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RESUMEN

La Enfermedad de Parkinson es un trastorno cronico, progresivo e irreversible que se
caracteriza por la muerte de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra pars
compacta. Esta deficiencia de dopamina se compensa con la administracion de L-DOPA, un
precursor de la dopamina que puede atravesar la barrera hematoencefalica y ejercer su efecto
en el Sistema Nervioso Central. Sin embargo, el uso crénico de L-DOPA conduce a la
aparicion de discinesias, caracterizadas por movimientos involuntarios y descontrolados, que
Ilegan a ser mas discapacitantes que la propia enfermedad. El nucleo estriado dorsolateral
desempefia un papel importante en el movimiento dentro del circuito de los ganglios basales,

pero, su papel dentro de las discinesias atn no es claro.

El objetivo fue evaluar las discinesias y los cambios en la citoarquitectura celular producidos
por la administracion cronica de L-DOPA en ratas lesionadas con 6-OHDA en el estriado
dorsolateral. Se lesionaron ratas macho con 6-OHDA en el estriado dorsolateral y se evalu6
la asimetria motora a los dias 7 y 14 mediante la prueba del cilindro y la conducta de giro, a
los 18 dias post-lesion se empezo con el tratamiento crénico con L-DOPA (10mg/kg) i.p con
una duracion de 30 dias. Se evaluaron las discinesias en 7 dias distintos a lo largo del
tratamiento. Los resultados muestran que la 6-OHDA indujo asimetria motora. Sin embargo,
el tratamiento con L-DOPA solo indujo discinesias orolinguales que se presentaron con poca

frecuencia. Ademas, se observo dafio en el nucleo y nucleolo de las células estriatales.
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I. INTRODUCCION
1.1 Circuito de los ganglios basales

Los ganglios basales (GB) son un conjunto de nucleos subcorticales, ubicados en la
base de los hemisferios cerebrales. Estan involucrados en la planificacion y en el control del
movimiento voluntario, asi como en la regulacion del tono muscular y de la postura, en el
aprendizaje asociativo, en la memoria de trabajo y en las emociones (Montenegro et al.,
2022). La organizacion de los GB incluye al cuerpo estriado, al globo palido (externo e
interno), al nicleo subtaldmico y a la sustancia nigra (compacta y reticulata) (Obeso et al.,
2008).

Los GB se dividen en tres categorias: ndcleos de entrada, ndcleos de salida y nacleos
intrinsecos. Los nucleos de entrada incluyen al cuerpo estriado y el nicleo accumbens, que
reciben proyecciones de la corteza, del talamo, del tronco encefalico y de la sustancia nigra.
Los ndcleos de salida como el globo palido interno (GPi) y la sustancia nigra reticulata
(SNpr) son estructuras que envian informacion al tallamo. Finalmente, los nucleos intrinsecos
que consisten en el globo palido externo (GPe), el nlcleo subtalamico (NST) y la sustancia
nigra pars compacta (SNpc), participan en el relevo de informacién (Rocha et al., 2023)
(Figural A).

La eficiente ejecucidén de los movimientos voluntarios depende del procesamiento
correcto de la informacion sensorio-motora en el cerebro. Este circuito integra las sefiales
corticales, procesa la informacion y produce una sefial de salida que regresa a la corteza, a
través del talamo, modulando asi la ejecucion del movimiento. La base del modelo de los
ganglios basales consta de dos vias; la via directa que facilita el movimiento y la via indirecta
que lo inhibe. El ndcleo estriado recibe aferencias excitatorias glutamatérgicas de la corteza
motora las cuales hacen sinapsis con la poblacion principal de neuronas del estriado, las

neuronas espinosas medianas (NEM) (Blandini et al., 2000; Ospina et al., 2017).

Las NEM de la via directa proyectan sefiales inhibitorias al GPi y la SNr, reduciendo
su actividad inhibitoria sobre el tAlamo. Esto permite que el tAdlamo active la corteza motora
y se ejecute el movimiento. En contraste, las NEM de la via indirecta liberan GABA sobre el
GPe, que inhibe tdnicamente al NST. Al desinhibirse, el NST envia sefiales excitatorias al
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GPiy la SNr, reforzando la inhibicion sobre el tAlamo y suprimiendo el movimiento (Ospina
etal., 2017) (Figura 1B).

La actividad de ambas vias es modulada por los receptores dopaminérgicos. La
dopamina se libera en todo el cuerpo estriado y actla sobre los receptores D1 y D2. Las
neuronas con receptores D1 controlan la via directa, mientras que aquellas con receptores D2
regulan la via indirecta. Dado que el estriado es la principal estructura de entrada de
informacion hacia los ganglios basales, su organizacién anatémicay funcional juega un papel
clave en la integracion de sefiales corticales y dopaminérgicas (Rocha et al., 2023; Lanciego
etal., 2012).

A) B)

Corteza
Via indirccta Via dirccta
Ev,tnado Talamo
SNpc ? |
GPe GPi/SNp

*—* GABA
— (Glutamato
NST e— Dopamina

Estado normal

Figura 1. Circuito de los ganglios basales. A) esquematiza los ndcleos que participan en el circuito de los
ganglios basales, incluyendo las eferencias de cada ndcleo. En B) representa el modelo de “caja y flecha” y
describe su funcionamiento en condiciones normales. En rojo las neuronas excitatorias, en azul las neuronas
inhibitorias y en verde neuronas dopaminérgicas (Tomado y modificado de Lanciego et al, 2012).

1.2 El ndcleo estriado

El nucleo estriado es uno de los nucleos mas grandes del sistema nervioso central de
los roedores (SNC) EI cuerpo estriado se compone por diferentes dominios y
compartimentos, aunque en roedores carece de demarcaciones anatomicas visibles
(Fieblinger, 2021).
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El estriado se puede clasificar como un nucleo de entrada de los GB debido a que
recibe las principales sefales excitatorias de la corteza, del tAdlamo y de la amigdala. Ademas,
cuenta con una inervacion dopaminérgica, cuyas proyecciones provienen de regiones clave
como la SNpc, el area tegmental ventral (ATV) y el &rea retrorubral (Steiner & Tseng, 2020)
(Figura 2).

Dominios anatvmicos y

) Vias de los ganglios basales
entradas corticales

asociativo

SCNSOriomoto;

Figura 2. Anatomia del cuerpo estriado. Se muestran las divisiones funcionales del estriado respecto a la
region dorsal y medial; las células que representan la via indirecta y directa (Tomado y modificado de
Fieblinger, T., 2021).

El cuerpo estriado contiene dos tipos de células: las neuronas espinosas medianas
(NEM) que representan el 90% de la poblacion neuronal, son de tipo inhibitorio ya que
sintetizan al neurotransmisor GABA. El 10% restante esta compuesto por interneuronas, las
cuales se clasifican en cuatro grupos segun su naturaleza neuroquimica: acetilcolina,
somatostatina, NADPH-diaforasa y GABA asociado a parvalbdmina, siendo las colinérgicas

las mas abundantes (Lanciego et al., 2012; Blandini et al., 2000).

El estriado se ha dividido en tres dominios: dorsolateral (DL), dorsomedial (DM) y
ventral (DV) debido a las variaciones funcionales. La region DL esta involucrada
predominantemente en la funcion sensoriomotora como el control locomotor y la formacion

de habitos, la DM estd principalmente involucrada en tareas asociativas, como el
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comportamiento orientado a metas, formacion de habitos motores y coordinacion de
movimientos finos, mientras que el estriado ventral recibe proyecciones de areas corticales
limbicas como la corteza prefrontal, amigdala e hipocampo, involucradas en la motivacion y

las emociones (Fieblinger, 2021).

Deumens y colaboradores (2002) proponen seis dominios para la division funcional
del estriado (Figura 3). La region dorsomedial (DM) esta implicada en la toma de decisiones,
comportamientos relacionados con la recompensa y la integracion motora, mientras que la
dorsocentral (DC) parece desempefiar un rol intermedio entre control motor y cognicion. Por
otro lado, la dorsolateral (DL) es crucial para la iniciacion y el control, desempefia un papel
en la planificacion y ejecucion de movimientos secuenciales y automatizados. La region
ventromedial (VM) estd vinculada con la regulacién de emociones y comportamientos
motivados, mientras que la ventrocentral (VC) también integra informacion emocional y
motivacional. Finalmente, la ventrolateral (VL) se destaca por facilitar movimientos

complejos y tareas motoras precisas.

A) B)

Bregma= + 1.3
Bregma= + 0.9

Figura 3. Divisiones funcionales del estriado. En la figura A) se muestra una representacion de corte coronal
con las divisiones del cuerpo estriado (Tomado y modificado de Deumens, et al., 2002). En B) se presenta un
corte coronal de cerebro de rata que muestra la region del estriado, obtenido en el Laboratorio de
Neurofarmacologia. El estriado se subdivide en una porcién dorsal y una ventral, la region dorsolateral es la
implicada en el control motor. DM: dorsomedial, DC: dorsocentral, DL: dorsolateral, VM: ventromedial, VC:
ventrocentral y VL: ventrolateral.
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La modulaciéon dopaminérgica en el estriado es clave para la correcta regulacion de
los circuitos de los ganglios basales. La DA influye en las neuronas estriatales, facilitando el
balance entre las vias directa e indirecta. Esta interaccion permite el control preciso de los

movimientos y el aprendizaje motor.

1.3 Sistema dopaminérgico

Las neuronas dopaminérgicas (DAérgicas) son anatémica y funcionalmente
heterogéneas, localizadas en el telencéfalo. El contingente mas numeroso de neuronas
DAérgicas, alrededor del 70%, reside en el mesencéfalo ventral para formar tres nucleos
distintos: la sustancia nigra pars compacta, el ATV y el nGcleo retroribrico (Speranza et al.,
2021).

