislrJtion of LD and Ihe CIl! r(:ceplOr 
alllagonisl rimonabanl (HIM ) (al a rela[il'cly 1011' dose for 
01".11 :Jdminislratiun) ( l~ ín a ldi - C:Jrmona rf /l/.. 1995: Comp
IOn tlu/ .. 1996). comp:lred lI'ith thG e!Tects of LD-only. on 
(i) Ihe prescnce of U D. using measures ofA I,\ ls m :1s.'\css 
Ihe se\'GrilY of dyskinelic e!Teels: (ii) the I'['(>\ectioo of 
SNc Dt\crgic cells after Ihe lesion. by counting t he 
numhcr of Iyrosinc hydroxylasc (TH)-posilÍ\'e cells: and 
Oii) [he stTUcwr.[1 and ullrJslTuclurJI 3!ter.lIiolls. by 
:1I1:11~"l.ing lhe llumber of str;:1I31 MSN dendrilic spines 
and prcserva[ion of [hc ncuropi!. 

Melhods 
The expcriOlenls were cuuduclGd in .. 2 m:lle \\r,star [':;lIS 
weighing 180-200g O1t Ihe bcginning of Ihe sludy. The 
rJ IS \\'crc indil'idual1y housed in hanging phsl ic cages 
under contrulkd líghl (;oudilious ( 12 h light/d3rk rcgime) 
and had free access lO J>urina ral cho\\' and waler. Body 
lI'e ighl 11'3.'1 recordcd daily. The cxpcrimC11lal I'rOlOcol II':1S 
cnrried out in 3ccordance wilh Ihe Animal ACI of 1986 fOf 
Scienlific l'rocedures. AH efforts \\'ere made 10 minimize 
Ihe number of aninuls used al1d Iheir su!Tc:ring. 

Stereotactlc sorgery and treatments 
The r:llS lI'ere anCS¡hClized lI'i[h sodium IJOCmoh:irbilOne 
05 mg/kg. intr.1periloneal) and placed in a stercol:!."ic 
:1pp:1r:lIUS. ' 11lcy II'cre injeclcd lI'i!h ~)d of s:Jlinc salution 
col1l:1ining 8 )lg of 6-QH OA (Sigma ChemiCJI ComJlan~; 
' [oluC'.1. ~1c.~ico) and 0.2 Il1g of aliCorhie acid (TI = 26) inlO the 
lefl medbl forebr.1in bundle: u .>h3m lesion II':L'S made lI'ilh 
"chicle (TI = 6. contlUl group), 'nle injcctions were udminis
lered O\'er a ~-min penoo using a Hal11illon syrin6'C :lIlached 
(O a glass microp;pc[u.: lI'i[h a [ip diamCler of 20-50 )un. T hc 
SIG~'O[:!."ic co-ordinares lI'ere :L'S foHO\los: ;11'= -6.1 mm 
~nteriof lO Ihe il\lcr:luI'Jlline: L = 1.6 mm bter:ll 10 bregm3: 
3nd 11= -8.1 mm \'crtical fmm dUr:l 3C('()rding (O 1'.1xinos 
and "':ltS011 (ZOOi). Afler rcl'()\ 'e~' from aneslhcsi:1. Ihe 
:mim:lls \\"Cre rewmed 10 their home C'.16'Cs . 

Apomorphine (Sigma Chemic:11 Campany: 0.25 mgfkg. 
inlr.1j>criloneal )-induced rOI :1 lional bchavior \\~IS e\'3Iu-
3[.::d 2 da)'s aflcr Ihe lesion in an aU(OIl1:1!cd ro[amc[er 
(40-cm diameler 00\\'1 surroundeu by a 16-cl11 \\"al1) 
:IS supcrscnsili\'i~' of slTial:d poslsynaJl[ic receplOTS. as 
jud6'Cd hy induclion of l11[a[;011:11 hch3\'ior af[cr :1pomorphine. 
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,)(;curroo when 90% or more of Ihe nignlS1riatal neurnns were 
deS1foyed (Hefli '" tI/. , 1980). Jnd DA rca:plor super
$Cnsiril'i1y to apomorphint is tl'idem ,1(> h afu;r a (>-OI-Il)A 
Icsion (Un¡;ef'Sledt. 1971: Staunton" (I!.. 1981: Ne\'e" (I!.. 
1982; and olhens). ' Inus. Ihe eflicieney of t::leh Icsion ,,"as 
ronfírmcd hy Ihe mlational beha\"ior induccd by apomor
phi ne. and only animals rolaling more Ihan 200 lurn",,30 min 
\\"tre u$Cd for further anaJyses (11= 18) (Unh'ClSledr. 1971). 
-Jnis ensured rha t aU rJr$ were equally Icsion~xl beforc 
rfCaUllems (Bulbon" uL 199.)). One d;,y after rhe rotation,,1 
bcha''Íor test. r,mdornly ".;lccled Icsioned rJIS (11 = 6) were 
lremed or:¡lIy \\'ilh .10 m* LD (Sinemel; Bristol-:\'Iyens 
Squibb. ,\ Ié..'<.ico: C"Jrbidopu/l . DOPA 25/250 mg). anOlhcr si.~ 

r:l!s were Ircaled orJUy Wilh 1 m~kg rimon:llxllu (FU,\ I: 
Sanofi-Symhelabo SAo I~Jris. Fr:mce) ('(}:ldminisu:rcd wilh 
.lOmglkg LD (LD/lUM). '111i5 dm;c of LD adminislen:d 
or"lIy is sufflCiem to consiSlenlly i'lduce LID :md mailllain 
amiparkinsonian efkcls (Lindner" (I/" 1996: I'JdOl'an-Nelo 
r/ ,,/.. ZOO9). Sinemel lablelS ,,"ere erushed and Ihe powder 
\\':15 dissol\"Cd in 10 mi rap w:lIer. and rhen lhe eorresponding 
Clll antagm1ÍsI dose \\'3S added 10 lhe Sinemel solulion and 
adminislercd C:lrcfully. using a syrinh'C \\'Ílhour a 11<.:edlc. once 
a day for 56 d:lys. The olhcr si:.: umrcaH:d lesioned r:us :IS 

\\"ell as Ihe l"Onuol anim~ls (11 = 6) "ere kcpl rOl" Ihe s;lme 
periud of rime. 

