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Efecto de la activacion y bloqueo del receptor CB1 en el Globo Palido externo
sobre las habilidades motoras finas de ratas hemiparkinsonianas

1. INTRODUCCION

Todas las conductas implican movimiento y dependen de la contraccion muscular
controlada por los sistemas motores. Estos sistemas estan organizados jerarquicamente desde
los circuitos espinales que controlan los reflejos automaticos, hasta los centros superiores del
tronco cerebral y la corteza motora. Ademas de los tres niveles jerarquicos (médula espinal,
tronco cerebral y corteza) otras dos estructuras encefalicas regulan también la funcion motora:

el cerebelo y los ganglios basales (GB).

Los ganglios basales y el cerebelo juegan un papel critico en el refinamiento y modelado
de los movimientos. Ambos reciben numerosas proyecciones de la corteza cerebral, y ambos
vuelven a proyectar a la corteza a través del talamo. Sin embargo, existen tres diferencias entre
las conexiones de los GB, el cerebelo y la corteza. Primero, los GB reciben aferencias de toda la
corteza cerebral, mientras que el cerebelo solo recibe del area sensoriomotora. Segundo, las
eferencias del cerebelo llegan a la corteza motora y premotora, y las de los GB no solo llegan a
esas dos areas corticales, sino también, a la corteza de asociacion prefrontal. Finalmente, el
cerebelo recibe informacion somatosensorial directamente desde la médula espinal y la
mayoria de sus eferencias y aferencias las establece con nucleos troncoencefalicos que tienen
conexiones directas con la médula espinal. En contraste, los GB tienen escasas conexiones con

el troncoencefalico y carecen por completo de conexiones directas con la médula espinal.

Estas diferencias sugieren que el cerebelo regula directamente la ejecucién del
movimiento, mientras que los GB estan implicados en aspectos cognitivos superiores al control

motor, tales como la planificacidn y ejecucion de estrategias motoras complejas.

Los centros motores superiores son responsables de dos aspectos fundamentales del
movimiento voluntario. En primer lugar, se planifica de acuerdo con los objetivos del
movimiento, y en segundo, se modula segun las caracteristicas concretas del medio. Por lo que
pueden clasificarse, de acuerdo al tamafio del musculo esquelético involucrado, la fuerza
aplicada o la magnitud del espacio dentro del cual se lleva a cabo el movimiento, en
movimientos gruesos o finos. Los movimientos gruesos involucran grandes grupos musculares
que implican un grado de esfuerzo significativo para controlar los cambios de posicion del

cuerpo y mantener el equilibrio y la postura.
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Los movimientos finos involucran pequefios grupos musculares para realizar pequefios
movimientos del cuerpo, principalmente del antebrazo, manos y dedos, implican movimientos
limitados que no requieren un gran esfuerzo pero si un alto grado de precision, como por

ejemplo, escribir o tocar algun instrumento, entre muchas otras actividades.

Manipular un objeto de manera diestra es una accion compleja y requiere de una gran
coordinacion de las extremidades superiores. Si bien se ha descrito que en los monos y los seres
humanos la red frontal-parietal tiene un papel clave para alcanzar y sujetar objetos estaticos,
recientemente Mosier y cols. (2011), en un estudio de imagen funcional en humanos
encontraron la activacion de una red cortical-estriatal-cerebelosa, y que la actividad de los GB
se incrementaba conforme se requeria una mayor destreza para manipular un objeto. Este
hallazgo fue importante, ya que el cerebelo, en lugar de los GB, tradicionalmente es asociado
con la coordinacion motora fina. Una perspectiva importante sobre el papel de los circuitos
corticales-GB en los movimientos finos se dio a partir del estudio de los pacientes con
enfermedad de Parkinson (EP), los cuales presentan déficits motores para realizar movimientos

de alcance y captura de objetos.

1.1 La Enfermedad de Parkinson

La EP, descubierta por James Parkinson en 1817, es la segunda enfermedad crénica
neurodegenerativa mas comun en el adulto mayor, que afecta principalmente las conductas
motoras de los sujetos que la padecen. En México, se ha estimado una prevalencia entre 40 a
50 casos por cada 100,000 habitantes al afio. En el mundo debido al aumento de la tasa de
sobrevida y con esto al aumento de enfermedades degenerativas, la EP que afectaba de 4.1 a
4.6 millones de personas mayores de 50 afios en el 2010, se considera que para el aflo 2030 esta

cifra se duplicara, lo que conlleva a un problema de salud publica (México, 2010).

Los sintomas caracteristicos de la EP son temblor, rigidez, dificultad para iniciar la marcha,
pérdida de reflejos posturales y bradicinesia (Gonzalez Esparza, 2008), y se deben a un
desequilibrio en la comunicacién sinaptica del circuito de los GB, por la pérdida de dopamina
(DA), debido a la muerte progresiva e irreversible de las neuronas dopaminérgicas en la

sustancia nigra pars compacta (Kirik y cols., 1998).
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1.2 Anatomia funcional de los ganglios basales

Los GB son un grupo de nucleos subcorticales localizados en la base de los hemisferios
cerebrales que se encuentran interconectados en una serie de circuitos en paralelo (Albiny cols.,
1989), estas conexiones actuan mediante la integracion, el procesamiento y la conduccion de la
informacién para su participacion en procesos motores, cognitivos y emocionales (Obeso y

Lanciego, 2011).

El circuito de los GB estd conformado por el nucleo caudado y putamen, en mamiferos
inferiores como los roedores estas estructuras se encuentran juntas y reciben el nombre de
estriado; el globo palido constituido por un segmento interno (GPi) y otro externo (GPe); el
nucleo subtalamico (NST), y la sustancia nigra, en la cual se distinguen claramente dos
subnucleos, la sustancia nigra pars compacta (SNc) y la sustancia nigra pars reticulata (SNr)

(Groenewegen, 2003).

El estriado constituye el principal nucleo de entrada al circuito de los ganglios basales, en
el que las diferentes aferencias que convergen en él se encuentran topograficamente
organizadas. A su vez el GPi y la SNr representan los principales nucleos de salida de los GB,
formando un complejo que proyecta la informacion procesada hacia el talamo y posteriormente

a la corteza cerebral, cerrando asi el circuito (Albiny cols., 1989).

El elemento neuronal predominante del estriado son las neuronas espinosas medianas
(NEM) GABAérgicas, que reciben e integran la mayor parte de las entradas tanto del estriado
como de la corteza y el tdlamo, y que a su vez proyectan hacia el globo palido y la sustancia
nigra. Asimismo, el estriado contiene un pequefio nimero de interneuronas colinérgicas,
GABAérgicas y otro pequefio grupo que tienen somatostatina y neuropéptido Y (Albin y cols.,

1989).

Entre el estriado y GPi/SNr existen dos sistemas paralelos de proyeccion que surgen de
dos poblaciones neuronales diferentes. El primero es la denominada via directa, la cual se
origina de las NEM que contienen sustancia P y dinorfina como neuromoduladores, ademas,
expresan predominantemente al receptor dopaminérgico D1 y esta via se comunica
directamente con GPi/SNr. Las NEM que dan lugar al segundo sistema de proyeccion, la via
indirecta, expresan principalmente el receptor dopaminérgico D2 y proyectan sus terminales al

GPe como una primera estacién de paso en esta via. El GPe conformado por neuronas
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GABAérgicas tiene eferencias al NST, y este a su vez se comunica con los nucleos GPi/SNr
(Groenewegen, 2003). Una vez que la informacion ha sido procesada en este circuito, se dirige
desde el complejo de salida (GPi/SNpr) hacia varias regiones, de las cuales se destacan el area
ventral-anterior (VA), ventral-lateral (VL) y mediodorsal (MD) del talamo (Albin y cols., 1989); las
cuales, a su vez forman conexiones con la corteza, mediante eferencias excitatorias, y asi influir
sobre las proyecciones que descienden desde el tallo cerebral hasta el aparato motor espinal,

para la modulacion del movimiento o una conducta determinada (Parent y Hazrati, 1995).

La transferencia de lainformacion cortical y taldmica hacia el cuerpo estriado es modulada
por las proyecciones dopaminérgicas de la SNc, a través de diferentes tipos de receptores de
dopamina (principal neurotransmisor modulador del funcionamiento de los GB) en las dos
poblaciones de las NEM. La activacion de los receptores D1 (acoplados a proteinas G
estimuladoras) en el estriado, estimulan la actividad de las NEM de la via directa, lo cual inhibe
la actividad de las neuronas del GPi/SNr de los GB, y ocasionara una desinhibicion de los nucleos
del tdlamo; por lo que, dadas sus proyecciones glutamatérgicas, se producira una estimulacion
de la corteza motora para facilitar la ejecucion de los movimientos. Por el contrario, los
receptores D2 (acoplados a proteinas G inhibitorias) suprimen la actividad de la via indirecta,
dicho evento provocara una disminucion en la actividad de las proyecciones subtalamico
excitatorias hacia los nucleos GPi/SNr (Figura 1A), lo cual produce un bloqueo de la inhibicion

del movimiento (Obeso y Lanciego, 2011).

La pérdida de las neuronas dopaminérgicas en la EP, repercute en una serie de cambios
neuroquimicos que involucran a todo el circuito de los GB, y que provoca una disminucién en
la produccion de DA. Si bien la literatura describe el agotamiento de este neurotransmisor de
manera central en el estriado, también se ha determinado que en el GPe de pacientes con EP se
pierde alrededor de un 80% de la DA (Rajput y cols., 2008). Con lo cual se produce una mayor
actividad de la via indirecta y a su vez, una disminucién de la actividad de la via directa hacia los
nucleos de salida (GPi/SNr) de los GB (Figura 1B). El aumento de la actividad de las neuronas de
proyeccion de la via indirecta, es decir, un incremento de la liberacion de GABA por las NEM,
dara lugar a la desinhibicion del NST y en consecuencia producira un aumento del disparo
excitatorio al complejo GPi/SNr. Por lo que el resultado final es la inhibicion de los nucleos
VA/VL/MD del tdlamo, provocando una disminuciéon en la actividad de las neuronas

glutamatérgicas talamo-corticales, que se vera reflejado en una disminuciéon de los
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movimientos, caracteristico en los sujetos con la enfermedad de Parkinson (Albin y cols., 1989,

Kita y Kita, 2011).

A)

Corteza Corteza

g I
Talamo

Estriado Estriado

—— Glutamato \
- GABA
— Dopamina

—— Glutamato
- GABA
== Dopamina

Figura 1. Circuito de los Ganglios Basales en: A) Estado normal. La via directa que expresa principalmente
al receptor D1 y va del estriado a los nucleos de salida GPi/SNr favorece el movimiento, mientras que la
via indirecta, que expresa al receptor D2 desde el estriado al GPe-NST y por Ultimo hacia GPi/SNr, lo inhibe.
B) La Enfermedad de Parkinson. Debido a una disminucién de la concentracién de dopamina en el circuito

de los GB ocurre una sobreactivacion de la via indirecta que repercute en una mayor inhibicién del
movimiento, caracteristico en los pacientes con dicha patologia (Modificado de Obeso, 2006).