La DA se sintetiza en las terminales axonicas mediante reacciones enzimaticas
catalizadas por la tirosina hidroxilasa (TH). Esta enzima convierte la L-tirosina en L-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA), que posteriormente es transformada en DA por la
descarboxilasa de aminoacidos aromaticos (DCAA) (Figura 4A). Una vez sintetizada, la DA
es almacenada en vesiculas sinapticas de las neuronas catecolaminérgicas a través del

transportador vesicular de monoaminas-2 (VMAT?2).

Para que la DA sea liberada, es necesario el arribo de un potencial de accion en una
neurona dopaminérgica. Una vez en la hendidura sinaptica, la DA se une a los receptores
dopaminérgicos D1y D2 para ejercer su funcion. Después de la transmision sinaptica, la DA
se recapturada por los transportadores de alta afinidad de la dopamina (DAT) o los
transportadores de monoaminas de baja afinidad en la membrana plasmaética (Fig. 4B). En el
citosol, la DA puede ser reincorporada a las vesiculas sinapticas o degradada. Ademas, la DA
presente en la hendidura sinaptica puede ser captada por astrocitos circundantes, donde es
metabolizada por las enzimas monoaminooxidasas (MAQ) y catecol-O-metiltransferasa
(COMT) (Xu & Yang, 2022).
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Figura 4. Sintesis y liberacion de dopamina. En A) se muestra la ruta de sintesis que sigue la DA En B) se
esquematiza la interaccién que ocurre en la terminal presinaptica y la postsinptica. (Tomado y modificado de
Xu & Yang, 2022).

Las principales vias dopaminérgicas en el cerebro incluyen los sistemas nigrostriatal,
mesolimbico, mesocortical y tuberoinfundibular que desempefian un papel vital en la

regulacion de muchas funciones fisiol6gicas importantes (Habibi, 2017).

La via nigroestriatal se constituye desde la SNpc y proyecta terminales sinapticas a
través de un axdn mayoritariamente en la parte dorsal del estriado. Las neuronas
dopaminérgicas en el estriado interactian con otras entradas de neurotransmisores que se
originan en varias regiones del cerebro, incluidas las proyecciones glutamatérgicas de la
corteza y el NST, las entradas que contienen GABA y péptidos del cuerpo estriado, una
entrada GABAérgica del globo palido, una entrada serotoninérgica del nucleo dorsal del rafe,
una entrada noradrenergica del locus coeruleus y una entrada colinérgica del tronco
encefalico. La via nigroestriatal juega un papel crucial en el control de la postura, del

comportamiento motor, y del aprendizaje de programas motores y habitos (Janhunen, 2005).

El efecto modulador de la via nigroestriatal sobre la actividad del estriado se da a

través de la liberacion de dopamina, la cual actua sobre distintos tipos de receptores. Estos
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receptores dopaminérgicos desempefian un papel clave en la regulacion de la sefializacion de

las vias directa e indirecta, influyendo en la ejecucion y control del movimiento.

Capsulainterna

Tubérculo Globo
olfatorio palido

Figura 5. Via nigroestriatal. Se muestra una representacion de la via nigroestriatal en cerebro de rata, esta via
estd implicada en enfermedades relacionadas al control motor. (Tomado de Janhunen, 2005).

1.4 Receptores dopaminérgicos

Los receptores de dopamina son receptores acoplados a proteinas G, todos los
receptores de DA tienen un extremo amino-terminal extracelular y siete hélices
transmembrana. La hélice transmembrana estd conectada por bucles de proteinas
intracelulares y extracelulares. El carboxilo terminal del receptor de DA se encuentra en el
espacio interno de la célula y desempefia funciones importantes como la interaccién con

proteinas G, regulacién de sefializacion y desensibilizacion del receptor (Ma & Ou, 2023).

Los receptores de dopamina se clasifican en dos familias basadas en el acoplamiento
preferencial de proteinas G: los receptores D1 y D5 (clase D1) que estan candnicamente
acoplados a Gesolr, que estimula la actividad de las adenil ciclasas (AC) aumentando las
concentraciones intracelulares de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y se expresan
postsinapticamente, mientas que los receptores D2, D3 y D4 (clase D2), estan acoplados
principalmente a Gaioir, que inhibe la actividad de AC, reduciendo la produccion de AMPc

gue se expresan tanto presinaptica como postsinapticamente (Jones-Tabah et al., 2022)
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Los receptores dopaminérgicos tipo D1y D2 tienen efectos opuestos sobre la adenilil
ciclasay la proteina quinasa A (PKA). Los receptores D1 activan PKA, mientras que los D2
la inhiben. PKA fosforila varias proteinas, entre ellas DARPP-32, una fosfoproteina clave en
las NEM. Cuando PKA fosforila DARPP-32 en Thr34, esta inhibe la proteina fosfatasa 1
(PP1), lo que potencia la sefializacion de PKA y favorece la expresion génica. En contraste,
la activacion de receptores D2 reduce la fosforilacion de DARPP-32 en Thr34, promoviendo
la actividad de PP1y disminuyendo la sefializacién PKA (Figura 6) (Klein et al., 2019). Dado
que la dopamina juega un papel crucial en la modulacién de la circuiteria de los ganglios
basales mediada por los receptores de DA, su desregulacion o deficiencia genera una serie
de alteraciones motoras. La enfermedad de Parkinson es el trastorno mas comun asociado

con estas disfunciones, ya que implica una afectacion del sistema dopaminérgico.
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Figura 6. Vias de sefializacion de los receptores dopaminérgicos. Los receptores de la familia D1 se acoplan
a proteinas G estimulantes para activar la AC produciendo AMPc, puede activar la via PKA y la proteina
DARPP-32 cuando es fosforilada en Thr 34. Los receptores D2 tienen el efecto contrario.
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1.5 La enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) fue descrita por primera vez en 1817 por James
Parkinson, quien pudo integrar en un unico trastorno lo que en ese momento era considerado

como diferentes enfermedades.

La EP se define como un trastorno crénico, progresivo e irreversible. Es la segunda
enfermedad neurodegenerativa mas frecuente después de la enfermedad de Alzheimer. En el
mundo afecta al 1% de la poblacién mayor de 60 afios, es poco frecuente antes de los 50 afios
y alcanza una prevalencia del 4% en los grupos de mayor edad (Tysnes & Storstein, 2017).
Con el envejecimiento de la poblacidn, se espera que tanto la prevalencia como la incidencia
de la EP aumenten en mas del 30 % para 2030 (Kouli et al., 2018).

La EP se clasifica en dos tipos: la EP familiar que representa aproximadamente el 10-
20% de los casos y esta asociada con mutaciones de varios genes como la o-
sinucleina, LRRK2, Parkin y Pink1 los cuales estan implicados en la disfuncién de proteinas
relacionadas con el estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial. Por otro lado, la EP
esporadica, que constituye la mayoria de los casos restantes y no se asocia con una mutacion
0 patrén de herencia identificable (Elizondo-Cardenas et al., 2011). Se desconoce la
etiologia, aunque se le atribuyen a varios factores como el envejecimiento de la poblacion,
resultado del aumento de la esperanza de vida (Rocca, 2018), antecedentes familiares y a
factores ambientales como la exposicién a aguas residuales o pesticidas (Rodriguez et al.,
2013).

1.5.1 Fisiopatologia de la Enfermedad de Parkinson

Las principales caracteristicas neuropatolédgicas de la EP son la degeneracion de las
neuronas DAérgicas de la SNpc con la pérdida axonal que se proyecta hacia el cuerpo
estriado a lo largo de la via nigroestriatal, asi como la agregacion de la proteina a-sinucleina,
lo que resulta en la pérdida de DA hacia el estriado provocando deterioro severo del control
motor (MacMahon et al., 2021) (Figura 7).

La EP se caracteriza por una disminucion generalizada de los movimientos como es
la tétrada motora la cual incluye: acinesia o lentitud de los movimientos, temblor en reposo

y rigidez muscular ademas de inestabilidad postural (Zafar & Yaddanapudi, 2023).
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Figura 7. Fisiopatologia de la EP. Se muestra la fisiopatologia de la EP que incluye la degeneracidon de las
neuronas DAérgicas que producen los sintomas motores de la enfermedad. Ademas, se muestran los factores
gue desencadenan la EP familiar y esporadica (Tomado y modificado de Ortiz et al., 2017).

1.5.2 Terapéutica para la Enfermedad de Parkinson

La terapéutica para la EP se centra en mejorar los sintomas motores y no motores,
ademas de detener, en la medida de lo posible, la progresion de la enfermedad. A lo largo de
las Gltimas décadas, se han desarrollado diferentes estrategias farmacologicas, cuyo objetivo
principal es restaurar el equilibrio dopaminérgico en los circuitos neuronales afectados
(Pardo-Moreno et al., 2023).

Los inhibidores de las enzimas metabolizadoras de dopamina como la MAO-B, la
COMT y la DCAA, son otros agentes utilizados actualmente para normalizar la transmision
DAGérgica. Entre los inhibidores de la MAO han demostrado aumentar los niveles de
dopamina. Los inhibidores de la COMT ayudan a estabilizar los niveles de DA y a mejorar
los problemas motores. Por otro lado, los agonistas de la DA tienen vidas medias mas largas,
lo que evita fluctuaciones rapidas en la estimulacion de los receptores de DA y por lo tanto

retarda la aparicion de discinesias (Pires et al., 2017).
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El tratamiento fundamental es la administracion oral de L-DOPA con un inhibidor de
la DCAA como la benserazida y la carbidopa. Su funcidn es prevenir la conversion periférica
de L-DOPA en DA antes de llegar al cerebro, lo que mejora la eficacia de la L-DOPA.
Ademaés, evita los efectos secundarios no deseados, como nauseas, hipotension y otros
problemas relacionados con la dopamina en el sistema nervioso periférico (Iwaki et al.,
2015).

