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RESUMEN

El tratamiento cronico con L-dopa de la enfermedad de Parkinson presenta varias
complicaciones de las cuales la méas importante son las discinesias. Estas han sido
asociadas a un incremento de la actividad de la via estriado-nigral por
supersensibilidad de receptores dopaminérgicos D1, provocando una respuesta
exacerbada de la liberacion de GABA en la sustancia nigra pars reticulata. Por otro
lado se sabe que los receptores GABA-B se encuentran inhibiendo la liberacion de
GABA en terminales estriado-nigrales antagonizando los receptores D1. Con base
a los roles opuestos de los receptores D1 y GABA-B sobre la liberacion de GABA,
podria recomendarse el uso concomitante de la L-DOPA con farmacos selectivos
para receptores GABA-B. En este trabajo estudiamos dos esquemas terapéuticos
para probar esta hipétesis.

En ratas hemiparkinsonicas tratadas con L-dopa medimos la frecuencia e intensidad
de discinesias asi como el efecto terapéutico del farmaco. Encontramos que la
administracion crénica de L-dopa a dosis terapéuticas (10 mg/Kg) genera una
incidencia de discinesia en un 50% de los animales parkinsonicos. La administracion
concomitante de baclofén el agonista de los receptores GABA-B no modificé la
incidencia ni la intensidad de los movimientos discinéticos. Pensando en que el
bloqueo de receptores GABA-B aumenta la liberacion de GABA y que la dosis de L-
dopa administrada es determinante para la aparicion de discinesias, hicimos
ensayos en los que combinamos una dosis sub-terapéutica de L-dopa (5 mg/Kg) y
usamos una antagonista de los receptores GABA-B el CGP 54626 o el saclofén.
Encontramos que con esta estrategia la incidencia de discinesias disminuy6

significativamente y mantuvieron un efecto terapéutico adecuado.

Estos datos indican que el bloqueo de los receptores GABA-B, con la disminucion
en la dosis de L-dopa, podria ser util en el manejo de las discinesias inducidas por

L- dopa en la enfermedad de Parkinson.
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ABSTRACT

Chronic treatment with L- dopa for Parkinson's disease has several complications of
which the most important are dyskinesias. These have been associated with an
increased activity of nigral-striatal pathway by D1 dopamine receptor
supersensitivity, causing a heightened response of GABA release in the substantia
nigra pars reticulata. Furthermore it is known that GABA-B receptors are inhibiting
GABA release on striato-nigral terminals antagonizing D1 receptor. Based on the
opposing roles of D1 and GABA-B receptors on the release of GABA, it could be
recommended concomitant use of L-dopa with selective drugs for GABA-B

receptors. We study two therapeutic schemes to test this hypothesis.

In hemiparkinsonic rats treated with L-dopa we measured the frequency and
intensity of dyskinesias as well as the therapeutic effect of the drug. We found that
chronic administration of L-dopa at therapeutic doses (10 mg / Kg) generates an
incidence of dyskinesia in 50% of parkinsonic animals. Concomitant administration
of baclofen (GABA-B receptor agonist) did not modify the incidence and intensity of
dyskinetic movements. Thinking about that blocking GABA-B receptors increases
the release of GABA and the dose of L-dopa administered is crucial to the
emergence of dyskinesias, we did trials that combined sub-therapeutic doses of L-
dopa (5 mg / kg) and used a GABA receptor antagonist (CGP 54626 B or saclofén).
We found that with this strategy, the incidence of dyskinesia decreased significantly

and maintained an adequate therapeutic effect.

These data indicate that blockade of GABA-B receptors, with the decrease in the
dose of L-dopa, would be useful in the management of dyskinesia induced by L-

dopa in Parkinson's disease.
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1. INTRODUCCION

1.1 ENFERMEDAD DE PARKINSON.

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo crénico que
se caracteriza por la disminucién de dopamina debido a la muerte de neuronas
dopaminérgicas, lo cual se refleja en sintomas motores como rigidez muscular,
bradicinesia, temblor en reposo e inestabilidad postural (Jankovic, 2008; Savitt et
al., 2006; Olanow et al., 2009). Los sintomas no motores asociados incluyen
deterioro cognitivo, dolor, desordenes del estado de animo, trastornos del suefio y
demencia (Chaudhuri et al., 2006; Olanow et al., 2009). Los sintomas motores
resultan de la degeneracion de un 70-80% de las neuronas dopaminérgicas que
proyectan de la sustancia nigra hacia el nucleo estriado (figura 1). La incidencia de
la EP en pacientes de mas de 55 afios es de aproximadamente el 1-2% en todo el
mundo, creando una carga de morbilidad sustancial de la poblacion mundial que

envejece (Olanow et al., 2009).

Figura 1. Cortes horizontales post-mortem del cerebro medio de: un paciente con enfermedad de
Parkinson (P) y de una persona sana o control (C), mostrando una pérdida de pigmentacion en la
Sustancia Nigra compacta en la enfermedad de Parkinson.
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1.1.1 FISIOPATOLOGIA

La patologia observada en los pacientes con EP incluye la disminucion progresiva
de neuronas dopaminérgicas en el nucleo cerebral conocido como sustancia nigra
pars compacta (SNc), resultando en la disfuncién del circuito de los ganglios basales
(Dickerson y Conn, 2012; Johnson et al., 2009; Wichmann y DelLong, 1996; Zhang
et al, 2005). La etiologia y la fisiopatologia de la EP todavia no se entienden
completamente.

Los tratamientos disponibles para la EP son soélo un alivio sintomético. Las
investigaciones actuales sugieren que la predisposicion genética, la edad, los
factores ambientales, los niveles de hierro y la excitotoxicidad estan estrechamente
asociados con la patogénesis de la EP, estos posibles factores resultarian en dafio
excitotoxico, sobrecarga de calcio, disfuncion mitocondrial, generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), deposicién y distribucion anormal de hierro, que
posteriormente induce dafio oxidativo del ADN, lipidos y proteinas y la pérdida de
glutation, que posteriormente conllevan a alteraciones en el metabolismo de la
dopamina, disfuncién en el transporte axonal y la induccién de apoptosis neuronal
(Olanow y Tatton, 1999; Gandhi y Wood, 2005).