Rating of abnormal involuntary movements 
The sC\'criry of AI,\ ls \\"as scored el'cry 14 days (four 
el'alualions). R~ls ,,"ere plaeed indil'idua!!y in lr:msp:Hen! 
plasric cages and ob$Crl'ed cl"<.:r)' 20min. slaning 20mín 
before Irealmel\(, ul\(il ISO min ,.fler Ihe trealmen! (10 
moniloring pcriods of 1 min each). Foor sublypes of 
AI)!' ls. de5eril>tod according ro Iheir ropogr.lphic disrribu_ 
lion as IOComoli"e. axial. forelimb, or orolingual. wcrc 
scored aITording 10 Ihe far dyskinesia seale. which assigns 
a seorc from O ro 4 ro e:leh of rhe four subrypes of AI/I [ 
according 10 Ihe proportion of limc/monilOring pcriod 
during I1'hich Ihe AJ ~ 1 is presen l. (T hese crileria :lre 
similar ro Ihose used in Ihe clinic for LJ D.) Horderline 
seores (0.5. 1.5. 2.5. and 3.5) "'ere allo"'ed 10 ¡nerease Ihe 
sensiril'ir)' of Ihe el'aluadon (Cenci ,,(/1 .. 2002; Cenei and 
Lundblad. 200i). Enhaneed 1l13nifeSlalions of olherwisc 
normal behal'iors. such as re:lring. sniffing. grooming. and 
gnawing. \\"erc 1\01 included in rhe rating. T hc sessions 
werc also ,'ideor:lped using a I~~n:lsonic canll"()rder (SD R.-
1-180 model; I~Jnasonie. Mexico) and funher analysis "'as 
cartied our for derailed examinarion of rhe IOpography or 
,I.I /l ls and Iheir lime uf manifesl:uioll. 

Tissue preparalion 
Afler rrcarments and C\":Jluarions werc eomp!ered. all rJrs 
were perfused rhmugh rhe aorta. under sodium pento
barbilal aneslhesia. ,,"ilh saline solution. follo,,"ed by 
fixati"e colHaining 0.2% glUlamldehyde and 4% pam
formaldchydc in 0.1 mol/lI'BS. The bmins ,,"erc remo\'ed 
and pbeed in rhe fix.lIi, 'e solulion fnr 1 h. 

Tyrosine hydroxy lase immunocylochemlslry 
Coronal scelions (50tlm) \\'ere oblained on a l'ibrJling 
microrome rhrough rhe mescncephaJoll. for immuno
cylOchemiSlry. '1'1-[ (Chcmicon Intem:llional Ine .. 'leme
eula. California. US,\; 1: 1000) immunoslaining wilh Ihe 
ABe dcrection melhod (\t'{:tor Lah ,\ 11 . USA) \\":1.'1 

performed ror ligllr microscope anal~·sis. T he analysis was 
earried OUI using a compuler-assisled syslem (lmage-Pro 
Plus: ,\1cdia Cyhernerics. Del /llar. California. USA) 
connecled by a CCD t'Jmer:J 10 an OplÍphol 2 1\ l icfO.>Copc 
(Nikon .. \le.'<.ico). The numb<::rofTH-positin: neurons"~ 
coumed in 1500tl11l1 from sc"en SNe $Celions per hemi
~phcrc of e~eh unimal (A"ila-Costa rt (JI.. 200'1). 

Hlstologieal analysis 
Blocks from Ihe slrialUrn "ere processcd fOl" Ihe mpid Golgi 
melhod ~nd CUI imo 9().~IIlHhiek $Celions (\~Iverde, 

1970). ' Ine numller of dendrilie spines W:1.S coumed. in a 
[(J..)lm-Iong $CCtioll. in fi"e scronda!)' dcndriu;s fmm 10 
medium-size spiny ncurons per group in each hemisphere 
(I\\'ib-Cosla ~I (11.. 20(4), 

Electron mi(:ro§COpy 
' lissue samplcs used for ultrastn.,clUrJl an:llysis \\'ere 
punclH:d Ollr from dIe dnrsolaleral ' ¡Uadranl of Ihe ros¡ral 
stri:1Ium. Ihe Ii:1me scgmenl ¡h:1I "'as :11\:l lp:ed in PD 
¡}:ltienls (Avila-Costa ,/ tll .. 1998). Mler "'ashing in I' I\S. 
rhe fragmelHs were rrealed for 60min with 1% osmium 
u:lroxide. washed fOf 30min in P1IS. dehydrJled \\'ilh 
graded elhanol. and nar-embcdded in araldire. Ultmrhin 
$Ccli<Jns were collecn_xl. coulllerswined ",ilh ur;lnyl 
acelale and !cad l·iu'Jle. and examined in a lEOL 
l00C.'.:- 11 e!cClron microseope. 

Ullrastructural anaJysis 
Ullraslruc¡urJI analysis was c:lrried OUt in 50 randomly 
$CleClcd synaplie endings per stri:llllm (ipsib leral and 
C011lr:1bICrJI), prcsum~hly glUtanlalergie uxospinal sy
n:lpses \\'ilh ¡he head of an ,\ ISN dendritie spine (lngham 
({ (¡f .• 19(8). Synapses were defined hy ¡he presenee of a 
d ear pos¡synaplic densiry facing ar leasl Ihree presynap
lie "esides. In each syn:lp{ic hUlJ1un. all membrane and 
organelle fealures were obser'ed. and rhe Icnglhs of Ihe 
1\\"0 axes were mcasured. ",hieh \\"ere pcrpendieubr 10 
each olher and intersceled al Ihe cenler of Ihe synaplie 
lermin:ll (l·lg. 1); axis lenglhs were measurcd direclly 
fmm Ihe c1ecllon microscope screen wirh a grid p1aced 
inside Ihe cyepiece (A"i!a-COSI:l f'( ul. 2005a). 

Slatistical analysls 
Dara are prc$Clued as means:tSE:\ 1. For AJ,\ ls and 
eellular sludics. sralislic:11 analyses of dar:l \rere e:1Tried 
OUI using IW(l-\\"ay repealed-measures analysis ofl'arianee 
(R..\ 1 t\J'\!OVA). 