1.2.1 El Globo Palido externo

El GPe es actualmente considerado como un centro integrador para coordinar la actividad
neuronal a través de los GB (Mallet y cols., 2012), debido a que envia proyecciones importantes
al tdlamo y al nucleo pedunculopontino, ademas, de tener conexiones reciprocas tanto con el
estriado como con el NST (Parent y Hazrati, 1995). Asimismo, el GPe y el NST, envian sus
proyecciones sobre la misma region de los nucleos de salida GPi/SNr, formando un
microcircuito donde el GPe se encuentra colocado estratégicamente para controlar la actividad

de salida de los GB (Obeso y cols., 2006).

Recientemente, Mallet y cols. (2012), describen la existencia de dos poblaciones
neuronales distintas en el GPe de ratas tratadas con 6-OHDA (modelo que asemeja la
enfermedad de Parkinson) que si bien ambas son GABAérgicas, tienen propiedades
neuroquimicas, anatomicasy electrofisiologicas distintas. Las neuronas de la primera poblacién

llamadas prototipicas en su mayoria expresan parvalbumina (PV) e inervan principalmente al
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NST, GPi y SNr. La segunda poblacion, la describen como un nuevo tipo neuronal que
denominan arkypalidal, expresa la proteina precursora de encefalina (PPE), lo que sugiere que
utilizan encefalina como un co-transmisor y que proporcionan exclusivamente una entrada

masiva al estriado que inerva tanto a interneuronas como neuronas de proyeccion (Figura 2).

Si bien se ha descrito que la informacién evocada por las NEM del estriado hacia las dos
vias de comunicacion de los GB es modulada por las proyecciones dopaminérgicas de la SNc,
actualmente, también se sabe que existe una inervacion dopaminérgica en el GPe, asi como en
el GPi, el NST y otras estructuras subcorticales, provenientes de los axones de la SNc (Obeso y
cols., 2006). Una proporcion de estas fibras son colaterales de los axones de proyeccion nigro-
estriatal, sin embargo, también hay una proyeccién nigro-palidal especifica, por lo que la
administracion local de cocaina o anfetamina en el GPe de ratas provoca incrementos en los
niveles de DA (Fuchs, 2005). Se ha demostrado que la dopamina también juega un papel
importante en la funcién del GPe, ya que la administracién local de DA produce cambios en la
tasa de disparo neuronal, disminuyendo la liberacion de GABA en rebanadas de GPe (Florany
cols., 1997). En un modelo de rata lesionada con 6-OHDA la administracion de dopamina
intrapalidal, asi como de agonistas de los receptores D2 en el globo palido externo, provoca
una recuperacién del 50 al 60% en las habilidades motoras finas evaluadas en el modelo de la
escalera (Galvany cols., 2001). Por lo tanto, se ha demostrado un control directo de la actividad
dopaminérgica palidal, que coloca al GPe como un nucleo crucial para la regulacion de la via

indirecta y en consecuencia para el correcto control de los movimientos.

El GPe a través de sus conexiones con €l NST ha sido implicado consistentemente en el
inicio y mantenimiento de la disfuncion motora en la EP (Gittis y cols., 2014). El GPe es la fuente
principal de la transmision GABAérgica en el NST, debido a que cada neurona del NST recibe la
entrada de hasta 60 neuronas del GPe y, en consecuencia los multiples contactos sinapticos

ejercen una poderosa influencia inhibitoria sobre el NST (Baufreton y cols., 2009).
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A) Neurona prototipica B) Neurona arkypalidal

STR

STR (13.789)

GPe
— EPN
s STN

SNr

Figura 2. Neuronas prototipicas y arkypalidales del Globo Palido externo. A) Neurona prototipica,
reconstruccion completa con el marcador neurobiotina (NB), se muestra que proyecta al nucleo
subtaldmico (STN), nucleo entopeduncular (NEP) y sustancia nigra reticulada (SNr). Fotomicrografias
de fluorescencia confocal que muestran la co-localizacion de NB con la expresién de parvalbumina
(PV) pero no con la proteina precursora de encefélina (PPE). B) Neurona arkypalidal, reconstruccién
completa con el marcador neurobiotina (NB), se muestra que proyecta de manera masiva al estriado

(STR). Fotomicrografias de fluorescencia confocal que muestran la co-localizacién de NB con la
expresion de la PPE pero no con la proteina PV (Modificado de Mallet y cols., 2012).

1.3 El sistema Endocanabinoide

La planta Cannabis sativa ha sido considerada desde la antigiedad como uno de los
recursos terapéuticos mas importantes en la medicina popular. Al consumo de la marihuana se
le atribuyen numerosos efectos en el cerebro, incluyendo entre otros, euforia, incremento del
apetito, deterioro en la memoria y alteraciones de la coordinacién motora. Sin embargo, fue
hasta el descubrimiento de su principal componente psicoactivo, el A’-tetrahidrocanabinol
(THC) (Gaoni y Mechoulam, 1964), que se comenzd con una serie de investigaciones para
esclarecer los mecanismos por los cuales la marihuana ejercia sus efectos farmacoloégicos, y que

dieron paso al descubrimiento del sistema endocanabinoide (SEC). El SEC es considerado un
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sistema de sefalizacién de lipidos ubicuo, constituido por dos tipos de receptores, el CB1y CB2,
sus ligandos endogenos (endocanabinoides), la proteina de recaptura de dichos compuestos y
las enzimas encargadas de su metabolismo (Rodriguez de Fonseca y cols., 2005). Recientemente
se ha descrito la existencia de otros receptores como posibles candidatos para formar parte del
sistema endocanabinoide, como el GPR55, sin embargo, aln estos receptores no forman

oficialmente parte de este sistema (Brown, 2007).

Los endocanabinoides son compuestos enddgenos sintetizados y liberados
principalmente por las neuronas, capaces de activar sus receptores de membranay actuar como
mensajeros retrogrados de la sefalizacion neuronal (Piomelli, 2003). Los principales
endocanabinoides son moléculas derivadas del acido araquidonico conjugadas con
etanolamina o glicerol. De los cuales, los mas abundantes son la anandamida (AEA) y el 2-
Araquidonoilglicerol (2-AG) (Rodriguez de Fonseca y cols., 2005). Su sintesis se produce a partir
de precursores fosfolipidicos de membrana y las enzimas responsables de ello son estimuladas
por altas concentraciones de Ca®*, de manera que estos compuestos son biosintetizados y

liberados al medio extracelular donde y cuando se requieran (Carriba-Dominguez, 2007).

En el SNC, la concentracion de AEA es 200 veces menor que la de 2-AG (Sugiura y cols.,
1995). Se ha descrito que la estimulacién eléctrica de cortes de hipocampo incrementa la
liberacion para 2-AG pero no para anandamida (Stellay cols., 1997), mientras que en el estriado,
la activacion del receptor de dopamina D2 incrementa la concentracidon de anandamida pero
no de 2-AG (Giuffrida y cols., 1999), de manera que la existencia de diferentes rutas para la
sintesis de estos compuestos sugiere que ambos endocanabinoides pueden operar de manera
independiente (Carriba-Dominguez, 2007). La accion de los endocanabinoides se termina
mediante un mecanismo de captura a través de un transportador, el cual hasta el momento no
ha sido caracterizado, sin embargo, se ha demostrado que este mecanismo es saturable,
depende de la temperatura y es selectivo de sustrato (Di marzo y cols., 1994; Beltramo y cols,,
1997). Una vez en el medio intracelular los endocanabinoides son degradados por enzimas bien
caracterizadas, la amido hidrolasa de acidos grasos (FAAH) que se encarga principalmente de
la degradacion de la anandamida y se encuentra anclada intracelularmente en las membranas
postsinapticas (Cravatt y cols., 1996), mientras que el 2-araquidonilglicerol es degradado por la
monoacilglicerol lipasa (MAGL) y se encuentra en las membranas de neuronas presinapticas

(Dinhy cols., 2002).
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Los canabinoides, tanto enddgenos como exdgenos, interaccionan con los receptores a
canabinoides de siete dominios transmembranales acoplados a una proteina Gj, (inhibe a la
enzima adenilatociclasa). Los receptores CB1 se distribuyen abundantemente en el SNC (Figura
4), principalmente en el hipocampo, la corteza, los GB y el cerebelo (Herkenham y cols., 1990).
Por otra parte, los receptores CB2 se han identificado en células del sistema inmune y en

distintos tejidos como bazo, timo, amigdalas, médula 6sea y pancreas (Munro y cols., 1993)

-~

Figura 4. Localizacion de los receptores CB1 en el cerebro de rata. Autorradiografia de la unién de [°H]-

CP55,940 en un corte sagital de cerebro de rata Las zonas que se observan en color gris representan las
regiones en donde hay una mayor densidad de los receptores CB1, corteza (Cx), hipocampo (Hi),
caudado-putamen (CP), globo palido (GP), nucleo entopeduncular (Ep), tdlamo (Th), sustancia nigra
reticulata (SNr), cerebelo (Cer) y tallo cerebral (BrSt) (Tomado de Herkenham y cols., 1990).

El descubrimiento del sistema endocanabinoide concuerda con los efectos que ejercen
los canabinoides sobre la modulacién de la funcién motora, debido a que la mayor densidad de
los receptores de canabinoides se encuentran en los GB (GPe y SNr) y cerebelo (Herkenham y
cols., 1990), ademas, se han descrito cambios en la expresion de los receptores CB1 en los GB
tanto, de seres humanos afectados por enfermedades neurodegenerativas como en roedores
con trastornos motores inducidos experimentalmente, lo que hace del sistema

endocanabinoide una diana importante en el control del movimiento (More y Choi, 2015).

Los ligandos enddgenos AEA y 2-AG también estan presentes en los GB (Bisogno y cols.,
1999), de los cuales el GPe y la SNr son los nucleos que contienen los niveles mas altos de
endocanabinoides,  principalmente  de  2-araquidonilglicerol.  Ademas, el N-
araquidonilfosfatidiletanolamina, precursor de la AEA, también se encuentra en los GB, lo que

sugiere la sintesis /n situ de este neuromodulador (Romero y cols., 2002).