Algunos factores ambientales se han relacionado con un mayor riesgo para padecer
EP, por ejemplo el uso del agua en zonas rurales, el uso de pesticidas y algunas
ocupaciones como la mineria o la soldadura (Farrer, 2006). Aunque muchos genes
han sido identificados, el mecanismo exacto en el que la variacién de genes ligados
a la EP conduce a la neurodegeneracion no se entiende completamente, sin
embargo algunas investigaciones han sefialado a la disfunciéon mitocondrial, el dafio
oxidativo, la agregacion aberrante de proteinas, y los déficit en la proteolisis
mediada por ubiquitina (Olanow et al., 2009). Las terapias actuales son capaces de
proporcionar alivio sintoméatico pero son incapaces de detener la progresiéon de la
enfermedad (Olanow et al., 2009). Una variedad de factores neurotroficos, en
particular los de la familia del factor neurotrofico derivado de la linea celular glial
(GDNF y neurturina), son prometedores en este sentido en los estudios preclinicos,

demostrando sus efectos en modelos de roedores y de primates. Por ejemplo, factor
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de crecimiento de fibroblastos (FGF) (Timmer et al, 2007), ha demostrado ser
neuroprotector. Otros han demostrado ser neuroprotectores y neurorestauradores
en modelos preclinicos de EP; por ejemplo GDNF (Hoffer et al., 1994; Kearns y
Gash, 1995; Tomac et al., 1995; Gash et al, 1996;.. Kirik et al, 2004), neurturina
(Horger et al., 1998; Rosenblad et al, 1999; Gasmi et al, 2007), asi como el factor
neurotréfico de la dopamina cerebral (CDNF) (Lindholm et al, 2007; Voutilainen et
al, 2011) y el factor neurotréfico mesencefalico derivado de astrocitos (MANF)
(Voutilainen et. al., 2009).

Algunas de las caracteristicas en cuanto a la patologia de la EP se han podido
reproducir en modelos animales de roedores lesionados con 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) y primates tratados con la toxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP) (figura 2). Los aspectos bioquimicos, electrofisiologicos e incluso
conductuales son fielmente reproducidos en los mencionados modelos, lo que ha
permitido disefiar estrategias farmacoldgicas y clinicas para mejorar la calidad de

vida de los pacientes con EP.

HO \ o /

6-OHDA MTPT

Figura 2. Estructura molecular de 6-OHDA y MPTP

14



1.1.2 TERAPIA

La enfermedad de Parkinson (PD) es un trastorno neurodegenerativo progresivo
asociado con la pérdida de las neuronas dopaminérgicas, lo cual se ve reflejado en
el circuito los ganglios basales. La administracion oral del precursor de dopamina,
L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-dopa) sigue siendo el tratamiento farmacoldgico de
eleccion para el alivio de la mayoria de los sintomas motores de la EP. Sin embargo,
con la progresion de la enfermedad, su eficacia disminuye gradualmente con el
tiempo, y después de un numero variable de afios la mayoria de los pacientes
desarrollan discinesia, un efecto secundario que se define como movimientos
anormales involuntarios excesivos (Tronci 2014; Prashanth et al., 2011).

La deplecién de dopamina esta asociada con la enfermedad de Parkinson tanto en
la via directa como en la via indirecta donde se conduce a la hiperactividad de las
proyecciones inhibidoras del nucleo estriado al globo pélido (Hirsch et al., 2000).
Esta hiperactividad glutamatérgica de la via indirecta se cree que contribuye a la
disfuncion motora (Blandini et al., 2000) y a la pérdida de neuronas dopaminérgicas
(Greenamyre y O'Brien, 1991; Przedborski, 2005) en pacientes con EP. Los
estudios clinicos y preclinicos en pacientes y modelos animales con EP sugieren
qgue la disminucion de la hiperactividad patolégica de esta via indirecta puede ser

beneficiosa en la reduccién de los sintomas motores asociados con EP.

1.1.4 LEVODOPA-CARBIDOPA

El tratamiento de eleccion para tratar la enfermedad de Parkinson es la L-dopa
(Levodopa) (Breger, 2013). La degeneracion y muerte de neuronas dopaminérgicas
asociadas a la enfermedad de Parkinson representa el principio sobre el cual se
basa el uso de L-dopa en su tratamiento. El razonamiento es simple: la muerte
neuronal conlleva a una disminucion de la dopamina, por lo tanto, al restaurar la
dopamina resultard& en una recuperacion de la funcionalidad motora. La
administracion directa de dopamina en los pacientes tiene sus inconvenientes por

los efectos periféricos que produce (hipotension aguda), también su rapido
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metabolismo, lo que produce bajas concentraciones en el cerebro. La L-dopa,
precursor de la dopamina, resulta ser un mejor candidato y, aunque comparte
algunos de los efectos periféricos de la dopamina, estos son con mucho menores.
No obstante, permanece un efecto metabdlico determinante: descarboxilacion fuera
del sistema nervioso. El uso de coadyuvantes que inhiben su metabolismo sélo a
nivel periférico resuelve el problema. Los coadyuvantes resultan ser los inhibidores
de la dopa-descarboxilasa periférica, tales como la carbidopa o la beserazida. Una
vez en el cerebro, el precursor debe ser convertido a dopamina y ejercer su efecto
activando a sus respectivos receptores. Esto constituye la base de lo se conoce
como "mecanismo de accion por reemplazo" (Floran 2005).

1.2 GANGLIOS BASALES

Entre las funciones mas importantes del Sistema Nervioso Central se encuentra el
movimiento voluntario, que es regulado por diversas estructuras entre ellas los
Ganglios Basales conformados por el nucleo estriado en sus porciones caudado y
putamen, el globo palido interno o medial (GPi) y externo (GPe), y el nucleo
subtalamico (NST), los anteriores localizados en el telencéfalo (figura 3). Finalmente
la sustancia nigra reticulada (SNr) y compacta (SNc) estas localizadas en el
mesencéfalo. La funcionalidad de estos nucleos es complementada por el talamo y
la corteza (Obeso et al, 2000).
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Nucleus %Paihdus
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Figura 3. Esquema representativo de la localizaciéon anatémica de los nlcleos que conforman los
Ganglios basales.