1( ,\1 ANOVA for Al,\15 included Ihe belween-subjecls 
factor 'groU)}' «(' .. O HlJt\, LD. and U J!I{J.\1 grollpS) and 
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Synaptic ending (B) sho'Wing Ir.. IWo ... es measured, eslab'shing 
a synaptic contad with a dendritic sp4ne (5). 

rhe within-subjecrs f:lcror 'obscT\'ation day' (].l. 28. 42. 
and 56 da~'s). For Ihe cellular dala (number of 
TI-I- immUIlU)XlSilil'e cclls. Ilumber of delldritic spines. 
and synaptic cllding si~c). Ihe analysis includcd Ihe 
bclll"een-subjecls faclor 'group' (comrol, 6-0 I-l DA. LD. 
~nd LD/H. I ~ 1 gfQUI's) alld th<.: withill-subj<.:<.:ls fa<.:tof ·sid<.:· 
(Iesioned I'S. nonlesioned hemisphcre). Relevant dilTer
ences were all:ll~-I.ed pair'lI'ise by post·hoc comparisons 
using Tukey's res!. I{otarional responses induced by 
:lpomorphine were analyzed by one-way ANOVA 
folloll"ed by Tukey's posr·hoc res!. T he rhrc.shold for 
swtistic31 signifieancc was set:1t an O': l<.:\'eI ofO.05. D:tt3 
\\'ere analYl.cd using the statistical softll"are I'ackage 
GrJph Pad I'rism \'Crsion 6.0 for ~bc (Gr:lph l':td Software. 
San Diego. Dlifornia. U5.".). 

Results 
Aft<.:r 56 da)'s . Il<.:ilh<.:r clinical a)¡<.:rarions nor sigllificant 
lI'eight changes werc deleCled in the experimel1!al 
:mimals compared wirh rhe cOlurols. 

'[o ensure that 311 r:lts were eqoally deneryated bcfore the 
SfaT{ of ¡rcafm<.:nts. w<.: cI'3luat<.:d apomorphinc·indut'<.:d 
turning beha\·ior. One-way ¡\ NOVA showcd no significan! 
difTerences belll'een groups !r(!. ljl= 1 . .'18.1\:5). T he 
results are shown in ' [able l. Rats we re assigned r:lndomly 
ro the difTerent groups after Ihe rot:tt;onal heha\'ior lest. 

Time course and overall incidence of abnormal 
Involuntary movements 

For an OI'CT\'ie\\' or Ihe de\'clopmem of dyskinesias. lI'e 
anal~-J.ed Ihe summ3tiun of 311 A I ~ I subtypes 
(a:>íial + locornoti,'c + limb + orolingual). l'igure 2a shows 
thc lowl sel'crity !\ I ~ls induced by LD in <.:ach 
experimental condilion. 'J\,-o-way ]{]\ I ANOV,\ showed a 
signifiealll effee[ uf lime !"-(.I.4.\) =: .1.58.1'<: 0.025) and 
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Table 1 Number 01 8pomorphine· lnd~ced contralaler.l l~rn5 in 
6'hydro~ydop8mine lesionad rats du ri ng a 30 min period 
48 h afler Ihe lesion 

6-OMDA 6-0HOA+LD 6 ·0HOA+LOIR IM 

R-I? 231 , R-I. 21 4 ' R- ~ , 242' 
R-4 . 243, R-5. 223, R-3, 236, 

FI-12. 250' R·II, 23t' R' 2, 280 I 
R·8, 268 1 R·6. 237 1 R·18. 269 1 
R· tO,2nl R·13, 25~ I R·7. 227 1 
R·15. 215, R·18. 243, R·14. 260, 

:\':tSEM 250.667:t 11 .263 233.667:1:5.829 252333:1:8.401 

Rato _ e u oog<l8d rardomly 10 lhe dilf"'M! groupo. _ lhe ",taOcl<>al w..,;". 
." No oogn<fieo.OI _ __ fe _ be .... _ ~ 

6-OMDA. 6-hydr<>-'ydo!*,""'", lO. e-DOPA: R. """"'" n<mbet: RIM. """,pI", 
1M ..... ! "" ,.'ob, .. ,,: 1. lu"'a. 

trearmenr 1/'ú.'5l = 24.95. 1'<0,(1011. but no signific:tnr 
time by trearment illlerac{ion IF(b.4~) = 1.95. N5), POSt
hoc analysis indicaleu [hal LD/IU~ [ -lIe3 !eu rJIS showed 
less s<.:\'er<.: A1.\ls eompar<.:d lI'i!h {h<.: LD·trcaf<.:d group 
(/'< 0.0001). I1 can :¡Is!) he seen flOm l ~ig. 23 that aftcr 56 
da)'s. the AIMs decreasL'1l. probably hecausc Ihe r:lIS 
Uct'all1<': suhtly more akin<.:tic: huw<.:l'<.:r. there \\'<.:r<.: n(l 
sigllificant differences betll'een 42 and 56 da\'s eilher in 
lile LD or in [he LD/R I~ I groups. In COntr:lSI. as shown 
in I·ig. 2h (treatmenr day 42). [he tempor:ll l1lanifestation 
of AI ~ l s after a single dose of LD alone or LI) 
co.1dminis[ered wi[h RI~ I resemblcd [he I,me course of 
1)<;:lk-do~e dyskillcsia in 1'1) (Nut{. 1990: Fahn. 2(00). 
Thus. as I·ig. 2b shows. the sc\'elÍry of Al :\ Is incrcased 
gr.ldually during the firsr 20 min afrer trealment. 
remained elc,-ared for 60min. and gradually rclUTrlcd !O 

haseline belween 80 and 140min af[er lIea[ment. '['he 
S<.:I·crity of t\ I ~ l s is mor<.: <.:\·ide!11 in rh<.: LD·only lTealed 
groul' as RI~ I co.1dminis[ralion 1I0!ably reduced ir. 

Reptesentatlon of ab norma l lnvoluntary movement 
s ubtypes 
DifTerent AI~ I suh~'pcs were mainly ch:11'3Clerized in 
th<.: LD·(l[lly trc3[<.:d grwp :illd lI'ith Icss sCI'<.:rity in dle 
LD/I{j ~ I -trc,l!ed group (Hg. 3). For orolingu:11 A l~ l s 

(I·ig. .la). there was a significant rrcalme1ll dfL"Ct ¡Fa . 15) = 
2.3.70. P < OJXlI! :lnd a s¡gnifi~'Unt lime by trL~~(lll<.:nt 

interJClion 1/'(1,,-15) = ,lIO. P < 0.021. bU! no signifi~-:Int elTeet 
of rime !/';.~ ~5) = 1.90. N5!. l'Or axial AI ~ ls (I'ig. .lb). Iherc 
was ~ signifit-ant (reatment efTet't ! I·Ú. 15) = 8.67. /' < O.OOS) 
bU! no signiftc:mt efTect of time !/';.\-I5) = 2 .. m, N51 or time 
by tfCatll1ent imer.1Clion 1";1,,45) = 1.(,7. NS)). For forc!,mb 
r\L\ ls (ng. .kJ. th<.:r<.: \\'erc sig:nifica1ll clT<.:C{S of tTL-afm<.:m 
!/·;!.I >, = 19.54. 1'< 0.001) and time I/';H >, = 3.70. 
1'<0.02! and a significa!ll trealmcm by lime imerJClion 
IJ';'d5) = 2Ji P < 0.051. Ibsr-hoc ana~'sis sholl'ed rhal LO
only chronic m::1tment product:d incrca.>ingl~' SL",-ere AIMs 
affL"Cling Ihe [I\(nk. limhs. :md orolingual musclcs. In 
eOmr.lSl. from !h<.: f,rst (O Ih<.: laSI tcstin¡; scS!;ion. LD/[{]'\ 1 
coodministr.1tioll at[enu:ucd the dL"\'elopment of AI/l ls. I·imlly. 
locom()[i\'C AI~ l s w<.:re barcly ohscrl'ed in any <.:XI)Crimcmal 
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Minutes afte, last administra!ion 01 L-DOPA 

