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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden neurodegenerativo que produce
alteraciones motoras debido a la degeneracion progresiva de las neuronas dopaminérgicas
en la sustancia nigra parte compacta (SNc). La levo-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) es el
farmaco mas empleado para el tratamiento de la EP por su eficacia clinica. 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 condicion 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
combinacidon 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 estrégenos) y
hembra ovariectomizadas (ovx), las cuales fueron lesionadas con 6-OHDA en el haz medial.
Los farmacos se administraron por via 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 coordinacién 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 citolégico se analizd el nimero de células
inmunopositivas a tirosina hidroxilasa (TH) y el nimero de espinas dendriticas de las
neuronas espinosas medianas. Nuestros resultados muestran que independientemente del
sexo, las ratas tratadas con la co-administracion de L-DOPA/melatonina tuvieron el mejor
desempefio motor y disminuyeron los DIL, posiblemente por el incremento en el nimero de
células dopaminérgicas y la conservacidon de las espinas dendriticas, lo cual implica la
preservacion de la sinaptologia del estriado. Ademas, observamos diferencias significativas
entre sexos en el andlisis de la conducta motora, mostrando que las hembras intactas
tratadas con L-DOPA o melatonina presentaron mayor recuperaciéon en comparacion con los
machos y hembras ovx y presentaron conservacion de las neuronas dopaminérgicas y de las
espinas dendriticas, mostrando que los estrogenos tienen efecto neuroprotector. Nuestros
resultados sugieren que la co-administracién de L-DOPA/melatonina puede ser un posible
candidato para el tratamiento de la EP para prevenir o retrasar los dafios causados por la L-
DOPA. Asimismo, los estrégenos pueden ejercer efecto benéfico contra el desarrollo y
progresion de la enfermedad, y esto podria ser utilizado como coadyuvante en el
tratamiento de la EP.



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.



INTRODUCCION

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 patologia 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 poblacidon con edad por arriba de los 55 afios
(Brailowsky y Garcia, 1996). Actualmente se considera que dicha enfermedad se presenta en
150 a 200 casos por cada 100,000 habitantes por afio; en México, 50 de cada 100,000
habitantes pueden padecerla y su prevalencia podria incrementarse en las préximas
décadas debido al aumento en la esperanza de vida (Géngora et al., 2005; Instituto Nacional
de Neurologia y Neurocirugia, 2008), por lo que es importante seguir la linea de

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

ANTECEDENTES

Enfermedad de Parkinson

La EP fue descrita por primera vez por el médico y gedlogo James Parkinson en 1817 en su
publicacidn “Essay on the shaking palsy” (Ensayo sobre la paralisis agitante), basado en las
observaciones de seis casos clininicos, como movimientos involuntarios con disminucién de
la fuerza muscular en segmentos que estan en reposo. Los pacientes con EP presentan
cuatro signos clinico principales: bradicinesia (lentitud del movimiento), temblor en reposo,
rigidez muscular y alteracion de la postura (el paciente presenta inclinacidn de la cabeza en
posicidn erecta, tronco dirigido hacia adelante, hombros caidos, brazos flexionados, manos
delante del cuerpo y rodillas flexionadas -Gilmans, 1994; Alanis, 1996; Garcia, 2003; Tolosa
et al., 2006; Jankovic, 2008; Lees et al., 2009-). Las lineas de expresion de la cara son fijas, y

no muestran respuesta emocional espontanea (Gilmans, 1994).

En 1966 Hornykiewicz analizé cerebros de pacientes con EP y reporté disminucién
significativa de Dopamina (DA), serotonina y noradrenalina principalmente en el nudcleo
estriado (NE) y la sustancia nigra (SN), ademas puntualizé que de las tres aminas biogénicas,

la mds reducida era la DA (Hornykiewicz, 1993; 2006). Posteriormente se demostré que las



neuronas que estaban degenerando principalmente eran las neuronas dopaminérgicas de la
porcidn de la sustancia nigra compacta (SNc) (Yurek y Sladek, 1990; Gibb y Less, 1991). De
esta forma una de las caracteristicas mas relevantes de la EP es la muerte de las neuronas
dopaminérgicas de la SNc, con la consecuente disminucién en los niveles de DA en los
nucleos inervados por ésta, principalmente el nucleo estriado, el cual juega un papel muy
importante en la actividad motora (Bové et al., 2005); la integridad de esta poblacién de
neuronas mesencefalicas determina la evolucion de los sintomas, por lo cual su pérdida es
la principal caracteristica histopatoldgica de la enfermedad (Appel, 1981; Damier et al.,

1999).

Etiologia de la EP

La etiologia 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 hipotesis para tratar de explicar su origen; la hipdtesis de mayor aceptacion 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 oxigeno
(ERO) y radicales libres (RL) que una vez generadas promueven reacciones que dafian a las
macromoléculas. Este dafio es irreversible, se acumula con el tiempo y da como resultado la

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

La generacidon excesiva de ERO en el sistema nervioso produce peroxidacidon de lipidos,
debido a que los RL reaccionan con el doble enlace de los lipidos insaturados como el acido
linoleico y araquiddnico generando asi peroxi-radicales (4-Hidroxinonenal, acroleina vy
malondialdehido) (Gonzéles et al., 1999; Barnham et al., 2004; Yap et al., 2007). Lo cual
origina pérdida de la fluidez membranal, disminucién del potencial de membrana vy
aumento en la permeabilidad de los iones de Ca** (Ferrer et al., 1999), lo cual puede generar
respuesta excitotéxica, es decir activacion 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 areas como los GB existen grandes cantidades de Fe y otros metales de transicion

gue constituyen factores importantes en la generacién de ERO (Gonzales, 1999; Yap et al.,



2007). En estudios post-mortem realizados en cerebros de pacientes con EP, se mostro que
las neuronas dopaminérgicas de la SNc son particularmente vulnerables al estrés oxidativo,
indicando aumento de peroxidacion de lipidos (Dexter et al, 1989; Shastry, 2003),
disminucion en los niveles de Glutation Peroxidasa (GSH-Px), incremento en los niveles de
Fe™, el cual funciona como catalizador de la reaccién de Fenton y por tanto promueve la
generacién de RL resultando en estrés oxidativo crdénico provocando la degeneracién

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

En la EP el estrés oxidativo recibe especial atencidn, debido al potencial que tiene la DA para
oxidarse y formar peréxido de hidrégeno (H,0;) y otras ERO (Kolesnikova y Serebrovskaya,
2003; Hattori et al., 2009). Por ejemplo, durante su auto-oxidacién, la DA es convertida a
semiquinona “SQ™” y anién superéxido “O,™” (1), el cual puede reaccionar con otras
moléculas de DA y formar SQ" y “H,0,” (2) o reaccionar con 6xido nitrico y formar el
altamente téxico peroxinitrito “ONOO™ (4). El H,0, también es formado mediante el
metabolismo enzimatico de la DA por la monoaminoxidasa “MAQ” (3), asi, el H,0, generado
durante estas reacciones en presencia de Fe?' (5), genera radical hidroxilo “OH"” a lo cual se

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

1) DA+0O, > SQ*+0, +H”

2) DA+0O; +2H" —» SQ* +H.,0,

DA+0, + H,0—%8 ;34 DOPAA+ NH, +H,0,
g O: +NO——ONOO

5) H,0,—F2F" y*OH + OH -

3)

Estas hipotesis 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).



Tratamiento con L-DOPA y sus complicaciones motoras

El farmaco mas 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 farmaco
mejora la calidad de vida de los pacientes, por lo que hasta el momento este precursor
dopaminérgico es el farmaco sintomdatico mas efectivo en el tratamiento de la EP, sin
embargo, el progreso de la enfermedad continda (Biagio y Bernardi, 2005) y después de
varios anos de tratamiento farmacolégico 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 crénico, generalmente se presenta en el 40% de los
pacientes durante los primeros 4 - 6 afios de tratamiento, esta proporcién aumenta a mas

del 80% entre 8 y 15 afios 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 fisica (Obeso et al., 2000), social y econdmica de los pacientes (Dodel et al., 2001). Las
DIL abarcan muchos tipos de movimientos, incluyendo corea (movimientos irregulares,
bruscos, involuntarios y rapidos) y distonias (contracciones musculares que causan
torceduras y movimientos repetitivos o posturas anormales) (Cheshire y Williams, 2012),
correspondiendo con la concentracién mas alta de L-DOPA en el cerebro, por lo que se
conocen como “discinecias de pico de dosis” (Gurutz y Nadége, 2005; Ebadi y Ronald, 2005;
Calabresi et al., 2010). Cuando la concentracion de L-DOPA asciende o desciende se
presentan las “discinesias bifasicas”, en las cuales las complicaciones motoras aparecen al
inicio y al final del efecto de una dosis de L-DOPA presentandose 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 Nadége, 2005; Fabbrini et al., 2007). Finalmente las “distonias off” se
presentan cuando la concentracion de DA es muy baja, como es comun al inicio del dia

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

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

como la degeneracién de la via nigroestriatal, la edad de inicio de la sintomatologia
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parkinsdnica, las dosis de L-DOPA y el tiempo de tratamiento, asi 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. Alin no
estd claro por qué, las mujeres son mds susceptibles que los hombres a desarrollarlas pero
se propone que lo estréogenos pueden ser la base de esta susceptibilidad (Brann et al., 2007,
Pavon et al., 2010). Asi, el tratamiento con la L-DOPA genera concentraciones de DA muy
variables en el cerebro, produciendo la estimulacion pulsatii de los receptores
postsindpticos estriatales de DA. Ademas, los procesos fisioldgicos para compensar la
deficiencia de DA involucran alteraciones en el metabolismo, la expresidon génica,
angiogénesis estriatal y modificaciones de la plasticidad sindptica aberrante (Linazasoro et

al., 2004; Lindgren et al., 2009).

Se ha reportado que la administracién de L-DOPA a largo plazo puede acelerar la
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas (Michel y Heftil, 1990; Jenner, 1995; Wolters
et al., 1995; Miiller et al., 2004), debido a que la auto-oxidacion de la L-DOPA puede generar
moléculas citotdxicas que generan ERO asi como 6-OHDA (Borah y Mohanakumar, 20093;
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
oxidacion (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 mas utilizada es la 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (Ungerstedt, 1968; Obeso,
1995), la cual se inyecta estereotaxicamente 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 actua inhibiendo el complejo I y IV

de la cadena respiratoria mitocondrial, de este modo reduce la generacion de ATP (Glinka et



al., 1998; Lotharius, et al, 1999), y causa la produccion de ERO induciendo
subsecuentemente la degeneracion de las terminales axdnicas y de los cuerpos neuronales
(Otero-Siliceo, 1996), lo que trae como consecuencia las caracteristicas motoras tipicas de la
enfermedad como acinesia, rigidez, temblor y alteraciones posturales y de la marcha, que
son mas evidentes en el lado contralateral al hemisferio mas degenerado (Schwarting vy
Huston, 1996), dando asi lugar al modelo experimental de la EP. A pesar de que es uno de
los modelo mas empleado, aun no se caracterizan completamente los mecanismos celulares

y moleculares de la toxicidad de la 6-OHDA (Hernandez-Baltazar et al., 2013).

Para reproducir las DIL, las ratas lesionadas con este modelo son tratadas crénicamente 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 lesidn (Lee et al., 2000; Winkler et al., 2002).

Como se menciond, se considera que el estrés oxidativo desempefia un papel significativo
en la neurodegeneracion que ocurre en la EP, mas aun, el fdrmaco mas utilizado puede
producir RL que afectan a las neuronas dopaminérgicas remanentes en la SNc. Por lo que se
ha sugerido que la administracidn de un antioxidante podria 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 caracteristicas que a continuacién 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 mas eficiente que la vitamina E y cuatro veces mas que el

Glutation (GSH) y el acido ascorbico (Kundurovic y Sofic, 2006). Varios estudios reportan que



la melatonina protege las células debido a que neutraliza el H,0,, ON’, O,y NOO™ (Reiter,
2000a; Reiter et al., 2000b); los metabolitos de la melatonina también presentan
propiedades antioxidantes (Reiter et al., 2003), mas aun, puede inducir genes que codifican
para enzimas antioxidantes como el GSH-Px, glutatiéon reductasa (GSH-Rx), glutailcisteina
sintasa, glucosa 6-fosfato deshidrogenada (G6PD), superéxido dismutasa (SOD) y catalasa
(CAT) (Hardeland y Pandi-Perumal, 2005; Hardeland et al., 2006; Bondy y Sharman, 2007) y

disminuye los niveles de peroxidacion de lipidos (Harms et al., 2000; Khaldy et al., 2003).

Estudios in vivo e in vitro muestran que la melatonina incrementa la actividad del complejo |
y IV de la cadena respiratoria. Por lo que se ha sugerido que dicha accidn puede contribuir al
efecto protector en la EP (Dabbeni-Sala et al., 2001; Ledn et al., 2004), ademds 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 vy tratados con melatonina se observa
proteccion de los complejos mitocondriales, incremento de la expresién génica de las
enzimas antioxidantes (Mayo et al., 2002), restauracion en los niveles de DA, asi como sus
metabolitos DOPAC (acido 3,4-dihidroxifenilacético) y HVA (dcido homovalinico) (Aguiar et
al., 2002), incremento de los niveles de RNAm de la enzima Tirosina Hidroxilasa (TH) en la
SN (Ledn et al., 2005) y produce recuperacion significativa del déficit motor inducido por la
lesién con 6-OHDA (Singh et al., 2006; Gutiérrez-Valdez, 2007; Gutiérrez-Valdez et al.,
2012a, 2012b).

Un extenso y variado nimero de trabajos realizados tanto en personas adultas como en
nifios han demostrado que la melatonina tiene muy baja toxicidad (Campos-Rufo, 2002). En
estudios realizados bajo la supervision de la U.S. National Toxicology Program, se
encontraron escasos indicios de toxicidad en ratas tratadas durante toda la gestacién con
dosis muy elevadas de melatonina (entre 10 y 200 mg/kg/dia). En este grupo se estudio la
mortalidad prenatal, el peso corporal fetal y la incidencia de malformaciones fetales, y se
observd que la melatonina no presenta toxicidad significativa en ninguna de las variables

analizadas (Acufia- Castroviejo et al., 2006).

10



Por otro lado, resultados recientes en nuestro laboratorio mostraron que animales
lesionados con 6-OHDA vy tratados de forma crénica (30 dias) con 7.5 mg/kg de L-DOPA
presentaron recuperacion del desempefio motor en los primeros dias de tratamiento,
posteriormente los animales manifestaron deterioro motor evidente, lo cual es homdlogo 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
recuperacion gradual de la conducta, siendo mas evidente a los 28 dias de tratamiento (en
este mismo tiempo, los animales tratados con L-DOPA presentaron deterioro motor
evidente). A nivel citoldgico encontramos que los animales lesionados con y sin
administracion de L-DOPA presentaron pérdida drastica de células dopaminérgicas,
importantes alteraciones ultraestructurales, y altos niveles de peroxidacién de lipidos; a
diferencia del grupo de animales lesionados y tratados con melatonina, el cual se
caracterizd por presentar mayor supervivencia de células dopaminérgicas, menor nimero
de botones con edema y prevalencia de contactos sindpticos con espinas asi como bajos

niveles de peroxidacion de lipidos (Gutiérrez-Valdez, 2007; Gutiérrez-Valdez et al., 2012b).

Dimorfismo sexual en la EP

Como se menciond, la EP es asociada con la edad avanzada, por lo que la mayoria de las
mujeres que desarrollan dicha enfermedad son post-menopdusicas. Al respecto se ha
observado que mujeres jévenes con EP que auln presentan ciclos menstruales regulares
manifiestan sintomas motores severos cuando los niveles de estrégenos son bajos (Quinn et
al., 1986; Kompoliti et al., 2000), proponiendo asi el efecto neuroprotector de los

estrégenos (Rubin, 2007; Sanchez et al., 2010).

La neuroproteccion producida por los estrégenos en las mujeres con EP es asociada con
factores que estimulan la produccién de estrégenos durante la vida (Ragonese et al., 2004,
Brann et al.,, 2007; Gatto et al., 2014). Estudios recientes proponen que el retraso en la
apariciéon de la EP en mujeres se asocia al nimero de embarazos y vida fértil, lo cual podria
explicar las observaciones epidemioldgicas de baja incidencia de EP en mujeres con respecto
a los hombres 2:3 (Sanchez 2010; Yadav et al., 2012). Por otra parte, en estudios clinicos

también se ha observado mayor incidencia de ciertas enfermedades que estan
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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 (Garcia-Segura et al., 2001; Smith et al., 2014).