Debido a estas evidencias, se ha sugerido que el estudio del sistema endocanabinoide,

como principal neuromodulador en el SNC, y de nuevos compuestos que actien en dicho
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sistema, permitiran comprender mejor la patologia de algunas enfermedades
neurodegenerativas, como la enfermedad de Parkinson y, ademas proponer posibles blancos

de estudio para la busqueda de nuevas terapias farmacolégicas.
1.3.1 El receptor CB1 en los ganglios basales

El receptor CB1 fue clonado como un receptor huérfano a partir de una biblioteca de
cDNA de corteza cerebral de rata, al utilizar una sonda de oligonucleétidos derivados de un
miembro de los receptores acoplados a proteina G (Matsuda y cols., 1990). Este receptor consta
de 472 aminoacidos en humanos y 473 en rata y ratén, con un extremo N-terminal extracelular,
7 dominios transmembranales hidrofébicos a-hélice conectados por tres asas intracelulares y
tres extracelulares, y un extremo C-terminal intracelular (Figura 5). Como se describid
anteriormente el receptor CB1 pertenece a la familia de receptores acoplados a proteinas Gj,

(Howlett, 1998).
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Figura 5. Modelo del receptor CB1 en el SNC. Se muestra el extremo N-terminal extracelular, los

7 dominios transmembranales y el extremo C-terminal intracelular (Tomado de Howlett, 1998)

Los receptores a canabinoides presentan propiedades Unicas como su conservacion a lo
largo de la evolucion, especialmente el receptor CB1 ya que tanto en humano, como ratay raton
tienen de un 97 a 99% de identidad en su secuencia de aminoacidos. Ademas, el receptor CB1
es el receptor mas abundante de los acoplados a proteina G, ya que se expresan de 10 a 50
veces por encima de los transmisores clasicos tales como los receptores de dopamina o de

opioides (Herkenham y cols., 1991; Rodriguez de Fonseca y cols., 2005).

La activacion del receptor CB1, debido a su acople a una proteina G, inhibe a la enzima

adenilatociclasa (Ac) y disminuye la formacién de AMPc, lo que resulta en una disminucién en
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la fosforilaciéon por la proteina cinasa A (PKA). Por otra parte, las subunidades Py de la proteina
Gi/or bloquean la actividad de los canales de Ca** tipo N 'y P/Q y estimulan la apertura de los
canales de K". Estas acciones han sugerido que los canabinoides juegan un importante papel
como moduladores de la liberacién de neurotransmisores. Sin embargo, su activacion también
se ha relacionado con la modulacion positiva de la via de las cinasas activadoras de mitégenos
(MAPK). Ademas, bajo ciertas condiciones, los receptores CB1 pueden estimular la formacién
de AMPc mediante el acoplamiento a una proteina Gs, por lo que todos estos mecanismos de
sefalizacion pueden modular la comunicacién sinaptica y la expresion génica neuronal (Felder

y cols., 1998; Rodriguez de Fonseca y cols., 2005; Svizenska y cols., 2008).

En el SNC, la amplia y altamente organizada distribucién de los elementos de sefalizacion
de endocanabinoides, principalmente en terminales GABAérgicas y glutamatérgicas, refleja
claramente la importancia de este sistema en la transmision sinaptica (Rodriguez de Fonseca y
cols.,, 2005). Ademas, estudios autorradiograficos sobre la distribucién del ARNm, y de la
expresion del receptor CB1 muestran una falta de correlacion entre la distribucion de ambos
marcadores, por lo que se sugiere que la proteina se sintetiza en los cuerpos celulares y
posteriormente se transporta hacia los axones y las terminales sinapticas (Egertova y Elphick,
2000). De manera, que en los GB, las transcripciones de ARNm del receptor CB1 estan presentes
en el estriado, (Mailleux y Vanderhaeghen, 1992; Van Weas y cols., 2012) mientras que la
proteina del receptor CB1 se expresa principalmente en las terminales de las NEM que
proyectan al GPe, GPiy SNr. Por lo que al lesionar el estriado con acido iboténico la presencia
de los RCB1 en los nucleos de salida disminuye, ya que estos se localizan en las terminales
presinapticas y es por esta caracteristica que su funcion es modular la neurotransmision
(Herkenhamy cols., 1991) (Figura 6).

‘B) Ve

Ay

Figura 6. Expresion del ARNm y la proteina del receptor CB1. Se muestra en A) Una autorradioraﬁa del
ARNmM para el receptor CB1 en estriado de rata (Van Weas y cols., 2012), B) Una fotomicrografia para la
expresion del receptor CB1 en el globo pélido externo (GP) (Egertova y Elphick, 2000), y en C) Una
autorradiografia del receptor CB1 posterior a una lesién estriatal con acido iboténico, lo que ocasiona una
disminucién de su expresién en el GP (Herkenham y cols., 1991).
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Debido a los efectos inhibidores sobre la Ac, la activacion de corrientes de K* y la
inhibicién de la entrada de Ca®* en las células, provocados por la activacion del receptor CB1, el
efecto final es una hiperpolarizacién en las terminales presinapticas (Romero y cols., 2002). Por
lo cual, se ha demostrado que la estimulacion del receptor CB1 en estriado de rata disminuye la
liberacion de [PH]GABA y [*H]Glutamato (Kéfalvi y cols., 2005) y, de [?HIGABA en el globo péalido
externo (Gonzalez y cols, 2009) (Figura 7A). Ademas de modular la liberacion de
neurotransmisor, también se ha descrito que la activacion de los receptores CB1, en el GPe de
rata, potencian la transmision GABAérgica debido a una disminucion en la captura de este
neurotransmisor (Maneuf y cols., 1996; Mufioz-Arenas, 2010) (Figura 7B). Sin embargo, bajo
ciertas condiciones los receptores CB1 pueden estimular la formacion de AMPc (Felder y cols,,
1998), ya que tienen la capacidad de interaccionar con otros receptores, como el de dopamina
D2, cambiar su acople a una proteina Gs, y en consecuencia producir un incremento en la

liberacion de GABA en el GPe (Gonzales y cols., 2009; Munoz-Arenas, 2010).
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Figura 7. La activacion del receptor CB1 en el GPe modula la neurotransmisién GABAérgica. Se muestra
en A) Liberacion de [PH]GABA y B) Captura de [®HIGABA en el GPe de rata. Tomado y modificado de Gonzéles
y col., 2009 (A); Mufoz-Arenas, 2010 (B).

Como resultado de la participacion de los receptores CB1 en los procesos de liberacién y
captura en la neurotransmision de los GB, también se ha demostrado que canabinoides
sintéticos, fitocanabinoides y los endocanabinoides tienen potentes efectos en la actividad
motora, en su mayoria, efectos inhibitorios (Safiudo-Pefia y cols., 1999). Por lo tanto, se ha

descrito que la estimulaciéon de los receptores CB1 puede producir, entre otros efectos, la
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disminucion de la actividad espontanea y la induccidon de catalepsia, potenciacion de la
hipocinesia inducida por reserpina, la atenuacion de comportamientos estereotipados
espontaneos e inducidos, la reduccion de la hiperlocomocion inducida por anfetamina y una

interrupcion en el control motor fino (Romero y cols., 2002; McLaughlin y cols., 2000).
1.4 El sistema endocanabinoide en la enfermedad de Parkinson

Mas alla de los cambios observados en la expresion de los receptores CB1 en los GB
durante el envejecimiento normal (Van Weas y cols., 2012) también se han descrito que ocurren
en enfermedades neurodegenerativas. Diversos estudios sobre el estado del SEC en pacientes
con la EP indican resultados similares a los observados en modelos animales con esta
enfermedad. En el estriado de pacientes con EP, asi como en primates no humanos tratados con
MPTP existe un incremento de los receptores CB1 (Lastres-Beckery cols., 2001; Van Laere y cols.,
2012), en ratas lesionadas con 6-OHDA también se observd un incremento en la expresion del
receptor CB1 en etapas iniciales a la induccion de la lesion dopaminérgica, sin embargo, en
estados mas prolongados ocurre un efecto contrario, ya que la expresion de los mismos

disminuye (Chaves-Kirsteny cols., 2013).

También se ha sugerido que los cambios en el sistema endocanabinoide pueden
participar en la generacion de los sintomas o como parte de un mecanismo de compensacion
para contrarrestar el desequilibrio en la fisiopatologia de los ganglios basales en la EP (Romero
y cols., 2002). Ya que ademas de las alteraciones en la expresion del receptor CB1, otros estudios
han mostrado que la dopamina juega un papel importante en la regulacion del sistema
endocanabinoide, de manera que las variaciones en la actividad de la transmision
dopaminérgica producen cambios en los niveles de endocanabinoides, como un incremento de
la concentracién de anandamida en el liquido cefalorraquideo de pacientes no tratados con EP,
o cambios en los transportadores de membrana de los endocanabinoides y la actividad de la
amido hidrolasa de acidos grasos (FAAH) (Giuffrida y cols., 1999; Gubellini y cols., 2002; Pisani'y
cols., 2011).

Al emplear un modelo de EP en rata producido por la administracion aguda de reserpina,
Di Marzo y cols. (2000) mostraron un aumento en los niveles de endocanabinoides en los GB
(Figura 8A), acompafado de una conducta de hipolocomocién, mientras que la estimulacion de

los receptores dopaminérgicos fue acompafado por una restauracion de los contenidos de
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endocanabinoides normales, y que al bloquear a los receptores CB1 conjuntamente con la
activacion de los receptores dopaminérgicos incrementé la actividad motora de las ratas (Figura
8B). Otro estudio realizado por Mufioz Arenas en el 2010, en un modelo de rata lesionada con
6-OHDA, demostré que la estimulacion del receptor CB1 en el GPe, induce alin mas un efecto
de hipolocomocioén, caracteristico en la enfermedad de Parkinson. Este efecto, posiblemente se
deba a un bloqueo en la captura de GABA, que provocara un incremento de los niveles de este
neurotransmisor en el espacio sinaptico y genere una sobre activacion de la via indirecta, con lo
cual se manifiesta una inhibicién del movimiento, ademas, observd que dicho evento fue
revertido con el antagonismo de este receptor, permitiendo un restablecimiento de la actividad
motora, el cual se evidencia con una disminuciéon de la asimetria motora de ratas
hemiparkinsonianas (Figura 8C). Por lo tanto, se ha sugerido que la transmision
endocanabinoide en los GB se vuelve hiperactivo en la EP, y esto se relaciona con la hipocinesia
que caracteriza a esta enfermedad (Romero y cols., 2002), lo cual apoyaria la idea de que los
antagonistas del receptor CB1 pueden ser utiles en el tratamiento del deterioro motor en la

enfermedad de Parkinson (Romero y cols., 2002; Mufioz-Arenas, 2010).
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hemiparkinsonianas (Mufioz-Arenas, 2010).
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1.5 La 6-OHDA como modelo de estudio de la enfermedad de Parkinson

El modelo de lesion unilateral con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en la via nigroestriatal se
usa para desarrollar un modelo experimental de la EP, ya que esta molécula causa una
degeneracion progresiva y retrograda de las terminales neuronales y cuerpos celulares de las
neuronas dopaminérgicas en la SNc. La 6-OHDA usa el mismo sistema de transporte que la DA
para internalizarse a la neurona y asi producir sus efectos toxicos, los cuales se deben al
incremento del estrés oxidativo en la célula, consecuencia de que esta neurotoxina produce un
potente efecto inhibitorio sobre los complejos Iy IV de la cadena transportadora de electrones
en la mitocondria (Glinka y cols., 1997), favoreciendo asi la formacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS), que desencadenara en un déficit metabdlico evitando que las neuronas puedan
realizar sus funciones fisiologicas normales y en consecuencia mueran. Sin embargo, la 6-OHDA
también incrementa la formacion de ROS y quinonas mediante su autooxidacién, atribuyendo
a este evento como la principal causa que desencadena la muerte de las neuronas

dopaminérgicas (Soo Lee y cols., 2006).