1.2.1 CIRCUITO DE LOS GANGLIOS BASALES

El conjunto de nucleos de los ganglios basales esta encargado de modular el
movimiento y estéd dividido funcionalmente en dos vias: la via directa, envia la
informacion del nucleo de entrada (estriado) al nacleo de salida (SNr) y la via
indirecta, la informacion fluye del nacleo de entrada hacia el GPe y NST antes de
llegar al nacleo de salida (SNr), que manda informacion al talamo y este a la corteza.
En la EP la deficiencia de dopamina lleva al remodelamiento funcional de los
ganglios basales, la alteracién mas importante afecta a los nlcleos de salida (SNr)
y el globo pélido externo (GPe); los cuales tienen una actividad incrementada
(Bezard, E., et. al., 2001).

Cuando un individuo quiere realizar un movimiento, el circuito de los ganglios

basales (figura 4) comienza a actuar, la corteza envia sefales excitatorias hacia el
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nacleo de entrada de informacion del circuito: el nucleo estriado, permitiendo la
activacion de las dos poblaciones neuronales existentes en el nacleo estriado, las

de la via directa y las de la via indirecta (Bezard, 2001).

Las neuronas en la via directa proyectan directamente del estriado hacia los nacleos
de salida GPi/SNry proveen de un efecto inhibitorio directo en las neuronas de éstos
nacleos (Obeso, 2000), que promueven la actividad del tdlamo excitando a las
neuronas de la corteza y facilitando la ejecucion del movimiento. Las neuronas
estriatales en la via indirecta conectan el estriado con los nucleos de salida via
conexiones sinapticas en el GPe y el NST, donde se inhibe el GPe, se desinhibe el
NST y se da la excitacién de los nucleos de salida. Inhibiendo de esta forma la
actividad del talamo (Obeso, 2000). La via directa expresa de forma preferencial a
receptores de la familia del tipo D1 y la via indirecta a receptores de la familia del
tipo D2 (Fiorentini C., et al., 2010). Ambas vias promueven un efecto sinérgico sobre
la ejecucion del movimiento, dicha funcion se lleva a cabo a través de la modulacién
en los diferentes receptores dopaminérgicos estratégicamente localizados en este

circuito neuronal.
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Glutamato
GABA

SNr/GPi

Figura 4. llustracioén de la organizacién funcional del circuito de los ganglios basales.

1.2 DOPAMINA

La dopamina pertenece a un grupo de neurotransmisores llamados catecolaminas.
El precursor en la sintesis de dopamina es el aminoacido tirosina. Dos reacciones
transforman la tirosina en dopamina: la primera es catalizada por la enzima tirosina
hidroxilasa (TH) que convierte tirosina en L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-dopa). La TH
es considerada la enzima limitante en esta via (Feldmen, et. a.l, 1997). El segundo
paso es la decarboxilacion de DOPA, catalizada por la enzima descarboxilasa de L-
aminoacidos aromaticos (DCAA), que finalmente produce dopamina (Hornykiewicz
0., 2002) (figura 5). Esta catecolamina controla una variedad de funciones
importantes incluyendo actividad locomotora, pensamiento, emociones,

recompensa, ingesta de alimento y regulacion enddcrina; a nivel periférico regula
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funciones cardiovasculares, liberacion de catecolaminas, secrecion hormonal, tono
vascular, funcion renal y motilidad gastrointestinal (Missale C., 1998).

10— )'C N2 TIROSINA

\
H COOH

‘Tirosina-S-rno,'woxigenasa
HO\ H
=\ |
Ho—( )—¢—cH—N  DOPA
H  COOH Descarboxilasa de L-aminoacidos
aromaticos
HOL
= |
Ho—( ) ¢—Ccre—ne  DOPAMINA
H

Figura 5. Sintesis de dopamina. El aminoacido tirosina es hidroxilado mediante la enzima Tirosina
hidroxilasa para convertirse en dopa, la cual es convertida a dopamina mediante la accién de la
Descarboxilasa de L-amino&cidos aromaticos.

1.2.1 PROYECCIONES DOPAMINERGICAS

La dopamina constituye cerca del 80% del contenido de catecolaminas en el
cerebro. Las proyecciones originadas desde las areas del cerebro que sintetizan
este neurotransmisor dan lugar a cuatro vias axonales (figura 6): 1. Nigroestriatal;

2. Mesolimbica: 3. Mesocortical y 4. Tuberoinfundibular.
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1- Substancia negra :
2- Area tegmental ventral _
3- Amigdala pe=s
4- Nucleo accumbens
5- Estriado

6- Cortex frontal

@ Via dopaminérgica nigro-estriatal

@ Via dopaminérgica tuberoinfundibular
v Via dopaminérgica mesocortical

» Via dopaminérgica mesolimbica

Figura 6. Vias dopaminérgicas en el cerebro de mamiferos.

Las proyecciones que constituyen la via nigroestriatal provienen de las neuronas
gue sintetizan dopamina del ntcleo del cerebro medio, la substancia nigra compacta
(SNc) que inerva el estriado dorsal (caudado-putamen). Esta via esta involucrada
en el control del movimiento, y su degeneracién desencadena la enfermedad de
Parkinson (Gerfen, 1992; Lang, Lozano, 1998). La via mesocortical se origina en el
area ventral tegmental (VTA) e inerva diferentes regiones de la corteza frontal. Esta
via participa en algunos aspectos limbicos como memoria y aprendizaje (Feldmen,
et. al., 1997; Le Moal, 1991). La via mesolimbica parte desde el area ventral
tegmental del mesencéfalo e inerva al estriado ventral (nucleo acumbens), al
tubérculo olfatorio (TO) y partes del sistema limbico (Feldmen, et. al., 1997). Esta

via se ha visto que se encuentra implicada mecanismos de motivacién y
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recompensa (Koob, 1992; Koob, 1988). La via tuberoinfundibular tienen origen en
las células del nucleo periventricular y del nucleo arqueado del hipotalamo y
proyectan hasta la eminencia media o region infundibular que es la region mas
inferior del hipotalamo (Feldmen, et. al., 1997). La dopamina transportada a la
pituitaria anterior o adenohipofisis actla en los lactotropos para regular la secrecion
de prolactina (Doopler, 1994).