Mas aun, existen estudios que muestran que las mujeres con EP presentan retraso en la

aparicién de los sintomas motores en comparacién con los hombres (Pavon et al., 2010).

Para determinar si los estrogenos tienen efecto sobre las neuronas dopminérgicas, Leranth
y cols. (2000), utilizaron primates no humanos jovenes los cuales fueron ovx (sin ningun tipo
de dafio neuroldgico) y sus resultados mostraron que tanto los primates ovx y los machos
presentaron menor numero de neuronas dopaminérgicas en comparacién con las hembras
con ovarios intactos. En roedores machos se observa mayor susceptibilidad a la neurotoxina
6-OHDA en comparacion con las hembras, las cuales se caracterizaron por presentar menor
pérdida de células dopaminérgicas y recuperacion de la conducta motora (Tamas et al.,
2006). Dichos estudios, apoyan el efecto neuroprotector de los estrogenos en el sistema

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

Asi durante los Ultimos afios la evidencia acumulada sugiere que la exposicién a estrégenos
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, O,, y H,0,, los estrégenos presentan
actividad antioxidante (Sawada et al., 1998; Sawada y Shimohama, 2000), asimismo, tienen
la capacidad de incrementar la expresidn de la enzima TH para la sintesis de DA (Kipp et al.,
2006), incrementan la densidad de espinas dendriticas (Brocca et al, 2013), activan factores
neurotréficos y de esta manera producen neuroproteccién (Sawada y Shimohama, 2000;

Kipp et al., 2006).

Mas aun, en un estudio realizado en nuestro laboratorio se reporté que animales inyectados
con 6-OHDA en el haz medial, presentan edema de los botones pre-sindpticos, pérdida de
espinas dendriticas, aumento en las sinapsis perforadas y pérdida de neuronas

dopaminérgicas en la SNc. Dichas alteraciones fueron sexo-dependientes, es decir, el dafio
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fue menor y estadisticamente diferente en las hembras con respecto a los machos,
pudiéndose atribuir esta diferencia a la presencia de los estrégenos (Flores-Martinez, 2005);
por ello, es factible pensar que los estrégenos podrian 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 neuroproteccion

de los estrégenos podrian dar lugar a terapias diferenciales en la EP.

JUSTIFICACION

La L-DOPA sigue siendo el fdrmaco mas empleado en el tratamiento de la EP debido a su
eficacia clinica, 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 degeneracién 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 dias, los animales presentaron
recuperacién de las alteraciones motoras, citoldgicas y disminucion en los niveles de
peroxidacién de lipidos inducidos por la neurotoxina 6-OHDA; por ello consideramos
relevante probar si la combinacién de L-DOPA/melatonina administrada por tiempo
prolongado (6 meses) podria ejercer efecto benéfico sobre las alteraciones motoras y

citoldgicas, y comparar su efecto con la administracion de L-DOPA y la melatonina.

Por otra parte, como se menciond, la mayoria de las mujeres que desarrollan la EP son post-
menopadusicas, y debido a que los estrégenos presentan efecto neuroprotector es
importante determinar las diferencias entre sexos en la evolucién de los sintomas vy las
respuestas a los diferentes tratamientos, ya que podrian 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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HIPOTESIS

La melatonina tiene propiedades antioxidantes, por lo que la co-administracién de L-
DOPA/melatonina podria evitar la auto-oxidacion de la L-DOPA y con ello prevenir los DIL,
favorecer la supervivencia celular en la SNc y la conservacién de las espinas dendriticas de

las neuronas espinosas medianas del NE.

Por otro lado existen evidencias de que los estrégenos tienen efecto neuroprotector, por lo
gue las ratas hembra con ovarios, podria atenuarse el dafio en comparacién con los machos

y las hembras ovx y responder mejor a los tratamientos.

OBIJETIVO GENERAL
Comparar el efecto de la administracién crénica de L-DOPA, melatonina y la co-
administraciéon de L-DOPA/melatonina en ratas macho, hembras intactas y hembras

ovariectomizadas lesionadas unilateralmente con 6-OHDA.

Objetivos particulares
Comparar el efecto de la administracidn crénica de los tres tratamientos sobre:
e La ejecucidn de la conducta motora fina, evaluada mediante la prueba de la viga de
equilibrio y la prueba de la escalera.
e El desarrollo de LID evaluada con la prueba de movimientos involuntarios anormales
(MIAs)
e La sobrevivencia de neuronas inmunopositivas a TH en la SNc

e El numero de espinas dendriticas en las neuronas espinosas medianas del estriado
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METODOLOGIA

Prueba de la escalera

Los experimentos se llevaron a cabo en ratas Q@ 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 plastico con
una plataforma intermedia entre dos escaleras de 6 escalones a cada extremo (figura 1) que
contienen fragmentos de su comida habitual, las ratas tenian que tomar los fragmentos de
comida y comerlos. Para la realizacion 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 dia para mantener su peso corporal al 90% de su nivel de alimentacion libre, los
animales fueron colocados en el dispositivo una vez al dia durante 10 minutos por siete dias,
y se registré el nimero de aciertos —tomar los pedazos de alimento, llevarlos a la boca y
comerlos- y se utilizaron aquellos animales que comieron minimo el 80% de las pastillas

(Galvan, 2000).

Py,
Frrs
b

Lo

N

FIGURA 1. Dispositivo de acrilico para la prueba de habilidades manuales en la escalera. A, pared anterior de
acrilico y plataforma. B, escalera de seis peldafios para colocar fragmentos de comida a ambos lados de la
plataforma intermedia. C, representacion de un animal dentro del dispositivo durante la ejecucion de la
prueba, donde se observa que la rata utiliza su extremidad izquierda para tomar la pastilla y comerla. Se conté
el nimero de aciertos (fragmentos comidos) por cada lado en un lapso de 10 minutos. Modificado de Montoya
etal, 1991.

15



Prueba de la viga

La prueba de la viga de equilibrio nos permitid 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 utilizé un aparato de madera con dos pedestales a los cuales va unida una
viga de madera de 2m de largo con una inclinacién de 15°. Se utilizaron vigas de 6 y 12mm
de grosor por donde los animales debian caminar hasta alcanzar su caja hogar desde la
parte mas baja del aparato. Se registré con un cronédmetro el tiempo total en que los
animales tardaban en atravesar cada viga las cuales fueron colocadas en orden aleatorio. Se
escogieron para experimentacion aquellas ratas que subieron cada viga sobre su canto en

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

Al término de los entrenamientos se realizd una evaluacion control en las diferentes

pruebas motoras.

FIGURA 2. Prueba de la viga de equilibrio

Ovariectomia

La ovariectomia se llevd a cabo bajo anestesia con pentobarbital (35 mg/kg, intra peritoneal
—ip-), se rasuré la porcion dorsal y se realizd una incision dorsal-medial de
aproximadamente 1.5 cm a nivel de la piel. Posteriormente se jald la piel hacia un flanco del
animal para disectar la musculatura abdonimo-tordacica a la altura del ovario, se separd el
ovario y tejido graso circundante unido a la trompa de falopio, se ligd con sutura absorbente

y se corto el ovario distalmente para mantener la ligadura y separar unicamente el ovario.
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Este mismo procedimiento se realizd en el otro flanco del animal. Al finalizar la incisién se
suturé y se dejaron recuperar durante dos semanas con el propdsito de igualar los niveles
bajos de estrogenos después de la menopausia (Quesada et al., 2004; Sarkaki et al., 2008;
Baraka et al., 2011) y determinar las diferencias entre sexos en la evolucién de las

alteraciones motoras y las respuestas a los diferentes farmacos.

Cirugia estereotaxica 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 estereotaxico (Kopf instruments, EUA)
para la lesidn. Se les inyectd 4 ul de solucién salina al 0.9%, que contenian 0.2 mg de acido
ascorbico (para evitar la autooxidacion de la toxina), y 8 ug 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 linea 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 pl de solucidon vehiculo. A las 48 hrs se les
administré apomorfina ip (0.25 mg/kg) para inducir giro y sélo se utilizaron aquellos
animales que presentaron 200 giros o mas durante 30 minutos (Ungerstedt y Arbuthnott,
1970). Esto fue con el propdsito de seleccionar los animales con aproximadamente el 90%
de pérdida de DA estriatal y de mds 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 farmacos como se describe en la tabla 1, por via oral. El tiempo
de tratamiento de los farmacos se decidio en base a que 6 meses de una rata es equivalente

a 15 afos de evolucidn en los pacientes.

Es importante mencionar que las dosis empleadas de 10 mg/kg de melatonina fue en base a
revision bibliografica donde se muestra que tiene efectos neuroprotectores, ademas en
estudios previos, nosotros utilizamos esta misma dosis encontrando efecto neuroprotector
sobre las neuronas dopaminérgicas y disminucion de los niveles de peroxidacion de lipidos
(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 clinica (Picconi

et al., 2003; Lindgren et al., 2007).
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Las evaluaciones conductuales se realizarén cada 7 dias durante el primer mes,
posteriormente cada 14 dias hasta los 6 meses. Cabe seflanar 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 ejecucién de los animales, asimismo las evaluaciones se

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

GRUPO INYECCION EN EL HAZ TRATAMIENTO
MEDIAL

I Solucién vehiculo Solucién vehiculo (n=5)

Il 6-OHDA Solucién vehiculo (n=5)

[l 6-OHDA 7.5 mg/kg L-DOPA (n=5)

v 6-OHDA 10 mg/kg melatonina (n=5)
Vi 6-OHDA 7.5 mg/kg L-DOPA +10 mg/kg

melatonina (n=5)

TABLA 1. Protocolo de administracién de los farmacos a ratas &, @ intactasy @ ovx,
por via oral durante 6 meses.

Evaluaciéon 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 acrilico y fueron observadas y
videograbadas durante un minuto cada 20 minutos, por un lapso de 3 horas después de la
administracion del medicamento habitual; es importante sefialar que se realizdé un video
control 20 minutos antes de la toma del fdrmaco. Se evaluaron 4 subtipos de MIAs de
acuerdo a su distribucion topografica (figura 3):

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

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

contralateral.
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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 (abduccion y aduccién) o en ambos (circunduccién). Incluye la
apertura o cierre de los digitos y la pronacidn y supinacién de la mufieca; puede
tener caracter coreiforme espasmaédico o disténico.

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

pata contralateral a la lesién.
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FIGURA 3. Secuencias de videos, donde se muestra los MIAs de acuerdo a su distribucion topografica: 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
observacion fueron calificadas del 0 al 4, asi el valor de severidad 0 fue asignado cuando los
animales no manifestaron ningun tipo de DIL, el valor 1, cuando los animales presentaron
menos del 50% del tiempo de observacidn; el valor 2, fue asignado a aquellos animales que
presentaron las alteraciones por mas del 50%, el valor 3, cuando los animales manifestaban
discinesias todo el tiempo pero eran interrumpidas por algin estimulo externo como un
sonido o un ligero golpe en la caja; el valor maximo fue 4, y fue asignado a los animales que
presentaron MIAs todo el tiempo aun cuando se presentara algin estimulo 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 asignacién de valores fraccionarios como 0.5, 1.5,

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

Preparacion del tejido histolégico

Al término de los tratamientos (6 meses) los animales se sacrificaron mediante perfusién
intracardiaca por via adrtica bajo anestesia profunda con pentobarbital. Primero se
perfundid con solucién salina al 0.9% y después con solucién fijadora con glutaraldehido/
paraformaldehido al 2% en solucién buffer de fosfatos (PB) 0.1 M. Los cerebros fueron

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

Inmunohistoquimica anti-tirosina hidroxilasa (TH)

Se realizaron cortes histoldgicos del mesencéfalo ventral a nivel de la SNc de 50 um 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
deteccion de neuronas catecolaminérgicas. Se realizd el conteo de neuronas
inmunopositivas a TH en la SNc del lado ipsi y contralateral a la lesién por microscopia de
luz, con una camara (Cannon PC1087) acoplada a un microscopio dptico (Nikon, Japdn). Con
ayuda del software Motic Image Plus 2.0ML se delimitd el area de conteo en la SNc (1500
um?) en cada hemisferio, se contaron 7 cortes del mesencéfalo por cada rata (Avila-Costa et

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

Los cerebros se procesaron por el método de Golgi rdpido. Se obtuvieron cortes coronales
de 90 um que contenian el nucleo estriado. El analisis consistié en el conteo de las espinas
dendriticas en una longitud de 10 um en 4 dendritas secundarias de 10 neuronas espinosas

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

Anadlisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante la prueba de ANOVA de dos vias, seguido por la
prueba de comparacién multiple 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 ademas,
se les realizd un anadlisis del area bajo la curva (ABC). Los analisis se realizaron con el

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

RESULTADOS

Prueba de la escalera
Como es bien sabido la ejecucion de la actividad motora es cruzada, nosotros lesionamos el
lado izquierdo (lado ipsilateral a la lesién) afectando el lado derecho (lado contralateral a la

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

Para observar el efecto de los diferentes farmacos, los datos de los animales machos
hembras c/ov y hembras ovx fueron graficados por separado (grafica 1A, 1B y 1C

respectivamente).

Como podemos observar en las graficas 1 A, B y C todos los animales del grupo control
mantuvieron practicamente el mismo nimero de aciertos a los basales durante todo el
estudio. Asimismo, cualitativamente pudimos observar que los animales presentaron los
movimientos tipicos para lograr tomar las pastillas: 1) se preparaba para tomar el alimento,
2) estiraba el miembro, 3) tomaba la pastilla (movimiento de pronacién), 4) retiraba y giraba
la mufieca (supinacion), 5) comia el pellet (Clarke et al., 2007); cada componente se observo

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 disminucion drastica del nimero de aciertos, a
diferencia de todos los animales con 6-OHDA+L-DOPA, quienes presentaron recuperacion
de la conducta hasta los 21-28 dias de tratamiento, posteriormente presentaron alteracion
de la conducta motora comportandose como los animales 6-OHDA sin tratamiento (graficas
1 A, By C). Asimismo, de manera cualitativa observamos que dichos animales realizaban
pocos esfuerzos para alcanzar las pastillas, no presentaban los movimientos tipicos 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 parecian incapaces de extender los digitos y utilizaban sus dientes para y retirar la

pastilla y comerla.

La actividad motora de todos los animales con 6-OHDA+melatonina al principio presentd
valores similares a los animales con 6-OHDA sin tratamiento, posteriormente tuvieron
recuperacién gradual de la conducta alcanzando los valores de los animales control,
asimismo, es importante mencionar que presentaron mayor coordinacion, y presentaron los
movimientos tipicos para lograr tomar las pastillas y comerlas, similares a los animales

control.

Todos los animales con 6-OHDA+L-DOPA/melatonina presentaron mejoria en su desempefio
motor desde el inicio del tratamiento, perdurando este efecto hasta el final del estudio, es
decir el nimero de aciertos fue similar al de los animales del grupo control (graficas 1A, By
C). Ademas se pudo observar que los animales presentaron los 5 movimientos tipicos para

lograr el objetivo al tomar las pastillas.
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GRAFICA 1. Resultados obtenidos en la prueba de la escalera con el miembro contralateral a la lesién, se
registré el ndmero 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 dias de tratamiento y posteriormente se deteriora,
mientras que todos los animales 6-OHDA+melatonina presentaron recuperacion motora gradual.
Interesantemente todos los animales 6-OHDA+L-DOPA/melatonina mejoraron desde el inicio del tratamiento
permaneciendo asi durante todo el estudio. * Grupos experimentales vs control; # Tratamientos vs Lesion 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 propdsito de llevar a cabo la comparacién entre sexos, los datos de las ratas machos,
hembras c/ov y hembras ovx fueron graficados por tratamiento (grafica 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 dias, 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 dias, en comparacion con los

machos y hembras ovx con 6-OHDA+L-DOPA (grafica 2A).

Los animales machos, hembras c/ov y hembras ovx con 6-OHDA+melatonina, mostraron
disminucion en el nimero de aciertos durante los primeros 28 dias 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
dias de tratamiento, a diferencia de las hembras ovx que alcanzaron los valores del grupo
control a los 82 dias de tratamiento, es decir que los animales macho y las hembras c/ov se

recuperaron mas rapido en comparaciéon con las hembras ovx (Grafica 2B).