La levodopa, también llamada L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) es un producto
quimico, precursor metabdlico de la DA, que se encuentra de manera natural en plantas y
animales (Carretero, 2006). En los afios 60 del siglo XX, el reemplazo farmacologico de la
DA por su precursor enddgeno L-DOPA fue un triunfo de la medicina moderna, pues se habia
encontrado un tratamiento eficaz para los sintomas principales de la EP (Cotzias et al., 1967,
Ovallath & Sulthana, 2017). A diferencia de la DA, la L-DOPA puede cruzar la barrera
hematoencefalica (BHE), para convertirse en DA en el SNC, asi como en la periferia (Figura
8).
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Figura 8. Mecanismo de accion de L-DOPA. Representacion del mecanismo de accion de la L-DOPA,; es una
molécula capaz de atravesar la barrera hematoencefalica, a partir de ella se sintetiza dopamina en la célula pre-
sinaptica la cual se libera a la hendidura sinaptica para ejercer su efecto, la presencia de las enzimas MAO y
COMT ayuda a regular la liberacién de L-DOPA (Tomado y modificado de Riederer et al., 2007).
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La L-DOPA es hasta la fecha el tratamiento mas eficaz para la EP, sin embargo, su
uso a largo plazo provoca fluctuaciones motoras o discinesias definidas como movimientos
involuntarios anormales que en un principio pueden ser leves, pero con el paso del tiempo
pueden convertirse en un sintoma incluso mas discapacitante que la propia enfermedad
(Pandey & Srivanitchapoom, 2017).

1.6 Modelos animales Parkinsonianos

Los roedores se encuentran entre los modelos animales mas populares utilizados en
los grupos de investigacion, dada la facilidad del manejo y cuidado requeridos. Las ratas o
ratones son ampliamente utilizados para modelar la EP debido a la correlacion entre el déficit
motor y la degeneracion neuronal dopaminérgica en la SNpc. En estos animales, la EP puede
ser inducida farmacoldgicamente, o a través de manipulacion genética especifica (Khan et
al., 2023).

Se ha descubierto que algunos analogos estructurales de la dopamina, como la 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) y el MPTP, podrian lesionar selectivamente las neuronas
dopaminérgicas e inducir fenotipos similares a la EP (Zeng et al., 2018). EI MPTP es uno de
los neurotéxicos mas utilizados para inducir degeneracion neuronal en ratones. Esta toxina
atraviesa la BHE y, una vez en el cerebro, es metabolizada por la enzima MAO-B en el ion
MPP". El MPP* es luego transportado a las neuronas DAérgicas a través del DAT. Una vez
dentro de las neuronas, el MPP* ejerce su toxicidad inhibiendo el complejo I de la cadena de
transporte de electrones en las mitocondrias (Figura 9), lo que conduce a una disminucion en
la produccion de ATP y a la acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), causando

dafio neuronal (Zeng et al., 2018).
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Figura 9. Mecanismo de accion del MPTP. EI MPTP atraviesa la barrera hematoencefélica y es metabolizado
por la MAO-B, presente en las células gliales. EI MPTP es oxidado a MPP*, que luego es captado a través del
DAT. Dentro de las neuronas el efecto toxico consiste en el bloqueo del complejo | mitocondrial, lo que resulta
en una menor produccién de ATP y favorece la formacion de radicales libres (Tomado y modificado de
Philippens, 2017).

La 6-OHDA es una neurotoxina con una estructura quimica similar a la DA que puede
destruir selectivamente las neuronas DAérgicas. La rata o el raton lesionado con 6-OHDA
proporciona un modelo permanente de disminucion de la actividad dopaminérgica selectivo
ala via nigroestriatal, el area predominantemente afectada en la EP. Debido a que la 6-OHDA
es una molécula hidrofilica, es incapaz de atravesar la BHE, por lo que su administracién se
realiza de manera local en el cerebro. La administracion de 6-OHDA suele realizarse de
forma unilateral ya que una lesion bilateral puede provocar bradicinesia, afagia o adipsias
significativas, lo que hace que la alimentacion por sonda sea necesaria para mantener el

bienestar y la supervivencia de los animales (Ungerstedt, 1971; Zeng et al., 2018).

Para modelar las condiciones de la EP, la 6-OHDA puede ser administrada en la SNpc
0 en el HPM para producir una lesion casi completa de las neuronas dopaminérgicas
comparable a una EP de fase tardia. La administracion de 6-OHDA en el estriado puede
estudiarse como una etapa temprana de la EP ya que conduce a una degeneracién mas

progresiva de las neuronas de DA, pues el dafio que induce es retrogrado y menos extenso.
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En roedores, la denervacion axonal se observa después de 3 horas de la administracion de 6-
OHDA en el estriado, mientras que la reduccién en el nimero de neuronas positivas para
tirosina hidroxilasa en la SNpc se retrasa varios dias después. Sin embargo, el efecto de la
lesion intraestriatal depende de la dosis y el sitio de lesidn, una dosis Unica administrada en
un solo sitio del estriado causa una reduccién del 80% en la inervacion estriatal y una pérdida
cercana al 90% de la poblacion dopaminérgica nigral (Dovonou et al., 2023; Kirik et al.,
1998).

Después de su administracion, la 6-OHDA se une al transportador DAT. Una vez
dentro de las neuronas, induce la degeneracion neuronal mediante una combinacion de estrés
oxidativo y disfuncién mitocondrial. La 6-OHDA se oxida facilmente, generando H-O-,
aumentando la produccion de ROS e inhibiendo la produccidn de enzimas antioxidantes. La
falta de antioxidantes permite la peroxidacion de lipidos, proteinas y ADN. La produccion
de ROS se ve potenciada por el Fe?" a través de la reaccion de Fenton. En la SNpc, los niveles
de hierro aumentan e interactGan directamente con los complejos | y IV de la cadena
respiratoria mitocondrial, lo que provoca la reduccion del potencial de la membrana
mitocondrial comprometiendo la respiracién celular y agravando el estrés oxidativo (He et
al., 2024; Duty & Jenner, 2011) (Figura 10).
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Figura 10. Mecanismo téxico de 6-OHDA. Se muestra un esquema del dafio neuronal que ejerce la 6-OHDA
a través de la auto-oxidacién, generacién de ROS, y dafio a los complejos mitocondriales que induce la muerte

celular (Tomado de Blum et al., 2001).

1.7 Discinesias inducidas por L-DOPA

Las discinesias inducidas por L-DOPA (LIDs) se refieren a movimientos
involuntarios anormales que ocurren después de un tratamiento prolongado con L-DOPA. Se
estima que tras 4-6 afios de tratamiento con levodopa existe un 40% de probabilidad de
desarrollar fluctuaciones motoras y discinesias, otros estudios han demostrado que el
porcentaje de pacientes con LID a los 5 afios de tratamiento va de 10-60% e incluso ha
llegado al 80% (Kulisevsky et al., 2013). Existen factores de riesgo para presentar
discinesias, los cuales son el desarrollo de la enfermedad a temprana edad, las dosis de L-

DOPA utilizadas y la severidad de la EP (Manson et al., 2012).
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En la ultima década, el modelo de rata lesionada con 6-OHDA ha sido ampliamente
utilizado para estudiar las LIDs. La administracion repetida de L-DOPA en estos modelos
provoca discinesias que afectan principalmente al lado del cuerpo contralateral al estriado
denervado. Estas discinesias se clasifican segin su distribucion topografica, duracion y
amplitud. Las discinesias en ratas suelen manifestarse como movimientos repetitivos de la
extremidad anterior contralateral a la lesion, torsiones o rotaciones laterales del tronco y el
cuello hacia el lado contralateral a la lesion, asi como movimientos orofaciales y
masticatorios, acompafiados de protrusion de la lengua y temblor mandibular (Pandey &
Srivanitchapoom, 2017). La cantidad y el periodo de exposicion al farmaco juegan un papel

crucial en el desarrollo de la discinesia (Winkler et al., 2002).

Varios factores de riesgo, como el grado de neurodegeneracion dopaminérgica,
juegan un papel en el desarrollo de las LIDs en ratas lesionadas con 6-OHDA. En general, se
requieren pocos dias de inyecciones de L-DOPA para inducir discinesias, especialmente
cuando la degeneracion neuronal es extensa. Sin embargo, en casos de lesiones
dopaminérgicas parciales, son necesarias dosis mas altas o repetidas de L-DOPA para generar

discinesias significativas (Tronci & Francardo, 2018).

El mecanismo de las LIDs no se entiende claramente, sin embargo, estan asociadas
con cambios pre y postsinapticos que dan lugar a un desequilibrio dopaminérgico. La
discinesia se asocia con una serie de eventos gque incluyen una estimulacién de los receptores
de DA y anomalias en la transmision no DAérgica, ademas se ha encontrado que el dafio
continuo de las neuronas DAérgicas nigrales produce deformidades en la conexion de la
corteza motora y el cuerpo estriado y crea una alteracion funcional en los ganglios basales,

lo que puede conducir a la generacién de las LIDs (Bandopadhyay et al., 2022).