1.2.2 RECEPTORES A DOPAMINA

La dopamina ejerce su accion mediante su unidn especifica a receptores
membranales (Gingrich y Caron, 1993), los cuales pertenecen a la familia de
receptores de siete dominios transmembranales (7TM) acoplados a proteinas G
(GPCRS).

Cinco distintos receptores para dopamina han sido identificados, caracterizados y
subdivididos en dos subfamilias, receptores a dopamina del tipo D1 y receptores a
dopamina del tipo D2, con base en sus propiedades bioquimicas y farmacoldgicas.
La familia del tipo D1 incluye a los receptores D1 y D5, mientras que la familia tipo
D2 incluye a los receptores D2, D3 y D4 (Fiorentini C., et. al., 2010).

Las vias de sefalizacion activadas por receptores dopaminérgicos son numerosas,
sin embargo, los efectos mejor descritos son la activacion o inhibicién de la adenilato

ciclasa y la modulacién de Ca?* en las neuronas (tabla 1).

Tipo D1 Tipo D2
Efector D1 D5 D2 D3 D4
Adenilato ciclasa + - - -
Hidrolisis de fosfolipidos + ? +
Liberacion de acido araquidénico + +
Canales de Ca?* - -
Canales de K* + ?
Intercambio Na*/K* + + +
Recaptura de [3H]timidina ? ? + +

Simbolos: +, estimulacion; -, inhibicion; ?, sugerido por algunas evidencias

Tabla 1. Los principales segundos mensajeros participantes en las vias de sefializacion de los
receptores dopaminergicos.
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-FAMILIA TIPO D2

A diferencia de la familia de receptores de tipo D1, los receptores de la familia tipo
D2 inhiben la actividad de la enzima adenilato ciclasa (Vallone, et. al., 2000)

La clonacion del gen del receptor D2 revel6 la presencia de mdltiples exones e
intrones, una caracteristica usual de los receptores acoplados a proteinas G
(Lefkowitz and Caron 1988), muchos grupos han identificado dos isoformas del
receptor D2 derivadas por splicing alternativo de un solo gen. ((Dal Toso et al., 1989;
Giros et al., 1989; Monsma et a/., 1989; Chio et al., 1990).). Estos solo se
diferencian por la insercion de 29 aminoacidos en el tercer loop intracelular y son
nombrados D2 corto y D2 largo.

Subsecuentemente, los genes codificantes para los otros dos miembros de la familia
de receptores tipo D2, D3 y D4, mostraron que en su secuencia contenian intrones
y compartian una complejidad similar en su estructura genémica. Las variantes de
splicing para el gen del receptor D3 han sido detectadas por RT- PCR (Sokoloff et
al., 1990; Giros et al., 1991).

En 1993, Fishburn y colaboradores reportaron la existencia de una variante mas
corta del receptor D3 a la que le faltan 21 aminoacidos localizados en el tercer loop
citoplasmatico con respecto a la isoforma previamente identificada. La dos
isoformas del receptor D3 estan expresadas en las mismas regiones cerebrales,
comparten el mismo perfil farmacologico y son muy probablemente derivados por
splicing alternativo del mismo gen.

El gen del receptor D4 ha mostrado ser el Unico miembro de la familia de receptores
acoplados a proteinas G en tener variaciones alélicas en la poblacion humana. La
isoforma que contiene cuatro repetidos es predominante en humanos, pero también
se han encontrado isoformas que contienen mas de 11 de estos repetidos (Van Tal
etal., 1991; O'Malley et al., 1992). Estas formas muestran pequefias diferencias en
su afinidad por el neuroléptico atipico clozapina, pero ninguna parece ser asociada

con la incidencia de esquizofrenia (Shaikh et al., 1994).
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-FAMILIA TIPO D1

Los receptores de la familia D1 son reguladores positivos de la adenilato ciclasa
(AC) y por lo tanto incrementan los niveles de AMPc. Su estimulacion resulta en la
activacion de la protein cinasa A (PKA), la cual fosforila proteinas citoplasmaticas y
nucleares, regula el metabolismo celular, incluyendo la funcién de los canales
ibnicos y ademas desensibiliza los receptores transmembranales acoplados a
proteinas G conduciendo a la respuesta celular para la liberacion de
neurotransmisor (Choi, et. al., 1993, Hofmann et. al., 1994)

Basado en la secuencia del cDNA del receptor D2 clonado, el primer receptor
clonado de la familia de receptores tipo D1, fue el receptor D1. Fue identificado
independiente y casi simultaneamente por cuatro grupos (Dearry et al., 1990;
Sunahara et al., 1990; Zhou et al., 1990; Monsma et al., 1990).

En células transfectadas, el perfil farmacolégico del receptor clonado fue el ya
conocido para el receptor D1. Tiene una alta afinidad por SCH 23390 y una baja
afinidad por antagonistas especificos para D2 tales como la espiperona. Como era
esperado, la activacion de este receptor incrementa los niveles de AMPc (Grandy
et al., 1991).

Conociendo la homologia entre los miembros de la familia de receptores acoplados
a proteinas G, otro receptor fue clonado en rata (D1b) (Tiberi et al., 1991) y humano
(D5) (Grandy et al., 1991; Sunahara et al., 1991; Weinshank et al., 1991). D1 y D5
comparten muy alta homologia entre sus dominios transmembranales, la regién que
esta implicada en el reconocimiento de ligando. Por lo tanto no sorprende que estos
dos receptores comparten un perfil farmacolégico similar. Sin embargo, tienen
caracteristicas que los distinguen, el receptor D5 posee una afinidad 10 veces

mayor por dopaminay 20 veces menor afinidad por espiperona que el receptor D1.

1.4 L-DOPAY LAS DISCINESIAS.

El tratamiento de eleccion para la EP es la L-dopa que al ser transformada a
dopamina, modula nuevamente ambas vias y genera un efecto terapéutico

adecuado reflejado en la correcta ejecucion del movimiento, sin embargo la L- dopa
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tiene como principal efecto adverso las discinesias (movimientos involuntarios
anormales) (Katz, 2005).