Todos los animales con 6-OHDA+L-DOPA/melatonina presentaron desempefio motor similar
a los animales del grupo control durante los 6 meses de tratamiento y no presentaron

diferencias estadisticamente significativas entre sexos (Grafica 2C).
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GRAFICA 2. Comparacién entre sexos en la prueba de la escalera del miembro contralateral a la lesién, se
registro el niumero de aciertos para la comparacion 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 comparacion con los machos y las hembras ovx (A), los animales
machos y hembras c/ov con 6-OHDA+melatonina (6-OH+MEL) se recuperan mas rapido en comparacién con
las hembras ovx (B), finalmente los animales del grupo que recibieron 6-OHDA+L-DOPA/melatonina (6-
OH+LD/MEL), presentan recuperacién de la conducta desde el inicio del tratamiento. * Grupos experimentales
vs control; # Tratamientos vs Lesion 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 graficas 3 A, By 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 registro 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 comparacién con los animales del grupo control, permaneciendo asi durante
todo el estudio. Asimismo, los animales del grupo lesién presentaron ciertas caracteristicas
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 comparacién con la
evaluacién control y la mayoria de los animales no pudieron recorrer la viga en el plazo
establecido, dichas alteraciones motoras son analogas a los comportamientos observados

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

Todos los animales del grupo 6-OHDA+L-DOPA mostraron mejoria estadisticamente
significativa en la actividad durante aproximadamente 21-28 dias, es decir presentaron
tiempos de recorrido similares al grupo control, posteriormente los animales incrementaron
el tiempo de recorrido, comportandose 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 dias, presentando valores de recorrido
similares a los animales 6-OHDA, posteriormente a los 42 dias (tiempo en que el
tratamiento solo con L-DOPA deja de ser efectivo), los animales mejoraron su actividad
motora observado por la disminucién en el tiempo de recorrido, alcanzando los valores de

los animales del grupo control.

De manera sorprendente las ratas con la co-administracion 6-OHDA+L-DOPA/melatonina
presentaron actividad motora similar a los animales control durante todo el estudio (grafica

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 dias 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 recuperacion entre los 42 y 56 dias de
tratamiento. Nuevamente podemos observar que la co-administracion de L-

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

(grafica 4).
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GRAFICA 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 dias de tratamiento y
posteriormente incrementan drasticamente el tiempo de recorrido. Todos los animales 6-OHDA+melatonina
presentaron recuperacion 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 Lesién con 6-OHDA; & 6-OHDA+L-DOPA vs 6-OHDA+melatonina; @ 6-OHDA+L-
DOPA y 6-OHDA+melatonina vs co-administracién 6-OHDA+L-DOPA/melatonina. P< 0.05.
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GRAFICA 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 dias de tratamiento incrementan drasticamente el tiempo de
recorrido. Los animales 6-OHDA+melatonina presentaron recuperacién motora gradual. Ndtese que los
animales que recibieron 6-OHDA+L-DOPA/melatonina mejoraron la conducta motora durante todo el estudio
* Grupos experimentales vs control; # Tratamientos vs Lesién con 6-OHDA; & 6-OHDA+L-DOPA vs 6-
OHDA+melatonina; @ 6-OHDA+L-DOPA y 6-OHDA+melatonina vs co-administracion 6-OHDA+L-
DOPA/melatonina. P< 0.05.
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Con respecto a la comparacién 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 dias, cabe sefialar 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 dia 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 dias de tratamiento, es decir, que los animales
hembras c/ov 6-OHDA+L-DOPA mostraron retraso en el deterioro motor en comparacion

con los machos y hembras ovx 6-OHDA+L-DOPA (grafica 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 dias de
tratamiento, a diferencia de las ratas hembras c/ov 6-OHDA+melatonina que incrementaron
el tiempo de recorrido pero no fue tan drastico; posteriormente a los 28 dias 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 dias de tratamiento, es decir que los machos y
las hembras c/ov 6-OHDA+melatonina se recuperaron mas rapido en comparacion con las

hembras ovx (grafica 5B).

Es importante hacer notar que todos los animales tratados con la co-administraciéon 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

estadisticamente significativas entre sexos (grafica 5C).
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GRAFICA 5. Comparacién 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 dias
de tratamiento presentan retraso en el deterioro motor en comparacion 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 dias, a diferencia de las hembras ovx que se recuperaron hasta los 70
dias de tratamiento (B), todos los animales con 6-OHDA+L-DOPA/melatonina (6-OH+LD/MEL) presentaron
recuperacion de la conducta desde el inicio del tratamiento perdurando este efecto durante todo el
experimento. * Grupos experimentales vs control; # Tratamientos vs Lesién con 6-OHDA; @ hembras c/ov vs

machos y hembras ovx P< 0.05.
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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 comparaciéon con los machos y hembras ovx con 6-

OHDA+L-DOPA (grafica 6A).

Las hembras c/ov con 6-OHDA+melatonina presentaron menor tiempo de recorido en los
primeros 21 dias 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 dias de tratamiento (grafica 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 evaluacién

(grafica 6C).
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GRAFICA 6. Comparacién 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 comparacioén 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 mas rapido a diferencia de las hembras
ovx (B), todos los animales con 6-OHDA+L-DOPA/melatonina (6-OH+LD/MEL) presentaron recuperacion de la
conducta desde el inicio del tratamiento perdurando este efecto durante todo el experimento. * Grupos

experimentales vs control; # Tratamientos vs Lesidon 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 locomocién, con el fin de obtener un panorama general, se
realizd la sumatoria de todos los subtipos de MIAs (orolingual + extremidad + axial +
locomotora), asimismo con el objeto de hacer mas evidente los resultados se realizé6 un

analisis del Area Bajo la Curva (ABC).

Esta bien establecido que en la ausencia de lesidn, los roedores intactos no desarrollan MIAs
después del tratamiento crénico con L-DOPA (Smith et al., 2012), por ello el andlisis de las

discinesias inducidas por L-DOPA sélo fue llevado a cabo en animales lesionados.

Al comparar el efecto de los diferentes farmacos 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 estadisticamente
significativas entre ellos, ademas presentaron valores similares de ABC, a diferencia de los
animales con 6-OHDA+L-DOPA que desde el primer mes de evaluacién presentaron
incremento en el puntaje total de MIAs e incremento drdstico 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-administracion 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,
gue este grupo a pesar de que recibieron L-DOPA, no presentaron la cantidad de discinesias

gue manifestaron los animales que se les administré exclusivamente L-DOPA (graficas 7 A, B

y C).
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GRAFICA 7. Del lado izquierdo se muestran las graficas de MIAs totales (movimientos orolinguales + axiales +
extremidad + giro) durante los 6 meses de tratamiento y a la izquierda se muestran las grafica del andlisis del
Area 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; nétese que todos los animales con
6-OHDA+L-DOPA (6-OH+LD) presentaron mayor puntuacion de MIAs totales, asi como mayor ABC en
comparacién 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 administré 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 comparacidon 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 evaluacién, 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 estadisticamente
significativas entre sexos, con respecto al analisis de ABC observamos que las hembras ovx
6-OHDA+L-DOPA presentaron menor area (56.85) con respecto a los machos 6-OHDA+L-
DOPA (66.45) y hembras c/ov 6-OHDA+L-DOPA (70.65; grafica 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 estadisticamente significativas entre sexos, asimismo presentaron valores

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

Es importante hacer notar que los animales macho, hembras c/ov y hembras ovx con 6-
OHDA+L-DOPA/melatonina, desde la primera evaluacién manifestaron bajos puntajes de
MIAs y no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre sexos, asimismo
presentaron valores similares de ABC (30.88, 32.75 y 35.68 puntos, respectivamente; grafica

8C).
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GRAFICA 8. Comparacidén entre sexos de los MIAs totales. Del lado izquierdo se muestran las graficas de MIAs
totales (movimientos orolinguales + axiales + extremidad + giro) durante los 6 meses de tratamiento y a la
izquierda se muestran las grafica del andlisis del Area Bajo la Curva (ABC) en la comparacién 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). Nétese 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 comparacién con los machos y
hembras c/ov con 6-OHDA+L-DOPA (A). Los animales que recibieron 6-OHDA+melatonina (6-OH+MEL; B) ¢ la
co-administracion 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.

36



Células inmunopositivas a TH

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

de las neuronas dopaminérgicas.

En nuestros resultados podemos observar que los animales machos, las hembras c/ov vy las
hembras ovx control presentaron valores similares en el nimero de células inmunopositivas
a TH, tanto del lado ipsilateral como del contralateral a la lesién (gréficas 9A y B; figura 4) y

no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre grupos.

En la grafica 9A se muestra la pérdida drastica de neuronas dopaminérgicas en la SNc del
lado ipsilateral a la lesién, 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 sefalar 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 estadisticamente significativas entre los grupos.

Con respecto al lado contralateral a la lesidn, en la grafica 9B se observa que los animales
macho, hembras c/ov y hembras ovx con 6-OHDA asi como todos los animales con 6-
OHDA+L-DOPA presentaron disminucion de aproximadamente 20% de pérdida neuronal,
comparados con los grupos control; y no mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre grupos ni entre sexos. Los animales macho, hembras c/ov y hembras ovx
con 6-OHDA+melatonina, presentaron mayor niumero de células similar a su grupo control,
en comparacién con los animales 6-OHDA y 6-OHDA+LDOPA no mostrando diferencias
estadisticamente significativas entre sexos. Sorprendentemente los animales macho,
hembra c/ov y hembra ovx con la co-administracion 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

estadisticamente significativas entre sexos.
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GRAFICA 9. Porcentaje de células inmunopositivas a TH en la SNc ipsilateral (A) y contralateral (B) a la lesién,
de los animales a los que se les administraron los distintos tratamientos. Observamos que todos los grupos
experimentales presentaron disminucién drastica de células en el lado ipsilateral a la lesion (A). En el lado
contralateral a la lesidn, todos los animales 6-OHDA y 6-OHDA+L-DOPA presentaron disminucién de células, a
diferencia de los animales 6-OHDA+melatonina que presentaron mayor cantidad de neuronas, no mostrando
diferencias estadisticamente significativas con su grupo control. Es importante hacer notar que todos los
animales que recibieron la co-administracién 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-administracion 6-OHDA+L-DOPA/melatonina vs Lesién 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. Ndtese 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-administracion de 6-OHDA+L-DOPA/melatonina (6-OHDA+MEL/LD) presentan
mayor numero de células en el lado contralateral a la lesion con respecto a los animales control (Magnificacidén
100X).
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Espinas dendriticas

Al realizar el conteo de las espinas dendriticas 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 lesién mostraron promedio de 8.15 + 1.58 y 7.97 + 3.47
respectivamente y no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre ellos, es
importante mencionar que los valores del lado ipsilateral asi como el lado contralateral a la
lesion fueron tomados como 100%; las hembras ovx control mostraron disminucion del
21.3% de espinas dendriticas del lado ipsilateral y 20.94% del lado contralateral a la lesidon
en comparacion con los machos y hembras c/ov control (gréaficas 10A y B), cabe mencionar
gue este grupo no presentd ningun tipo de alteraciones motoras en las pruebas evaluadas

(grafica 1Cy 3C).

En el lado ipsilateral a la lesion 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
drastica de espinas dendriticas, a diferencia de los animales que recibieron 6-
OHDA+melatonina y la co-administracién de 6-OHDA+L-DOPA/melatonina que mostraron
mayor numero de espinas dendriticas y no mostraron diferencias significativas entre grupos

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

Con respecto al lado contralateral a la lesién, se observa que las ratas hembras ovx y
lesionadas con 6-OHDA sin tratamiento presentaron mayor pérdida de espinas dendriticas
en comparacién con los machos y las hembras c/ov con 6-OHDA, mostrando diferencias
estadisticamente significaticvas, es decir que los estrogenos ayudaron a poteger las espinas
dendriticas. Todos los animales de los grupos tratados con 6-OHDA+L-DOPA mostraron
pérdida de espinas dendriticas, mostrando valores similares a los animales exclusivamente
lesionados con 6-OHDA sin tratamiento, no mostrando diferencias estadisticamente
significativas entre grupos ni entre sexos. Interesantemente, las ratas macho y hembra c/ov
con 6-OHDA+melatonina asi como los animales machos y hembras c/ov con 6-OHDA+L-
DOPA/melatonina presentaron valores similares en el nimero de espinas dendriticas al
grupo control. Las hembras ovx con 6-OHDA+melatonina y hembras ovx 6-OHDA+L-

DOPA/melatonina, presentaron mayor porcentaje de espinas dendriticas en comparacion
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con su grupo control, es decir, presentaron incremento en el nimero de espinas dendriticas

similares a los animales macho y hembra c/ov control (grafica 10 B).
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Grafica 10. Porcentaje de espinas dendriticas de las dendritas secundarias de las neuronas espinosas medianas
del nucleo estriado del lado ipsilateral (A) y contralateral (B) a la lesién. Notese que los animales que
recibieron 6-OHDA+melatonina (6-OH+MEL) y la co-administracion 6-OHDA+L-DOPA/melatonina (6-
OH+LD/MEL) presentaron mayor niumero de espinas dendriticas tanto del lado ipsilateral y contralateral a la
lesion en comparacidn con los animales con 6-OHDA y 6-OHDA+L-DOPA (6-OH+LD). * Grupos experimentales
vs control; # 6-OHDA+melatonina y la co-administracion 6-OHDA+L-DOPA/melatonina vs Lesién 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. Fotomicrografias representativas con impregnacién de Golgi de las espinas dendriticas de neuronas
espinosas medianas del nucleo estriado ipsilateral y contralateral a la lesidon. Notese cdmo con el tratamiento
con 6-OHDA+melatonina y 6-OHDA+L-DOPA/melatonina (6-OHDA+LD/MEL) favorece a la conservacion de la
densidad de espinas dendriticas tanto del lado ipsilateral como contralateral a la lesién (Magnificaciéon 1000x)
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DISCUSION

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 ejecucion de
tareas que requieren movimientos secuenciales, por ejemplo, al realizar movimientos
repetitivos de antebrazo, pronacién y supinacién, 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 asi 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
andémala para los animales con lesion unilateral con 6-OHDA, y es considerada andloga 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
disminucion de DA (Barnéoud et al., 1995; Brizard et al., 2006), asi como el potencial de los
tratamientos para mejorar el desempefio 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 inyeccién en el
haz medial con 6-OHDA mostraron dafio motor severo que afecté principalmente el lado
contralateral a la lesién, manifestado por la disminucién drastica del nimero de pellets
comidos (grafica 1A, B y C), lo cual concuerda con lo reportado por otros autores (Barnéoud
et al., 1995; Klein et al., 2007), la ejecucidn de esta actividad fue anédmala y a pesar de que a
veces podian obtener el alimento exitosamente, los movimientos de supinacidn y pronacién
fueron limitados en comparacion con los animales control. Asimismo las ratas se valieron de
estrategias compensatorias como aumentar la presion de los digitos, inclinacién 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 desempefio 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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drastica de las neuronas inmunopositivas a TH en la SNc asi como de fibras en el nucleo

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
recuperacién de la conducta desde los primeros dias hasta los 21-28 dias de tratamiento,
posteriormente presentaron alteraciones motoras (grafica 1A, B y C). Asi, nuestros
resultados concuerdan con estudios previos en donde se ha observado que en modelos
animales de la EP la duracion 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 coordinacion y mejoran el movimiento inicial (Castiello et al., 2000;
Bastian et al., 2003). Sin embargo, cuando el tratamiento con L-DOPA es administrado
cronicamente (6-13 meses), los pacientes no mejoran los movimientos y muestran
alteracion en la flexion del codo, en la supinacidn, pronacién, ademads presentan
bradicinesia (Melvin et al., 2005). Asimismo en animales lesionados con 6-OHDA y tratados
crénicamente con L-DOPA no mejoraron la coordinacion motora ni los aspectos cualitativos
de dichos movimientos (movimientos de pronacion y supinacién; Metz et al., 2001). Por lo
gue 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 lesidn, la movian poco y tendia a
quedarse flexionada los cuales son signos claros de hipocinesia y rigidez. Es importante
seflalar que con el tratamiento créonico con L-DOPA los animales manifestaron
principalmente discinecias de tipo orolinguales, axiales y de extremidad en el momento en
gue fueron evaluados en la prueba de la escalera, por consiguiente se les dificulté aun mas
la actividad para tomar el pellet de los escalones para comerlo, correspondiendo con los

resultados de Winkler y cols. (2002). Ademas, es de considerarse que la motivacidon que
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lleva al animal a tomar los trozos de comida es la restriccién del alimento (Montoya et al.,
1991), generando un estado de ansiedad y promoviendo la realizacién de movimientos
rapidos y poco precisos de las extremidades delanteras, lo que también dificulta Ia

realizacion 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 dias aproximadamente los animales

presentaron mejoria gradual en el uso de las extremidades delanteras (Graficas 1A,By C).