La DA es almacenada en vesiculas sinapticas y liberada cuando es necesario. Los
auto-receptores y el DAT mantienen las concentraciones de DA extracelulares para que se
mantengan siempre en un rango fisioldgico. Sin embargo, la pérdida severa de terminales
dopaminérgicas en el estriado dorsal crea una incapacidad para almacenar dopamina, por lo
que la mayor parte de la sintesis de DA se produce en las neuronas serotoninérgicas, sin

embargo, las neuronas serotoninéergicas no pueden modular la liberacion de DA, lo que
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resulta en la fluctuacion de los niveles de DA en las hendiduras sinapticas. Ademas, la
denervacion DAérgica en el cuerpo estriado dorsolateral conduce a una supersensibilidad de
los receptores de DA en el cuerpo estriado, lo que estimula fuertemente la via de sefializacion
del AMPc vy la via de la fosfoproteina neuronal regulada por DA y AMPc (DARPP-32).
También se activan otras cascadas de sefializacion, como la cinasa activada por mitégenos
(ERK) y el objetivo de rapamicina en mamiferos (mTOR). Estas vias regulan la transcripcion
génica y la sintesis de proteinas, que contribuyen a la generacion de LID. La sefializacion de
PKA/DARPP-32 y/o ERK/MSK1 migra al nucleo, conduce a la fosforilacion de
CREB/histona H3 y aumenta la expresion de genes tempranos inmediatos que contribuyen

al desarrollo de LIDs. (Kwon et al., 2022) (Figura 11).
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Figura 11. Mecanismo molecular de las LID. Existe una sobreactivacion del receptor D1 de las NEMd
provocando mayor produccién de AMPc que activa diferentes vias asociadas a LID, una de las vias implicadas
es ERK que potencia los procesos de transcripcion y traduccion de genes como AFosB, un gen implicado en la
aparicion de LID (Tomado y modificado de Bandopadhyay et al., 2022).
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Los estudios indican que la administracion intermitente de L-DOPA causa
fluctuaciones en los receptores DA en el cuerpo estriado, lo que conduce a un desequilibrio
en las funciones del sistema glutamatérgico, serotoninérgico y adrenérgico y en la

transduccion de sefiales (Zheng et al., 2021).

En el circuito de los GB, existe un desequilibrio entre las vias directas e indirectas,
en las LIDs aumenta la concentracion de DA en el cuerpo estriado, lo que incrementa la
actividad de la via directa mediante la estimulacion del receptor D1, la via indirecta se inhibe
a través de la activacion del receptor D2. El resultado global de estas acciones disminuye la

actividad de los GB e induce las discinesias (Yang et al., 2021).

La participacion de los receptores D2 en las LIDs sigue sin conocerse por completo. Debido
a su ubicacidn presinaptica se cree que su sefializacién esta involucrada en procesos mas
complejos. Los estudios farmacoldgicos muestran que los agonistas selectivos similares a D1
tienen efectos discinetogénicos mas potentes que los agonistas similares a D2. Se realiz6 un
estudio con ratones knockouts D1 con denervacién dopaminérgica severa inducida por 6-
OHDA vy se observa que las LID estdn completamente bloqueadas. Los knockouts D2
desarrollaron LID al igual que los grupos controles; el hecho de que los knockout de D1 no
muestren LID sugiere que la estimulacion del receptor es esencial para el desarrollo de
discinesias (Darmopil et al, 2009).

Entre los cambios moleculares asociados con las LIDs, se ha identificado la
sobreexpresion de FosB/AFosB, un factor de transcripcion relacionado con la plasticidad
neuronal y la induccion de las LIDs. Estudios previos han evaluado la expresion de
FosB/AFosB en modelos con lesion en la via dopaminérgica tratados con L-DOPA a
diferentes dosis (6, 10 y 25 mg/kg), encontrando que cuanto mas graves son las discinesias
ocasionadas por la L-DOPA, hay una mayor expresion de FosB. Estos hallazgos refuerzan la
importancia de FosB/AFosB como un posible biomarcador de las discinesias y su potencial

papel en la plasticidad neuronal inducida por L-DOPA (Palafox-Sanchez et al., 2016)
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I1. JUSTIFICACION

Actualmente, la L-DOPA continla siendo el tratamiento mas utilizado en la
enfermedad de Parkinson debido a su capacidad para aliviar los sintomas motores y mejorar
la calidad de vida de los pacientes. Sin embargo, su uso prolongado y las altas dosis
necesarias para controlar los sintomas pueden dar lugar a efectos secundarios, como las
discinesias. Estas complicaciones motoras representan un reto en el tratamiento de la
enfermedad, ya que pueden afectar la capacidad funcional del paciente (Alberico et al.,
2017).

La causa subyacente de las LIDs sigue siendo un fendmeno poco comprendido y la
mayoria de las investigaciones se centran en etapas avanzadas de la enfermedad de
Parkinson, cuando las LIDs ya estan establecidas y son mas dificiles de tratar. Sin embargo,
es fundamental comprender los mecanismos subyacentes desde las etapas tempranas de la
enfermedad.

Hasta le fecha no se han estudiado las L1Ds a través de un modelo de lesion temprano
y se desconoce el papel del estriado en la induccion de las LIDs, sin embargo, el presente
trabajo tiene como objetivo estudiar la relacion entre el nlcleo estriado, especialmente la
region dorsolateral, y la aparicion de los movimientos involuntarios anormales en etapas

iniciales de la enfermedad.
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1. HIPOTESIS

La administracién cronica de L-DOPA induce discinesias de baja intensidad, provoca
cambios en la citoarquitectura del estriado y en la expresion de la tirosina hidroxilasa en ratas

lesionadas unilateralmente con 6-OHDA en el estriado dorsolateral.

IV. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la intensidad de las discinesias, los cambios en la citoarquitectura del estriado
y la expresion de la tirosina hidroxilasa producidos por el tratamiento croénico con L-DOPA

en ratas lesionadas con 6-OHDA en el estriado dorsolateral.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar la asimetria motora en ratas lesionadas unilateralmente con 6-OHDA en el
estriado dorsolateral.

e Evaluar la intensidad de las discinesias inducidas por la administracion cronica de L-
DOPA en ratas lesionadas unilateralmente con 6-OHDA en el estriado dorsolateral.

e Evaluar la citoarquitectura del estriado y la expresion de la tirosina hidroxilasa en
ratas con administracion crénica de L-DOPA vy lesionadas unilateralmente con 6-

OHDA en el estriado dorsolateral.
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V. METODOLOGIA

5.1 Diagrama de trabajo

Cirugia estereotaxica unilateral
2uL 6-OHDA (8pg/ul) o

2uL de Ac. Ascorbico (VEH) Adm.HuStraCIGH de )
(0.01%) Prueba del benserazida (12 mg/kg). Lp
AP:+0.9 ML: +3.6 DV=-4.5y -5.1 cilindro y y L-DOPA (10mg/kg) i.p Eutanasia
Prueba del Conducta de i
cilindro giro | | |
o [T T 1 )
=0 0 7 14 18202326 31 36 46 47 48  Dias
Ratas macho
Wistar . . l )
250-300 gr Vldeo.gr.abaqon de Y
discinesias
. Inicio de admimstracion doble Tincion de Nissl ¢

Grupos experimentales de benserazida (12 mg/kg) i.py HQ para TH

L-DOPA (10 mg/kg) i.p
+ Intacto n=4

* VEH + L-DOPA n=6
* 6-OHDA + VEH n=7
*+ 6-OHDA + L-DOPA n=9

5.2 Sujetos de experimentacion

Se utilizaron 26 ratas macho de la cepa Wistar con un rango de peso de 250-300 g,
proporcionadas por el Bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad Auténoma de
Puebla. Los animales se mantuvieron en condiciones controladas con un ciclo de
luz/oscuridad de 12 horas, a temperatura de 22°C y libre acceso al agua y alimento de acuerdo
con la NOM-062-Z00-1999 y el CICUAL-BUAP.

5.3 Cirugia estereotaxica

Todos los animales fueron anestesiados con ketamina/xilazina (75:10 mg/kg) via
intraperitoneal (i.p). Una vez anestesiada la rata se colocé en el aparato estereotaxico para
roedores pequefios para localizar bregma y de acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson
(1998) se consideraron las coordenadas de ubicacion del estriado dorsolateral: AP: +0.9, ML.:
+3.6, DV1: -4.5y DV2: -5.1.
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Se administraron en total 2uL de 6-OHDA o su vehiculo (acido ascorbico [0.01%])
en el lado izquierdo del estriado. Primero se administro 1uL de 6-OHDA o el vehiculo a una
velocidad de 0.2uL/min en la primera coordenada dorsoventral. Se permitio la difusion
durante 3 minutos y posteriormente se inyecté 1uL méas de 6-OHDA o el vehiculo en la
segunda coordenada dorsoventral. Se utilizé una jeringa Hamilton y una bomba de infusién
(Harvard Apparatus Nanomite). Todos los animales se mantuvieron durante 3 dias con

cuidados postoperatorios.
5.4 Prueba del cilindro

La prueba del cilindro fue propuesta por Schallert y Tillerson en 1999, este modelo
se utilizo para evaluar la asimetria motora en ratas con lesion dopaminérgica inducida por
neurotoxinas. Debido a que la 6-OHDA provoca un dafio progresivo los animales fueron
evaluados al dia 7 y 14 post-cirugia. La prueba consistié en colocar a cada rata en un cilindro
de acrilico de 30 cm de alto y 20 cm de didmetro, cada rata fue videograbada durante cinco
minutos y se cuantificd el nimero de toques que realizé el animal con ambas extremidades
anteriores, con la extremidad derecha y con la extremidad izquierda en la pared del cilindro.