Estudios realizados en ratas lesionadas con 6-OHDA en el haz medial del cerebro han
mostrado que puede ocasionar la pérdida mayor al 70% de las neuronas dopaminérgicas, y
producir desordenes neuroquimicos y conductuales como la disminucion de dopamina en el
estriado ipsilateral, que causa una sensibilizacion de los receptores dopaminérgicos
postsinapticos y dicho efecto se puede manifestar por la conducta de giro inducida con la
administracion de apomorfina, debido al desbalance dopaminérgico existente entre ambos

estriados del cerebro (Deumens y cols., 2002).
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2. JUSTIFICACION

La caracteristica fisiopatolégica mas reconocida de la enfermedad de Parkinson es la
disminucion de la concentracién de dopamina en el circuito de los GB, debido a la muerte
progresiva e irreversible de las neuronas dopaminérgicas de la SNc. Sin embargo, se ha
demostrado que otros sistemas también estan afectados, como el sistema endocanabinoide
(Lastres Becker y cols., 2001), ya que en modelos animales de esta enfermedad se observan
tanto cambios en la expresion de los receptores CB1 (Chaves Kirsten y cols., 2013) como un
incremento en los niveles de endocanabinoides, el cual estd acompanado de hipocinesia (Di

Marzoy cols., 2000).

Diversos estudios han descrito un papel importante de los receptores CB1 en la
modulacién de la actividad motora (Romero y cols., 2002), debido a su abundante distribucion
en el SNC, principalmente en los GB. Ademas, se ha demostrado que el bloqueo de este receptor
en el GPe, nucleo crucial que interviene en la modulacion del funcionamiento de los GB,
disminuye la asimetria motora de ratas hemiparkinsonianas (Mufoz-Arenas, 2010). Sin
embargo, no hay estudios que describan si este receptor podria participar en la modulacion de
las habilidades motoras finas en los GB, las cuales se ven afectadas en pacientes con la

enfermedad de Parkinson y que repercuten en su calidad de vida.

El estudio de la activacion y bloqueo de los receptores CB1 sobre las habilidades motoras
finas de ratas hemiparkinsonianas aportara mayor informacion sobre sus efectos en el circuito
de los GB y podria servir como blanco de estudio para proponer nuevas terapéuticas
farmacoldgicas en las enfermedades neurodegenerativas relacionadas con trastornos motores,

como la Enfermedad de Parkinson.
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3. HIPOTESIS

La activacion del receptor a canabinoides CB1 en el Globo Palido externo disminuye las

habilidades motoras finas, mientras que su bloqueo las mejora en ratas hemiparkinsonianas.

4. OBJETIVOS

4.10bjetivo general

Evaluar los efectos de la activacién y bloqueo del receptor CB1 en el Globo Péalido externo

sobre las habilidades motoras finas de ratas hemiparkinsonianas.

4.2 Objetivos particulares

I. Evaluar los efectos de la activacion y bloqueo del receptor CB1 en el Globo Palido externo

sobre las habilidades motoras finas de ratas hemiparkinsonianas.

II. Evaluar los efectos de la activacién y bloqueo del receptor CB1 en el Globo Palido externo

sobre la asimetria motora de ratas hemiparkinsonianas.

III. Evaluar los efectos de la activacion y bloqueo del receptor CB1 sobre su expresion en el Globo

Palido externo de ratas hemiparkinsonianas.
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5. METODOLOGIA

5.1 Diagrama general de trabajo

GRUPOS (n=8) :
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5.2 Sujetos de experimentacion

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar (n=40) de 270 a 300g de peso, provenientes
del Bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. Las ratas
se mantuvieron en cajas de acrilico en el vivario del Laboratorio de Neurofarmacologia, a
temperatura de 22+2°C, con un ciclo luz/obscuridad de 12 horas y libre acceso a agua y
alimento, hasta llegar al peso requerido; todo en base a los protocolos de cuidado y manejo de
animales de laboratorio del Bioterio de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla y con
fundamento en la NOM-062-Z00-1999 (Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado

y uso de los animales de laboratorio).
5.2 Estudio conductual en el modelo de la escalera

El modelo de la escalera fue propuesto por Montoya y cols., en 1991 como una
herramienta para evaluar las habilidades motoras finas en rata. El modelo consiste de una caja
de plexiglas transparente conformado por dos camaras (Figura 9A). La primera consta de una
camara de 20 cm de largo por 10 cm de ancho y 10 cm de altura en donde el sujeto de

experimentacién es colocado. La segunda parte es una camara angosta de 17 cm de largo por
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6.5 cm de ancho y 10 cm de altura, ademas, esta camara cuenta con una plataforma central de
11.5 cm de largo por 3 cm de ancho y 5 cm de altura, la cual impide el cruce entre ambas
extremidades y también le sirve como soporte al sujeto. En la parte frontal de la cdmara angosta
se colocan un par de escaleras removibles con 6 escalones cada una (Figura 9B). Cada escalon
mide 15 mm de largo por 10 mm de ancho y 5 mm de altura, y en cada uno de ellos se colocan
2 pastillas de alimento, las cuales deberan ser sujetadas y comidas por la rata utilizando las

extremidades delanteras.

A)

Figura 9. Modelo de la escalera. A) Esquema del modelo y accién de una rata en la prueba de la
escalera. B) Esquema de las escaleras removibles en las que a cada escalén se le deposita el
alimento para ser sujetado por los animales de experimentaciéon (Montoya y cols., 1991).

5.2.1 Control de peso

Para que la prueba se realice con eficacia es necesario que los sujetos de experimentacion
tengan apetito y estén interesados en comer las pastillas de alimento, por lo que fueron
sometidos a control de peso 10 dias antes de comenzar con el entrenamiento y se mantuvo
durante las evaluaciones, consistio en restringir el consumo diario de alimento de los animales
para lograr que bajaran un 15% de su peso corporal con respecto a su peso inicial (Mendieta 'y
cols., 2009). Por lo que, los sujetos experimentales se mantuvieron en cajas de acrilico

individuales y su peso se registro diariamente.

5.2.2 Entrenamiento

Los sujetos de experimentacion se entrenaron en el modelo de la escalera
introduciéndolos durante 10 minutos diarios por 10 dias, con el objetivo de habituar a los
animales y de que aprendieran a sujetar e ingerir las pastillas de alimento localizadas en los
escalones de la prueba conductual. Ademas, este entrenamiento nos permite determinar si las

ratas tienen algun dafio motor antes de someterlas al protocolo experimental, ya que se
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cuantificaron el nimero de pastillas que ingirieron y solo las ratas que fueron capaces de comer
al menos 10 pastillas de alimento con ambas extremidades, continuaron en el desarrollo

experimental (Mendieta y cols., 2009).
5.3 Lesion con 6-OHDA en el haz medial del cerebro

Para localizar el haz medial del cerebro, que corresponde a la via nigroestriatal donde los
axones de las neuronas dopaminérgicas de la SNc proyectan hacia el estriado, se realizo la
administracion de azul de metileno al 1% mediante una microinyeccion de 2 yL, tomando de
referencia las coordenadas propuestas por Paxinos y Watson (1998) AP: -2.3, L: -2.7 con respecto

abremay P:-6.7 con respecto a la duramadre (Figura 10).

L: -2.4mm

Figura 10. Localizacién del sitio de lesiéon. En A) se muestra el esquema representativo de las

coordenadas del haz medial del cerebro de rata de acuerdo al atlas del Paxinos y Watson en 1998.
En B) se muestra la trayectoria de la microinyeccion y difusién del azul de metileno en el circulo rojo.

Una vez que los sujetos experimentales fueron entrenados en el modelo de la escalera
se sometieron a una cirugia estereotaxica, por lo que se anestesiaron con Ketamina (75 mg/Kg)
y Xilacina (10 mg/Kg) por via i.p. para posteriormente colocarlos en el aparato estereotaxico
(Stolting, Co.) para pequefios roedores y se les realizd una microinyeccion unilateral en el haz
medial derecho del cerebro con 6-OHDA (16 pg/2 pL) o Vehiculo (2 pL de acido ascorbico al
0.02%). Después de la cirugia los sujetos se mantuvieron en observacion y recuperacion bajo los

protocolos postoperatorios correspondientes.
5.4 Conducta de giro

Para saber si se reprodujo el modelo de hemiparkinsonismo en rata se evalu6 a los 14 dias
posteriores a la inyeccion unilateral de 6-OHDA el grado de lesion dopaminérgica, mediante la

prueba de conducta de giro, propuesta por Ungerstedt y Arbuthnott en 1970, la cual permite
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hacer una correlacién entre el nUmero de giros y la muerte neuronal dopaminérgica. Se
administré 0.5 mg/kg de apomorfina por via subcutanea y se evalué durante 60 minutos a los
sujetos de experimentacion, se registraron el numero de giros contralaterales que realizaron
por minuto, durante 6 periodos de 10 minutos cada uno. Sélo se tomaron en cuenta para la
siguiente fase del experimento a las ratas que lograron hacer 6 o mas giros por minuto (Galvan
y cols., 2001). Esta prueba se realizdo nuevamente al dia 30 posterior a la lesion, para evaluar la
progresion del dafo dopaminérgico y determinar si el tratamiento con el agonista o

antagonista del receptor CB1 modificé la conducta de giro de las ratas hemiparkinsonianas.
5.5 Evaluacion de las habilidades motoras finas

El modelo de la escalera es utilizado para evaluar la ejecucion del movimiento en las
extremidades delanteras de las ratas de forma independiente, ademas, permite hacer una
medicion cuantitativa y cualitativa de las habilidades de alcanzar, sostener e ingerir las pastillas

de alimento (Montoya y cols., 1991; Clarke y cols., 2007; Whishaw y cols., 1997).