En un estudio realizado por Singh y cols. (2006), muestran que a los 35 dias de tratamiento
con melatonina en animales lesionados con 6-OHDA, presentan mejoria 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 lesidon, coincidiendo con nuestros datos ya que
nosotros encontramos mejoria en los animales entre los dias 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 actuan sobre los radicales libres formados a
partir de la 6-OHDA, ademas de que estas enzimas se encuentran disminuidas en el cerebro
de los animales depletados de DA (Kummar et al., 1995; Tomdas-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 (ltzhak 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 asi garantizar su efecto neuroprotector (Morgan y Nelsonb, 2001; Rennie et al., 2007;

Capitelli et al., 2008).
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L-DOPA/melatonina

Sorprendentemente, como se muestra en nuestros resultados, todos los animales tratados
con la co-administracion de 6-OHDA+L-DOPA/melatonina presentaron mejoria en su
desempefio motor en la prueba de la escalera desde el inicio del tratamiento, perdurando
este efecto hasta el final del experimento (Graficas 1 A, B y C), asimismo observamos que
estos animales mejoraron los movimientos de contraccidon y proyeccién de los digitos, la

pronacion y supinacion, en comparacion con los otros grupos.

El efecto neuroprotector que observamos, probablemente sea debido a la caracteristica de
la melatonina de actuar como antioxidante, evitando la auto-oxidacién de la L-DOPA y la
consecuente formacién de L-DOPA-SQ, restaurando asi 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 permitié evaluar movimientos estereotipados
espontdneos, la coordinacidn y alteraciones motoras caracteristicas 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 implicé mayor dificultad para su ejecucién por el grosor de las
vigas (6 y 12 mm), ademds de que al colocarse diagonalmente a 15° con respecto al piso

requirid mayor esfuerzo para mantener una posicién estable.

En humanos el deterioro clinico del equilibrio aparece cuando la pérdida de neuronas
dopaminérgicas es >70% (Martinez-Martin, 2004). Bracha y cols. (1987) reportan que los
pacientes parkinsdnicos, cuando fueron evaluados en una prueba ambulatoria presentaron
asimetria rotatoria hacia el hemisferio que contiene menor actividad dopaminérgica,
decremento la iniciacion del movimiento (acinesia), el caminar fue lento y presentaron
alteraciones posturales, por lo que se propone que dichas alteraciones pueden ser similares
en ratas hemiparkinsénicas, 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 drasticamente con respecto al grupo control (grafica 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 recorrian la viga pero se detenian y
luego reiniciaban el recorrido o simplemente se quedaban inméviles sobre la viga, lo cual
podria ser considerado como acinesia y bradicinesia (Truong et al., 2006; Allbutt y

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

Mads aun, observamos que los animales presentaron disminucién en la capacidad para usar
las extremidades contralaterales a la lesion, 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 caracteristica de
los animales depletados unilateralmente de DA es la disfuncién de las extremidades
contralaterales, por lo cual los animales no pueden equilibrar el peso de su cuerpo y lograr
un ajuste postural éptimo para mantenerse en equilibrio en una superficie estrecha,
proponiendo que funcionalmente el lado no lesionado no compensa adecuadamente el
déficit motor cuando la lesién 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
inyeccion de 6-OHDA en el haz medial y fueron tratadas con L-DOPA muestran recuperacion
de la actividad motora en los primeros dias de tratamiento, pero a partir de los 28 dias
incrementaron drasticamente 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 interrumpian frecuentemente su ascenso y
resbalaban debido a la poca fuerza de sujecidn de los digitos producida por la lesién, misma
gue no es revertida por el tratamiento con L-DOPA, lo cual concuerda con lo reportado por
Melvin y cols. (2005). La degeneracion de la SNc producida por la inyeccién 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 farmaco produce estrés
oxidativo y por consiguiente incrementa la neurodegeneracion de las células

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

Ademas, cuando los animales intentaban recorrer la viga se detenian debido a que
presentaba MIAs de tipo axial y de extremidad, inclusive, en una ocasién un animal presenté
giro contralateral (en la viga de 12mm), por lo que tuvo que ser retirado de la viga para
evitar su caida. Johnson y cols. (1996) reportan que dos pacientes con discinesias
clinicamente evidentes, presentaron disminucién en la velocidad y aumento significativo en
la torpeza al caminar, los autores proponen que la alteracién en la coordinacion motora se
incrementa en etapas avanzadas de la enfermedad y que podria complicarse alin mas por

las discinecias inducidas por el tratamiento crénico con L-DOPA.

Melatonina

Los animales que recibieron el tratamiento con 6-OHDA+melatonina, a partir de los 42 dias
de tratamiento presentaron recuperacién gradual de la actividad motora, lo que sugiere que
de alguna manera la melatonina contribuyé a la recuperacion de la coordinacién del
movimiento de las extremidades ipsi y contralateral a la lesion (Gutiérrez-Valdez, 2007;
Gutiérrez-Valdez et al, 2012a; 2012b), por ello, probablemente los animales lograron
realizar ajustes posturales éptimos 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 mejoria en la coordinacién motora en comparacion con los
animales que no recibieron el tratamiento; ademas el tratamiento crénico con melatonina

incrementd los niveles de DA en el nucleo estriado, de tal manera que los autores concluyen

48



gue el tratamiento con melatonina a largo plazo tiene un potencial neuroprotector para
preservar la funciéon 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-administracion créonica de 6-OHDA+L-DOPA/melatonina
presentaron recuperacion de la coordinacién motora, los animales subian alternando las
extremidades ipsi y contralateral a la lesién lo que hacia mds fluido y mas rapido el
desplazamiento sobre las vigas, de tal manera que presentaron tiempos de recorrido
similares a los animales del grupo control durante todo el experimento (gréaficas 3y 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 nimero de espinas dendriticas en las neuronas espinosas medianas
y atenuar la pérdida de DA en el NE. Proponiendo que la melatonina podria 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 conservacion de las espinas dendriticas e
incremento en las neuronas dopaminérgicas del lado contralateral a la lesién, por lo que es
factible pensar que se favorezcan las conexiones nigroestriatales permitiendo que los
animales lograran realizar ajustes éptimos en sus movimientos para mantener el balance y

desplazarse sobre las vigas.

Movimientos Involuntarios Anormales

Como se muestra en las graficas 7 A, By C, los animales depletados de DA que no recibieron
tratamiento presentaron puntajes bajos de MIAs en comparacién 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 lesidon 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 distribucidn topografica estdn condicionados por la
denervacion dopaminérgica del NE (Winkler et al., 2002) esto puede explicarse por la
organizacién somatotdpica de esta estructura. Un aspecto importante es que el estriado
dorsolateral controla los movimientos de la mandibula y los movimientos de extremidad. La
funcién anormal de dicha region esta correlacionada con la presencia de MIAs orolinguales y
de extremidad (Andersson et al., 1999). Boulet y cols. (2006) muestran que la estimulacion
del NST (Nucleo subtaldamico) en ratas hemiparkinsdnicas induce los 4 subtipos de MIAs,
dependiendo de los pardmetros de estimulacién e intensidad, mostrando que el umbral
para que se presenten los movimientos orolinguales es menor que el que se requiere para
producir los demas subtipos. Es posible que esta actividad se deba a la sobreexcitacion del
NST, que al estimular los nucleos de salida promuevan la sobre-inhibicion en el talamo y la

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

L-DOPA

Los animales que recibieron el tratamiento crénico con L-DOPA presentaron incremento
drastico de los DIL (gréaficas 7A, B y C). Existen estudios que demuestran que la respuesta a
la L-DOPA cambia con la progresion de la enfermedad. Mouradian y cols.,, (1989)
demostraron que una dosis minima de L-DOPA produce discinesias en pacientes con EP en
etapas avanzadas, en comparaciéon con los pacientes en etapas iniciales, sugiriendo que la
ventana terapéutica de la L-DOPA se pierde en etapas avanzadas de la enfermedad, ademas
disminuye la capacidad del cerebro para aprovechar la L-DOPA, que la enzima
descarboxilasa la convierta a DA, se almacene en las vesiculas y gradualmente se libere. Es
decir, con la pérdida de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales se pierde el control
presinaptico de la liberaciéon 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
estan estrechamente relacionadas con el desarrollo de los LID (Chase, 1998). Asimismo, el
tratamiento con L-DOPA desencadena los LID por medio de vias de sefalizacion en las
neuronas estriato-nigrales, probablemente por estimulacién 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 administracién de la L-DOPA, los animales desarrollaron los DIL que
implican los musculos orolinguales, la extremidad delantera, axiales asi como locomocién o
giro, que son comportamientos tipicos 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 homologo 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 deplecidon 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 administracion de 3
mg/kg de L-DOPA a ratas hemiparkinsdnicas 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 expresion de un subtipo u otro de LID podria
estar relacionado con la dosis de L-DOPA; considerando que nosotros usamos la dosis
utilizada en la clinica 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 estimulacién repetida de los receptores D1 por la L-DOPA en
ratas lesionadas con 6-OHDA lleva al incremento progresivo en la expresion de los
receptores D3 en las neuronas espinosas medianas de la via directa, lo cual sensibiliza la
conducta de giro producida por la administracion 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 via directa,
mientras que las discinesias caracterizadas por distonias han sido tentativamente atribuidas

a la via indirecta (Bezard et al., 2001).

Por otro lado, existen evidencias de que la deplecién dopaminérgica puede generar cambios
en las neuronas postsindpticas, las cuales involucran modificaciones en la morfologia y

pérdida de espinas dendriticas de las neuronas espinosas medianas, lo cual traeria como

51



consecuencia la disminuciéon de conexiones sindpticas (Deutch, 2006; Ulusoy et al., 2010),
asimismo, al perderse la modulacion dopaminérgica en el estriado, se promoveria 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 crénico con L-DOPA exdgena produce la estimulacién de los receptores
dopaminérgicos en las neuronas espinosas medianas del estriado (Chase, 1998; Rylander et
al., 2009), produciendo cambios en el patron de fosforilacion de las subunidades de los
receptores NMDA y AMPA, haciendo mas sensibles a las aferencias glutamatérgicas cértico-
estriatales (Cepeda et al., 1993; Thiele et al,, 2011), esta adaptacién de excitabilidad en
paralelo con la pérdida de conectividad producida por la falta de espinas dendriticas 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 adaptacion a largo plazo
por la deplecidn de DA y la estimulacién no fisioldgica de receptores dopaminérgicos, dando
lugar a alteraciones posteriores en la expresion de genes y proteinas en las neuronas
espinosas medianas (Chase, 1998; Cenci et al., 2009), por ejemplo incremento en la
expresion de Fos-B/Afos-B (Familia de proteinas Fos-B) y el RNAm de prodinornfinas en el
nucleo estriado (Andersson et al., 1999; Valastro et al., 2009; Francardo et al., 2011), lo que
sugiere que los factores de transcripcién pueden favorecer la expresion y la severidad de las

discinecias (Berton et al., 2009; Pavon et al., 2010).

En resumen podemos decir que tanto los componentes presindpticos (produccion,
almacenamiento, liberacién contralada y recaptura de DA por las neuronas dopaminérgicas)
y postsindpticos (receptores, segundos mensajeros, vias de sefializacién de las neuronas del
nucleo estriado) son criticos en la induccidn 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 comparacidon con los que recibieron exclusivamente L-DOPA
(graficas 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-administracidon 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-administracion de la L-DOPA/melatonina inhibe la auto-oxidacién de la L-DOPA y
la consiguiente formacion de L-DOPA-SQ, aumentando asi la biodisponibilidad de la DA en el
NE, por lo que la melatonina parece ser el farmaco antioxidante mds adecuado para ser
utilizado como coadyuvante con la L-DOPA con el propdsito de evitar la auto-oxidacion no
enzimatica de la L-DOPA vy la DA. De acuerdo a estos estudios es factible pensar que con la
co-administracion de L-DOPA/melatonina se evitan las fluctuaciones en las concentraciones

de DA, disminuyendo asi los DIL

Estudios recientes muestran que el prevenir la pérdida de espinas dendriticas 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 comparacion 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
dendriticas en las neuronas espinosas medianas del NE (graficas 8 A y B), por lo que es
factible pensar que en el nucleo estriado se lleva a cabo la apropiada integracidon de
informacién, lo que resulta en la eficacia del desempefio motor y la prevencién 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 podria disminuir
la severidad de los LID, esta relacionado con la capacidad antioxidante de la melatonina.
Estudios recientes proponen que el ON’ producido por la autooxidacion de la L-DOPA esta
asociado con los LID, resultando en alteraciones de algunas moléculas de sefializacion,
incluyendo AFosB, 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 vy tratados con L-DOPA, resultando en la
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disminucion evidente de los LID (Padovan-Neto et al., 2009; Takuma et al., 2012; Del-Bel et
al., 2013) y de las moléculas AFosB (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-administracion de L-DOPA/melatonina pudiera modular las moléculas de sefializacién y

con ello la severidad de los LID.

Células inmunopositivas a TH

Como era de esperarse, la inyeccién con 6-OHDA en el haz medial disminuyé drasticamente
el numero 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; Bjorklund
et al., 1980, Allbutt y Henderson, 2007; Dowd y Dunnett, 2005; Smith et al.,, 2012;
Hernandez-Baltazar et al., 2013; Ma et al., 2014). Por lo que se sugiere que es un modelo
valido, que simula las etapas avanzadas en la EP, donde los animales presentan dafio motor
(Deumens et al., 2002). El mecanismo molecular preciso de la citotoxicidad de la 6-OHDA
permanece todavia en discusidn. Se han propuesto varias hipdtesis, una de ellas se relaciona
con la formacién de radicales libres por reacciones de autooxidacién de la 6-OHDA
formando radicales OH", ademas de que disminuye la actividad del complejo | (NADH—
ubiquinona-reductasa) y IV (citocromo c oxidasa) con la consecuente disminucién 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). Ademas, el dafio mitocondrial puede
resultar en la liberacién del citocromo C y activar la caspasa 3, sugiriendo que la via
apoptotica intrinseca estd implicada en la muerte de las neuronas dopaminérgicas (Jordan

et al., 2003; Hernandez-Baltazar et al., 2013; Stott y Barker, 2014).

L-DOPA

Como se puede observar en la grafica 9, los animales que recibieron L-DOPA presentaron
pérdida drdstica de células inmunopositivas a TH tanto del lado ipsilateral como del
contralateral a la lesion, 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 lineas celulares catecolaminérgicas (PC12)
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donde demuestran que al adicionar L-DOPA al medio de cultivo resulta en la disminucion de
la viabilidad celular de manera dosis dependiente, dafio al DNA, disminucién en la longitud
de las neuritas y distintas sefiales 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 generacién 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 hemiparkinsdnicos tratados con L-DOPA presentaron
incremento en los niveles de peroxidacidn de lipidos, lo cual es una caracteristica del estrés

oxidativo (Gutiérrez-Valdez, 2007).

Ademas, existen evidencias que indican que el tratamiento con L-DOPA inhibe la actividad
del complejo | y IV de la cadena de transportadores de electrones (Przedborski et al., 1993;
Pardo et al., 1995a). El dafio a la mitocondria puede liberar el citocromo c y activar la via

apoptotica (Jin et al., 2010).

Melatonina

El tratamiento con melatonina favorecid la conservacion de las neuronas dopaminérgicas en
la SNc del lado contralateral a la lesidn en comparacién con los que no recibieron
tratamiento (Grafica 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
proteccion dada por la melatonina puede ser por la accién 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) vy
superdxido dismutasa (SOD) (Reiter et al.,, 2003; Hardeland et al., 2006; Bonnefont-
Rousselot y Collin, 2010).

Como se menciond la 6-OHDA inhibe el complejo | y IV de la cadena respiratoria
mitocondrial y la generaciéon de ATP. En este sentido se ha demostrado que la melatonina

incrementa la actividad mitocondrial en la cadena respiratoria en los complejos | y IV (Ledn
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et al., 2005; Reiter et al., 2008) y mantiene los niveles normales de ATP (Patki y Lau, 2011)
ademads incrementa la expresion del DNAmt que codifica el polipéptido de la subunidad |, I,
y Il del complejo IV (Ledn 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 ningln otro antioxidante (Ledn et al., 2004).
Mads aun 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 mas resistentes a los efectos perjudiciales producidos por la 6-

OHDA.