Entre los muchos cambios de los circuitos de los ganglios basales asociados a la
discinesia, se ha visto que en terminales y el soma de las neuronas estriado-nigrales
de ratas lesionadas con 6-hidroxidopamina que presentan discinesias severas a
causa del tratamiento con L-dopa, existe un incremento en la via de sefalizacién
del receptor D1, siendo responsable de ello en parte la enzima adenilato ciclasa
presente en esta via de sefalizacion, encontrandose un incremento en los niveles
de expresion y actividad de la proteina, tal suceso provoca una liberacion masiva
de GABA a nivel de la SNr lo que produce un incremento en el movimiento,
facilitando la aparicién de discinesias, explicando asi en parte las anormalidades en

el movimiento voluntario del individuo (Rangel-Barajas, et. al., 2011).

1.5 RECEPTORES GABAERGICOS.

El 4&cido y-amino butirico (GABA) ejerce una accion inhibitoria en el SNC, en el cual
se encuentra ampliamente distribuido. Su desbalance puede asociarse a cuadros
como la depresidon; su adecuado balance constituye la base de importantes
acciones farmacoldgicas. Su sintesis se da a partir del acido glutamico, por medio
de la acido glutdmico decarboxilasa, la cual es el paso limitante de la sintesis. Se
metaboliza a semialdehido succinico, el cual es regenerado a acido glutadmico. Este
neurotransmisor inhibitorio activa las tres clases principales de receptores para
GABA denominados GABA-A, GABA-B y GABA-C. Estos receptores poseen
caracteristicas diferentes: los receptores GABA-A y GABA-C son ionotrépicos,

mientras que los receptores GABA-B son de tipo metabotrépico (Chebib, 1999).
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1.5.1 RECEPTORES GABA-B

Los receptores GABA-B fueron clonados a finales de los 1990 (Kaupmann et al.,
1997). En su forma funcional, estan compuestas por las isoformas de las
subunidades GABABla o GABABlb que heterodimerizan con una subunidad
GABAB2 para formar el receptor heterodimérico GABAB(1a,2) o GABAB(1b,2)
(Bettler et al., 2004).

Los heterodimeros GABABla-GABAB2 existen predominantemente como
receptores presinapticos, mientras que GABAB1lb-GABAB2 existen como
receptores postsinapticos (Bischoff et al., 1999; Kulik et al., 2003).

Los receptores GABA-B han sido identificados en el sistema nervioso central (SNC),
sistema nervioso periférico asi como en una variedad de 6rganos periféricos. En el
SNC, las regiones con la mayor expresion de receptores GABA-B son el hipocampo,
nacleo taldmico, cerebelo, amigdala, neocorteza y habénula. También se han
encontrado en densidades mas bajas en areas subcorticales, hipotalamo y en la
espina dorsal.

Las subunidades GABAB1 y GABAB2 estan expresadas mayormente en neuronas,
sin embargo, también se han detectado en células gliales (Lopez-Bendito et al.,
2004; Lujan and Shigemoto, 2006). Mediante microscopia electronica combinada e
inmunohistoquimica de alta resolucion se han localizado receptores GABA-B dentro
de las espinas y ejes de las dendritas correspondientes con la ubicacion de las
terminales GABAérgicas (los receptores GABA-B funcionan como autorreceptores)
y las sinapsis glutamatérgicas (los receptores GABA-B funcionan como
heterorreceptores) (Kulik et al., 2003, 2006).

La localizacion de los genes vy el fenotipo knock-out de los receptores GABA-B se
muestran en la tabla 2. Los receptores GABA-B estan involucrados en varios
eventos fisioldgicos y patofisioldgicos, tales como la espasticidad, dolor, funcién
cognitiva, ansiedad, desordenes de comportamiento, epilepsia y adiccion a drogas
(Cryan and Slattery, 2010; Filip et al., 2007; Filip and Frankowska, 2007, 2008;
Froestl, 2010; Vlachou and Markou, 2010).
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RECEPTORES GABAs

SUBUNIDADES GABAg:1 GABABg2
GABAB1a
ISOFORMA GABAB1b
GABAB1.k
LOCALIZACION DEL 6p21.3 (humano); 20p12 (rata); 17.19bcM (ratén) 9922.1-922.3 (human'o); 5022 (rata); 481
GEN (raton)
ESTRUCTURA L L.
PROTEICA 960-844 aminoacidos (rata) 941 aminoacidos (rata)

Gi/o inhibicién de la activacion de la adenilato ciclasa y de la formacién de AMPc, inhibicién de canales de
calcio dependientes de voltaje N/P/Q (presindpticos) y de canales de potasio rectificadores de entrada
(postsinapticos)

PRINCIPAL ViA DE
SENALIZACION

DISTRIBUCION EN EL CNS DE ROEDORES
Hipocampo, nucleo taldmico, cerebelo, amigdala, neocorteza, habenula, substancia nigra, area ventral
tegmental, ndcleo acumbens, globo palido, hipotdlamo, medula espinal
Autorreceptores (terminales GABAérgicas)
Heterorreceptores (soma, axones y terminales glutamatérgicas y dopaminérgicas)

ANATOMICA

NEURONAL

FENOTIPO KNOCK-OUT
Reduccion de unidn de agonistas y
antagonistas, ausencia de activacion de
proteina G

Ausencia de unidn de agonistas y antagonistas de

FARMACOLOGIA activacion de proteina G

Desinhibicidon/ausencia de LTP, ausencia de receptores

FISIOLOGIA o
presinapticos

ausencia de receptores presinapticos

Conducta circular estereotipada, fase
retardada del suefio, actividad
proconvulsivante, hiperalgesia,

hiperlocomocién, deterioro de la memoria,
ansiedad, conducta tipo antidepresiva

Conducta circular estereotipada, fase retardada del
suefio, actividad proconvulsivante, hiperalgesia,
hiperlocomocion, deterioro de la memoria, ansiedad
inactiva en ansioliticos, conducta tipo antidepresiva

COMPORTAMIENTO

Tabla 2. Caracterizacion de los receptores GABA-B: estructura molecular, vias de sefializacion,
localizacion y fenotipo de ratones knock-out.