28 42 
D.~ 

'" an!agonisls (al'", 42 days) 

1 __ 6.0HOA -+- L-DOPA -+- lO-RIMI 

Time cour&e and overall incidence 01 AIMs. The twl> t,eated group&, 6 -0 HOA+ LO and 6-0HOA + LO/R IM, boIh show 8uS<:eplibility lo dyskinesia 
during lhe cour&e 01 tM e.periment. but lhe Ow.raII se_~y 01 AIMs i8 m061 pnloounced in 'alS wilh 6-0HOA + LO trea!"",nt. (a) Time cou ,se 01 AIM 
development d .. ing ehronic lO and lO/RIM lleatments. Values are total (Iocomotr.e +arial+orolifIQual+limb AIMs) integrated AlM $Cores pe, 
test session, shown as group median seo'es. ' lO and lO/RIM·t,eated g'oups v<¡!'Sus the 6·0HOA- leston g'oup, P<O.OOl; - lO/RIM v<¡!'Sus!he 
LO g'oup. P<0.OO5; two-way rep&ated-measu ,es ana1ysis 01 varíance. lolowed by Tukey"s posl-hoc test. (b) Time coursa 01 total AIM sco,esl 
monitom¡¡ peOod afte, a single t,ealment w~h LO o' LO/RIM (ttealmenl day 42). AIM . abnormal involuntary movement: LO. e-DOPA: 
6 -0HOA. 6-hyd,oxydopamine: RIM. ,oceptor antagonist rimonabant. 
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Representation 01 AlM subrypes. Integ,ated AlM """res WQffl generated separately Ior orolingual (al. aria! Ib), .. nd lorelinb (e) AlMs. 'Treatments 
versus 6-QHOA lesion. P<0.OO5: - lO/RIM versus !he lD·t,eated g'oup, P<0.OO5: two-way ,epeated·measures "f\alysis 01 varían<:(!. 10010wed by 
Tukey's post-hoc tesl). AIM . abnormal iovoluntary movemenl: LO. L-DOPA; 6-0HDA. 6-hydtO.<ydopamine: RIM. 'EC<!pIO' antagoois! rimonabanl. 
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groo.'p: oolh lile LD-only 110(1 Ihe LD/I~ t\ I- (R.:all-d groups Fig. $ 

manifes\(:d lurning beh:l\'ior in\'ol"ing 1\\'0 himJlimbs (axi31 ~~.;::;:==::;;;;;:;;.:::;::;;;;====;;~ 
AI!\'I). when:as only mo\'ements in"olving al least IhrlX: 
limbs are r:ued under lhc IOCO mOli\·c A1!\1 ealcgor)'. 

Tyrosine hydroxyla5e immuncx:ytodlemistry 
As sho\\"n in ngs 4 :md 5. Ihe number of T H-posili"e 
ncurons in Ihc conlrol gmUI). in oolh (hc rollll1llaleml and 
ipsikuerJI SNc. remained unaffeCled: lhe :l\'cr:1b'l! fmm sc\'cn 
st:t:lions W:lS in lhe mnge e.\pL'i:led ror roro11al scclions of 
(hesc dimcnsions (Saucr and Ocnel. 1m). Til'o-way R\I 
ANOV¡\ sho\\"ed significant effL'CtS or group 1 f ;.ulI) = 657.8. 
1'<0.0011 :md side If(l.a')= 19~7. 1'<0.001] and a 
signific-JI1I group-by-side inter.JClion ] f ;.l. M = Z 18.3. 
1'<0.0011. \\~ found a signilic-Jnt loss of T H-positi\'e 
neumns in 6-01-IDt\ -lcsioned 3nimals. compan..-d \\"ilh 
cflnrr"I,. nn hmh ,he !'"<""mlol"r:,1 "nti rhe ip,ilall,,,,1 .ide., 
( I'igs ~ and 5) . Similar lindings ,,"ere obser'l"ed in LIJ-He3IL-d 
r:lIS. I'ost-hoc analysis sho,,"ed thal LD-onl\" tTe,Umcnt 
induct.-d greater loss of T I-l -posili\'C neurons in Ihe 
oot1tmbleml hemispherc oomparcd wirh rhe OO1llmbrcrJI 
side of {he uI1lre3lcd lcsioncd group (1'<0.001). In 
OOI1lI1lSI. LD/RI/., I cmfealll1em rcduced (1'<0.001). bU! 
did no( elimina(c. the loss of T I-I-positi\'e cells. 

Histo loglcal analys is 
I~gurcs 6 and 7 sho\\' th<,; dTecls of Ihe trt:atments on .\ISN 
dendritic spine dcnsily. There ..-cre significan! cffects of 
treatmenl IF(J . .!!)) = Z.1.84. 1'< 0.00 11 ~l1d sidc IF(I.lIl) = 
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TH· inmunoreaclive cell counlslrom subslantia n;gra compacta (SNc). 
The data are presen(e<! as Ihe mean±SEM A stahstically signiflCarlt 
decrease in TH-immurooreacl;'e celia was dete<:led in both the 
contralateral (C) ar.d ipsi~te<aI (1) SNc in lhe IlTee experimenlal groop$_ 
Howeve •. lOIRIM lrea(menl showed an e>'idenl prolection.·Trealments 
ve<mJs the coolrDl 9'ooP: fl lO/RIM group versus the lO-treated 9rouP: 
°lO·treated g'oup . "rsuSlhe 6 ·QHOA·lesioned g'oup: all P<O.OO5; 
lwo"Way repeated·meas<lres anaIysis 01 variance, !ollowed by 
Tukey's posl-I>oc (esl. lO. ,-DOPA; 6-0 HDA. 6-hydroxy<loparni",,: 
Rt.1 • ...captor NtagOnisI riroonabant: RM Mt::NA:. TH, tyrosr.e~. 