Las habilidades motoras finas de los sujetos de experimentacion se evaluaron dos veces
durante el protocolo experimental, el primero comprendio de los dias 17 a 21 posteriores a la
lesién con 6-OHDA y el segundo de los dias 25 a 29 igualmente posteriores a la lesién y con la
administracion intrapalidal del agonista y antagonista del receptor CB1. Para evaluar las
habilidades motoras finas de los animales en ambos periodos, se sometieron nuevamente a la
prueba de la escalera durante 10 minutos diariamente y los ensayos fueron videograbados para
su analisis, considerando cuatro parametros: (1) el nUmero de pastillas comidas con cada
extremidad ipsilateral y contralateral a la lesion; (2) el nimero de movimientos de pronar,
considerado cuando los animales extiendan sus extremidades delanteras con la palma hacia
abajo; (3) el nUmero de movimientos de asir, considerado cuando los sujetos toman las pastillas
de alimento y retraen la extremidad hacia su cuerpo; y por ultimo (4) el nUmero de movimientos
de supinar, el cual es considerado cuando los animales giran la mufeca de la extremidad que

tiene el alimento para llevarselo a la bocay comerlo (Clarke y cols., 2007; Mendieta y cols., 2009).
5.6 Implante de canula en el GPe por cirugia estereotaxica

Posterior a que se demostro el grado de lesion dopaminérgica y se evaluaron las
habilidades motoras finas, al dia 22 posterior a la lesién, los sujetos fueron anestesiados con

Ketamina (75 mg/Kg) y Xilacina (10 mg/Kg) y se les realizd una segunda cirugia estereotaxica
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para implantar una canula de acero inoxidable en el GPe y tener una via de administracion local,
lo cual permitio poder evaluar la accion de los receptores CB1 sobre las habilidades motoras

finas.

Para realizar el implante de la canula en el GPe derecho se utilizaron las coordenadas
propuestas por el atlas de Paxinos y Watson (1998), AP: -0.4, L: -3.1 con respecto a Bregma y P:
-3.3 con respecto a la duramadre. Las canulas se fijaron con cemento acrilico dental y con el
apoyo de un tornillo de acero inoxidable al lado de la canula. Posterior a la cirugia se realizaron
los cuidados postoperatorios para comenzar con las evaluaciones conductuales tres dias

después a la implantacién de la canula.
5.7 Preparacion y administracion de los farmacos en el Globo Palido externo

El agonista del receptor CB1 araquidonil-2-cloroetilamida (ACEA) y el antagonista del
receptor CB1  N-(piperidin-I-il)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-
carboxiamida hidrocloridrica (AM251), fueron diluidos en dimetilsulfoxido (DMSO) al 0.01%

hasta llevarlos a las concentraciones de 1uM y 10uM respectivamente.

El dia de las evaluaciones conductuales a los sujetos de experimentacion se les administro
intrapalidalmente 1uL del agonista ACEA (1uM), AM251 (10uM) o su combinacion, mediante
una microinyeccion con una bomba de infusién continua (Harvard) conectada a una
microjeringa Hamilton (10uL), a una velocidad de 0.25pL/min, una vez transcurrido el tiempo de
administracion la microjeringa permanecié un minuto mas para asegurar la perfusion del

farmaco y posteriormente los sujetos fueron sometidos a las evaluaciones conductuales.

5.8 Inmunohistoquimica para el receptor CB1

Los sujetos de experimentacion evaluados se anestesiaron al dia 31 post-lesion con
Ketamina (75 mg/Kg) y Xilacina (10 mg/Kg) para posteriormente someterlos a una perfusion
intracardiaca. La perfusién se realizé con buffer de fosfatos 0.1 M (PBS pH=74) y
paraformaldehido al 4% con el propdsito de extraer el cerebro sin células sanguineas vy fijar el
tejido para evitar la degradacién celular. Los cerebros se mantuvieron en paraformaldehido al
4% durante 7 dias, posteriormente fueron incubados en una solucion de sacarosa al 7% durante
24 horas. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, los cerebros fueron colocados y
cortados en un vibratomo (Leica VT1000S) para obtener cortes coronales de GPe con un espesor

de 30 pm.
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Para determinar la presencia del receptor CBl se realizd una técnica de
inmunofluorescencia. Los cortes se colocaron en placas de flotacion y se lavaron con buffer de
fosfatos y Tritén al 0.2 % (PBS-T) a un pH de 7.4 durante 10 minutos tres veces consecutivas.
Posteriormente, los tejidos se incubaron con una solucién de albimina sérica de bovino (BSA)
libre de IgG al 2% en PBS-T, durante dos horas. Al término, los cortes se lavaron para después
ser incubados con el anticuerpo primario anti-CB1 policlonal de conejo (Cayman) a una dilucién

1:250, durante toda la noche a una temperatura de 4°C.

Una vez que las muestras se incubaron con el anticuerpo primario fueron lavadas con PBS-
T a un pH de 7.4 durante 10 minutos tres veces consecutivas y después se colocaron sobre
portaobjetos gelatinizados (grenetina al 3%). Posteriormente se incubaron con el anticuerpo
secundario acoplado al fluorocromo Rodamina (TRITC, mouse, anti-rabbit 1/100) por 2 horas a
temperatura ambiente y en obscuridad. Se lavaron 3 veces con PBS y finalmente se montaron
con Vecta-Shield conjugado con DAPI (4, 6-diamino-2-fenilindol).

La captura de fotos para el GPe se realizaron a 40X, por medio de un microscopio de
fluorescencia Leica DM1000 LED con camaraintegraday el software de captura CapturePro para

ProgRes® version 2.8.8.

Posteriormente a la toma de las fotomicrografias se realizé el anélisis densitométrico para
evaluar si la activaciéon o bloqueo farmacolégico del receptor CB1 provoca un cambio en la
expresion de dicha proteina en el GPe de ratas hemiparkinsonianas, para lo cual se utilizé el
programa Image J, donde la inmunorreactividad al RCB1 (marca roja) se representa como él %

de area tefiida respecto al area total de la fotomicrografia que se considera como el 100%.

5.9 Tincién de Nissl modificada

Para evidenciar el sitio de implantacion de las canulas en el Globo Palido externo, se
tomaron cortes coronales de 30 um y se colocaron sobre portaobjetos gelatinizados.
Posteriormente fueron tefidos con azul de cresilo al 1% durante 30 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo de tincion, los cortes se lavaron con agua destilada durante 3 minutos,
se deshidrataron con etanol y xileno. Por ultimo se montaron con resina sintética y protegidos

con un cubreobjetos.
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6. RESULTADOS

6.1 Sitio de Implantacién de la canula en el Globo Palido Externo

Al término de las pruebas conductuales, a los sujetos de experimentacién se les practico
eutanasia, se obtuvieron sus cerebros para realizar cortes coronales y verificar la posicion del
implante de las canulas en el GPe derecho. Se realiz6 la tincion de Nissl modificada para
evidenciar la trayectoria de la canula. Unicamente las ratas con la canula en el sitio correcto

fueron consideradas en los resultados y en el analisis estadistico del presente trabajo.

Bregma -0.8mm

Figura 11. Localizacién de la canula en el Globo Palido externo de rata. A) Representacion
esquematica de un corte coronal de cerebro de rata Bregma: -.08mm (Paxinos y Watson, 1998). B)

Fotografia de un corte coronal (30 um) de cerebro de rata que muestra la trayectoria de la canula al
GPe (Tincion de Nissl modificada).

6.2 Efecto de la activacién y bloqueo del receptor CB1 en el Globo Palido externo

sobre las habilidades motoras finas de ratas hemiparkinsonianas

Los sujetos de experimentacion se entrenaron en el modelo de la escalera durante 10 dias
y posteriormente se evaluaron sus habilidades motoras finas en dicha prueba durante dos
periodos de 5 dias cada uno, el primero fue a los 17 post-lesién para evaluar el efecto de la
lesiéon dopaminérgica y, el segundo fue a los 25 dias post-lesién, durante el cual se evalu¢ el
efecto de la administracion intrapalidal del agonista y antagonista del receptor CB1. Se registré
el nimero de pastillas que comian con la extremidad ipsilateral y contralateral a la lesién

durante 10 minutos.

En la Figura 12A se muestra que el numero de pastillas comidas con la extremidad
ipsilateral a la lesién no tiene ninguna diferencia significativa entre los animales lesionados con

6-OHDA con respecto al grupo vehiculo en la evaluacion post-lesion, ni de los grupos
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lesionados con la administracion intrapalidal de los farmacos respecto al grupo vehiculo en la

evaluacion del tratamiento.

En cuanto a la extremidad contralateral a la lesion (Figura 12B), durante la evaluacion en
el periodo de Post-lesion se observa un menor niumero de pastillas comidas por el grupo 6-
OHDA (3.33 pastillas) con respecto al grupo vehiculo (8.80 pastillas), que representa un
decremento del 62.15% en las habilidades motoras finas. En la evaluacion durante el
Tratamiento todos los grupos lesionados con 6-OHDA muestran un menor niumero de pastillas
comidas y tienen una diferencia significativa (***p<0.001) en comparacién al grupo vehiculo. La
activaciéon del receptor CB1 en el GPe con la administracion del agonista ACEA [1 uM] no
muestra ninguna diferencia significativa en relacién al grupo Unicamente lesionado con 6-
OHDA+Vehiculo. Sin embargo, el grupo tratado con el antagonista AM251 [10 uM] mas el
agonista ACEA [1 puM] muestra un numero menor de pastillas comidas con diferencia
significativa durante el primer dia de tratamiento con respecto al grupo 6-OHDA+Vehiculo
(#p<0.05) y, durante los dos primeros dias de tratamiento con respecto al grupo 6-
OHDA+ACEA (++p<0.01), ademas de ser el grupo con el menor porcentaje de pastillas comidas
(5.81%) conrespecto al grupo Vehiculo. Los datos del promedio de nimero de pastillas comidas
con la extremidad ipsilateral y contralateral durante el periodo del Tratamiento se muestran en

la Tabla 1.

Tabla 1. Namero de pastillas comidas con las extremidades superiores durante el

tratamiento en el modelo de la escalera

- Extremidad Ipsilateral Extremidad Contralateral
rupos
P Promedio +ESM % Promedio +ESM %
Vehiculo +
, 10.025 0.197 100 8.600 0.267 100
Vehiculo
6-OHDA+
, 8.850 0.259 88.279 1.750 0.337 20.349
Vehiculo
6-OHDA 9.600 0.242 95.761 2.775 0.241 32.267
T ACEA : : : : : :
6-OHDA
+AM251 8.700 0.253 86.783 0.500 0.134 5.814
+ ACEA
6-OHDA
9.275 0.263 92.519 1.228 0.290 14.279
+AM251
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Figura 12. El bloqueo del receptor CB1 disminuye las habilidades motoras finas de ratas

hemiparkinsonianas. Cada punto muestra la media (+ESM) del nimero de pastillas comidas en A) la

extremidad ipsilateral y B) la extremidad contralateral durante 10 minutos con respecto al dia de

evaluacion. Se realizé una ANOVA de dos vias con un post-test Bonferroni y un nivel de significancia
*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001. * vs Vehiculo, # vs 6-OHDA+Vehiculoy + vs 6-OHDA+ACEA
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6.3 Efecto de la activacién y bloqueo del receptor CB1 en el Globo Palido externo

sobre los movimientos finos de ratas hemiparkinsonianas.