Los resultados se expresan en porcentaje de acuerdo con las siguientes formulas:

#toques con ambas patas
% uso de ambas patas = — x 100
#toques con ambas patas + #toques ipsilaterales + #toques contralaterales

#toques ipsilaterales + (% toques ambas patas)

% uso de pata ipsilateral a la inyeccion = #total de toques x 100

Los resultados se graficaron como el porcentaje de uso de la extremidad ipsilateral y

de ambas extremidades en los diferentes dias de evaluacion.
5.5 Conducta de giro

La conducta de giro propuesta por Ungerstedt et al., en 1971, es un modelo para
evaluar el grado de lesion dopaminérgica inducida por farmacos; se evalué a los 14 dias post-
lesion utilizando anfetamina (5 mg/kg) s.c, se cuantificd el numero de giros ipsilaterales
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durante 120 minutos posteriores a la administracion. Los resultados se graficaron como el
nimero de giros por periodos de 10 minutos. Unicamente se tomaron en cuenta los animales

que presentaron 14 giros por minuto o mas para someterlas al tratamiento con L-DOPA.
5.6 Tratamiento con L-DOPA

Para inducir discinesias se utilizd L-DOPA metil éster (Sigma-Aldrich) disuelta en
solucion salina isotonica (SSI). Veinte minutos antes de la administracion de L-DOPA
(10mg/kg) i.p se inyecto benserazida (12 mg/kg) i.p, un farmaco que inhibe la actividad de
la enzima MAO y por lo tanto se evita la degradacion de L-DOPA a nivel periférico para
evitar los efectos secundarios y para que mas L-DOPA llegué a nivel central (Figura 12). El
tratamiento consistio en una administracion diaria durante 13 dias, posteriormente se
realizaron dos administraciones diarias (9:00 y 17:00 hrs) por 17 dias mas (Dos-Santos-
Pereira et al., 2016).

A) OH B) 0
HO OH
HO
Q W OH
N
g NH
HO/\HLH HO :
NH,
Benserazida L-DOPA

Figura 12. Estructura quimica de benserazida y levodopa. En A) se muestra la molécula de benserazida. En
B) se muestra la molécula de L-DOPA; ambos farmacos son utilizados en modelos animales de la EP.

5.7 Videograbacion de las discinesias

Después de la administracion de benserazida y L-DOPA, se videograbaron los
animales los dias 18, 20, 23, 26, 31, 36 y 46 post-lesion. Las ratas fueron colocadas en un
cilindro de acrilico y se videograbaron los movimientos de los animales durante 1 minuto
cada 20 minutos hasta completar 2 horas después de la administracion. Se obtuvieron 7

grabaciones de un minuto por cada animal por dia.
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5.8 Cuantificacion de las discinesias

Para cuantificar las discinesias se analizaron los videos con el fin de identificar cada
tipo de movimiento realizado por el animal: movimiento axial, del miembro anterior y
orolingual (Figura 13). Se asigné un puntaje de 0-4 que se obtuvo de acuerdo con la
frecuencia de aparicion de cada movimiento como se muestra en la Tabla 1. Se obtuvieron
siete puntajes de cada movimiento (un puntaje de cada video obtenido) por cada rata, para

graficar se realizo la sumatoria de los siete valores por cada tipo de discinesia.

Figura 13. Discinesias en ratas. Se observan las discinesias inducidas por levodopa cuando se lesionan las
vias nigroestriatales. En A) discinesia axial, B) discinesia del miembro anterior, C) discinesia orolingual y D)
giro contralateral. (Tomado de Sebastianutto et al., 2016).
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Tabla 1. Escala de severidad de las discinesias. Se muestran los tipos de discinesias que se cuantificaron y el
puntaje que le corresponde a cada una de estas. (Tomado y modificado de Winkler et al., 2002).

ESCALA PARA LA EVALUACION DE DISCINESIAS

bilaterales.

Tipo de discinesia Descripcion Puntaje
Ausente 0
Movimiento axial: Giro contralateral del tronco en una posicion erguida 1
flexion lateral de la Flexion contralateral del cuello acompafiado de una )
cabeza, el cuelloy torsion del tronco en una posicion erguida.
tronco hacia el lado | Flexion continua del cuello acompafiado de una torsion 3
contralateral a la del tronco en una posicion erguida.
lesién Flexion continua del cuello acompafiado de una torsion A
del tronco con pérdida del balance postural.
o Ausente 0
Movimiento del _ _
) _ De forma ocasional se presentan movimientos bruscos
miembro anterior: ] 1
o de la extremidad.
movimientos =
- De forma frecuente se presentan movimientos
bruscos, repetitivos y . ) 2
o repetitivos de la extremidad.
postura distonica de i __
_ De forma continua se presentan movimientos
la extremidad . o ) . 3
. repetitivos y distonicos con alguna interrupcion.
anterior contralateral : _
. De forma continua se presentan movimientos
a la lesion » . o . » 4
repetitivos y distonicos sin ninguna interrupcion.
Movimiento Ausente 0
orolingual: Movimientos ocasionales de la mandibula. 1
movimientos Movimientos frecuentes de la mandibula. 2
repetitivos de la Movimientos continuos de la mandibula. 3
mandibulay la
lengua, pueden ser Movimientos repetitivos de la lengua y la mandibula. 4
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5.9 Procesamiento de los tejidos: Tincion de Nissl

La técnica de Nissl se utilizo para estudiar y comprender la citoarquitectura de las
células nerviosas de diferentes areas cerebrales. Esta tincion utiliza un colorante catidnico
que va a reaccionar en un medio &cido, por lo tanto, pueden unirse al contenido del ADN y

del ARN tifiendo ribosomas, reticulo endoplasmico rugoso y nucleos (Gong et al., 2007).

Al dia siguiente de la Gltima administracion de L-DOPA se realiz6 la eutanasia de los
animales por sobredosis de pentobarbital sodico (100mg/kg) i.p y se realiz6 una perfusion
intracardiaca con buffer de fosfatos (PBS 1X) (pH=7.4) y paraformaldehido (PFA) al 4%
(pH=7.4). Los cerebros fueron almacenados en PFA. Se realizaron cortes coronales de 50
pum en un vibratomo (Leica VT1000S). Se tomaron tres cortes por cerebro del estriado

dorsolateral.

Para la tincién de Nissl, se realizaron tres lavados con PBS, cada uno de cinco
minutos. A continuacién, los cortes se montaron en portaobjetos previamente rotulados y se
dejaron secar durante 40 minutos. Despues, se aplicd azul de cresilo sobre los tejidos de
manera que se cubriera todo el tejido y se dejé reposar durante cinco minutos. Pasado ese
tiempo, se enjuagaron con agua destilada y se dejaron reposar durante cinco minutos
adicionales. A continuacion, las laminillas se colocaron en un tren de tincion, donde los
tejidos se sumergieron en alcohol al 100% durante dos minutos, luego en una mezcla de
alcohol al 50% vy xilol al 50% durante otros dos minutos, y finalmente en xilol al 100%
durante cinco minutos. Para finalizar, sin permitir que el xilol se secara, los cortes se fijaron
con resina Entellan y un cubreobjetos. Luego se dejaron secar durante dos dias a temperatura

ambiente.

En la Figura 14 se observa un corte de encefalo de rata en la region del estriado con
tincion de Nissl, donde se ve la citoarquiectura de las células estriatales sanas, con somas

bien definidos, el nicleo y nucleolo tefiido con forma redondeada.
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Figura 14. Tincion de Nissl en el estriado. En A se muestra una microfotografia del estriado utilizando violeta
de cresilo (400x) donde se observa la citoarquitectura celular de ratas intactas. La flecha negra sefiala el nucleo
de la célula y la flecha discontinua marca el nucleolo (Tomado de Mazumder et al., 2019).

Los cortes se examinaron por microscopia de campo claro con un microscopio Leica®
DM750 con los objetivos 20x, 40x y 100x, las imagenes obtenidas fueron tomadas con una
camara para microscopio ProgRes C14 plus. Para el analisis de los cortes histologicos se

examind el estriado dorsolateral.

5.9.1 Procesamiento de los tejidos: Inmunohistoquimica para Tirosina
hidroxilasa

Se seleccionaron cuatro cortes de SNpc y cuatro cortes de estriado por rata. Los cortes
se colocaron en una placa de 24 pozos y se realizaron tres lavados con PBS-Tritén al 0.2%
durante 10 minutos cada uno. Luego se incubaron con PBS-Triton y H20- al 3% durante 10
minutos para eliminar la peroxidasa endégena. Posteriormente, se enjuagaron tres veces con
PBS-Triton durante 10 minutos cada uno. Para bloquear sitios inespecificos al anticuerpo de
interés se incubaron los cortes en albumina durante una hora. Posteriormente se realizaron
tres lavados mas con PBS-Triton cada uno durante 10 minutos y se dejaron incubar con

anticuerpo primario Anti-TH (Millipore 1:1000) durante dos noches.

Se realizaron tres lavados con PBS-Triton cada uno de 10 minutos y se dejaron
incubar con anticuerpo secundario biotinilado Anti-mouse (1:200) durante dos horas.
Transcurrido el tiempo se realizaron tres lavados con PBS-Tritén durante 10 minutos cada

uno y se incubaron en estreptavidina (1:500) durante hora y media. Se realizaron tres lavados

27



Estudio de las discinesias inducidas por L-DOPA en el estriado dorsolateral
en un modelo animal Parkinsoniano

con PBS solo durante 10 minutos cada uno y se montaron los cortes en un portaobjetos
previamente rotulado. Se realizd el revelado con diaminobenzidina (Sigma-Aldrich)
(50mg/100mL) colocando 50 uL por tejido y se dejé cinco minutos. Posteriormente los cortes
se enguajaron con PBS y se dejaron secar durante una noche.