Ademas de la accidon antioxidante, otra posible explicacién para el efecto neuroprotector de
la melatonina es la capacidad de regular el GDNF (factor neurotrofico derivado de células
gliales) el cual confiere proteccidon al sistema nigro-estriatal en modelos experimentales de
la EP. A este respecto, se ha observado que la administracién de GDNF estimula a la enzima
TH, por lo que un posible mecanismo por el cual la melatonina induce la expresién 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-administracion de L-DOPA/melatonina durante 6 meses
presentaron menor muerte de células inmunopositivas a TH en la SNc en el lado ipsilateral a
la lesién en comparacion con los demas grupos, a pesar de que no mostraron diferencias
significativas, es factible pensar que este porcentaje pequefio de células podrian participar

en la mejoria de las pruebas motoras asi como la disminucién de las discinesias (grafica 9A).

Sorprendentemente, en el lado contralateral a la lesidn los animales mostraron incremento
el ndmero de neuronas dopaminérgicas (grafica 9B), probablemente para tratar de
compensar el dafio producido en el lado ipsilateral a la lesién. Al respecto estudios recientes
en nuestro laboratorio muestran que animales lesionados con 6-OHDA que recibieron la co-
administracién de L-DOPA/melatonina presentaron neuronas inmunopositivas a TH/BrdU
(5-bromo 2-deoxyuridina) es decir, que el efecto de estos farmacos podria ayudar a la

neurogénesis (Moreno Rivera, 2014). Como se menciond la co-administracién de L-
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DOPA/melatonina evita la auto-oxidacion de la L-DOPA e incrementa los niveles de DA, lo
cual podria evitar las fluctuaciones en las concentraciones (Maharaj et al., 2005; Rocchitta
et al., 2006; Borah y Mohanakumar, 2009a), manteniendo asi 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 observd disminucién de
la proliferacion de células precursoras neuronales (Baker et al, 2004; Van-Kampen y
Eckman, 2006), este efecto fue revertido cuando se les administré L-DOPA (Hoéglinger et al.,
2004). Al parecer el efecto neurogénico es modulado por la activaciéon de los receptores
dopaminérgicos, especificamente los receptores D3 que parece que desempeiian un papel
importante en este proceso (Van-Kampen y Eckman, 2006). De esta manera, la L-DOPA
podia estar activando receptores dopaminérgicos del tipo D3 ubicados en la SNc y
desencadenar las cascadas de sefializacion relacionadas con el potencial neurogénico de

estos receptores.

También es importante tener en cuenta los cambios que la melatonina podria 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;
Ramirez-Rodriguez et al., 2009; Rennie et al., 2009; Crupi et al., 2010; Crupi et al., 2011;
Ramirez-Rodriguez et al., 2012; Chern et al., 2012). Se propone que esta caracteristica de la
melatonina puede ser debida a su capacidad para aumentar la sintesis y liberacién del
factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) (Imbesi et al., 2008) el cual juega un papel
importante en la formacion de nuevas neuronas (Barnabé-Heider y Miller, 2003; Babu et al.,
2009). De esta manera la melatonina podria 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
endogena 6-OHDA en el NE, produciendo asi la muerte selectiva de las neuronas
dopaminérgicas de la SNc debido al estrés oxidativo y al dafio 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 formacién de 6-
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OHDA (Maharaj et al., 2006; Borah y Mohanakuma, 2009b; Borah et al., 2012) asi como los
niveles de peroxidacién de lipidos (Maharaj et al., 2006), y de esta manera se brinda

proteccion a las neuronas dopaminérgicas en la SNc del lado contralateral a la lesién.

Espinas dendriticas

Nuestros resultados muestran que la denervacién dopaminérgica producida por la 6-OHDA
resulta en la pérdida de espinas dendriticas de las neuronas espinosas medianas del
estriado (graficas 10A y B). Estudios post-mortem en pacientes con EP han revelado
disminucion del 30% y esta pérdida puede alcanzar hasta el 50% en la densidad de espinas
dendriticas en las neuronas espinosas medianas ademas de reduccién en el tamano del
arbol dendritico (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 drastica de estas estructuras (Gutiérrez-Valdez, 2004, Villalba et al., 2009;
Garcia-Ruiz, 2012), sugiriendo la importancia del sistema nigro-estriatal en la regulacion
morfoldgica y la plasticidad de las espinas dendriticas en el nucleo estriado (Smith y Villalba,

2008; Smith et al., 2009).

Estudios previos muestran que la denervacién dopaminérgica aumenta la excitabilidad
neuronal en el cuerpo estriado debido al aumento de la transmisién cértico-estriatal
(Calabresi et al., 2007), al respecto se sugiere que las espinas dendriticas podrian retraerse o
degenerar como mecanismo compensatorio (Ingham et al., 1998) para evitar la muerte por
excitotoxicidad (Segal, 1995), ya que al disminuir el nimero de espinas dendriticas se reduce
la posibilidad de contactos sindpticos 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 crénico con L-DOPA no restaura la
densidad de espinas dendriticas 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 dendriticas estuvo presente a pesar de que todos los pacientes
recibieron tratamiento con L-DOPA por varios afios (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 dendriticas. En roedores
con diferentes modelos de EP que fueron tratados con L-DOPA no se restaura el nimero de

espinas dendriticas (Deutch et al., 2007; Garcia, 2012; Naskar et al., 2013).

Como se menciond, el tratamiento con L-DOPA hace mas sensibles a las aferencias
glutamatérgicas cortico-estriatales (Cepeda et al., 1993; Thiele et al., 2011), en este sentido
se propone que el glutamato que actia sobre los receptores NMDA aumenta el Ca®'
intracelular. Al respecto se ha reportado que el incremento en los niveles de Ca** produce
cambios en las espinas dendriticas, de manera que el aumento moderado y transitorio
produce alargamiento de las espinas, mientras que la aplicacidon pulsatil de glutamato
incrementa los niveles de Ca** resultando en la contraccion de las espinas, lo cual conlleva a
su eventual desapariciéon (Korkotian y Segal, 1999; Segal et al., 2000). En este contexto, se
ha reportado que las espinas dendriticas son compartimientos individuales de Ca®* (Cowan
et al., 1998; Helmchen, 2002) y probablemente al perderse disminuirian las concentraciones

de Ca®" intracelular y la célula se protegeria (Segal, 1995).

Melatonina

En nuestros resultados mostramos que el tratamiento con melatonina ayudd a la
conservacién de las espinas dendriticas en las neuronas espinosas medianas. Al respecto se
reporta que la melatonina previene dafio del citoesqueleto por reduccidén 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 mostré que la melatonina induce la
formacion de neuritas y de filamentos de actina (Benitez-King et al., 2004), la cual es una
proteina que proporciona la principal base estructural de la organizacién del citoesqueleto
de las espinas dendriticas (Halpain, 2000). Ademas 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 conservaciéon de las espinas dendriticas promovida por el tratamiento con melatonina
podria deberse también, a la modulacién de la sobreactividad de la transmisidon

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 atenua la respuesta excitatoria de las
neuronas estriatales cuando se estimula la corteza motora (Escames et al., 1996). Asimismo,
estudios de electrofisiologia muestran que la melatonina deprime la actividad del receptor
NMDA en el nicleo 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 produccion de ON’, el cual puede actuar
presinapticamente como mensajero retrégrado aumentando la liberacion de glutamato y la
activacion postsinaptica 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 disminucién en la densidad de las espinas dendriticas (Chen et al., 2009; Garcia-Chavez et
al., 2008), tamano del soma, nimero de bifurcaciones dendriticas, longitud de la dendrita
apical y de las neuronas piramidales de corteza prefrontal (Garcia-Chavez et al., 2008), y en
células piramidales de la regién CA1 del hipocampo (Gonzalez-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 dendriticas favoreciendo la apropiada integracion de las

conexiones, tal como lo indican nuestros resultados.

L-DOPA/melatonina

La co-administracion de L-DOPA/melatonina restaurd significativamente la densidad de
espinas dendriticas tanto del lado ipsilateral como del contralateral. Estudios recientes
muestran que la presencia de neuronas dopaminérgicas potencia la formacién de espinas
dendriticas en las neuronas espinosas medianas en cultivo. Por lo que es posible que las
neuronas dopaminérgicas tienen efecto neurotrofico (Fasano et al., 2013). En este contexto
es factible pensar que como la co-administracién de L-DOPA/melatonina incrementa el
numero de neuronas dopaminérgicas en el lado contralateral a la lesidn, éstas ejercen un

efecto neurotréfico promoviendo asi la formacion de nuevas espinas dendriticas.

Nuestros resultados también concuerdan con lo reportado por Naskar y cols (2013), donde

muestran que roedores expuestos a la neurotoxina MPTP vy tratados con L-
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DOPA/melatonina (5 mg/kg, via oral y 10 mg/kg, ip. respectivamente) dos veces al dia
durante 2 dias, presentan restauracion de la morfologia y la densidad de las espinas
dendriticas de las neuronas espinosas medianas. Proponiendo que este efecto es regulado
principalmente por la melatonina debido a sus caracteristicas 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.

Comparacion entre sexos

En nuestro estudio mostramos que las hembras que producen estrégenos, que fueron
lesionadas con 6-OHDA y que recibieron los diferentes tratamientos, presentan mayor
neuroproteccion en comparacion con los machos y las hembras ovx, lo que confirman la
diferencia entre sexos, ademds de la diferencia en el retraso en la neurodegeneracion,
sugiriendo el efecto benéfico de los estrégenos en el desarrollo y progresion de la

enfermedad.

Se ha observado que los estrégenos 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 aparicion de ciertos sintomas 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 (graficas 2 y 3). Ademas, varios
estudios reportan que los hombres presentaron sintomas motores mas severos en
comparacion con las mujeres (Lyons et al., 1998; Rajput et al., 2004; Lubomski et al., 2014),
observado que los hombres presentan mas rigidez, dificultades para escribir, problemas del
habla y problemas de la marcha (Scott et al., 2000). Mds aln, mujeres post-menopausicas
con EP que recibieron tratamiento con estrdgenos, presentaron mejoria en el desempeno
motor (Lyons et al., 1998; Evatt et al., 2011; POETRY Investigators, 2011), sugiriendo un

papel sintomatico de los estrogenos (Brann et al., 2007; Pavon et al., 2010).

En modelos animales con 6-OHDA en ratas hembras, se mostré que los estrégenos
disminuyen significativamente la rigidez (Sarkaki et al., 2008), mientras que en las ratas ovx

disminuyen la actividad espontanea vy la liberacidon de DA (Ohtani et al., 2001).
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Se propone que el retraso de los sintomas motores en mujeres podria explicarse por el
incremento en los niveles de DA estriatal comparados con los niveles en los hombres, lo cual
podria retrasar el momento de llegar al umbral critico en la disminucidn de la DA estriatal y
por tanto retrasar el desarrollo de los sintomas parkinsénicos (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; Ramirez et al., 2003; Ookubo et al.,
2008). Por ejemplo, la administracion de 6-OHDA en las fibras nigro-estriatales, produce
deplecidon en los niveles de DA en el NE y la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SN,
la cual es significativamente mayor en ratas machos comparado con las hembras (Murray et
al., 2003; Gillies et al., 2004; McArthur et al., 2007), mas aun, las ratas ovx presentan mayor
pérdida de DA estriatal en comparaciéon con las hembras con las géonadas intactas, este
efecto de la gonadectomia puede ser revertido por el reemplazo del estradiol a niveles

fisioldgicos antes de la lesién (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 lesién en cuanto al nimero de células dopaminérgicas, (graficas 9Ay B). Lo
cual podria deberse a que la neurotoxina es sumamente agresiva, lo que de alguna manera
no permite la sobrevivencia de mas células (Flores-Martinez, 2005). Tambien se propone
gue los estrégenos protegen las neuronas dopaminérgicas sobrevivientes por corto tiempo,
pero que posteriormente estdas células pudieran morir como consecuencia de la accién de la

neurotoxina (Ferrez et al., 2003).

Estudios previos mostraron el efecto del remplazo de los estrégenos en dosis fisioldgicas en
ratas ovx después de la inyeccidon con 6-OHDA en la via nigro-estriatal, reportando que el
tratamiento con estréogenos no mostré efecto en la supervivencia de células
inmunopositivas a TH, sin embargo, observaron que los estrégenos atenudaron la pérdida de
DA en el NE; los autores proponen que los estréogenos de alguna manera pueden promever

un mecanismo adaptativo de sintesis, liberacidon y metabolismo de la DA en las células
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sobrevivientes, por lo que probablemente las hembras pueden ser mas capaces de resistir la
aparicién y progresién de las lesiones neurodegenerativas en comparacién con los machos

(McArthur et al., 2007; Ferrax et al., 2008).

Los animales que fueron exclusivamente ovx presentaron disminuciéon en el nimero de
espinas dendriticas en comparacién con los machos y las hembras c/ov (graficas 8A y B).
Asimismo observamos que las hembras ovx que recibieron 6-OHDA presentan disminucion
de las espinas dendriticas en comparacion con los machos y hembras c/ov. Al respecto
existen estudios recientes que indican que los estrégenos pueden regular rapidamente el
citoesqueleto de actina a través de cascadas de sefializacidon (Sanchez et al., 2009;
Srivastava et al., 2013). Los estrégenos conducen a la fosforilacion de WAVE1 (homdlogo de
la familia de proteinas verprolina, que controlan la polimerizacién de actina) en los residuos
de serina 310, 397, y 441 y la redistribucion WAVE1 hacia los lugares de formacion de las
espinas dendriticas. Los estrégenos actuan a través de la activacion de proteinas G via REa
(receptores a estrégenos) llevando al reclutamiento de la cascada c-
Src/Rac1/Cdk5/WAVE1/Arp-2/3, donde Racl recluta la cinasa dependiente de ciclina (Cdk5)
que fosforila directamente WAVE1 en los tres residuos de serina. Después de la fosforilacion
de WAVE1 por los estrogenos, el complejo Arp -2/3 se concentra en los sitios de formacion
de las espinas dendriticas, donde desencadena la reorganizacién local de las fibras de
actina; en paralelo, la estimulacidn de las proteinas G por el REa lleva a la activacion de la
cascada RhoA/ROCK-2/moesina, lo que contribuye al remodelamiento del citoesqueleto y es
necesario para la formacion de las espinas dendriticas inducida por los estrégenos (Sanchez
et al., 2009). Asimismo se ha reportado que cuando los estrogenos se unen a su receptor
ERa, se activa la via PI3K (fosfoinositol3-cinasa) (Garcia-Segura et al., 2010; Marin et al.,
2009) que participa en el proceso de espinogénesis (Cuesto et al., 2011).

#

Los estrogenos también tienen la capacidad de activar las proteinas cinasas reguladas por
sefiales extracelulares (ERK) para activar a su vez el factor de crecimiento nervioso (NGF), el
factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y el factor neurotréfico derivado de células
gliales (GDNF) y de esta manera producir neuroproteccién (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 insulinico tipo 1), el cual ejerce efectos
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neurotroéficos, lo que puede contribuir también al efecto neuroprotector de los estrégenos
(Quesada and Micevych 2004; Quesada et al., 2008). Estudios recientes sugieren que los
estrogenos pueden incrementar la expresion del BDNF a través la via ERK-Akt-CREB (Yang et
al., 2010), ademas se propone la posible regulacién epigenética dependiente de estrégenos
que podria aumentar la transcripcién del BDNF, debido a que los estrégenos pueden
rapidamente alterar la acetilacién y metilacién 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 liberacién o sintesis, potencialmente impulsado por los estrégenos, es
capaz de activar de forma aguda la GTPasa Rac que conduce al alargamiento y estabilizacion
de las espinas dendriticas, fomentando asi su estabilizaciéon y la conectividad sindptica

(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 mas propensas a desarrollar discinecias en comparacion 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 desempeiio motor
evaluado por la prueba UPDRS (Unified Parkinson's Disease Rating Scale -Escala unificada
para la evaluacidn de la Enfermedad de Parkinson-) y presentaron mayor tiempo “on” en
comparacion con los hombres; sin embargo, las mujeres presentaron mayor prevalencia a
desarrollar discinecias. Aln no esta claro por qué las mujeres son mas susceptibles que los
hombres a desarrollar discinecias, pero se sugiere que los estrégenos 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 explicacion para la diferencia de dicha susceptibilidad en las discinecias, puede
ser por el hecho de que los humanos y las ratas presentan caracteristicas similares de
expresion de la Catecol-O-metiltransferasa (COMT) (Tenhunen, 1996), la cual es una enzima
gue 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 disminucién 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 reportd que los estrégenos pueden disminuir la regulacién del
gen de la COMT en tiempo y dosis dependiente (Xie et al, 1999). Por lo tanto, si los
estréogenos disminuyen el sistema de la COMT podrian tener un potencial farmacoldgico
para aumentar la disponibilidad de L-DOPA en el NE y prolongar el tiempo "on", asi como las
discinecias (Martinelli et al., 2003; Saunders, 2003). En este sentido se ha propuesto que al
disminuir las dosis de L-DOPA se podrian disminuir las fluctuaciones motoras en pacientes

tratados con estrégenos (Tsang et al., 2000; Adams y Kumar, 2013).