La regulacién de la excitabilidad neuronal a través de los receptores GABA-B puede

ocurrir por tres distintos mecanismos:

— Los niveles de AMPc en la célula pueden ser regulados por la activacién de los
receptores GABA-B a través de las proteinas Gai y Gao que inhiben a las isoformas
[, lll, Vy VI de la adenilato ciclasa, o bien de manera positiva a través del complejo
GBy que estimula a las isoformas II, IV y VII. Este ultimo efecto depende de la
presencia de la proteina Gas.

— En diversas preparaciones, los receptores GABA-B tienen sus efectos
presinapticos a través de una inhibicion dependiente de voltaje de los canales de
Ca2+ tipo N (Cav2.2) o tipo P/Q (Cav2.1). La activacion de estos canales promueve
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la liberacion de neurotransmisores desde la presinapsis. Los receptores GABA-B
inducen una corriente inhibitoria postsingptica a través de la activaciéon de los
canales de potasio rectificadores entrantes (GIRK o Kir3), o que resulta en una

hiperpolarizacion.

— Los receptores GABA-B se presentan como un heterodimero formado por
subunidades designadas como GABAB1 y GABAB2. Ambas subunidades tienen un
alto peso molecular (110 kDa), siete dominios transmembranales y una larga
cadena extracelular en su N-terminal. La subunidad GABAB2 no sélo permite que
la subunidad GABABL1 alcance la superficie celular, sino que parece ser el sitio de
unién con la proteina G, mientras que la subunidad GABAB1 es necesaria para la
activacion del receptor por el agonista, esto es, la union de GABA u otros agonistas
a GABAB1 conlleva a la activacion de la proteina G a través de GABAB2.
Precisamente, las isoformas de los receptores GABA-B méas estudiadas,
abundantes y altamente conservadas entre especies son GABABla y GABAB1b
(Cortés C., et. al., 2011).

2. ANTECEDENTES DIRECTOS

2.1 RELACION DE LOS RECEPTORES D1 CON LOS RECEPTORES GABA B.

Los receptores para dopamina del tipo D1 modulan la transmision de varios
neurotransmisores en los ganglios basales, regulando de esta manera la funcion
motora (Gefren, 2003). Los receptores D1 facilitan la actividad de la via directa
actuando tanto en el estriado como en el nucleo de salida, la sustancia nigra pars
reticulata (SNr) y el nucleo entopeduncular. En el estriado incrementan la
excitabilidad de las neuronas estriado-nigrales y la entrada glutamatérgica a éstas
neuronas. En el nucleo de salida, los receptores D1 incrementan la liberacion de
GABA y su transmisién, promoviendo la locomocién y mediando los efectos de la L-

dopa en ratas hemiparkinsénicas (Aceves, et. al., 1991). Los ganglios basales tienen
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una gran densidad de sitios de union de GABA-B. El estriado y la sustancia nigra
tienen la mayor densidad (Bowery, et. al., 1999), sugiriendo que éstos también
pueden regular el flujo de informacion a través de la via directa. En el estriado, los
receptores GABA-B presinapticos en terminales glutamatérgicas provenientes de la
corteza y el tdlamo modulan la salida cortical y talamica hacia las neuronas
estriatales (Lacey, et. al., 2005). Ademas, los receptores GABA-B modulan la
liberacion de dopamina y su sintesis. En la SNr los receptores GABA-B de las
terminales estriado-nigrales regulan la liberacion de GABA. Los receptores de
dopamina D1 y los receptores GABA-B co-localizan en los axones de la via directa
en la SNr. Los receptores D1 incrementan, mientras que los GABA-B inhiben la
liberacion de GABA y su transmision. Ambos receptores controlan la entrada sobre
la misma neurona de la SNr (Misgeld, 2004). Los receptores D1 son activados
ténicamente por dopamina enddégena (Aceves et al., 1995; Radnikow and Misgeld,
1998) y los receptores GABA-B por GABA enddgeno (Windels and Kiyatkin, 2006).

En 2003 Nava y cols. encontraron que la activacion de los receptores GABA-B
inhibe la liberacién de [?H]JGABA inducida por despolarizacion en rebanadas de SNr.
Esta inhibicion es prevenida por la deplecién de dopamina y por el bloqueo de los
receptores D1, lo que implica un control de los receptores GABA-B por parte de los
receptores D1 (Nava, 2007), ademas esta accion ocurre a nivel de la adenilato
ciclasa ya que los agonistas de receptores GABA-B previenen también la
estimulacién de la liberacion estimulada por activacién directa de la enzima con

forskolina, pero no de la PKA con 8-Br-AMPc.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad de Parkinson continda siendo un problema de salud de importancia
mundial y a pesar de la busqueda por contribuir a mejorar la calidad de vida de los
pacientes, las medidas terapéuticas actuales no han sido suficientes. Se requieren
nuevas alternativas terapéuticas basadas en la fisiopatologia de la enfermedad para
el manejo de estos pacientes. La L-dopa continda siendo la mejor opcion para

restaurar el movimiento en los pacientes, sin embargo, su uso se ha limitado debido
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a los efectos colaterales que desencadena, como son los movimientos involuntarios
anormales, en especial las discinesias. En este trabajo se aborda una estrategia
cuyo objetivo es reducir o prevenir estos problemas y de ésta manera continuar el
uso de la L-dopa como farmaco de eleccién mejorando asi la calidad de vida de los
pacientes.

Dado que a la discinesia inducida por L-dopa se ha asociado el aumento de la
sefalizacion del receptor D1 y actividad de la adenilato ciclasa en neuronas
estriado-nigrales lo que conlleva a aumentos de la liberacion de GABA que explica
los movimientos anormales, en este proyecto queremos explorar el posible uso
terapéutico que podrian tener los fArmacos con accion sobre receptores de GABA
tipo B, ya que en estas neuronas se ha mostrado que son capaces de antagonizar
la actividad de receptores D1 a través de inhibir la actividad de la enzima adenilato
ciclasa. Para ello estudiaremos in vitro la interaccion entre receptores D1 y GABA-
B sobre la liberacion de GABA en condiciones de denervacion dopaminérgica, la
activacion de los receptores D1 la haremos con agonistas selectivos, y la de los
receptores GABA-B con agonistas y antagonistas selectivos. También estudiaremos
el uso de agonistas o antagonistas de los receptores GABA-B en el control de las
discinesias inducidas por L-dopa en un modelo de Parkinson experimental.