Durante la prueba de la escalera cada una de las evaluaciones fueron videograbadas y
posteriormente analizadas para determinar el nimero de movimientos finos realizados por
cada sujeto experimental de todos los grupos. Los movimientos que se cuantificaron fueron:

pronar, asir y supinar, durante los 10 minutos de cada dia de evaluacion.

La cuantificacion de los movimientos de pronar (Figura 13) realizados por los sujetos
experimentales con las extremidades superiores se muestran en la Figura 14, no se observa
ninguna diferencia en el numero de movimientos realizados con la extremidad ipsilateral a la
lesién en cada uno de los grupos (Figura 14A). Con respecto a la extremidad contralateral
durante la evaluacién post-lesion, el grupo 6-OHDA (11.47 movimientos) tiene un menor
numero de movimientos realizados con respecto al grupo vehiculo (24.76 movimientos), por lo
que tuvo un decremento del 53.66%, y durante la evaluacion con el tratamiento todos los
grupos lesionados con 6-OHDA muestran una diferencia significativa (***p <0.001) con respecto
al control, pero ninguna diferencia entre los grupos lesionados con los diferentes tratamientos
farmacologicos (Figura 14B). Los datos del promedio de nUmero de movimientos de pronar con

las extremidades superiores durante el periodo del Tratamiento se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Niamero de movimientos de pronar con las extremidades superiores durante el
tratamiento en el modelo de la escalera

- Extremidad Ipsilateral Extremidad Contralateral
rupos
P Promedio +ESM % Promedio +ESM %
Vehiculo +
. 21.125 0.990 100 21.850 1.196 100
Vehiculo
6-OHDA+
3 20.675 0.657 97.870 7.675 0.707 35.126
Vehiculo
6-OHDA 17.150 0.679 81.183 7.050 0.677 32.265
TACEA ) ) ) ) ) )
6-OHDA
+AM251 17.850 0.601 84.497 4125 0.544 18.879
+ ACEA
6-OHDA
18.550 0.750 87.811 6.050 0.700 27.689
+AM251
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Figura 13. Movimiento pronar. Es la
accién que realizan los animales de
extender su extremidad delantera
con la palma dirigida hacia abajo.
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Figura 14. La activacién y el bloqueo del receptor CB1 no modifican el nimero de movimientos de
pronar de ratas hemiparkinsonianas. Cada punto muestra la media (£ ESM) del nimero de
movimientos de pronar en A) la extremidad ipsilateral y B) la extremidad contralateral durante 10
minutos con respecto al dia de evaluaciéon. Se realiz6 una ANOVA de dos vias con un post-test

Bonferroni y un nivel de significancia ***p<0.001 vs Vehiculo.
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El nUmero de movimientos de asir (Figura 15) realizados por los sujetos experimentales
con la extremidad ipsilateral a la lesidn no muestra ninguna diferencia en cada uno de los
grupos, tanto en la evaluacién post-lesion como en la evaluacion con el tratamiento
farmacoldgico (Figura 16A). Con respecto a la extremidad contralateral durante la evaluacion
post-lesion, el grupo 6-OHDA (8.53 movimientos) realizd un menor nimero de movimientos
con respecto al grupo vehiculo (3.68 movimientos), por lo que tuvo un decremento del 56.83%.
Durante la evaluacion con el tratamiento todos los grupos lesionados con 6-OHDA muestran
una diferencia significativa (***p<0.001) con respecto al grupo Vehiculo. La activacion del
receptor CB1 en el GPe con la administracion del agonista ACEA [1 uM] no muestra ninguna
diferencia significativa en relacién al grupo Unicamente lesionado con 6-OHDA+Vehiculo. Sin
embargo, el grupo tratado con el antagonista AM251 [10 uM] mas el agonista ACEA [1 uM]
muestra un nimero menor de movimientos asir durante los dos primeros dias de tratamiento
con respecto al grupo 6-OHDA+ACEA (#p<0.05) y, el grupo tratado Unicamente con el
antagonista AM251 también presenta un nimero menor de movimientos de asir con respecto
al grupo 6-OHDA+ACEA durante el segundo dia de tratamiento (#p<0.05). Ademas, ambos
grupos tratados con el AM251 son los que presentaron el menor porcentaje del nimero de
movimientos asir realizados con un 10.41% y 13.98% respectivamente con respecto al grupo
Vehiculo (100%) (Figura 16B). Los datos del promedio de nimero de movimientos de asir con

las extremidades superiores durante el periodo del Tratamiento se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Nimero de movimientos de asir con las extremidades superiores durante el
tratamiento en el modelo de la escalera

- Extremidad Ipsilateral Extremidad Contralateral
rupos
> Promedio +ESM % Promedio +ESM %
Vehiculo +
. 9.475 0.258 100 8.400 0.276 100
Vehiculo
6-OHDA+
. 8.925 0.282 94.195 1.925 0.334 22.917
Vehiculo
6-OHDA 9.950 0441 105.013 2.800 0.248 33.333
T ACEA : : : : : .
6-OHDA
+AM251 8.075 0.442 85.224 0.875 0.183 10417
+ ACEA
6-OHDA 8.800 0.270 92.876 1.175 0.272 13.988
+AM251 ' ' ' ' ' '
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Es

cuando los animales toman la pastilla

Figura 15. Movimiento asir.

de alimento y retraen la extremidad
hacia su cuerpo.
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Figura 16. El bloqueo del receptor CB1 disminuye el nimero de movimientos asir de ratas
hemiparkinsonianas. Cada punto muestra la media (£tESM) del niUmero de movimientos de asir en A) la
extremidad ipsilateral y B) la extremidad contralateral durante 10 minutos con respecto al dia de
evaluacion. Se realizé6 una ANOVA de dos vias con un post-test Bonferroni y un nivel de significancia
***»<0.001 vs Vehiculo y #0<0.05 vs 6-OHDA+ACEA.
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El nimero de movimientos de supinar (Figura 17) realizados por los sujetos
experimentales con la extremidad ipsilateral a la lesion no muestra ninguna diferencia en cada
uno de los grupos, tanto en la evaluacion post-lesiéon como en la evaluacion con el tratamiento
farmacoldgico (Figura 18A). Con respecto a la extremidad contralateral durante la evaluacion
post-lesion, el grupo 6-OHDA (8.53 movimientos) realizd un menor nimero de movimientos
con respecto al grupo vehiculo (3.68 movimientos), por lo que tuvo un decremento del 56.86%.
Durante la evaluacion con el tratamiento todos los grupos lesionados con 6-OHDA muestran
una diferencia significativa (***p<0.001) con respecto al grupo vehiculo. La activacion del
receptor CB1 en el GPe con ACEA no muestra ninguna diferencia significativa en relacion al
grupo Unicamente lesionado con 6-OHDA+Vehiculo. Sin embargo, el grupo tratado con el
antagonista AM251 [10 uM] mas el agonista ACEA [1 pM] muestra un nimero menor de
movimientos supinar durante los dos primeros dias de tratamiento con respecto al grupo 6-
OHDA+ACEA (#p<0.05, ##p<0.01) y, el grupo tratado Unicamente con el antagonista AM251
también presenta un ndmero menor de movimientos de asir con respecto al grupo 6-
OHDA+ACEA durante el segundo dia de tratamiento (#p<0.05). Ademas, ambos grupos
tratados con el AM251 son los que presentaron el menor porcentaje del nimero de
movimientos supinar realizados con un 6.60% y 12.61% respectivamente con respecto al grupo
Vehiculo (100%) (Figura 18B). Los datos del promedio de nimero de movimientos de supinar

con las extremidades superiores durante el periodo del Tratamiento se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Namero de movimientos de supinar con las extremidades superiores durante
el tratamiento en el modelo de la escalera

- Extremidad Ipsilateral Extremidad Contralateral
rupos
. Promedio ESM % Promedio ESM %
Vehiculo +
. 9.475 0.258 100 8.325 0.291 100
Vehiculo
6-OHDA+
. 8.475 0.403 89.446 1.775 0.334 21.321
Vehiculo
6-OHDA 9.950 0441 105.013 2.800 0.248 33.634
T ACEA : : : : : .
6-OHDA
+AM251 8.675 0.224 91.557 0.550 0.151 6.607
+ ACEA
6-OHDA 8.675 0.268 91.557 1.050 0.272 12.613
+AM251 ' ' ' ' ' '
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Figura 17. Movimiento supinar. Es
cuando los animales giran la mufieca
de la extremidad que tiene el
alimento para llevarselo a la boca y
comerlo.
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Figura 18. El bloqueo del receptor CB1 disminuye el nimero de movimientos supinar de ratas
hemiparkinsonianas. Cada punto muestra la media (+ESM) del nUmero de movimientos de supinar en
A) la extremidad ipsilateral y B) la extremidad contralateral durante 10 minutos con respecto al dia de
evaluacion. Se realizé una ANOVA de dos vias con un post-test Bonferroni y un nivel de significancia
***n<0.001 vs Vehiculo y #p <0.05, ##p<0.01 vs 6-OHDA+ACEA.
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6.4 Efecto de la activacién y bloqueo del receptor CB1 en el Globo Palido externo

sobre la conducta de giro de ratas hemiparkinsonianas

Posterior a la inyeccién con 6-OHDA en el haz medial del cerebro de los sujetos de
experimentacion, se evaluo el grado de lesion dopaminérgica 14 dias posteriores a la lesién
mediante la conducta de giro inducida con apomorfina (0.5 mg/kg, sc.), tomando esta prueba
como un criterio de inclusion para las evaluaciones posteriores, por lo que sélo las ratas que
llegaron a realizar 6 0 mas giros contralaterales por minuto durante un total de 60 minutos

fueron incluidas en las posteriores evaluaciones conductuales.