Por otro lado, las ratas hembras con estrégenos que recibieron tratamiento con melatonina
tienden a recuperarse mas rapido en las pruebas conductuales en comparacién con los
machos y hembras ovx, y en las ultimos meses de tratamiento todos los animales
presentaron valores similares a los control; a nivel citoldgico los animales presentaron
proteccion de las neuronas dopaminérgicas del lado contralateral a la lesién y recuperacion
de las espinas dendriticas tanto del lado ipsilateral como contralateral a la lesién. Los
estudios del tratamiento con melatonina y estrégenos en modelos de neurodegeneracion

son pocos, por lo que el presente trabajo aporta nuevo conocimiento al respecto.

Estudios previos mostraron que la adicion de melatonina en un regimen de terapia
hormonal en ratas maduras ovx puede contribuir al efecto antioxidante de los estrégenos
(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 dias tanto en roedores c/ov y ovx incrementa el numero de células
inmunopositivas a BrdU en el giro dentado e incrementa el nimero de espinas dendriticas
en las células granulares, proponiendo que la melatonina también puede actuar como
neuroprotector en condiciones deprivadas de estrégenos. Asimismo, Feng y Zhang (2005)
proponen que en animales ovx se incrementa el estrés oxidativo, provocando alteraciones
neurolégicas y que el tratamiento con melatonina o con estrégenos durante 4 meses en
ratas ovx tienen efecto neuroprotector caracterizado por la inhibicion de la caspasa-3,

incrementé en la actividad de los complejos | y IV, y disminuyen los niveles de peroxidacion
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de lipidos en comparacién con las que no recibieron tratamiento, ejerciendo asi efecto

neuroprotector.

En un estudio realizado en hembras c/ov que fueron sometidas a un modelo de accidente
cerebrovascular y que recibieron melatonina, se observé que los estréogenos y la melatonina
presentan efecto sinérgico para disminuir los niveles de peroxidacién de lipidos,
incrementando la actividad de barredor de radicales libres y el nimero de neuronas
sobrevivientes de la corteza y el NE asi como mejorar conductas sensorio-motoras (Tai et

al., 2011).

De acuerdo con estos estudios, es factible pensar que después de la inyeccién de la 6-OHDA
el tratamiento con melatonina y los estrégenos en las ratas hembras intactas, trabajen en
conjunto para activar diferentes vias de sefializacion para disminuir el estrés oxidativo y con
ello neuroprotejer las neuronas dopaminérgicas (del lado contralateral a la lesién) asi como
de las espinas dendriticas y de esta manera mejorar la capacidad motora, esto podria ser
una posible explicacion del por qué las hembras c/ov tienden a recuperarse mas rapido en

las pruebas motoras en comparacion con los machos y las hembras ovx.

Interesantemente, los animales que recibieron el tratamiento con 6-OHDA+L-
DOPA/melatonina presentaron recuperacion conductual desde el inicio del tratamiento,
incremento en el nUmero de neuronas dopaminérgicas en el lado contralateral a la lesién y
proteccion de espinas dendriticas tanto del lado ipsilateral como contralateral a la lesion,
estos resultados fueron independiente del sexo. Por lo que se sugiere que el co-tratamiento
de L-DOPA/melatonina podria 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 farmacos
podrian actuar en sinergia para ejercer un papel modulador en la transmisidon nigro-
estriatal, lo cual puede ser responsable de varios de los efectos benéficos como alteraciones
bioquimicas, regulacién de las espinas dendriticas, supervivencia celular (Naskar et al., 2013;

Antunes et al., 2013) y alteraciones motoras como las discinecias.

Finalmente es importante mencionar que los estrogenos actlan 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 estrdgenos también implica riesgos. Las mujeres que utilizan la terapia de
reemplazo hormonal tienen mayor probabilidad de sufrir cancer de mama (Folkerd y
Dowsett, 2013) o de Utero, si existe historia familiar de estas enfermedades, por lo que se
requiere una administraciéon cuidadosa y controlada de este tipo de tratamiento (Lopera y

Sanchez, 1999).

CAMBIOS EN EL ESTRIADO CONTRALATERAL
Es importante hacer hincapié en el proceso degenerativo que se observé en el estriado
contralateral a la lesién tanto de los animales machos como en las hembras, los cuales
consistieron en la disminucién de las espinas dendriticas y neuronas inmunopositivas a TH
(graficas 9B y 10B, respectivamente); ya que algunos autores lo utilizan como lado control y
de alguna manera el dano 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 lesién, caracterizado por
disminucion del nimero de neuronas dopaminérgicas, espinas dendriticas de las neuronas
espinosas medianas, nimero de contactos con espinas dendriticas e incremento en de las
sinapsis perforadas, ademas de edema de los botones sindpticos, mostrando que las
alteraciones en el grupo de las hembras es menor en comparacion 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
dias después de la lesidn, los cambios consistieron en edema de los botones sinapticos e
incremento en las sinapsis perforadas (Avila-Costa 1996; Avila-Costa et al., 2008; Anaya-
Martinez et al., 2014). Al respecto Yang y cols. (2007) realizaron un estudio con técnicas
electrofisioldgicas donde muestran que los cambios que ocurren en la SNc ipsilateral afecta
el lado contralateral. Una posible explicacion es la posible existencia de una via
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 lesién con

6-OHDA podria provocar alteraciones a través de la pequefa via que proyecta al estriado
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contralateral, ademas, existen evidencias histolédgicas de las proyecciones interhemisféricas

de la SN hacia el cuerpo estriado (Morgan y Huston, 1990).

En afios recientes se ha estudiado la interconeccion del pedunculo pontino (PPN) con los
ganglios basales, especificamente las neuronas colinérgicas del PPN que proyectan
bilateralmente a las neuronas dopaminérgicas de la SNc. Estas proyecciones, por medio de
la activacion 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 via por la que se produzcan las alteraciones inducidas por la neurotoxina. Sin
embargo, son necesarios mas estudios para explorar las posibles vias para explicar la

relaciéon interhemisferica entre la SN y el cuerpo estriado.

Por otro lado, observamos que los animales que recibieron la administracién de melatonina
y la co-administracion de L-DOPA/melatonina presentaron recuperacién del desempefio
motor, apoyando la hipdtesis de que la actividad dopaminérgica contralateral (hemisferio
menos afectado) desempefia un papel en la compensacién de la deplecién dopaminérgica

del hemisferio mas afectado en la EP (Blesa et al., 2011).
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CONCLUSIONES

En resumen, de acuerdo con nuestros resultados podemos concluir que:

e Los animales que recibieron el tratamiento con melatonina mejoraron la actividad
motora después de 28 dias de tratamiento, justo cuando el tratamiento con L-DOPA

deja de ser efectivo.

e Los animales que recibieron la co-administracion de L-DOPA/melatonina
presentaron el mejor desempefio motor desde el inicio del tratamiento perdurando

hasta el final del estudio.

e En las ratas hembras c/ov con 6-OHDA y que recibieron los diferentes tratamientos
se observd retraso en el deterioro motor en comparacion con los machos y hembras

ovx, por lo que los estrégenos ayudan a la neuroproteccion.

e los animales que recibieron la co-administracion de L-DOPA/melatonina
manifestaron pocos MIAs en comparacién con los animales que recibieron L-DOPA,

perdurando este efecto durante los 6 meses de tratamiento.

e Los animales que recibieron tratamiento con melatonina presentaron proteccion de

las neuronas inmunopositivas a TH en el lado contralateral a la lesién.
e los animales que recibieron la co-administracion de L-DOPA/melatonina
presentaron mayor numero de neuronas inmunopositivas a TH en el lado

contralateral a la lesidén con respecto a los animales control.

e Todos los animales que recibieron melatonina y la co-administracién de L-

DOPA/melatonina presentaron conservacion de las espinas dendriticas
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De acuerdo a lo anterior, podemos concluir que independientemente del sexo el
tratamiento con la co-administracién de L-DOPA/melatonina fue el mas efectivo en la
disminucion de las alteraciones conductuales, por lo que es factible pensar que la
combinacion de estos farmacos ejerce un papel modulador en la transmisién nigro-estriatal,
gue implica el ajuste fino de la actividad motora y disminucidn de las discinecias mediante la
proteccion de las espinas dendriticas y la menor muerte de las neuronas dopaminérgicas,
gue a pesar de no mostraron diferencias significativa en el lado ipsilateral a la lesion con
respecto a los otros grupos, podrian jugar un papel importante sobre la mejoria motora vy la
disminucion de las discinesias. Por lo que consideramos que la co-administraciéon de L-

DOPA/melatonina puede ser un posible candidato para el tratamiento de la EP.

Asimismo, nuestros datos revelan que las hembras que producen estrégenos presentan
mejor respuesta al tratamiento con L-DOPA o melatonina, siendo el dafio menor en las
hembras con ovarios con respecto a los machos y hembras ovx, lo cual sugiere que los
estrogenos tienen un efecto benéfico contra el desarrollo y progresiéon de la enfermedad. Lo
anterior nos podria llevar a pensar en la importancia de tomar en consideraciéon a los
estréogenos en la implementacién de las estrategias de tratamiento en la EP como posible
coadyuvante en las mujeres. Por lo que se sugiere estudiar el efecto que podrian tener los

estrégenos 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 .-DOPA-induced

dyskinesia

Ana L. Gutierrez-Valdez, Ricardo Garcia-Ruiz, Veronica Anaya-Martinez,
Carmen Torres-Esquivel, Jesus Espinosa-Villanueva, Leonardo Reynoso-Erazo,
Rocio Tron-Alvarez, Patricia Aley-Medina, Javier Sanchez-Betancourt,

Enriqgue Montiel-Flores and Maria R. Avila-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-DOPA (LD). The long-term use of LD
is limited by the development of L-DOPA-induced
dyskinesias and dystonia. However, recent studies have
suggested that pharmacological targeting of the
endocannabinoid system may potentially provide a
valuable therapeutic tool to suppress these motor
alterations. In the present study, we have explored the
behavioral (.-DOPA-induced dyskinesias severity) and
cytological (substantia nigra compacta neurons and
striatum neuropil preservation) effects of the oral
coadministration of LD and rimonabant,

a selective antagonist of CB1 receptors, in the
6-hydroxydopamine rat model of Parkinson's disease.
Oral coadministration of LD (30 mg/kg) and rimonabant
(1 mg/kg) significantly decreased abnormal involuntary
movements and dystonia, possibly through the
conservation of some functional tyrosine hydroxylase-

Introduction

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder of
unknown etiology whose main histopathological character-
istic is the loss of dopaminergic (DAergic) neurons of
the substantia nigra compacta (SNc) (Damier & af,
1999; Halliday e af, 2011) and subsequent changes in
morphological features such as dendritic spine loss on
striatal medium spiny neurons (MSNs) (Zaja-Milatovic
et al., 2005) and ultrastructural presynaptic and postsynap-
tic changes such as an increase in the size of synaptic
boutons in the striatal neuropil (Machado-Salas e af,
1990; Avila-Costa ez al., 1998; Colin-Barenque e @l 2000).
The main motor signs of PD are resting tremor, rigidity,
bradykinesia, and akinesia, which are noticeable when more
than 50% of DAergic cells have been lost (Gaenslen e af,
2011), producing a decrease in stratal dopamine (DA)
levels (Hahn & @/, 1981; Scherfler e al, 2007). The DA-
replacing agent 1.-DOPA (LD), its metabolic precursor, has
been the most commonly used treatment for PD because it
reverses the main parkinsonian symptoms (Smith e al,
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immunoreactive dopaminergic cells, which in turn
translates into a well-preserved neuropil of a less
denervated striatum. Our results provide anatomical
evidence that long-term coadministration of LD 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 | Lippincott Williams & Wilkins.
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2012), improves quality of life, and reduces mortality
(Pearce, 1978; Fahn ef af., 2004). Unfortunately, chronic LD
therapy is compromised by many side-effects, the most
noticeable being involuntary movements and 1-DOPA-
induced dyskinesia (LID), which severely compromise
lifestyle (Ahlskog and Muenter, 2001). LID usually
increases when DA reaches the maximum concentration
in the brain per dose of LD (peak-dose dyskinesias), and
dystonia (‘off” dystonia) can occur when the concentration
of LD is very low (Calabresi e al, 2010).

Risk factors for LID include duration and dose of LD
treatment, and consist of asymmetric choreiform move-
ments, athetosis, and dystonia of the facial muscles, jaw,
tongue, neck, limbs, and toes (Mones et af, 1971). Similarly,
in rats with unilateral 6-hydroxydopamine (6-OHDA)
lesion, LD treatment produces abnormal involuntary
movements (AlMs), which are manifested as asymmetric
and purposeless movements affecting the limbs, trunk, and
orofacial muscles. The assessment of AlMs retains
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predicrive validity for the preclinical screening of novel
antdyskinetic PD treatments (Dekundy o af, 2007)
because they are significantly reduced by acure adminis-
tration of substances that have antidyskinetic efficacy
in Parkinsonian patients (Lundblad er @f, 2002). Thus,
the idenrification of neurochemical elements involved
in the regulation of motor function may enable the
discovery of new potential targets that work together with
LD, improving the efficacy of these drugs and reducing the
occurrence and severity of AIMs and response fluctuarions
(Pérez-Rial e af, 2011).

Numerous studies point to the endocannabinoid (ECB)
system as an imporrant modulator of DAergic activity in
the basal ganglia (Meschler er al, 2001; Ferrer et af.,
2003; Andersson e al., 2005; Sidlo er @/, 2008; Giuffrida
and McMahon, 2010; and others). ECB analogs exert a
wide spectrum of central and peripheral effects by
activating specific cannabinoid receprors, two of which
have been well characterized: CB1 and CB2 (Howlett
et al., 2002). CBI1 receptors are highly expressed in brain
areas involved in the control of motor functions, such as
the basal ganglia, cerebellum. and sensorimotor cortex
(Glass and Felder, 1997; Howletr e «f., 2004: Fernindez-
Ruiz #t al, 2011; Mailleux and Vanderhaeghen, 1992a,
1992b). It also appears that the ECB system contributes
toward several forms of short-term and long-term synaprtic
plasticity (Chevaleyre ¢ al, 20063 Kano e al, 2009;
Di Marzo, 2011), and aberrant synaptic plasticity might
play a role in LID (Calabresi er «f, 2010). Moreover, the
presympromaric and ecarly stages of PI) are associared
with CB1 receprors, whereas the advanced stages are
characterized by upregulation of the responsiveness of
CBI receprors in the caudate nucleus (Ferrer er al., 2011),
mainly on the contralateral side to the clinically more
affected body side (Van Laere e 4/, 2012). However, trials
of the potential therapeutic urtility of cannabinoid
compounds in PD have produced conflicting resules
(Garcia-Arencibia ¢ @, 2009; Fernindez-Ruiz ez al., 2011).

Cannabis compounds have modest effects in reducing PD
motor and nonmotor svmproms (Frankel e af, 1990;
Carroll &7 al, 2004; Zuardi e @, 2009), but the syntheric
sannabinoid  CB1  agonist  nabilone  reduces  LID
(Sieradzan ¢ «f, 2001). In animal models of PD, CB1
agonists may reduce LID (Fox e @, 2002; Ferrer et al.,
2003: Gilgun-Sherki ez al., 2003; Segavia ¢ af., 2003; Morg-
ese of al, 2007; Van Vet e o, 2008). However, the
therapeutic use of CB1 agonists has been limited by their
adverse side-effects and risk of abuse (Giuffrida and
McMahon, 2010). Paradoxically, although no effects were
found in the only clinical trial of a CBI anwgonist
(Mesnage e af., 2004), several studies have addressed its
capability to improve hypokinesia and LID in animal
models of PD (Ferrer e @, 2003; Van der Stelt e al.,
2005; Cao e al, 2007; Kelsey er af, 2009). Thus, it is
possible that blockade of CB1 receprors might be
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effective only in specific phases of the disease, and
under certain circumstances, may even have neuropro-
tective effects (Hansen o @, 2002; Pegorini et al., 2006).
Moreover, CBI recepror antagonists that lack psychoac-
tive effects might be of therapeutic value in the
management of the very advanced stages of PD in
humans, when there is CBl receptor upregulation
(Fernandez-Espejo ef al., 2005).