4. HIPOTESIS

Los receptores GABA-B modulan la liberacion de GABA en las terminales estriado-

nigrales interactuando con receptores D1 en la denervacion dopaminérgica.

Los farmacos selectivos de los receptores GABA-B son Utiles en el manejo de las

discinesias inducidas por L-dopa en el Parkinson experimental.
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5. OBJETIVO

Estudiar la interaccion entre receptores GABA-B y D1 en el control de la liberacion
de GABA en las terminales estriado-nigrales en el Parkinson experimental y evaluar
el posible uso terapéutico de farmacos con accion selectiva sobre receptores GABA-
B en el manejo de las discinesias inducidas por el tratamiento con L-dopa.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Estudiar la interaccién D1/GABA-B sobre la liberacion de [?HJGABA radiactivo en la

sustancia nigra pars reticulata de ratas con denervacion dopaminérgica.

Evaluar el efecto de agonistas y/o antagonistas de receptores de GABA tipo B sobre

las discinesias inducidas por L-dopa en un modelo de Parkinson experimental.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 ANIMALES

Para todos los experimentos realizados se emplean ratas macho, cepa Wistar, de
entre 200 y 230 g de peso. Los animales fueron manejados en condiciones de
habituacién de bioterio: temperatura ambiente entre 18-23 °C, en ciclo de luz-

obscuridad de 12 horas, hidratacién y alimentacién ad libitum.

6.2 LESION CON 6-HIDROXIDOPAMINA

Se utiliza un modelo de Parkinson experimental inducido mediante la inyeccion de
1pl de 6-hidroxidopamina (6-OHDA 16 ug/ul disuelta en solucién salina 0.9% y &cido
ascorbico 0.1%) al inyectar esta neurotoxina en el haz del cerebro medio, se induce

la muerte de neuronas dopaminérgicas. Los animales fueron sometidos a anestesia
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administrando por via intraperitoneal una mezcla de ketamina-xilacina en
proporciéon 3:1. Los animales fueron anestesiados con Ketamina (112.5 mg/Kg) y
Xilacina (22.5 mg/Kg) intraperitoneal.

Previo a la cirugia, los animales fueron administrados con imipramina (10 mg/kg)
con el fin de proteger las neuronas noradrenérgicas. La cirugia se realizé haciendo
uso de un aparato estereotaxico con el cual se localizaron las coordenadas del
blanco de la microinyeccion de la toxina: el haz del cerebro medio, reportadas en el
atlas anatdbmico Paxinos y Watson de 1986. Las coordenadas fueron -1.8 mm
anteroposterior, 2.4 mm lateral y 7 mm dorsoventral. La microinyeccion se llevo a

cabo de manera unilateral a una velocidad de 0.1 microlitro / min.

6.3 CONDUCTA DE GIRO

Después de 8 dias de realizada la cirugia, se llevé a cabo la prueba conductual de
giro para corroborar el grado de lesion, la conducta de giro fue inducida por una
inyeccion intraperitoneal de anfetamina (8 mg/Kg). Se seleccionaron todos los
animales que presentaron al menos 8 giros ipsilaterales por minuto durante una

hora para los estudios posteriores.

6.4 EXPERIMENTOS PARA MEDIR LA LIBERACION DE GABA RADIACTIVO

Se obtuvieron rebanadas de cerebro de 300 micras de espesor con ayuda de un
vibratomo. Las rebanadas se colocaron en un portaobjetos frio y se disecaron la SNr
y el nicleo estriado bajo microscopia estereoscopica. Las muestras microdisecadas
se colocaron en un tubo de ensayo con 2ml de solucion Krebs Henseleit (KH) a 37
grados por 30 minutos (Floran et al., 1988). El tejido obtenido durante la diseccién
es incubado durante 20-25 min en solucion KH, a temperatura ambiente, para su
estabilizacion. Posteriormente el tejido se incuba durante 30 min con solucion KH al
que se le agrego [*H]JGABA con &cido aminoxiacético para evitar la degradacion de
la marca radiactiva. Transcurrido el tiempo de incubacién el tejido fue colocado en

camaras de perfusién, en dénde se les hace circular solucion fisiologica KH
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mediante una bomba peristaltica. Se agruparon las camaras para establecer las
condiciones de interés para cada experimento. Mediante una solucién con alta

concentracion de K* (15 mM) se genero la condicion despolarizante en el tejido.

La liberacion de [*H]GABA es cuantificada mediante la colecta de 10 fracciones en
intervalos de 4 min. Estas fracciones se recuperan para luego ser colocadas en un
contador de centelleo liquido (Beckman Coulter LS 6500) para medir la radiactividad
por cada fraccion, expresada como el cociente de la radiactividad presente por

fraccion sobre la radiactividad presente en el tejido.

6.5 TRATAMIENTO CON L-DOPA Y FARMACOS CON ACCION SOBRE
RECEPTORES GABA B

Ocho dias después de la prueba de giro, se inicid el tratamiento con L-dopa (figura
7). La L- dopa se prepard con bencerazida (15 mg/Kg) y se administro via ip. a una
dosis de 10 mg/Kg. A partir del dia 11 del tratamiento se administré baclofen (4
mg/Kg) o CGP54626 (antagonista selectivo de los receptores GABA-B) a una dosis
de 0.1 mg/kg previo a la administracién de L-dopa.

En otro grupo de animales se realizé otro tratamiento en el cual se administro
saclofen (antagonista de los receptores GABA-B) a una dosis de 0.1 mg/Kg. A la
mitad del lote de animales se administrd L-dopa a 5 mg/Kg y al resto se administré
L-dopa a 10 mg/Kg. Ademas a manera de controles se realizaron tratamientos en

los cuales se administré Unicamente L-dopa en dosis de 5 mg/Kg y de 10 mg/Kg.

Lesion con 6-OHDA Inicio de tratamiento -\

] !