Representative I)'fosine hydforylase-immunoslained COtona! se<:tions 
(magnificatioo, x lO) containing 1M oubstantia nigfa compacta (SNc) 
01 Conlrot. 6·QHOA, 6.aHOA-tLO. aJX1 6·QHOA-tLDIRIM·lrealed 
,al$. NOle th-e ptofO<ml .:enlose in 1M ipsilale,al SNc in rhe three 
e.periner1la1groups, which is RIO ... e>'idenl in Ihe 6.()HDA ar.d the lO· 
ooly !reated groops. in contrast to lhe striking c"lluIar protoction 
OOseNed in !he 
Lo/RIM·t,eated group_ LO, ,·DOPA: 6·QHOA. 6-hydroxy<lopamine: 
RIM, receptor anlagoniSl rimonabant. 
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_ 6-0HOA 
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o 6·0HOA-t LO 

e e 

GoIg;"slain anaIysi8: medium spiny """'008 dendritic opine doos~y 
01 Ihe contralateral (C) ar.d ipsiliole<al (1) "!,iala alter:2 """,tha. · Versus 
the control g'oup. P<0,05; -_sus the LD·t,ealed group. P<0,05: 
Iw,,"way repeated·measure" analysia 01 variance. loIowed by Tul<ey's 
post-hoc tesl. LO. ,-DOPA: 6-0HOA. 6 -hydro<ydopamine: RIM. 
receptor antagooOst rimonabanl. 
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' .. ' 

Oendrilic spine density. PhOlomicrog,aphS 01 represental ive GoIgi-stained medi~m's~e spiny neurons ollhe ipsilaleral strial~m "";111 a representativa 
bOl: 01 dendritic spine densmes Irom: the =ntrol groop (a). 6-lIydrmydopamine (6·0 HOA) lesion (b), 6·0HOA + c-OOPA (LO) treatment (e). and 
6·0HOA+LO/receplor anlagonist rmonabant (RIM) trellmenl (d). Both the 6·QHOA tesion and the LO trealmenl induced a rnarked decrease in !he 
100al number o! spines mainiy in the ipsilaleral striatum. In eorl1ras~ Ihe LO/R IM-uealed groop showed a wel-preserved dendrilic spine dens~y 
(magn~icalion, x 40 and x lOO). 
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13.8(,. l' < 0.0021. Ill.!1 no significant Ireatrnent-[¡y-side 
intct"Jction lFu,!o) = 0.77. N51. l'osl-hoc :11lalyses sho\\'ed 
thal DA depklion 3nd LD (re:!lmenl rcsuhed in 3 
signi lkml decreasc tn spine density 111 bOlh ipsil:1feml 
and contrJlalcrJI slrial:! comparcd lI'iÚl Ihal sccn in sham
lesioned control animals (1' < 0.002) (I:¡gs (, and 7a-c). 
1-I0II"el'er. LD/IU!\I significantly 311enuared Ihe degree uf 
i\l51\' sptne loss_ comp.1red ",ilh bOlh the 6-0 1-IDA
Icsiolled groU)) ",ilhool trc31ment and Ihe LD-tre:l!ed 
group. in b01h Ihe imacl :md Ihe dopatnine-detlt:rvaled 
hemispheres (I'<O.()() I ) (l:¡gs ó and 7d) . T he LD/RI!\I
Irealed groop abo sho\\"ed significant bUI smaller d iffercnces 
in Ihe ipsilaler;ll Slrialllln (.'Om));lred \\"idl Ihe sham-Icsionr,:d 
conlrol group. IUsI-hoc tests sho\\"ed no significant differ
enl"CS bclw(.'Cn Ihe LD/ fU\! group and che sh:tm-Icsioned 
group in Ihe contT:tl:lIeral s lriatum. 

Electron microscopy 
I:¡gun: 8a and b sho\\"s lhe size of synJ))lic cnding; Ihen: 
wr;fC signifil<lnl effr;els of group If(.\201 = 2.'..52. l' < (LOO I 
for Ihe major axis 3nd "¡un) = 5.2;. 1' < 0.001 for Ihe min(" 

FIg. , 

Ull'aSlructuiil añaIYirs: lengíh 0I 1he major (a) ¡r;¿¡ mrnor (b} axes 
meaSIXed in ipsilateral (t) and contralateral (e) striata aHer stereotactic 
&urgery and treatrMr1ts. 'V<lf&us the control group. P<O.05: - verws 
the l O-treated g'O<JP, P<O,05; two·way repealed-meu ... es analysis 
o! .ariance. foliawed by Tukey's post-1Ioc tes~ lO, c-DOPA; 6·0HDA, 
6'hydroxydopamine: RIM, receptor antagonist rimonabar11. 
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Slrialal .... lrastruc1u"" (ljec1rotl micrographs from ips'late ... 1I 81riat .... oeuropiL W ¡., 1he control groop, 1he mean sj.e 01 tt>e synaptic bootons 
(b) was 700 x 696 rvn, and ~ can be obseIved thallhe neumpil is wel preseMld; ... dendtitic opine; d , dendrile, (8) This image 5hows a swoIlen synaplic 
bouton (blof a 6-hydroX)'dopamine raI, establishing a synaptic conIacl wi:h a delllk ilic opine (si, Note lile .al1e,ed mitochon<kia with dilatad cistemae and 
&Omevaeuoles wilhir1!he neurepi! (C) This image sI'oOW8 a swolen p<esynaplic ending (b) 01 MI.·OOPA. (LOl-t,ea1ed rat, establis","g a S)'naptic COf11acl 
wiIh a dendritic spjne (o), 1he ... ,ats " Iso.nowed .... "'" neuropif alleralio"". (D) fn 1he LO/,eceptor an1agoniSl rimonabant group. synaplic bou1ons and 
neo.xopil were welf p<eser.oed, and lhe appea.rance is smOar IQ thal of me conlrol groop; b, synaplic boutOf\; d, deno:kile. BIO" _ O.2Irm. 