Therefore, the aim of this study was to determine the
effect, in a well-validared clinically relevant animal model
of PD with LID (Schallert er af., 1992; Cenci e al., 2002),
of the oral coadministration of LD and the CBI recepror
antagonist rimonabant (RIM) (ar a relatively low dose for
oral administration) (Rinaldi-Carmona e @, 1995; Comp-
ton ¢f al., 1996), compared with the effects of LD-only, on
(1) the presence of LID, using measures of AIMs to assess
the severity of dyskinetic effects; (i) the protection of
SNe DAergic cells after the lesion, by counting the
number of tyrosine hvdroxylase (TH)-positive cells: and
(iii) the structural and ultrastrucrural alterations, by
analvzing the number of striatal MSN dendritic spines
and preservation of the neuropil.

Methods

The experiments were conducted in 32 male Wistar rars
weighing 180-200g art the beginning of the study. The
rats were individually housed in hanging plastic cages
under controlled light conditions (12 h light/dark regime)
and had free access to Purina rat chow and warter. Body
weight was recorded daily. The experimental protocol was
carried out in accordance with the Animal Act of 1986 for
Scientific Procedures. All efforts were made to minimize
the number of animals used and their suffering,

Stereotactic surgery and treatments

The rats were anesthetized with sodium pentobarbitone
(35 mg/kg, intraperitoneal) and placed in a stereotaxic
apparatus. They were injected with 4pl of saline solution
containing 8pg of 6-OHDA (Sigma Chemical Company,
Toluca, Mexico) and 0.2 mg of ascorbic acid (# = 26) into the
left medial forebrain bundle; a sham lesion was made with
vehicle (7= 6, control group). The injections were adminis-
tered over a 4-min period using a Hamilton syringe attached
to a glass micropipette with a tip diameter of 20-50 um. The
stereotaxic co-ordinates were as follows: AP= —6.1 mm
anterior to the interaural line: L. = 1.6 mm lateral to bregma:
and /= —8.1 mm vertical from dura according to Paxinos
and Wawson (2007). After recovery from anesthesia, the
animals were rerurned to their home cages.

Apomorphine (Sigma Chemical Company; 0.25 mg/kg,
intraperitoneal)-induced rotational behavior was evalu-
ated 2 days after the lesion in an automared rotameter
(40-cm  diamerer bowl surrounded by a 16-cm wall)
as supersensitivity of striatal postsynapric  receprors, as
judged by induction of rotational behavior after apomorphine,
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occurred when 90% or more of the nigrostriatal neurons were
destroyed (Heft o @, 1980), and DA recepror super-
sensitivity to apomorphine is evident 36 h after a 6-OHDA
lesion (Ungerstedt, 1971; Staunton ¢f @, 1981; Neve ¢ al,
1982; and others). Thus, the efficiency of each lesion was
confirmed by the rotational behavior induced by apomor-
phine, and only animals rotating more than 200 turns/30 min
were used for further analyses (# = 18) (Ungerstedt, 1971).
This ensured that all rats were equally lesioned before
treatments (Hudson e @, 1993). One day after the rotational
behavior test, randomly selected lesioned rats (v = 6) were
treated orally with 30mg/kg LD (Sinemer; Bristol-Myers
Squibb, México; carbidopa/i.-DOPA, 25/250 mg), another six
rats were treated orally with 1 mg/kg rimonabant (RIM;
Sanofi-Synthelabo SA., Paris, France) coadministered with
30mgkg LD (LD/RIM). This dose of LD administered
orally is sufficient to consistently induce LID and maintain
antiparkinsonian effects (Lindner e al, 1996; Padovan-Nerto
e al, 2009). Sinemer tablets were crushed and the powder
was dissolved in 10 ml rap water, and then the corresponding
CB1 antagonist dose was added to the Sinemer solution and
administered carefully, using a syringe withourt a needle, once
a dav for 36 davs. The other six untreated lesioned rats as
well as the control animals (# = 6) were kepr for the same
period of time.

Rating of abnormal involuntary movements

The severity of AIMs was scored everv 14 davs (four
evaluations). Rats were placed individually in transparent
plastic cages and observed every 20 min, starting 20 min
before treatment, until 180 min after the treatment (10
monitoring periods of 1 min each). Four subtypes of
AlMs, deseribed according to their topographic diseribu-
tion as locomorive, axial, forelimb, or orolingual, were
scored according to the rat dyskinesia scale, which assigns
a score from 0 to 4 to each of the four subtypes of AIM
according to the proportion of time/monitoring period
during which the AIM is present. (These eriteria are
similar to those used in the clinic for LID.) Borderline
scores (0.5, 1.5, 2.5, and 3.5) were allowed to increase the
sensitivity of the evaluartion (Cenci ¢f @/, 2002; Cenci and
Lundblad, 2007). Enhanced manifestations of otherwise
normal behaviors, such as rearing, sniffing, grooming, and
gnawing, were not included in the rating. The sessions
were also videotaped using a Panasonic camcorder (SDR-
H80 model; Panasonic, Mexico) and further analysis was
carried our for derailed examinarion of the topographv of
AlMs and their time of manifestation.

Tissue preparation

After rrearments and evaluations were complered, all rats
were perfused through the aorta, under sodium pento-
barbital anesthesia, with saline solution, followed by
fixarive conraining 0.2% glurtaraldehvde and 4% para-
formaldehyde in 0.1 mol/l PBS. The brains were removed
and placed in the fixative solution for 1 h.

Tyrosine hydroxylase immunocytochemistry

Coronal sections (30 um) were obtained on a vibrating
microtome through the mesencephalon, for immuno-
cvtochemistry. TH (Chemicon International Inc., Teme-
cula, California, USA; 1:1000) immunostaining with the
ABC detection method (Vector Lab MI, USA) was
performed for light microscope analysis. The analysis was
carried out using a computer-assisted svstem (Image-Pro
Plus; Media Cybernetics, Del Mar, California, USA)
connected by a CCD camera to an Optiphot 2 Microscope
(Nikon, Mexico). The number of 'T'H-positive neurons was
counted in 1500 pum” from seven SNe sections per hemi-
sphere of each animal (Avila-Costa e @, 2001).

Histological analysis

Blocks from the striatum were processed for the rapid Golgi
method and cut into 90-pm-thick sections (Valverde,
1970). The number of dendritic spines was counted, in a
10-pm-long section, in five secondary dendrites from 10
medium-size spiny neurons per group in each hemisphere
(Avila-Costa e af., 2004).

Electron microscopy

Tissue samples used for ultrastructural analysis were
punched out from the dorsolateral quadrant of the rostral
striatum, the same segment that was analvzed in PD
patients (Avila-Costa er «f, 1998). After washing in PBS,
the fragments were treated for 60 min with 1% osmium
tetroxide, washed for 30min in PBS, dehvdrated with
graded ethanol, and flar-embedded in araldite. Ultrachin
sections were  collecred, counterstained  with  uranyl
acetate and lead citrate, and examined in a JEOL
100CX-1I electron microscope.

Ultrastructural analysis

Ultrastructural analysis was carried out in 50 randomly
selecred synaptic endings per striatum (ipsilateral and
contralateral), presumably glutamatergic axospinal sy-
napses with the head of an MSN dendritic spine (Ingham
et al., 1998). Synapses were defined by the presence of a
clear postsynapric densiry facing at least three presynap-
tic vesicles. In each synaptic bouton, all membrane and
organelle features were observed, and the lengths of the
two axes were measured, which were perpendicular to
each other and intersected ar the center of the synaptic
terminal (Fig. 1); axis lengths were measured directly
from the electron microscope screen with a grid placed
inside the eyepiece (Avila-Costa o @f., 2005a).

Statistical analysis

Dara are presented as means=SEM. For AIMs and
cellular studies, statistical analyses of data were carried
out using two-way repeated-measures analysis of variance
(RM ANOVA).

RM ANOVA for AIMs included the berween-subjects
factor ‘group’ (6-OHDA, LD, and LD/RIM groups) and
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Fig. 1

Synaptic ending (B) showing the two axes measured, establishing
a synaptic contact with a dendritic spine (S).

the within-subjects factor ‘observation day’ (14, 28, 42,
and 56 davs). For the cellular dara (number of
TH-immunopositive cells, number of dendritic spines,
and synaptic ending size), the analvsis included the
berween-subjects factor ‘group’ (control, 6-OHDA, LD,
and LIYRIM groups) and the within-subjects factor ‘side’
(lesioned vs. nonlesioned hemisphere). Relevant differ-
ences were analvzed pair-wise by post-hoc comparisons
using Tukevs test. Rorarional responses induced by
apomorphine  were analyzed by one-way ANOVA,
followed by Tukey's post-hoc test. The threshold for
statistical significance was set at an z level of 0.05. Data
were analvzed using the statstical software package
GraphPad Prism version 6.0 for Mac (Graph Pad Software,
San Diego, California, USA).

Results

After 56 days, neither clinical alterations nor significant
weight changes were detected in the experimental
animals compared with the controls.

"lo ensure char all rats were equally denervated before the
start of treatments, we evaluated apomorphine-induced
turning behavior. One-wav ANOVA showed no significant
differences between groups [Fi2.45 = 1.38. NS|. The
results are shown in Table 1. Rats were assigned randomly
to the different groups after the rotational behavior test.

Time course and overall incidence of abnormal
involuntary movements

For an overview of the development of dvskinesias, we
analvzed the summation of all AIM  subrypes
(axial + locomotive + limb + orolingual). Figure 2a shows
the total severity AIMs induced by LD in each
experimental condition. Two-way RM ANOVA showed a
significant effect of time [F; 45y = 3.58, P <0.025] and
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Table 1 Number of apomorphine-induced contralateral turns in
6-hydroxydopamine lesioned rats during a 30 min period
48 h after the lesion

6OHDA 60HDA +LD 6-0HDA +LD/RIM
R-17, 23811 R1, 2141 R-9, 242 t
R4, 243t R-5, 223 1 R-3, 236 1
R-12, 250 R-11,2311 R-2, 280 1
R, 288 t R-6, 237 1 R-18, 260 1
R-10, 277 ¢ R-13, 254 { R-7, 227 ¢
R15, 215 t R-16, 243 R-14, 260 t
Y+SEM 250.667+11.263 233.66745.829 252.33318.401

Rats were assigned randomly to the different groups after the rotational behavior
test.

Mo significant differences were found between groups.

6-OHDA, &-hydroxydopaming; LD, -DOPA; R, animal number; RIM, receptor
antagonist nmonabant; t, tums,

treatment [ £z 45 = 24.95, P < 0.001], but no significant
time by treatment interaction [/, 45, = 1.95, NS]. Post-
hoc analysis indicated that LD/RIM-treated rats showed
less severe AlMs compared with the LD-treated group
(£ <0.0001). It can also be seen from Fig. 2a thar afrer 56
davs, the AIMs decreased, probably because the rarts
became subtly more akinetic; however, there were no
significant differences between 42 and 56 davs either in
the LD or in the LID/RIM groups. In contrast, as shown
in Fig. 2b (treatment day 42), the temporal manifestation
of AlIMs after a single dose of LD alone or LD
coadministered with RIM resembled the time course of
peak-dose dyskinesia in PD (Nutr, 1990; Fahn, 2000).
Thus, as Fig. 2b shows, the severity of AIMs increased
gradually during the first 20min  after treatment,
remained elevated for 60 min, and gradually returned o
baseline berween 80 and 140 min after treatment. The
severity of AIMs is more evident in the LD-only treated
group as RIM coadministration notably reduced it

Representation of abnormal involuntary movement
subtypes

Different AIM  subtvpes were mainly characterized in
the LD-only treated group and with less severity in the
LD/RIM-treated  group (Fg. 3). For orolingual AlMs
(Fig 3a), there was a significant treatment effecr [F2 15 =
2370, P<0001] and a significant time by treatment
interaction | £, 45, = 3.10, £ < 0.02], but no significant effect
of time [F5.45 = 1.90, NS|. For axial AIMs (Fig. 3b), there
was a significant trearment effect [F, 5, = 8.67, P < 0.005]
burt no significant effect of time [ /3 45 = 2.36, NS| or time
by treatment interaction [, 45, = 1.67, NS]). For forelimb
AlMs (Fig. 3c), there were significant effects of treatment
I}"u’_ 15 = 19.54, P < 0.001 I and  time I}"L‘."ﬁ] = 3.70,
P <0.02] and a significant treatment by time interaction
[ Fi6. 45 = 2.35, P < 0.05]. Post-hoc analysis showed thar LD-
only chronic treatment produced increasingly severe AlMs
affecting the ctrunk, limbs, and orolingual muscles. In
contrast, from the first to the last testing session, LD/RIM
coadministration attenuated the development of AIMs. Finally,
locomotive AIMs were barely observed in any experimental
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Fig. 2
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Time course and overall incidence of AlMs. The two treated groups, 6-OHDA + LD and 6-OHDA + LD/RIM, both show susceptibility to dyskinesia
during the course of the experiment, but the overall severity of AIMs is most pronounced in rats with 68-OHDA + LD treatment. (a} Time course of AIM
develnpment during chronic LD and LD/RIM treatments. Values are total (locomotive + axial + orolingual + limb AlMs) mtegraled AIM scores per
test session, shown as group median scores. *LD and LD/RIM-treated groups versus the 6-OHDA-lesion group, P<0.001; “LD/RIM versus the
LD group, P<0.005; two-way repeated-measures analysis of variance, followed by Tukey's post-hoc test. (b) Time course of total AIM scores/
maonitoring period after a single treatment with LD or LD/RIM (treatment day 42}. AIM, abnormal involuntary movement; LD, .-DOPA;

6-OHDA, 6-hydroxydopamine; RIM, receptor antagonist rimonabant,
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Representation of AIM subtypes. Integraled AIM scores were generated separately for orolingual (a), axial (b}, and forelimb (c) AlMs. *Treatments
versus 6-OHDA lesion, P<0.005; “LD/RIM versus the LD-treated group, P<0.005; two-way repeated lysis of variance, followed by
Tukey's post-hoc test). AIM, abnormal involuntary movement; LD, L-DOPA; 6-OHDA, 8-hydroxydopamine; RIM, recaptor antagonist rimonabant.
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group; both the LD-only and the LD/RIM-treated groups
manifested turning behavior involving two hindlimbs (axial
AIM), whereas onlv movements involving at least three
limbs are rated under the locomotive AIM category.

Tyrosine hydroxylase immunocytochemistry

As shown in Figs 4 and 5, the number of TH-positive
neurons in the control group, in both the contralateral and
ipsilateral SNe, remained unaffected: the average from seven
sections was in the range expected for coronal sections of
these dimensions (Sauer and Oertel, 1994). Tivo-way RM
ANOVA showed significant effects of group | /5 20) = 637.8,
P<0.001] and side [F ) = 1947, P<0.001] and a
significant  group-by-side  interaction |5 20, = 218.3,
P<0.001]. We found a significant loss of TH-positive
neurons  in 6-OHDA-lesioned  animals, compared with
controls. on borh the conrralateral and rhe ipsilateral sides
(Figs 4 and 3). Similar findings were observed in LD-treated
rats. Post-hoc analysis showed that LD-only treatment
induced greater loss of T'H-positive neurons in the
contralateral hemisphere compared with the contralateral
side of the untreated lesioned group (£ <0.001). In
contrast, LIYRIM correatment reduced (P < 0.001), but
did not eliminate, the loss of TH-positive cells.

Histological analysis

Figures 6 and 7 show the effects of the trearments on MSN
dendritic spine density. There were significant effects of
treatment [Fs o = 23.84, P < 0.001] and side [/ 20, =

Fig. 4
2 Control =3 6-OHDA+ LD
m §5-0HDA QQ 6-0OHDA + LD/RIM
100 -
... 5
@
o
§ 801
=
2
2 B0
g
g
2 40
3
E
E
E 20 A
c |

TH-immunoreactive cell counts from substantia nigra compacta (SNc).
The data are presented as the mean+SEM. A statistically significant
decrease in 'I'}-l-immumreacliva cells was detected in both the
contralateral (C) and ipsilateral (I) SNc in the three experimental groups.
However, LD/RIM trealment showed an evident protection.*Treatments
versus the control group; ®LD/RIM group versus the LD-treated group;
*LD-treated group versus the 6-OHDA-lesioned group; all P<0.005;
two-way repeated-measures analysis of variance, followed

Tukey's post-hoc test. LD, -DOPA; 6-OHDA, 6-hydroxydopamine;
RIM, receptor antagonist imonabant; RM ANOVA; TH, tyrosine hydroxylase.
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Fig. 5

6-OHDA + LD

6-OHDA + LD/RIM

Representative tyrosine hydroxy d coronal sections
{magpnification, = 10) containing the substantia nigra compacta (SNc)
of control, 6-OHDA, 6-OHDA+LD, and 6-OHDA + LD/RIM-treated
rats. Note the profound cell loss in the ipsilateral SNc in the three
experimental groups, which is more evident in the 6-OHDA and the LD-
only treated groups, in contrast to the striking cellular protection
observed in the

LD/RIM-treated group. LD, .-DOPA; 6-OHDA, B-hydroxydopamine;
RIM, receptor antagonist rimonabant.