Después de la evaluacién de las habilidades motoras finas en la escalera con los diferentes
tratamientos farmacolodgicos, al dia 30 post-lesién se realizé6 una segunda evaluacion en la
prueba de conducta de giro (apomorfina 0.5 mg/Kg) para evaluar el efecto de la activacion y
bloqueo de los receptores CB1 sobre la asimetria motora. La activacién del receptor CB1 con
ACEA [1 uM] present6 un promedio total de 344 giros (98.79 %) durante 60 minutos. Por otro
lado la administracion intrapalidal del antagonista AM251 [10 uM] mas el agonista ACEA [1 uM]
del receptor CB1 increment6 el nimero de giros con un 113.7 % (397 giros), y la administracion
unicamente del antagonista AM251 [10 uM] presentd menor numero de giros con un 86 %
(300.5 giros). Sin embargo, ninguno de los grupos con los diferentes tratamientos
farmacolodgicos presentd diferencia significativa con respecto al grupo Unicamente lesionado

con 6-OHDA+Vehiculo que realizé en promedio un total de 349 giros contralaterales (100 %).
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Figura 19. La activacién y el bloqueo del receptor CB1 no disminuyen la conducta de giro de ratas
hemiparkinsonianas. A) Fotografia de una rata durante la prueba de conducta de giro. Cada punto
muestra la media (£tESM) del nimero de giros contralaterales por minuto en B) la primera evaluacién
(Vehiculo n=8, 6-OHDA n=32) y C) la segunda evaluacién de la conducta de giro inducida por apomorfina
(0.5mg/Kg, sc.). Se realizé una ANOVA de dos vias con un post-test Bonferroni y un nivel de significancia
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. * vs Vehiculo, # vs 6-OHDA+ACEA. D) NUmero de giros totales (+tESM)
durante 60 minutos en la segunda evaluacién de la conducta de giro. Se realizé una ANOVA de una via
con un post-test Bonferroniy un nivel de significancia **p<0.01, ***p<0.001 vs Vehiculo.
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6.5 Efecto de la activacion y bloqueo del receptor CB1 sobre su expresion en el

Globo Palido externo de ratas hemiparkinsonianas

Con la finalidad de evaluar el efecto de la activacién y bloqueo del receptor CB1 sobre su
expresion en el GPe de ratas hemiparkinsonianas se realizé la inmunofluorescencia contra la
proteina de dicho receptor para cada grupo experimental tanto del hemisferio ipsilateral a la
lesién (Figura 20) como del hemisferio contralateral a la lesion (Figura 21). Se realizé un analisis
densitométrico y la inmunorreactividad al receptor CB1 se muestra como el porcentaje de area
tefiida (Figura 22). Los resultados muestran que la lesién con 6-OHDA disminuye la expresion
del receptor CB1 en el GPe ipsilateral a la lesién en un 49% respecto a su lado contralateral y un
43.53% en relacion al lado ipsilateral del grupo Vehiculo+Vehiculo (+++p<0.001 y **p<0.01
respectivamente). Por otro lado, la administracion intrapalidal del agonista ACEA [1 uM] no
muestra cambios significativos de la expresion del receptor CB1 en el GPe ipsilateral, sin
embargo, Unicamente el GPe contralateral muestra una diferencia significativa con respecto al
GPe contralateral del grupo Vehiculo (44.38 %, ***p<0.001) y del grupo 6-OHDA+Vehiculo
(3947 %, +++p<0.001). En relacion al grupo con la administracion del antagonista AM251 [10
MM] mas el agonista ACEA [1 uM] tampoco muestra cambios en la expresion del receptor CB1
en el GPe ipsilateral, pero si muestra una menor expresion el GPe contralateral (55.07 %,
+++p<0.01) respecto al GPe contralateral del grupo 6-OHDA+Vehiculo y del GPe contralateral
del grupo Vehiculo+Vehiculo (61.93 %, ***p<0.01). El bloqueo del receptor CB1 con la sola
administracion del antagonista AM251 [10 uM] presenta una mayor inmunorreactividad del
GPe ipsilateral (171.41 %) en relacion al GPe ipsilateral del grupo 6-OHDA+Vehuculo (+p<0.05),

sin embargo, no presenta ninguna diferencia significativa con el GPe contralateral.
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Figura 20. Expresién del receptor CB1 en el GPe ipsilateral de ratas hemiparkinsonianas. Esquema de un
corte coronal de cerebro de rata (Paxinos y Watson, 1998) y las fotomicrografias de cada grupo
experimental con los diferentes tratamientos farmacolégicos, que muestran en la primera columna los
nucleos marcados con DAPI, en la segunda columna la expresion del receptor CB1 (marca roja) en el GPe y
en la tercera columna la co-localizacién de los nucleos vy el RCB1.
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Figura 21. Expresion del receptor CB1 en el GPe contralateral de ratas hemiparkinsonianas. Esquema de
un corte coronal de cerebro de rata (Paxinos y Watson, 1998) y las fotomicrografias de cada grupo
experimental con los diferentes tratamientos farmacolégicos, que muestran en la primera columna los
nucleos marcados con DAPI, en la segunda columna la expresién del receptor CB1 (marca roja) en el GPe y

en la tercera columna la co-localizacién de los nucleos y el RCB1.
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Figura 22. Porcentaje de area tefiida por la inmunorreactividad del receptor CB1 en el Globo Palido
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externo de ratas hemiparkinsonianas. Se muestran los resultados del analisis densitométrico de la
expresion del receptor CB1, que se expresan como él % del area tefiida de cada uno de los grupos
experimentales en A) GPe contralateral y B) GPe ipsilateral a la lesion. Se realizé una ANOVA de una via
con un post-test Bonferroni y un nivel de significancia *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. * vs
Vehiculo+Vehiculo y + vs 6-OHDA+Vehiculo.
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7. DISCUSION

Actualmente la L-DOPA sigue siendo el tratamiento primario para la sintomatologia de la
EP, sin embargo, su uso crénico esta relacionado con el desarrollo de fluctuaciones motoras y
discinesias en los pacientes (Obeso y cols., 2000). Por lo tanto, la investigacién en curso busca
nuevas terapéuticas no dopaminérgicas capaces de atenuar los déficits motores sin producir
dichos efectos secundarios. Los canabinoides son considerados como agentes terapéuticos
potenciales, ya que no solo han demostrado tener un efecto neuroprotector sino que también
han sido evaluados por su capacidad para aliviar los sintomas motores observados en la EP

(More y Choi, 2015).

En el presente trabajo se evalué el efecto de la activacién y bloqueo del receptor CB1 en
el Globo Palido externo sobre las habilidades motoras finas de ratas hemiparkinsonianas,
obteniéndose como resultados que la activacién del receptor CB1 no ejerce efecto alguno sobre
ellas y su bloqueo no produce una mejoria, al contrario, la administracién intrapalidal del
antagonista AM251 [10 pM] disminuye las habilidades motoras finas de ratas

hemiparkinsonianas.

La administracion unilateral de 6-OHDA en el haz medial del cerebro es un modelo
experimental de la EP, ya que causa la degeneracion progresiva y retrograda de las neuronas
dopaminérgicas enla SNc. Por lo que, al evaluar a los sujetos experimentales 14 dias post-lesion
con la conducta de giro inducida por apomorfina, las ratas administradas con 6-OHDA
presentaron giros contralaterales a la lesion, mientras que el grupo administrado con el vehiculo
no presentd ningun giro (Figura 16B). Estos resultados indican que el grupo con 6-OHDA
presenta una denervacién dopaminérgica mayor al 70% y una pérdida del 90% de dopamina en
el estriado ipsilateral, lo cual se ha descrito que causa una sensibilizacion de los receptores
dopaminérgicos postsinapticos (Deumens y cols., 2002). Por lo que al administrar un agonista
dopaminérgico como la apomorfina, esta desencadena una mayor respuesta en el hemisferio
ipsilateral, que se refleja en un incremento de la actividad de la pata contralateral a la lesién y

en consecuencia producir la conducta de giro.

La disminucion de dopamina en el estriado produce cambios neuroquimicos en el circuito
de los GB, de manera que la modulacién entre la via directa e indirecta no se realiza de manera

normal y se produce la sobreactivacion de la via estriado-palidal (Kita y Kita, 2011), por lo que
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la inhibicién del NST no se llevara a cabo y habra una mayor actividad de los nucleos de salida
(GPi/SNIr), que en consecuencia producira una disminucién en la actividad motora (Freeze y
cols., 2013). Estos hechos se relacionan con los resultados obtenidos en las evaluaciones
conductuales, ya que las ratas lesionadas con 6-OHDA presentaron un menor numero de
pastillas comidas, asi como un menor nimero de movimientos de pronar, asir y supinar con la
extremidad contralateral a la lesion durante las evaluaciones en el periodo de post-lesion. Los
resultados anteriormente mencionados concuerdan con estudios previos, en los que al producir
una deplecion dopaminérgica las habilidades motoras finas de la extremidad superior
contralateral se ven afectadas (Whisahw y cols., 1996; Galvan y cols., 2001; Mendieta y cols.,
2009). Ademas de la pérdida de dopamina en el estriado, también se ha descrito una
disminucion de la concentracion de este neurotransmisor en el GPe, y que la administracion
intrapalidal de dopamina provoca una recuperacién de hasta el 60% en el nUmero de pastillas
comidas por ratas hemiparkinsonianas evaluadas en el modelo de la escalera (Galvan y cols.,
2001), por lo que el GPe es un nucleo crucial para la regulacion de la via indirecta y que podria

tener una importante participacion para el correcto control de los movimientos finos.

Estudios en pacientes con enfermedad de Parkinson han demostrado que el sistema de
sefalizacion endocanabinoide se encuentra mas activo, ya que en el liquido cefalorraquideo de
pacientes no tratados existen niveles elevados de AEA (Pisani y cols., 2011), asi como una mayor
densidad del receptor CB1 en los GB (Lastres-Becker y cols., 2001), lo cual también se ha
observado en diferentes modelos animales e inclusive se ha relacionado que esta sobre
activacién se encuentra participando de manera directa en la hipocinesia generada por la falta

de dopamina (Di Marzo y cols., 2000; Mufioz-Arenas, 2010).

Si bien se ha demostrado que la activacion del receptor CB1 en el GPe de ratas con lesion
dopaminérgica disminuye la actividad motora evaluada en el campo abierto e incrementa la
asimetria motora en el modelo de ajuste de pasos y conducta de giro (Mufioz-Arenas, 2010), no
se encontraron resultados similares, ya que la administracion intrapalidal del agonista ACEA no
mostrd ningun efecto sobre las habilidades motoras finas evaluadas en la escalera nila asimetria
motora en la prueba de conducta de giro. De igual forma, los resultados obtenidos no coinciden
a los reportados por Mclaughlin y cols. (2000) que demuestran que el A®-tetrahidrocanabinol
(THC) produce una disrupcion del control del movimiento fino en rata, al evaluarlo en un

modelo de condicionamiento operante, sin embargo, es importante mencionar que la
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administracion del THC fue por via intraperitoneal, por lo que los efectos que observaron es
posible que no solo se atribuyan al receptor CB1 en los GB sino también en otro sitio con una

gran densidad de estos receptores, como el cerebelo.

Por otro lado, es importante considerar otros factores farmacolégicos como la
concentracion y que pudiera ser una posible explicacion de la ausencia de efecto con la
administracion del agonista (ACEA) del receptor CB1, ya que se ha descrito que el efecto que
tiene la activacion del receptor CB1, en rebanadas de GPe de rata, sobre la liberacion de GABA
tiene un comportamiento bimodal, pues a bajas concentraciones incrementa su liberacién

mientras que a altas concentraciones la inhibe (Gonzalez y cols., 2009).