Para los cortes de la SNpc, se realizd una contratincion utilizando el método de Nissl
para proporcionar un contraste visual y distinguir las diferentes células, modificando
Unicamente el tiempo de coloracion a 15 segundos. En los cortes del estriado, se llevé a cabo
una deshidratacion en alcoholes al 70%, 80% y 100%, seguida de xilol durante dos minutos
cada uno, se afiadi6 resina y se dej6 secar durante dos noches. Finalmente, las muestras se

observaron bajo un microscopio Leica® DM750 con los objetivos de 4x, 40x y 100x.

5.10 Analisis estadistico
e Los datos obtenidos para la prueba del cilindro se realizaron con una ANOVA de una
via 'y un post-test Tukey.
e Los datos obtenidos para la conducta de giro se realizaron con una ANOVA de dos
vias y una prueba post-test Bonferroni

e Los datos obtenidos para las discinesias se realizaron con ANOVA de dos vias y una

prueba post-test Tukey.
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V1. RESULTADOS
6.1 Localizacion del sitio de lesion en el estriado dorsolateral

Se lesiono el estriado dorsolateral, donde se encuentran las terminales de las neuronas
dopaminérgicas provenientes de la SNpc. Para localizarlo se realiz6 una microinyeccién con
azul de metileno tomando como referencia el atlas de Paxinos y Watson (1998). En la Figura
14A se observa un corte coronal de cerebro de rata, en rojo se encierra el sitio donde se
inyecto azul de metileno para la comprobacion de las coordenadas (AP: +0.9, ML: +3.6, DV1:

-4.5y DV»: -5.1). En la Figura 15B se observa un esquema y en color azul la ubicacion del

sitio de lesion.
A)

Figure 14

s
Bl’egllla= +0.9 Interaural 10.00 mm Bregma 1.00 mm

Figura 15. Lesion dopaminérgica con 6-OHDA. En A) se muestra un corte coronal de cerebro de rata donde
se observa el trayecto de la canula encerrado en color rojo y la inyeccion con azul de metileno. En B) se muestra
en color azul el sitio donde se administr6 el azul de metileno, que es la zona de interés (Tomado y modificado
de Paxinos y Watson, 1998).

6.2 Efecto de la administracién de 6-OHDA en el estriado dorsolateral sobre la

asimetria motora

La lesion del estriado dorsolateral mediante el uso de 6-OHDA conduce a la muerte
progresiva de las neuronas dopaminérgicas. La prueba del cilindro se emplea para medir el
uso espontaneo de las extremidades anteriores y evaluar la funcién motora en un modelo de

Parkinson que produce asimetria motora (Figura 16A).
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En la Figura 16B, se muestra el porcentaje de uso de ambas extremidades anteriores en los
dias 7 y 14 posteriores a la cirugia. EI grupo vehiculo presenté un porcentaje de uso de 60%
al primer dia de evaluacion; pero a pesar de que hubo una disminucion del uso de ambas

extremidades al dia 14 los resultados no fueron significativos.

Se encontrd una reduccién significativa del uso de ambas extremidades entre el grupo
de vehiculo en el dia 7 respecto al grupo lesionado en el dia 14 (p<0.01). Ademas, se
encontraron diferencias significativas entre ambos grupos al dia 7 (p<0.05).

A) B) @ 60HDA(n=16) ® Vehiculo (=6)

**
1 1
r 1

—
601
40-
20- '
0-

Dia 7 post-lesién Dia 14 post-lesion

% uso de ambas extremidades

Figura 16. La inyeccion de 6-OHDA en el estriado induce asimetria motora. En A) se observa a la rata
durante la prueba de cilindro, donde apoya Gnicamente la extremidad derecha. En B) se muestra el porcentaje
de uso de ambas extremidades al dia 7 y 14 post-lesion, encontrando una disminucion del uso de ambas
extremidades para explorar el cilindro. Se realizd6 ANOVA de una via y prueba Tukey, * p<0.05 y ** p<0.01.
6-OHDA (n=16); Vehiculo (n=6).

Debido a que los animales con lesién provocada por 6-OHDA presentan mayor
movilidad en la extremidad ipsilateral a la lesion se grafico el porcentaje de uso de la
extremidad ipsilateral (Figura 17). Los resultados muestran al dia 7 un aumento muy en el
uso de la extremidad ipsilateral en el grupo lesionado respecto al vehiculo (68.16% y 49.17%
respectivamente). Ademas, se encontraron diferencias altamente significativas del grupo
vehiculo del dia 7 con el grupo lesionado en el dia 14, lo que corrobora el dafio dopaminérgico

ocasionado.
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Figura 17. El porcentaje de uso de la extremidad ipsilateral disminuye conforme transcurre el tiempo.
Se graficd el porcentaje de uso de la extremidad ipsilateral a la lesion, corroborando que hay un dafio
dopaminérgico debido al aumento del uso del dia 7 al dia 14. Se realiz6 ANOVA de una via y prueba Tukey.
**p<0.01, *** p<0.001. 6-OHDA (n=16); Vehiculo (n=6).

Para comprobar el dafio dopaminérgico, se llevd a cabo una prueba inducida por
farmacos, 14 dias después de la lesion. Se emple6 la prueba de giro inducida por anfetamina
(5 mg/kg) s.c que cuando se presenta, nos indica el desequilibrio en la liberacion de dopamina

en el cuerpo estriado.

En la Figura 18 se representa como los animales del grupo lesionado con 6-OHDA
comenzaron a experimentar giros a los 20 minutos después de la administracion de
anfetamina, alcanzando un maximo en el minuto 40 con un promedio de 17 giros por minuto.
Ademas, se encontraron diferencias significativas desde el minuto 40 al 80 respecto al grupo
vehiculo. Luego, la cantidad de giros ipsilaterales disminuy6 gradualmente hasta llegar a 8
en el minuto 120.
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Figura 18. La 6-OHDA produjo deplecion en la conducta de giro. En A) se observa una rata realizando
vueltas hacia el lado ipsilateral a la lesion producidas por la anfetamina. En B) la grafica que muestra el
promedio de giros por cada 10 minutos. Se realiz6 ANOVA de dos vias y una prueba post-test Bonferroni.
** p<0.01, *** p<0.001. 6-OHDA (n=16); Vehiculo (n=6).

6.3 Efecto de la administracion crénica de L-DOPA sobre las discinesias

Después de comprobar la lesion dopaminérgicaa, las ratas fueron tratadas
cronicamente con L-DOPA (10mg/kg) i.p y benserazida (12mg/kg) i.p por 30 dias y se

cuantificaron las discinesias durante 7 dias a lo largo del tratamiento.

A pesar de la administracion cronica con L-DOPA, las ratas no presentaron

discinesias de tipo axial, del miembro anterior, ni giros contralaterales.

Se realizé la sumatoria de los puntajes obtenidos por dia y por movimiento, los
resultados muestran que los movimientos axiales se presentaron con poca frecuencia y en
baja intensidad sin tener un patrén. Los movimientos del miembro anterior se presentaron a
partir del cuarto dia de grabacion, sin embargo, no se observaron movimientos con alta
frecuencia. El tipo de movimiento con mayor puntuacion son los orolinguales ya que se
encontraron diferencias significativas pues a partir del dia 5 que fueron en aumento hasta el

ultimo dia obteniendo 7 puntos (Figura 19).

32



Estudio de las discinesias inducidas por L-DOPA en el estriado dorsolateral
en un modelo animal Parkinsoniano

A)

89 & Vehiculo + L-DOPA (n=6)
] B 6-OHDA +L-DOPA (u=9)
A 6-OHDA (n=7)

4

Movimiento axial

0 5 10 15 20 25 30
Dias de tratamiento

0 5 10 15 20 25 30
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Figura 19. La L-DOPA induce discinesias orolinguales. Se grafico el puntaje total de discinesias obtenido
para cada tipo de movimiento evaluado en los 30 dias de tratamiento con benserazida y L-DOPA. Solo se
encontraron diferencias significativas en las discinesias orolinguales. Las imagenes representan los
movimientos evaluados para cada caso, tomadas de Sebastianutto et al., 2016. Se realizé una ANOVA de dos
vias y una prueba post-test de Tukey. * p<0.05. VEH+L-DOPA (n=6); 6-OHDA+VEH (n=7); 6-OHDA+L-
DOPA (n=9).

6.4 Efecto de la administracién crénica de L-DOPA sobre la citoarquitectura de

células estriatales

Se realiz6 una evaluacion del efecto de la administracion cronica de L-DOPA sobre
las células del estriado mediante tincién de Nissl.
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En la Figura 20 se muestran imagenes representativas de cada grupo, de manera
cualitativa se observa que las células de los grupos intacto y 6-OHDA tienen cuerpos
celulares ovalados o redondeados, el nucleo definido y el nucleolo bien tefiido al centro del
nucleo (panel inferior, flechas negras). Sin embargo, para los grupos tratados con L-DOPA
se muestra que tanto el ndcleo y el nucléolo ya no son visibles debido a la pérdida de las
membranas que los delimitaban, ademas en el citoplasma se observan acumulaciones de color

azul mas intenso (panel inferior, flechas amarillas).