,txisJ and side 1/·(l..!0) = 6.'-61. l' < 0.001 for the major axis 
~nd / ,'II.!(O) = 23.54, l' < 0,001 for Ihe minar axisl. lnd a 
signific-Jnt group-by.side inler:lClion [['ú "!") = 5.46. l' < 0.01 
for the major 3.~is and F1J,!U) = 6.0S. [ > < 0.005 for Ihc minor 
:L~is[. Control rJ['~ sholl"cd no difTerenccs in Ihc sizc nf [hc 
S~113plic cndings or ncuropil altcrJlions 3ftcr sh:tm surger)" 
(l-igs Sa and b and 9;1) . :\~ shOll"n in l'ig. S. [he 6-0 1-11).-\· 
lesioned group shu\\"cd 3n e\'ident incrc3sc in Ihe size of 
synapfic lXlUlOllS in fhe ipsibfer:d SlrlaWlll; Ihe s::Jme p'lfIem 
II":L~ ob_'I(:'Yed in Ihe LD·m.>:J[ed group (/'< 0.001) (F,gs &1 
:Illd b and 91> 3nd cJ. Pos[·hoc all~lyscs indica[ed (h:1I 
LD/I{IM COffCatlllem rt."uuccd fhe di la[ion of pn:synapfÍc 
bOl' IOlIS comp;lred I\'i¡h [he (,.OI·ID/\ un[n:ated and 
LD-only Ircaled groups (1' < 0.00 1 l. 'Ine l"OnlrJlaterJI 
(nonlesioned) side of all e:'\perimenrul groups sho,,"ed no 
signiflcanl uifTerences (~)mlY.lred \\'irh [he ('(lfllml group 
(Hg. &l and b). ' Ine neuropil of 6-0HDA and LD.only 
frcafed grolJl)S 11':1.'1 SCl"Crdy alfercd (I'ig. <:lb and e): in 
l')lltrJ.SI. Ihe neuropil of LD/1U,\ l·tre:Jleu f1lIS neuropil WlS 
\\"ell prescrved. 1I";[h no el'idel1l alter.l[ions (Fig. 9d). 

Discussion 
OlJT &lIa sholl' Ihat the coadminisrrJf;On of LD lI"ifh a 
elll ~lll'lgonis[ reslJlfs in ~ l'(1)' efficieOl lfealllleOl 10 
reduce Al" ls fhrolJgh Ihe conscT\':lIion of sorne flJnClion:t1 
SNc D:\crgic cells. whidl in [lJrn imply a wdl·prcscr\'ed 
ncuTOpil uf a less deneT\':lIed stri~lum . \Ve assume thal 
fhcsc reSlJlIS are probably bcc'lUse of a synergis [ie efTect 
bcfWeen LD and HI"I. 

Abnormal Involuntary movements 
¡\kinesi~ r:tpidly bccomcs in!Olcr:tblc when I'D JXl l iCOlS ~re 
nO! lTealed \\"idl LJ) (Rascol and I¿Jbn:. 2001). Sim i1arl~; 

akincsia predominaf<..-d in all rJ[S. irrcSl"l1.-""Clil'c of [he 
experimental group, 20 min before trea[lllelllS af any pcriod 
uf the e.~pcrimell!. ,\f[er {feallllel1[S. [he 3n31yscs shu,,"ed 
chal dyskinesias inCfCased significalllly ol'er Ihe firs[ 20 min 
~nd dt:creascd gmdllally ~fler 180min (I.jg. 2b). a 
ch'lrJCferis[ic peak dosc of LID phenolllenology. wheTe 
dyskine[it· mm'emcnr$ are caust-d by PlJIS3[i1c S[;mlllafion 
of DA fCceplOrs in (he s[riallJlll (Ccnd and Lundbbd. 
2007; NUI!. 2007; II"JI,:mi and Jcnner. 2011). Tne bio-
31'aibhility of rilll0l13lxlll¡ il1 [he hmin is (~)scr\"ed fmm [he 
ftr.;I 20min afteT its orJI administrJlion (Hinaldi·Carmona 
1'//11 .• 1996), Ihus facililaling Ihe reduc[ion uf pc:\k dosc 
'\1" 1.'1. In line with our reS\llIS. GiufTrida " (JI. (1m) h31'C 
sho\\"n reciprocal inter:lclions helween ECB ,md DAergic 
syslellls in normal condifinllS. whercin cm block:Jde 
f;lcili[3[es Dt\ergic cffeels. 

In supporf of [his hypOfhcsis, [hen: is el'idencc [ha[ (i) Clll 
rel"t:p[ors ("Oloc~lize wilh DI ,md D2 rl""Ceprors in s[ri:lIal 
projL""Ction neurons (1-10\\"1<.:11 " 111.. ZOOZ) and (ii) rimonah.mt 
cnhanc......J [he slimlJbrion of mOfor :lCfivifY indlJce<.l by D2 
receplOr a!,'OIlim in control rJfS (GiulTrid~ 1'1 d, 1999). 
·111<:refore. il is possible [h:lI rimonab:llll. by blocking CIl 1 
recep[ors. miglll rclea..-;c ECB·induced inhibifion of Dr\eJ"'~ic 
reccp!Olli. [hus produeing a higher actil·:ttion uf Ihese 
receptors. el'en under conditions of 1011' DA len:ls. as found 
in PD. A similar hypOfhesis has hecn ProlXlS<..-d 
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by Femaod<.:l,-Espcjo t1 (1/. (ZOO5) 10 <.:xplaio lh<.: pol<.:olial of 
rimon~hanl tu impron; IYJrkinsoni:m signs in animals wilh 
I'er'¡' sel'ere DAergic lesions, as in rhis s[udy, 

AnOlhcr imponam aspecl is [har Ihe dorso!aleral srri :l[um 
comrols jaw mo\'emelllS and forep'll\' lIsage. T hc :111110-

rmal fu[\c[ion of lhis region is corrt:lal<.:d "'i[h [11<.: 
pres<:nce of orJ I. axial. and limh Al" ls (,>\ndersson fI (11" 
1999), T he reduclioo of [his [ypc of 1lboormnl mo\'C
menls is ,m cffecri\'e merhod 10 predict a I'aluahle 
rherapeuric compound wilh clinical rele\'ancc for I'D 
(Dekundy " (,l.. 2007). \Ve ohse[Yed rhJ[ LD/H IM
Irea[ed ra[s maintaincd ¡he Jhili~' lO prel'en! fans ..-;rh 
[he SUppOfl of lhe pall'S \rhen [he axial l'O!11onions made 
lhem lose [heir b:lbnce. somelhing thm LD-ire:lIed rJ[S 
could nO{ prn'enl. T he aw.:nu:lled mOlOr asyrnmelr'¡' of 
[he limb conlr.J!aler.J1 [O lhe !csion nnd [he dystonic 
posturc caused hy Dtkrgic denel\'3lion (lI lcJnmed, 
1979; Cuho " (iI.. 2(0 1) could hal'e been rel'e rsed by 
rimonal).1nl. as reponcd pr<.:\'iously (l::Cmnndel,- Espejo 
tf tll" 2005; Kclsey fl fll.. 2(09), Therdore. aldlOugh 
prolonged LD rrearmenr decreases ilS elTeclil'eness 
against mOlor signs (Ghassemi rI (d" 2006, Olano\\' ,! "1,, 
Z006; NUll r! "/,, 2( 10). il i" pus"iblc lhal ,i,"u,,,,¡'alll 
incrcases ¡he dUrJlion of elTecrÍl'eness of LD. anenllaring 
akinesia :lnd LID (elO'! (11.. 2007, Kclscy fl ((1.. 2(09), 