Fig. 6

[ Control 3 6-OHDA + LD
184 M 6-OHDA = 6-OHDA + LD/RIM

Mean of the total number of
spines + SEM
o

Golgi-stain ana.lysm medium spiny neurons dendritic spine density

of the cc an ilateral (I} striata after 2 months. *Versus
the control group, P<0,05. versus the LD-treated group, P<0.05;
two-way repeated-measures analysis of variance, followed by Tukey's
post-hoc test. LD, 1-DOPA; 6-OHDA, 8-hydroxydopamine; RIM,
receptor antagonist rimonabant.
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Fig. 7

Dendritic spine density. Photomicrographs of rep itative Golgi-stained medium-size spiny neurons of the ipsilateral striatum with a representative
box of dendritic spine densities from: the control group (a), 6-hydroxydopamine (6-OHDA) lesion (b), 6-OHDA +L-DOPA (LD) treatment {(c), and
6-OHDA + LD/receptor antagonist rimonabant (RIM) treatment (d). Both the 68-OHDA lesion and the LD treatment induced a marked decrease in the
total number of spines mainly in the ipsilateral striatum. In contrast, the LD/RIM-treated group showed a well-preserved dendritic spine density
(magnification, = 40 and = 100).

Flg.a 13.86, £ <0.002], but no significant rreatment-by-side
3 Control 5. OHDA < LD interaction [1"}_‘_19, = (.77, NS]. Post-hoc analyses Shlf\\'ﬂd
B 6.0HDA ES 6-OHDA + LDRIM t!‘lat DA depletion and LD treatment rcsulfcd_ in a
significant decrease in spine density in both ipsilateral
@ 1400 * and contralateral striata compared with that seen in sham-
lesioned conrtrol animals (P <0.002) (Figs 6 and 7a—c).
T R0 However, LD/RIM significantly attenuated the degree of
% 1000 MSN spine loss, compared with both the 6-OHDA-
1 lesioned  group \\-‘Ithf)ul‘ treatment and the LD-treated
2 group, in both the intact and the dopamine-denervated
2+ 600 hemispheres (P <0.001) (Figs 6 and 7d). The LD/RIM-
2 oo treated group also showed significant bur smaller differences
g in the ipsilateral striacum compared with the sham-lesioned
@ 200 control group. Post-hoc tests showed no significant differ-
o ences berween the LD/RIM group and the sham-lesioned
group in the conrralateral striatum.
Lo 1400 Electron microscopy
1200 Figure 8a and b shows the size of synaptic ending; there
£ were significant effects of group [Fi5, 20y = 23.52, P < 0.001
JE:” 1000 for the major axis and /3 3, = 5.27, P < 0.001 for the minor
é’,é 800 ;
E+ 00 ;ln i
% 400 Ultrastructural analysis: length of the major (a) and minor (b) axes
& measured in ipsilateral (I) and contralateral (C) striata after stereotactic
@ 200 surgery and treatments. *Versus the control group, P<0.05; “versus
the LD-treated group, P<0.05; two-way repeated-measures analysis

of variance, followed by Tukey's post-hoc test. LD, .-DOPA; 6-OHDA,
B-hydroxydopamine; RIM, receptor antagonist rimonabant.
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Striatal ultrastructure: electron micrographs from ipsilateral striatum neuropil. (A} In the control group, the mean size of the synaptic boutons

(b} was 700 = 696 nm, and it can be observed that the neuropil is well preserved; s, dendritic spine; d, dendrite. (B) This image shows a swollen synaptic
bouton (b) of a 6-hydroxydopamine rat, establishing a synaptic contact with a dendritic spine (s). Note the altered mitochondria with dilated cistemae and
some vacuoles within the neuropil. (C) This image shows a swollen presynaptic ending (b} of an -DOPA (LD}-treated rat, establishing a synaptic contact
with a dendritic spine (s), these rats also showed severe neuropil alterations. (D) In the LD/receptor antagonist rimonabant group, synaptic boutons and
neuropil were well preserved, and the appearance is similar to that of the control group; b, synaptic bouton; d, dendrite. Bar=0.2 pm.

axis| and side [/, 2, = 63.61, P <0.001 for the major axis
and a0 = 2354, P<0.001 for the minor axis], and a
significant group-by-side interaction [ F3 20 = 5.46, P < 0.01
for the major axis and F3 20y = 6.08, P < 0.005 for the minor
axis]. Control rats showed no differences in the size of the
svnaptic endings or neuropil alterations after sham surgery
(Figs 8a and b and 9a). As shown in Fig. 8, the 6-OHDA-
lesioned group showed an evident increase in the size of
svnapric boutons in the ipsilateral striatum; the same pattern
was observed in the LD-treated group (P < 0.001) (Figs 8a
and b and 9b and ¢). Post-hoc analvses indicated that
LD/RIM cotreatment reduced the dilation of presynapric
boutons compared with the 6-OHDA untreated and
LD-only treated groups (P <0.001). The contralateral
(nonlesioned) side of all experimencal groups showed no
significant differences compared with the control group
(Fig. 8a and b). The neuropil of 6-OHDA and LD-only
treated groups was severely altered (Fig. 9b and ¢); in
contrast, the neuropil of LIYRIM-treared rats neuropil was
well preserved, with no evident alterations (Fig. 9d).

Discussion

Our dara show that the coadministration of LD with a
CBI antagonist results in a very efficient treatment 1o
reduce AIMs through the conservation of some functional
SNe DAergic cells, which in turn imply a well-preserved
neuropil of a less denervated seratum. We assume that
these results are probably because of a synergistic effect
between LD and RIM.

Abnormal involuntary movements

Akinesia rapidlv becomes intolerable when PD patients are
not rreated with LD (Rascol and Fabre, 2001). Similarly,
akinesia predominated in all rats, irrespective of the
experimental group, 20 min before treatments at any period
of the experiment. After treatments, the analyses showed
that dyskinesias increased significantly over the first 20 min
and decreased gradually after 180min  (Fig. 2b), a
characteristic peak dose of LID phenomenology, where
dyskinetic movements are caused by pulsatile stimulation
of DA receptors in the striatum (Cenci and Lundblad,
2007; Nutr, 2007; Iravani and Jenner, 2011). The bio-
availability of imonabant in the brain is observed from the
first 20 min after its oral administration (Rinaldi-Carmona
ef al., 1996), thus facilitating the reduction of peak dose
AlMs. In line with our results, Giuffrida e @/ (1999) have
shown reciprocal interactions berween ECB and DAergic
systems in normal conditions, wherein CB1  blockade
facilitates DAergic effects.

In support of this hypothesis, there is evidence that (i) CB1
receptors colocalize with D1 and D2 receprors in striatal
projection neurons (Howlett e 4., 2002) and (ii) rimonabant
enhanced the stmulation of motor activity induced by D2
recepror agonists in control rats (Giuffrida o «/, 1999),
Therefore, it is possible that rimonabant, by blocking CB1
receptors, might release ECB-induced inhibition of DAergic
receptors, thus producing a higher activation of these
receptors, even under conditions of low DA levels, as found
in PD. A similar  hypothesis has  been  proposed
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by Fernandez-Espejo ef @/, (2003) to explain the potential of
rimonabant o improve parkinsonian signs in animals with
very severe DAergic lesions, as in this study.

Another important aspect is thar the dorsolateral striatum
controls jaw movements and forepaw usage. The abno-
rmal function of this region is correlated with the
presence of oral, axial, and limb AIMs (Andersson e al,
1999). The reduction of this type of abnormal move-
ments is an effective method to predict a valuable
therapeutic compound with clinical relevance for PD
(Dekundy e @, 2007). We observed that LD/RIM-
treated rats maintained the ability to prevenr falls with
the support of the paws when the axial contortions made
them lose their balance, something that LD-treated rats
could not prevent. The attenvated motor asymmetry of
the limb contralateral 1 the lesion and the dystonic
posture caused by DAergic denervation (Melamed,
1979; Cubo et al, 2001) could have been reversed by
rimonabant, as reported previously (Fernandez-Espejo
et al, 2005; Kelsey er al, 2009). Therefore, although
prolonged LD treatment decreases its effecriveness
against motor signs (Ghassemi ¢ a/., 2006; Olanow er al.,
2000; Nutt e af, 2010), it is possible that rimonabant
increases the duration of effectiveness of LD, attenuating
akinesia and LID (Cao er af, 2007; Kelsey e al., 2009).

Moreover, as the effect of rimonabant in movement control
is dose dependent and the degree of DA denervation and
LD treatment response are crucial for the consistency
of their antidyskinetic effects, the relatively low dose of
rimonabant used in this study agrees with previous reports
on its therapeutic potential (El-Banoua e al. 2004
Fernandez-Espejo e af, 2005; Martin er @, 2008; Kelsey
ef al., 2009; “ladaiesky ¢f al, 2010). Therefore, our results
show that the rimonabant dose and LID/RIM administra-
tion pattern used here were appropriate to compensate the
alterations induced by DA denervation and LD chronic
treatment, and support the idea that trearment with a CBI1
antagonist in combination with LD may become a new
strategy for the treatment of LID.

Cytological alterations

It has been shown widely that with the 6-OHDA dose used
in this study, the unilateral medial forebrain bundle
denervation is almost complete and few SNe DAergic
neurons express TH (Truong e @/, 2006). According to
these auchors, this is a valid model, which simulates the
advanced stages of PD from the first days after the lesion,
when rats consistently show motor impairments (Deumens
e al., 2002) and apomorphine-induced turning behavior,
and striatal DA content decreases to less than 80% and SNe
DA levels to less than 50% (Hudson ef af, 1993). It seems
that the neurotoxin produces an initial loss of TH
phenorype, with cell death occurring over a slower time
course (Bowenkamp e @l 1996), which can be extended
for 96 h after the lesion (Zuch e @/, 2000). In the present

study, we began the treatment 72 h after the lesion. Thus,
it might be possible that LD/RIM coadministration enables
TH phenotype re-establishment as we found a significantly
less severe loss of TH-positive cells in both the contralateral
and the ipsilateral SNc¢ compared with the other experi-
mental groups. In contrast, according ro Castellano and Diaz
(1991), the nigrostriatal DAergic cells” activity has an
important regulatory input from the contralateral side of
the brain. Thus, it seems that there are interhemispheric
projections from the ipsilateral SNe to the contralateral
striatum (Fass and Butcher, 19815 Morgan and Huston,
1990; Schwarting and Huston, 1996; Emsley ¢ @/, 2001), and
the unilateral lesion also affects the contralateral hemisphere
(Roedrer er af, 2001; Kozlowski er @/, 2004; Avila-Costa er al.,
2008). Thus, it seems that LD/RIM treatment interrupts
the cannabinoid-like endogenous rtone controlling SNe
neurons (Gueudet e @, 1995), the activity of which in the
lesioned rats is increased in both hemispheres (Yang o2 al.,
2007).

It is important to emphasize the face that LD rreatment
alone induced greater loss of TH-positive neurons in the
contralateral SNe compared with the lesioned-untreated
group. In this respecr, it has been reported that LD
rreatment  leads to an increase in the endogenous
production of 6-OHDA in the striatum (Maharaj e af,
2005). In addition, the chronic high dose of LD induces the
reduction of mitochondrial complex | activity in the basal
ganglia (Przedborski e @/, 1993), which increase the levels
of reactive oxvgen species in the SNe and the striatum
(Golembiowska # a/, 2008) and potentiate the neurotoxic
effects caused by exogenous 6-OHDA (Naudin e 4l 1995).

Our resules also show that LD/RIM prevents 6-OHDA-
induced spine loss, and as LD-only treatment did not
avoid this loss, it is possible that this effect is crucial for
the antidyskinetic effects exerted by LD/RIM treatment
(Schuster ef af., 2009; Soderstrom ef af., 2010). In keeping
with this, it has been shown thar profound plastic changes
affect striatal MSN during the progressive loss of DA
input (Ingham ez al., 1998; Neely ¢f al., 2007; Avila-Costa
et al., 2008). The reduced number of dendritic spines,
besides the consequent connections loss, might reduce
the membrane surface, leading eventually ro MSN-
altered excitability (Rall, 1962; Stephens ¢ @/, 2005).
Striatal MSN spine pruning in response to DA denerva-
tion is significantly artenuated by cortical lesions,
suggesting thar gluramarergic cortical inputs are essential
to mediare striatal spine loss in PD (Villalba and Smith,
2010). Dendritic spine counting showed that 6-OHDA
untreated and LD-only treated groups show very similar
dendritic spine loss in both striata, corresponding with
severe T'H-positive cell loss in both ipsilateral and
contralateral SNc, and despite the greater T'H-positive
cell loss in the ipsilateral SNc of the LD/RIM-treated
group, it seems that the presence of MSN dendritic
spines depends more on glutamartergic input, rather than
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the DAergic one, which means that qutamarcrgic
transmission in the striatum of this group is berter
preserved (Avila-Costa e a/,, 2005b, 2008) as evidenced
by the ultrastructural analvsis.

In contrast, consistent with previous reports, we found
ultrastructural changes in  striatal synaptic  bourons,
increasing their length in nontreated lesioned  rats
(Avila-Costa e af., 2005a, 2008), and treated with a low
oral dose of LD (Gutiérrez-Valdez e @/, 2012). Although
the funcrional significance of the ultrastructural changes
in the striatum remains poorly understood, there is some
evidence indicating that this is a eritical component of
the strength and plasticity of glutamatergic transmission
(Ingham er al, 1998; Stephens er @f, 2005) increased in
PD (Raju er al, 2008). The size of these axospinous
synapses is related to their activity; large dendritic spines
and axon terminals have larger glutamatergic synaptic
areas and mav mediate stronger excitatory transmission
(Smith e af., 2009), which corresponds with the presence
of morphological changes, such as the occurrence of
vacuoles in the neuropil and abnormal mitochondrial
morphology (Fig. 9b and ¢), showing corrical aberrant
plasticity that most likely represents a morphological
marker of disease severity (Lach e @/, 1992),

As we found here, LIJRIM treatrment markedly prevented
damage to the ipsilateral striatum synaptic boutons, an
effect also observed with the D2 agonist bromocriptine
(Avila-Costa & al, 2003b). Thus, we might suggest that
LD/RIM treatment acts on a well-preserved SNe and
striatum  (compared with that produced by LD mone-
therapy) that  effectively  assimilated  exogenous LD,
extending its antiparkinsonian effect. This in turn partially
restores the LD-induced alterations in the synaptic
plasticity of the striatum (Picconi ¢ @/, 2008) and possibly
the overactivity of the ECB and glutamartergic svstems
to a level at which LID is present with less severity
(Maccarrone ¢f al., 2003; Picconi ef al., 2004; Casteels er al.,
2010; Walsh e @/, 2010).

A final important piece of evidence is that DA and CB1
recepror-mediated changes in motor behavior may be
more complex than can be discerned from studies of SNe
and striatal structure and ultrastructure. The influence in
this process of other ECB receptors and ligands, as well as
other basal ganglia structures, such as globus pallidus,
substantia nigra reticulata, and subthalamic nucleus
(which also express CB1 and DA receprtors), remains to
be determined. Nevertheless, there is sufficient evidence
of the role of the striatum and SNe in the manifestation
of LID and its treatment (Buck er &/, 2010). In this study,
we show the effectiveness of oral coadministration of a
CB1 antagonist and LD on the preservation of striatal
cvtology and SNe TH-positive neurons, partially revert-
ing the strucrural alterations induced by the 6-OHDA
lesion and chronic LD treatment, as well as by reducing
the severity of AIMs, increasing the temporal efficacy of

Combination of oral .-DOPA/rimonabant Gutiérrez-Valdez et al, 649

the antiparkinsonian effect of LI and decreasing contra-
lateral dystonia. Thus, cannabinoid antagonism-based
therapy would be aimed not only at alleviating specific
motor svmptoms bur also art delaving/arresting  the
degeneration of striatal and SNe cells. Nevertheless, it is
necessary to conduct furcher experiments with rimenabant
treatment, alone or a few weeks after the start of LD
treatment, to determine whether the presumed neuro-
protective effects of rimonabant occur in the absence of
LD or require interaction with ir.
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