Bregma: 1.0mm

Intacto VEH- L-DOPA 6-OHDA- VEH 6-OHDA- L-DOPA

20x

40x

100x

Figura 20. Diferencias morfoldgicas en las neuronas del estriado. En el dibujo se muestra en color rojo la
zona de donde se obtuvieron las imagenes. Se observan cortes coronales del nicleo estriado en los cuatro grupos
experimentales. El analisis cualitativo sugiere un dafio en las células estriatales de ratas tratadas con L-DOPA.
Las flechas amarillas sefialan las neuronas con dafio celular y las flechas negras muestran células sanas con

morfologia tipica. (n=4)
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6.5 Efecto de la administracion crénica de L-DOPA sobre la inmunorreactividad

para tirosina hidroxilasa en la SNpc y el estriado

Para relacionar el dafio provocado por la 6-OHDA y la L-DOPA con la integridad de
la via nigroestriatal se realiz6 una inmunohistoquimica para TH en el estriado. Se observé
que en el grupo 6-OHDA + VEH hay una clara disminucion de reactividad para TH respecto
al grupo intacto. El grupo Vehiculo + L-DOPA y 6-OHDA + L-DOPA muestran una
disminucion de la reactividad a TH, pero no en el mismo grado que el grupo 6-OHDA+VEH
(Figura 21).

Se realiz6 inmunohistoquimica para TH en la SNpc para evaluar el dafio neuronal
causado por 6-OHDA y L-DOPA. En el grupo Vehiculo + L-DOPA se observa una leve
disminucion de células positivas a TH en comparacion con el lado contralateral. En el grupo
6-OHDA + VEH, las células positivas a TH son escasas en el lado ipsilateral. Por otro lado,
en el grupo 6-OHDA + L-DOPA se observd una reduccion de células en ambos hemisferios
(Figura 22).

Intacto VEH- L-DOPA

Bregma 1.00 mm

Figura 21. Inmunorreactividad para TH en el estriado. Se muestran en el dibujo en color rojo la zona de donde
se obtuvieron las imagenes. Se observan cortes coronales de estriado ipsilateral de cada grupo experimental. La
inmunorreactividad disminuye con 6-OHDA respecto al grupo intacto. Se observa que en los grupos tratados con
L-DOPA hay una ligera disminucion en la expresion de TH respecto al grupo intacto. (n=2)
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VII. DISCUSION

Desde los afios 60°s, la L-DOPA se utiliza ampliamente como agente de reemplazo
dopaminérgico en el tratamiento de la EP. La L-DOPA es efectiva para controlar los sintomas
bradicinéticos caracteristicos de la EP y se considera el medicamento mas eficaz para mejorar
la calidad de vida de los pacientes (Gandhi & Saadabadi, 2023).

Sin embargo, el uso prolongado de L-DOPA conduce inevitablemente a
complicaciones como fluctuaciones motoras y discinesias. Aunque la L-DOPA ofrece
beneficios terapéuticos, conforme la patologia avanza, se requiere una dosis mas alta y mas
frecuentes durante el tratamiento. Los pacientes tratados durante 5 afios con L-DOPA
desarrollan LIDs en un 50%. Aunque se ha comprendido mucho sobre los factores de riesgo
de las discinesias (la edad de inicio de la EP, la gravedad de la enfermedad y la dosis de L-
DOPA), los mecanismos moleculares exactos siguen sin resolverse, por lo tanto, hasta el

momento no existe un tratamiento eficaz para la EP (Peng et al., 2019; Kulisevsky, 2022).

El estriado, es una region clave de los ganglios basales, desempefia un papel crucial
en el desarrollo de las LIDs. El tratamiento con L-DOPA altera el equilibrio de los receptores
dopaminérgicos en el estriado, lo que provoca cambios celulares y moleculares que
contribuyen a los movimientos involuntarios caracteristicos de las LIDs. Por tal motivo, el
uso de modelos experimentales con lesiones en el estriado es fundamental para estudiar estos

mecanismos Yy desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para mitigar las discinesias.

Debido a lo antes mencionado, en el presente proyecto se abordd el estudio de las
discinesias cuando existe una lesiébn moderada en el estriado. Por tal motivo, el primer
objetivo abordado en el presente trabajo fue, evaluar la asimetria motora en animales
lesionados unilateralmente con 6-OHDA en el estriado dorsolateral, para ello se utilizo la
prueba del cilindro (evalta la asimetria motora) y la conducta de giro (evalta el grado de
lesion DAérgica). Normalmente, las ratas exploran un nuevo entorno de manera organizada
utilizando las extremidades anteriores de forma simultanea, indicativo de la simetria que
tienen los animales. Por lo tanto, las diferencias en el uso de las extremidades podrian reflejar
alteraciones motoras subyacentes, evidenciadas a través de los patrones de exploracién de las

ratas (Gharbawie et al., 2004). Los resultados obtenidos muestran que el grupo lesionado
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unilateralmente con 6-OHDA disminuyen el porcentaje de uso de ambas extremidades al dia
7'y 14 post lesion, respecto al grupo vehiculo. Esta disminucion esta asociada con una pérdida
de los niveles de DA, por otra parte, se ha mostrado que las lesiones ocasionadas en el
estriado son menos severas comparadas con las realizadas en las vias nigroestriatales y en la
SNpc (Blandini et al., 2007).

Diversos autores han mostrado una relacion entre el uso de ambas extremidades y
los niveles de DA en el sistema nigroestriatal. En el modelo de lesion estriatal inducido por
6-OHDA se provoca una disminucién dosis-dependiente de los niveles de dopamina en el
estriado y una reduccion en el nimero de neuronas dopamineérgicas en la SNpc. Esta lesion
parcial es representativa de las etapas iniciales de la enfermedad de Parkinson, en las que
alrededor del 50% de las neuronas dopaminérgicas aln permanecen intactas. Schallert y
Tillerson (1999) mostraron que cuando los animales lesionados con 6-OHDA que utilizan en
un 40% ambas extremidades esta relacionado con una disminucion de DA de 30-70%, lo que
observamos es que al dia 7 y al dia 14 post lesion los animales lesionados tiene un porcentaje
similar en el uso de ambas extremidades. Se ha demostrado que este hallazgo es
independiente de la lesion, Bautista (2010) mostré que los animales con lesidn intraestriatal
disminuyen el porcentaje de uso de ambas extremidades y en dias consecuentes no disminuye
significativamente respecto al primer dia de evaluacion. Lo mismo sucede cuando la lesion

se realiza en las vias nigroestriatales como lo demuestra Patricio-Martinez (2009).

El proceso apoptético inicia unas horas después de la administracion de 6-OHDA y
el dafo inicial es crucial para que se establezca la lesion. Ademas, el sitio de lesion define la
disminucion de los niveles de DA que puede progresar hasta por 3 semanas, por lo tanto, la
asimetria progresa conforme la 6-OHDA ejerce su efecto de manera gradual (Tieu, 2011).
Mendes-Pinheiro et al., (2021) realizaron una lesion intraestriatal con 6-OHDA vy
encontraron en la prueba del cilindro que los animales lesionados utilizan preferentemente la
extremidad ipsilateral a la lesion. De igual forma en este trabajo, los animales lesionados
utilizaron preferentemente la extremidad ipsilateral ~65% comparado con el grupo vehiculo
(~50%).
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Por otra parte, la conducta de giro ofrece ciertas ventajas en comparacion a las pruebas
conductuales. Las pruebas en donde se utilizan farmacos que tienen efecto sobre el sistema
dopaminérgico permiten mostrar alteraciones motoras que con otras pruebas no serian
percibidas. Un ejemplo de esto es la conducta de giro inducida por anfetamina, que ha sido
ampliamente utilizada para evaluar la magnitud del dafio al sistema nigroestriado en modelos
de deficiencia de dopamina (Hudson et al., 1993). La tasa de giro inducida por anfetamina
esta determinada por el grado de denervacién de la region dorsolateral del estriado, es decir,
que las ratas con 6-OHDA presentan una denervacion dopaminérgica unilateral asociada a
una pérdida neuronal de aproximadamente 70% y pérdida de DA del 90% en el estriado
(Bjorklund & Dunnett, 2019).

En el presente proyecto se observd ausencia de conducta rotatoria en el grupo
vehiculo, mientras que para el grupo lesionado se observo como maximo 17 giros al minuto
40. Estos resultados son consistentes con estudios previos que reportan que en modelos de
lesion intraestriatal con 6-OHDA, se requieren pérdidas de neuronas en la SNpc del 50-60%
y una disminucion de dopamina estriatal del 70% para inducir respuestas rotacionales. Las
tasas de giro en ratas con lesiones estriatales varian entre 5 y 20 vueltas por minuto,
dependiendo de la severidad de la lesién, que puede abarcar desde el 50% hasta mas del 90%
(Bjorklund, 2019; Blandini et al.,2007).

Después de determinar la asimetria motora, el siguiente objetivo fue evaluar la
intensidad y frecuencia de las LIDs. Se ha demostrado que varios factores de riesgo pueden
desempefiar un papel en la aparicion de las LIDs en ratas lesionadas por 6-OHDA, como el
grado de neurodegeneracion de DA. En general, se necesitan pocos dias de inyecciones de
L-DOPA para inducir movimientos anormales en ratas gravemente lesionadas, por el
contrario, se requieren dosis repetidas 0 mas altas de L-DOPA para inducir discinesias
significativas cuando se establece una lesion dopamineérgica parcial (Tronci y Francardo,
2018).

Los resultados muestran que las discinesias no fueron evidentes, a excepcion de los
movimientos involuntarios anormales orolinguales, siendo el Unico tipo de discinesia

encontrada y con poca frecuencia. Este resultado esta relacionado con el tipo de lesion
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realizada, Winkler et al., (2002) compararon las caracteristicas discinéticas entre diferentes
modelos de lesion con 6-OHDA, encontrando que en la lesion intraestriatal hubo una
incidencia general méas baja y menos gravedad de las discinesias bajo la misma dosis de L-
DOPA comparada con lesiones en el HPM. Ademaés, cuando se lesiona el estriado con 6-
OHDA [14pg] solo aparecen movimientos de las extremidades y orolinguales en los Gltimos
dias del tratamiento con L-DOPA.