1I loreol'er. as lhe elTecl of rimoo~b:Jnl in mOI'emenl t'ontll>l 
is dose dependenl and lhe degree of DA denerl'JlÍon ~nd 
LD [re;ttmenl response :1Ie en,e;a! for rhe Cüllsislency 
of lh<.:ir anlidyskinelic elTecls. [he rclali\'ely lo\\' dose of 
ril11on~b~m used in this slUdy agrecs wilh prel'ious reporls 
on ilS lherJllCmic p01cmial (El-Banoua " a/.. 200-1: 
Fernandez-Espejo " a/. . 2005: ,\ laflín " al.. ZOO8: Kclsey 
ff al.. 2009: ' ladaicsky " a/" 20( 0), T herefore. our resu lts 
sho\\' Ihal Ihe rimollaham dose and LDflU ,\1 adminislrJ
lion I)nnern used here \\'ere :lppropri;tte 10 compcnsale lhe 
aller.nions induced by D/\ dcnernlÍon and LD chronic 
Irealmem, and SUI)IXJrI the idea [h:1I Irealmenl wilh a CHI 
anw¡,'Onisl in eombinatio!1 lI'i[h LD may bccome a ne\\' 
SII"Jle¡,'y for the lrealmem of LI D, 

Cytologlcal alterations 
]¡ h"" been shol"n widcly !hM ",i,h !he 6-01-IDA dose uscd 
in [his slUdy. ¡he unilaler.Jl ml.-dial forebr.Jin bundle 
dene!'\-alion is almosl complele ~nd fel\' SNc Dt\ ergic 
neurons exprcss T t-I ('[roong r! (/1.. 2(06), According \O 

[hese alllhors. [his is a \'alid model. I\'hich simulates lhe 
ad\1l11ccd slages of I'D from lhe fiN dnyll afrer rhe lesiono 
whcn r.ns consislemly sho", motor impairrnems (Deumens 
r! (11.. 2(02) and apomorphine-induced ilImiog IlChal'ior. 
and srria[al DA conrem dl.'Creases 10 less [han 80% and SNc 
DA len:ls 10 less Ihan 50% (I-Iudson" (I/.. 199J), h seems 
[hm lhe neurolOxin produces 3n inili~1 loss of '1'1-1 
phcnor'¡'llC. lI'irh cel! dealh occurring OI'er n sloll'er time 
course (BolI'enknmp t1 (/1,. 19%), which C'Jn be e,\lended 
for 96h after ¡he lesion (Zuch r! al. . 2000) , In Ihe presem 

slUdy. \\l; began lhe lt'l:alment 72 h afler lhe Ic~ion. T hus. 
il might he possih!c Ihat LD/RIM coadmini"lrJlion enahles 
TH phen01ype re-c.~[ahlishme1lI as \re found a significanrly 
le.'iS sewre loss of T I-I-posilil'e cells io bOlh [he contr.I!a[ef'Jl 
amI [he ipsibter.l1 SNc oompmed lI'i[h lhe other expcri
memnl groups, In COIllI"JSl. :tcrording 10 ClS{clbno and Díaz 
(1991). [he nigros[rÍ;1tal DAc¡gic cdls' 3cti\'i~' has an 
imporla11l regulalory input flOm lhe contr.dau:f'Jl sidc of 
[he hrain, -Inus. il S<."Cms [hal lhet'l: are imerncmispheric 
projeclions flOm [he ipsilaleral SNc (O [he colltm!a[et.11 
Wialum (F,¡:;s and BlIlcher. 198 1: " lorgan and I-I u:;;ton. 
1990; Schll'aning and I-luston. 1996: Emsle)' ({ 111.. ZOOI). and 
rhe unilmeml le~ion ubu ~ffCCl" lhe ~'Olllf'~lmerJI hemi,ph.::rc 
(Rocdlcr f! fll.. 200 1: KozlOl,'ski f! tll.. 20().4: AI'il:J-Cos[a f! tll.. 
2(XJ8), -Inus. i1 S<.-ctnS [hat LDfKI" 1 lt'l:allnent i!l1effi.Jpts 
[he canl13binoid-like endogcnous tone comrolling SNc 
neuruns (Glleudel rf 111., 1995). lhe 3Clil'ily of which i'l lhe 
lcsiollt.-d rJts is increnso:d in bOlh hemisphercs (),img" (lJ.. 
2(07), 

J¡ is impOfla!l1 to emphnsize [he EIC[ [hal LD In;atmcnt 
alone induccd grenler loss of T I-I-posilÍl'c I1curons in [he 
t'omrJblerJl SNc l'01I1pared Wi lh lhe Icsion<.:d·onlrealed 
group, ]n [his reslx:cl. il has bcen reponed th:1t LI) 

trC~lmcm leads {(l 3n increase in (he cndogcnolls 
production of 6-01-1DA in [he S[rialUl11 (Mahal"Jj fI (l/.. 

2005) , In addition. the chronic high dose of LD indllct."s the 
r~-dUClion of mirochondrial cCHnplcx 1 3Clil'i[y in [he basal 
g:1I1gli:l (I 'r!.edborski ~f(¡f., 199:1). whieh incrense lhe le\'c!s 
of reaClil'e oxygen species in lhe SNt' :md [he Slriatum 
(Golembiowska rl fll.. 20(8) :md pOlel1lia[e [he neulOlOxic 
elTeCls cnused by exogcnous 6-0J-l DA (Naudin n (/1. . 1995) , 