Diversos estudios han propuesto el bloqueo de los receptores CB1 como una posible
estrategia terapéutica en el tratamiento de la EP, ya que se han observado que su bloqueo tanto
sistémicamente (Di Marzo y cols., 2000) como en el GPe (Mufioz-Arenas, 2010) incrementan la
actividad motora y disminuyen la asimetria motora de ratas hemiparkinsonianas en el modelo
de ajuste de pasos, el cual evalla la capacidad de la rata para utilizar su extremidad anterior y
mantener el centro de gravedad cuando se imponen cambios de peso rapido, lo cual se
relaciona con sintomas motores similares que afectan negativamente a esta capacidad, como
la acinesia y anomalias posturales caracteristicos de la EP. Una de las ventajas de este modelo
es que se puede emplear para evaluar posibles farmacos antiparkinsonianos inclusive en ratas
discinéticas, ya que para realizar la prueba la rata se mantiene firmemente por el investigador y
este hecho contrarresta el efecto incapacitante de la discinesia, sin embargo, este factor
también se considera una variable importante para la reproducibilidad de la prueba (LeDoux,
2005). Por otra parte, el antagonismo del RCB1 también se ha sugerido que podria ser eficaz
s6lo en circunstancias particulares, como cuando existe una lesién dopaminérgica muy severa
(Fernandez-Espejo y cols., 2005), por lo que se propone a los antagonistas del receptor CB1
como agentes farmacoldgicos que coadyuven a la terapéutica ortodoxa con L-DOPA o
farmacos anti-parkinsonianos Utiles para circunstancias en las que la terapia de reemplazo
dopaminérgico clasico no tenga efecto en los pacientes. Sin embargo, en el presente trabajo no
encontramos ninguna mejoria con el antagonismo farmacoldgico del RCB1 con AM251 (10 yM)
en el GPe, tanto en las habilidades motoras finas como en la asimetria motora de ratas
hemiparkinsonianas, por el contrario, durante los primeros dias del tratamiento farmacolégico

se observo una disminucion tanto del nimero de pastillas comidas como de los movimientos
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finos de asir y supinar, este hecho se podria explicar por la participacion del receptor huérfano

GPR55, ya que se ha reportado que el AM251 actia como un agonista para dicho receptor.

Debido a la observacidon de que algunos compuestos canabinoides producen efectos
independientes a los receptores de canabinoides CB1 y CB2, se logr¢ identificar al receptor
GPR55, el cual se considera como un nuevo receptor a canabinoides. Este receptor puede
acoplarse a proteinas Gq y G113 (Ross, 2008) y se ha descrito que su ARNm se expresa de
manera importante en el estriado de rata (Sawzdargo y cols., 1999), ademas, recientemente
Munoz-Arenas en el 2014, describe la presencia de la proteina del receptor GPR55 en el GPe de
rata, tanto en terminales nerviosas como en astrocitos, y que dicho receptor juega un papel
importante en la modulacion de la neurotransmision GABAérgica. Ella demuestra que el
receptor GPR55 es capaz de regular la captura de GABA neuronal, ya que al activar a dicho
receptor con su agonista enddégeno el Lisofofatidilinositol (LPI), asi como con el AM251, observa
una disminucién en la captura de GABA en sinaptosomas de GPe, y que dicho evento se
relaciona con una disminucién en la actividad motora evaluada en campo abierto y campo

cerrado de ratas intactas.

Una posible explicacion del por qué se observa una disminucién en las habilidades
motoras finas de ratas hemiparkinsonianas a las cuales se les administré de manera intrapalidal
el farmaco AM251, es en base al trabajo de Muioz-Arenas (2014), ya que puede que este
farmaco ademas de actuar como el antagonista del receptor CB1 (IEsp=8nM) también este
activando al receptor GPR55 (CEsp=39nM) y en consecuencia incremente la concentracion de
GABA en el espacio sinaptico, debido a una disminucion en la captura de dicho neurotransmisor,
ya que ella propone que la activacion del receptor GPR55 mediante su acople a una proteina Gq
podria estar modulando la actividad del transportador de GABA neuronal GAT-1 de manera
negativa, lo cual producird una inhibiciéon de las neuronas del GPe (Kita y Kita, 2011). Esta
inhibicién del GPe traera como consecuencia un incremento en la actividad glutamatérgica del
NST hacia los nucleos de salida (GPi/SNr), los cuales, debido a su transmision GABAérgica,
producen una inhibicion del tdlamo y en consecuencia, causar una disminucion en la
transmision glutamatérgica hacia la corteza motora, lo cual se ve reflejado en una diminucion

de los procesos motores (Obeso y Lanciego, 2011; Freeze y cols., 2013).
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El receptor CB1 pertenece a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G, y la
funcién de estos es regulada mediante un proceso de internalizacion. La exposicion repetida a
canabinoides induce el desacoplamiento de las proteinas G (desensibilizacion) para
posteriormente internalizarse y finalmente ser reciclado o llevado a su degradaciéon
(downregulation), ademas, se ha descrito que este receptor es capaz de autorregularse por la
union de cannabinoides, ya que multiples administraciones de THC disminuyen los niveles del
ARNm del receptor CB1 (Corchero y cols., 1999). De manera que la administracion repetida de
canabinoides, como el THC, produce un efecto de tolerancia, lo cual podria considerarse como

una limitante para el desarrollo terapéutico de estos compuestos (Gyombolai y cols., 2013).

Chaves-Kirsten y cols. (2013) describen que en ratas lesionadas con 6-OHDA disminuye la
expresion del receptor CB1 en el circuito de los GB, posiblemente esto sea consecuencia de un
efecto compensatorio del sistema, ya que también existe un incremento en la concentracion de
los endocanabinoides (Di Marzo y cols., 2000), los cuales seguramente produzcan una sobre
activacién de los receptores CB1. Estos hechos concuerdan con los resultados observados en el
presente trabajo, ya que el grupo Unicamente con la lesién (6-OHDA+vehiculo) muestra una
menor expresion del receptor CB1 en el GPe ipsilateral a la lesion. La activacion (6-OHDA+ACEA)
del receptor CB1 no provoco cambios en la expresion del GPe ipsilateral, sin embargo, en el GPe
contralateral la expresién del CB1 disminuyd significativamente, como ya se ha mencionado
anteriormente, el agonismo farmacoldgico puede producir la endocitosis del receptor, y una
proteina que se ha descrito tiene un importante papel en esta funcién es la B-arrestina 2, esta
proteina puede mediar la desensibilizacion del receptor, la internalizacion, y su sefalizacion
(Gyombolai y cols., 2013), asi como también la exposicién repetida a canabinoides puede
disminuir la transcripcion de dicho receptor, ya que su sobreactivacion disminuye los niveles del
ARNm del RCB1 (Corchero y cols., 1999). Por lo que de manera conjunta tanto la disminucion
en la expresion del receptor CB1 que observamos en las ratas del grupo 6-OHDA+ACEA, como
a la posible desensibilizacion que ocurre en dicho receptor debido a la exposicion repetida del
agonista ACEA, podria ser otra posible respuesta del por qué no encontramos ningiin cambio
en relacién a los movimientos finos evaluados en la escalera. Por otra parte, en el grupo tratado
con el antagonista AM251 se observo un incremento de la expresion del RCB1 en el GPe
ipsilateral a la lesion, que posiblemente se deba a una upregulation de la proteina, debido a que

su bloqueo no permita que se lleve a cabo la sefializacion del receptor y en consecuencia se
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incremente la expresiéon del mismo en la membrana celular para que sea capaz de reconocer a

los endocanabinoides.

El presente trabajo muestra resultados controversiales a la literatura en relacion a la
propuesta de utilizar farmacos antagonistas del RCB1 para mejorar la sintomatologia de la EP,
sin embargo, es importante considerar factores preponderantes como las dosis y la cronicidad
de los tratamientos empleados con los diversos canabinoides, y es que inclusive entre ellos se
producen respuestas diferentes sobre el receptor, que dependen de su afinidad o eficacia por
el mismo. Ademas, la presencia de nuevos sitios diana que responden a los canabinoides, como
el receptor GPR55, hacen aun mas complejo entender la funcion del sistema endocanabinoide
pero que también ayudan a entender los multiples efectos que muestra este sistema. Por lo que
la investigacion sobre los receptores CB1 es imprescindible tanto para comprender mejor su
fisiologia como para el desarrollo de nuevas terapéuticas farmacologicas que coadyuven a las
existentes en enfermedades neurodegenerativas como la EP, donde se ha descrito que el SEC

participa de manera importante en su sintomatologia.
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Figura 23. Esquema hipotético. Los receptores CB1 se expresan abundantemente en el GPe y tienen una
importante participacion en la modulacion de la neurotransmision GABAérgica tanto mediante sus
mecanismos de liberacion como de captura, sin embargo, recientemente se ha descrito la presencia de un
nuevo receptor que podria ser catalogado como un nuevo receptor a canabinoides, el receptor GPR55 y su
activacién es capaz de modular la captura de GABA en las terminales nerviosas estriado palidales, lo cual
producird una inhibicion de la actividad del GPe y en consecuencia un incremento de la liberacion
glutamatérgica por parte del NST hacia los nucleos de salida (GPi/SNr), dichos eventos se veran reflejados
en una diminucioén de los procesos motores, como una disminucién de las habilidades motoras finas que
observamos en el presente trabajo.
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8. CONCLUSIONES

L

IL.

IIL.

IV.

La activacién del receptor CB1 en el GPe no modifica las habilidades motoras finas ni la

asimetria motora de ratas hemiparkinsonianas.

El bloqueo del receptor CB1 en el GPe disminuye las habilidades motoras finas de ratas

hemiparkinsonianas.

La activacion del receptor CB1 disminuye su expresion en el GPe contralateral a la lesion

de ratas hemiparkinsonianas.

El bloqueo del receptor CB1 incrementa su expresion en el GPe ipsilateral a la lesion de

ratas hemiparkinsonianas.

9. PERSPECTIVAS

IL.

IIL

Iv.

Evaluar una curva dosis-respuesta de la activaciéon del receptor CB1 sobre las habilidades

motoras finas de ratas hemiparkinsonianas.

Estudiar la participacién que podria jugar el receptor GPR55 sobre las habilidades

motoras finas de ratas hemiparkinsonianas.
Evaluar la expresion del receptor CB1 en el GPe de ratas hemiparkinsonianas.

Evaluar las concentraciones de GABA /n vivo en el GPe de ratas hemiparkinsonianas

posterior a la activacion tanto del receptor CB1 como del receptor GPR55.
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