El andlisis de la TH sugiere que las neuronas que sobrevivieron continGian inervando
el estriado y, por lo tanto, los niveles de DA no son los suficientemente bajos para que se
presenten las LIDs. Es necesario que se conserve menos del 10% de las células DAérgicas

para que se manifiesten discinesias.

Otros autores han mostrado que la neurotransmisién dopaminérgica en el NST esta
relacionada con el desarrollo de discinesias orofaciales en roedores. Se han encontrado
receptores dopaminérgicos D1, D2 y D3 en el NST y se ha demostrado que los agonistas
dopaminérgicos modifican la actividad electrofisioldgica de estas neuronas. La evidencia
actual sugiere la existencia de un papel del NST en la discinesia orofacial inducida por L-
DOPA. Se infiere que la pérdida de terminales de DA en el NST siga un patrén diferente al
del cuerpo estriado o que los cambios compensatorios después de la denervacion de DA
tengan una ventana de tiempo distinta en el NST en comparacién con el cuerpo estriado. Sin
embargo, el papel de este nucleo sigue siendo de gran relevancia y se necesita mas

investigacién para entender los mecanismos (Marin et al., 2009).

A lo largo de los afios en el estudio de las LIDs, han surgido varias hipotesis para
intentar explicar los fendmenos implicados en su aparicién. Sin embargo, los movimientos
orolinguales han sido poco explorados, y se necesita mas informacion que apoye las hipotesis

existentes.

Para el procesamiento del tejido cerebral se realizo tincion de Nissl para evaluar el
posible dafio en la citoarquitectura de las células estriatales provocado por la administracion
de 6-OHDA y L-DOPA. Se observé en los grupos vehiculo + L-DOPA y 6-OHDA que las
células estaban organizadas y con el nucleo y el nucleolo bien definido. La 6-OHDA es un
analogo de la DA que puede ser capturada por el transportador de dopamina, lo que le da
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especificidad para afectar a las neuronas catecolaminérgicas, dado que no puede atravesar la
BHE y su administracion es local, tiene mayor selectividad para las neuronas DAérgicas de
la SNpc. (Hernandez-Baltazar et al., 2015). Debido a esta especificidad no puede dafar las
neuronas espinosas medianas o las internuronas del estriado, debido a esto, las células del

estriado no muestran un dafio aparente.

No obstante, existe controversia acerca de la toxicidad de la L-DOPA, ya que tanto
estudios in vitro como in vivo han mostrado resultados contradictorios, sin embargo, diversos
estudios apuntan que los efectos toxicos de la L-DOPA podrian deberse a sus productos de
autooxidacion o a su conversion en DA y otros metabolitos. Numerosos estudios in vitro han
examinado el efecto de la L-DOPA en diferentes concentraciones y se ha observado que la
L-DOPA es altamente toxica a altas concentraciones, induciendo muerte celular apoptética
y necrética en cultivos de neuronas dopaminérgicas. En contraste, a bajas concentraciones,
laL-DOPA no es tdxicay puede, de hecho, proteger contra la toxicidad mediada por peroxido
al inducir la regulacion de moléculas antioxidantes. En los estudios in vivo en modelos de
ratas y primates con lesiones dopaminérgicas inducidas, la administracion de L-DOPA no
aumento la tasa de degeneracion de las neuronas dopaminérgicas lo que indica que la L-
DOPA no exacerba el dafio neuronal en un contexto de déficit de dopamina. Aunque se ha
demostrado que la L-DOPA tiene propiedades oxidantes, no se ha encontrado evidencia de
que cause dafio adicional a las neuronas dopaminérgicas en condiciones de estrés oxidativo.
Esto sugiere que los efectos observados en cultivos celulares pueden no ser aplicables a la

situacion en el cerebro humano (Olanow, 2015).

Nuestros resultados mostraron dafio celular en las ratas tratadas con L-DOPA. A
través del analisis cualitativo, se sugiere la posible presencia de un proceso apoptético
inducido por la administracion crénica de L-DOPA, dado que los grupos no tratados con L-
DOPA presentan una citoarquitectura normal. Los efectos toxicos de L-DOPA y DA se deben
en gran medida, al estrés oxidativo. Sin embargo, aparte de la produccion de ROS durante la
autooxidacion y el metabolismo, la L-DOPA también puede dafar las mitocondrias. Esto
genera ROS adicionales y puede desencadenar la apoptosis, un proceso caracterizado por la
contraccion celular, la condensacion de la cromatina y la fragmentacion del ADN (Lipski et
al., 2011).
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La TH es una enzima clave en la EP, ya que cataliza el paso inicial y limitante en la
biosintesis de catecolaminas. Su regulacion es crucial para las funciones neuronales que
dependen de las células catecolaminérgicas. Las alteraciones en la actividad de la TH estan
implicadas en la patogénesis de diversos trastornos relacionados con la disfuncién de las
catecolaminas, siendo la EP uno de los mas destacados. La regulacion de la TH a nivel de
proteinas estd mediada por la fosforilacion, la desfosforilacion, los cambios en la estabilidad
de la enzima, la inhibicién del sustrato y la inhibicién de la retroalimentacion por las

catecolaminas (Nagatsu et al., 2019).

En el presente trabajo, se empled un modelo de lesion inducida con 6-OHDA en el
estriado dorsolateral, lo que permite evaluar el efecto de la neurotoxicidad y el tratamiento
con L-DOPA sobre las terminales dopaminérgicas. Los resultados indican que la lesion con
6-OHDA en el estriado reduce significativamente la expresion de TH que se observa como
una pérdida de terminales dopaminérgicas en esta region. Sin embargo, los grupos tratados
con L-DOPA muestran una recuperacion parcial en la expresion de TH, lo que sugiere un
efecto compensatorio en las terminales remanentes. Esto podria explicarse por la regulacion

de la TH, modulada por los niveles de dopamina generados a partir de L-DOPA.

La inhibicion por retroalimentacion de la TH es dependiente de la concentracion,
reversible y resulta de la unién directa de DA a TH. La DA actia como un inhibidor
competitivo de la TH frente a la tetrahidrobiopterina (BH4) (que es utilizado como un
cofactor de la enzima). Al unirse a la TH, la DA impide que BH4 se una, lo que disminuye
la actividad de la enzima. La union de DA provoca que la TH necesite concentraciones mucho

mas altas de BH4 para funcionar correctamente (Tekin et al., 2014).

La fosforilacion, catalizada por proteinas quinasas, y la desfosforilacion, catalizada
por proteinas fosfatasas, permiten una regulacion rapida y reversible de la TH y son
fundamentales para mantener los niveles dptimos de catecolaminas en las células. En la
enzima los sitios fosforilados estdn compuestos por las serinas 8, 19, 31y 40. La fosforilacion
de la Ser40 en laregion N-terminal de la TH es clave. La fosforilacion en este sitio especifico,
mediada por PKA, desactiva la inhibicion inducida por DA, permitiendo la activacion de la
enzima. La fosforilacion en Ser31 regula la localizacion celular de la TH, y en algunas
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condiciones puede estar asociada con la inhibicion de la actividad enzimatica (Bueno-
Carrasco et al., 2022).
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Figura 23. Mecanismo de accidn hipotético de la toxicidad de L-DOPA. Se propone que la L-DOPA induce
dafio debido a la produccion de radicales libres mediante sus vias de degradacion y metabolitos toxicos. Las
flechas en color azul indican la degradacidn a través de enzimas y las flechas indican la autooxidacion.
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VIIl. CONCLUSIONES

e Laadministracion de 6-OHDA en el estriado dorsolateral produce asimetria motora
en las ratas.

e EI tratamiento crénico con L-DOPA a una dosis de 10 mg/kg induce discinesias
orolinguales de poca intensidad cuando se lesiona el estriado dorsolateral con 6-
OHDA.

e El tratamiento cronico con L-DOPA a una dosis de 10 mg/kg altera la organizacion

nuclear en células del estriado lesionadas con 6-OHDA.
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Resumen

La Enfermedad de Parkinson es un trastorno cronico, progresivo e irreversible que se
caracteriza por la muerte de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra pars
compacta. Esta deficiencia de dopamina se compensa con la administracion de L-DOPA, un
precursor de la dopamina que puede atravesar la barrera hematoencefalica y ejercer su efecto
en el Sistema Nervioso Central. Sin embargo, el uso crénico de L-DOPA conduce a la

aparicion de discinesias que son mas discapacitantes que la propia enfermedad.

El nicleo estriado dorsolateral desempefia un papel importante en el movimiento dentro del
circuito de los ganglios basales. El objetivo fue evaluar las discinesias y los cambios
morfoldgicos producidos por la administracion cronica de L-DOPA en ratas lesionadas con
6-OHDA en el estriado dorsolateral. Se lesionaron ratas macho con 6-OHDA en el estriado
dorsolateral, a los 7 dias se realizd la prueba del cilindro, a los 14 dias se midié nuevamente
la prueba del cilindro y la conducta de giro, ambas para medir la asimetria motora, a los 18
dias post-lesion se empezd con el tratamiento cronico con L-DOPA (10mg/kg) i.p con una
duracién de 30 dias. Se evaluaron las discinesias en 7 dias distintos. Los resultados muestran
que la 6-OHDA indujo asimetria motora, sin embargo, las Unicas discinesias encontradas
fueron los movimientos orolinguales. La L-DOPA indujo cambios morfologicos en las

células del estriado.

55