Oor resulls also sho\\' tha[ LDm]~ 1 pre\'cnts 6-01-IDA
induced spine loss. and as LD-only ucalmelll did nOl 
al'oid lhis loss. il is possihle lha[ lhis effect is crucial for 
[he ,mlidyskinetic elTecls exefled by LD/R I ~ I lreatrnenl 
(Schuster r! "l.. 2009: Soderslrom '1111. .2010), In keeping 
\\'ith lhis. il has IlCCIl sho\\'n lha[ profollnd plaslie changes 
alTeCl suia!al :\ISN during lhe ptogrcssil'e loss of DA 
in pUl (lngham f! (11.. 1998: Necly (! (I/.. 2007: l\\'ila-Cosla 
fI al.. 2(08). The reduecd lwmllCr of dendritic spines. 
besides Ihe consequent connections 105s. might rcduee 
lhe ,nembrJIl<: .urfac<:. Icading <:v<:Iltually !O " IS1\'_ 
altered excilabilily (K:11I, 1962: Stephens f! (1/" 2005), 
Slria!al MSN spinc pruning in rcs1XJnse to DA dencrya
[ioo is significnndy lllenllalcd by cnr(ical lcsioos. 
suggesting Ihat glutalllatergic cortical inpols are esscnlial 
to mediale s[rinlal Sllinc loss in 1'1) (Villalba and Smi[h. 
2010), Dendrilic spine COllllling sho\\'ed lha{ 6-01-1D,'\ 
unlreated llld LD-only Irealed groups shol\' ver'¡' sirnibr 
dendrilic spine loss in both slriala. corresponding lI'i lh 
sc\'erc TH -positil'e cclI loss in borh ipsilareral and 
comra!a[erJl SNc. :md despile [he grcalcr TH -posilil'e 
cen loss in the ipsibler.J1 SNc of lhe LDlH l lI l-tremed 
group. il scems Ihat Ihe prescnce of ,\ISN dendritie 
spines dqlCnds more on gllll:l1n,l(ergic input. rJlher than 
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the Dt\ergic oru;. ",hich llle,U1S thm gJutalll~tergic 

tr:1I1smission in the striatum of this group is bener 
prescrved (Al'ila-Costa n 111.. l 005b. 1(08) as cl'idenccll 
by the ultr.lstructural analysis. 

In eontrast. consisten! ",ith prel'ious repons, "'e found 
ul!T:tslrucllIrJI ch:tnges in sITialal ,;)'naplic houlOns, 
increasing their length in norllTe3tell lesioned r,¡ts 
(Al'ib-Cos¡a "tll., 2005a, 2008), anu treateu ",i¡h a 1011' 
Of:ll uose of LD (GUliérn:7,-Value~. fl ti!.. 20 12). Aldl0Ugh 
the funetion al signifie,mce of Ihe ultr:lsHuctuml changes 
in Ihe sHialUm remains ponrly underslOou, Iherc is some 
el'iuence inuicating thal [his is a critic:Jl component of 
¡he strength and p13sticity of glutamatergic tr.lI1smission 
(Ingham n al, 1998: Stephens ff (11 .. 2005) incrt:aseu in 
PD (i{aju (/ tll., 1008), The size of these axospinot>s 
synapst:.~ is re!a[ed 10 Iheir aCliI'Íly: !arge denurilÍ<: spincs 
anu axon termioals h;l\'e larger glutamatergie syn;lptie 
areas and may mcdi:l1c sHonger excitalOry tr:msrnissiun 
(Smidl tia!., 20(9) . whieh eorrcsponds lI'i[h Ihe pn:senee 
uf morphoJugical changes, such as the occurrenee of 
I'acuoles in Ihe neuropil and abnormal milochondri:11 
rnorpholol,'Y ( I~g. 9b and ej. showing ('ortieal ~herf:ll1l 

pbstieill' that most likcly rcpre-"ents a rnorphologieal 
marker of disease sel'erit)' (Lach tlld .. 1992). 

As lI'e found here, LDfHh\ 1 [rea[ment markedly prcl'crned 
dam:tge 10 the ipsibccrJI strimum synaptic bOlllOns. :111 
effect ;tlso obscrl'ed ",ith the Dl agonist bromocriptine 
(AI'ib-Cos[a ~I tll.. 2005h). T hus, we migh[ sug¡;esl Iha[ 
LD/ i{ l,\ 1 trealn1ent xtS on :1 lI'el1-prescrl'ed SNc ~nd 

s[rialOm (mmpared wilh Ihat produced by LI) mono
ther:tpy) Ilral effectil'e!y l ssimil:lIed cxogenous LD, 
extending ils :lOtiparkinsonian effecI. This in 10m 1);10i,ll1y 
re~torcs the LD-inlluced alter.rtions in the synaptic 
plastieity of the striatul11 (picconi ff 111.. 2(08) and possibly 
Ihe OI'er:tClivilY of [he ECB and glulamalergic syslems 
10 a lel'e! :tI II'hich LI D is prcsent lI'ith less sel'erilY 
(/o. loccarrolle rI (1/..1003: Picconi ~, 111.. 1<Xl4; Caslee!s~' 111.. 

2010: Walsh ({1I1. . 2010). 

A final importam pieee of el' idenee is [hal I)A and CII! 
rcceptor-medi:ued ch:lOges in mOlOr I>eh:",ior mal' be 
more comple.\ th:111 can be discerned from studies uf SNc 
lud stri:lIal structure and ulll'JstruClure. The innuence in 
this process of o¡hcr ECI~ receptors and lil,>:lnds. 3S well as 
other basal ganglia stnlelures, such as glo1ll1S pal1idus, 
substantia nigr.l retieulata. and subthalal11ic nuc1cus 
(\\'hich abo express CIl I lnd DA receplOrs). remains 10 
be delcrmined. Nel'erthcless. Ihere is sufficielU el'idence 
uf the role of Ihe stri3tum and SNe in the nunifesl~tiun 
of 1.1 D and its [reanllell[ (Buck "II!.. 2010). In [his st udy, 
lI'e sho\\' the effecti"eness of oral cO;Jdministr;lIion of a 
C II! antagonist 3nd LI) on the pre),er\'ation of sHiatal 
cytolol,,)' al1d SNc T I-I-pusiti,'e neurons, p:mi:ll1\' rel'ert
ing Ihe. snuclOr:l1 alteratioll.'! induced hy [he 6-01-IDf\ 
lesion :1I1d chmnÍ<: LD neatmelll. as l\"el1 as by rcducing 
the sel'Crity of AI/o. ls. increasing the lemporal e/Tlcae')' of 

Comblnalion 01 0 ,.1 , -OOPAlrimonabanl Gutierrel·Valdez er al. 649 

the an[;parkinsunian e/Tecl of LD :rnd deereasing contra
!aterJI dystonia. T hus, cannabinoid :lntagonism-bascd 
therap,), ,,-ould be a;med not only 31 allel'iating spccific 
motor symplOms hUI also at debyinglarrest ing the 
degener:ttion nf slrialal lnd $Nc cel1s. Nel'erthelt:.~s. i[ is 
neccss3~' to conduct further experimems wilh rimonalunt 
lreatmen!, alone or :1 fe\\' lI'eeks :lfter ¡he slart of LI) 

trcutment. ro determine whcther the prcsumed neufO.
proteclil-e effec ts of rimonabam occur in the abscncc of 
LD or require imel'Jction \\'ith il. 
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