Dia 1] B 16 37

|

i Evaluacion conductual de
Prueba de giro o .
\ discinesias y prueba de cilindro /

Figura 7. Cronograma de experimentos a partir del dia de la lesion.
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6.6 EVALUACION CONDUCTUAL DE DISCINESIAS

Las discinesias se evaluan de una manera topografica en los siguientes tipos:
discinesia locomotora (incremento de actividad motora del lado contrario a la lesion
cuantificada en giros), discinesia axial (torsion de cuello), discinesia orolingual
(registrado como movimientos estereotipados de masticacién al vacio y protrusion
de la lengua) y discinesia de extremidades (postura distonica de las extremidades
inferiores y torsion de la pata trasera contralateral a la lesion).

Las discinesias se registraron los dias impares de tratamiento. Los puntajes
asignados fueron: (0) si no presenta la discinesia, (1) si la presenta de manera
ocasional menos de la mitad del tiempo de observacion, (2) presenta la discinesia
la mitad del tiempo, (3) la discinesia se presenta mas de la mitad del tiempo de
observacion y se suprime con estimulos sensoriales y (4) si el animal la presenta
todo el tiempo y no se suprime con estimulos sensoriales. Con base en estudios
previos del laboratorio se separaron las ratas de acuerdo al nivel de discinesias que
presentaron (Rangel, 2011). Las ratas que obtuvieron un puntaje de 0 a 31 se
denominaron no discinéticas, y las ratas con puntajes mayores a 31 se denominaron

discinéticas.

6.7 PRUEBA DEL CILINDRO

La prueba de conducta del cilindro se realizé los dias pares de tratamiento, 30
minutos después de la inyeccion del o los farmacos, los animales fueron colocados
en un cilindro de acrilico transparente de 20 cm de diametro por 30 cm de alto. Se
colocaron los cilindros bajo la perspectiva de una camara y fueron videograbadas
por 30 minutos. Con los videos obtenidos, se cuantificaron los toques de las patas
de cada animal sobre las paredes del cilindro haciendo distincion del toque realizado
por la extremidad ipsilateral y el realizado por la extremidad contralateral a la lesion,
de manera que al final se realizé un cociente entre los toques de la extremidad
contralateral y los toques de la extremidad ipsilateral, obteniendo el indice de

asimetria.
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Este indice indica la relacion del uso de la extremidad que rige el lado lesionado con
respecto al lado sano.

6.8 SOLUCIONES EMPLEADAS

Krebs normal: NaCl (124.5 mM), KCI (3 mM), MgSO4 (1 mM), KH4PO4 (1.2 mM),
CaCl2 (1.8 mM), NaHCO3 (16.5mM), Glucosa (11 mM) a un pH de 7.4.

Krebs alto potasio: NaCl (112.5 mM), KCI (15 mM), MgS0O4 (1 mM), KH2PO4 (1.2
mM), CaCl2 (1.8 mM), NaHCO3 (16.5 mM), Glucosa (11 mM) a un pH de 7.4.
Solucién salina: NaCl 0.9%.

Solucion de acido ascorbico: NaCl 0.9% y Acido ascorbico 0.1%.

6.9 ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realiz6 con ayuda del software Prism GraphPad 5. Para
los experimentos de liberacion de [*H]JGABA se realiz6 ANOVA de un factor para
probar la significancia del efecto del farmaco. Cuando los experimentos generaron
valores significativos (p< 0.5), se procedio6 a realizar una prueba post-hoc de Tukey.
Para los experimentos conductuales, se realiz6 ANOVA de dos vias. El andlisis
post-hoc se realizé mediante la prueba de comparaciones multiples de Bonferroni.

La significancia estadistica se establecio en p<0.05.

7. RESULTADOS

7.1 ESTUDIO DE LA INTERACCION ENTRE LOS RECEPTORES D1 Y LOS
RECEPTORES GABA-B SOBRE LA LIBERACION DE [H]GABA EN RATAS
CON DENERVACION DOPAMINERGICA

Los resultados correspondientes al estudio de la interaccién del receptor D1 y el

receptor GABA-B sobre la liberacion de [*H]JGABA en la SNr de ratas con
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denervacion dopaminérgica se muestran en la figura 8 donde se evalug el efecto de
farmacos con accion sobre los receptores GABA-B (Baclofén: agonista, CGP 35348:

antagonista) sobre la liberacion.
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Figura 8. Efecto de los agonistas y antagonistas de los receptores GABA-B sobre la liberacién de
[BH]GABA en la sustancia nigra pars reticulata de ratas con denervacién dopaminérgica. Ay C
muestran el curso temporal de las respuestas. La flecha vertical indica el tiempo cuando se inicia la
perfusion de los farmacos, la linea horizontal indica el inicio de la perfusiéon con la solucion de 20
mM de K*. En C y D se resume la magnitud de los efectos. Todos los valores estan expresados
como promedio * error estandar. ANOVA de una via seguida de la prueba de Tukey. ns: no hay
diferencia significativa. *p<0.05 vs control. Tres experimentos idénticos fueron realizados y los

resultados fueron agrupados. Cada experimento se realizé en rebanadas de 4 ratas con
denervacién dopaminérgica

En el lado normal, baclofén inhibe la liberacion de [2H]GABA con respecto al control,
en cambio CGP 35348 facilita la liberacion y al colocar ambos farmacos, la
liberacion es similar al control (figuras 8A y 8B). En el lado denervado se observa
una reduccion no significativa de la liberacion de GABA por accion del baclofen

(figuras 8C y 8D). En la figura 9 se evalué el efecto que tienen los farmacos con
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accion sobre receptores GABA-B pero activando previamente a los receptores D1
con SKF 38393. En el lado normal se observa que al colocar SKF 38393 la liberacion
se ve incrementada con respecto al control, al colocar SKF 38393 + baclofén se
observa que la liberacién es similar al control. Y al activar a los receptores D1 y
colocar el antagonista CGP 35348 la liberacion tiende a ser mayor que con el SKF
38393 solo pero no alcanza significancia estadistica (figuras 9A y 9B). En el lado
denervado al activar a los receptores D1 la liberaciéon aumenta aiun mas que en la
condicion control, y en este caso el baclofén previene el efecto de la activacion del
receptor D1, y de manera interesante el antagonista CGP 35348 potencio el efecto
del SKF 38393 (figuras 9C y 9D).
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Figura 9. Efecto de los agonistas y antagonistas de los receptores GABA-B sobre la liberacién
de [3BH]JGABA y su interaccién con los receptores D1 en la sustancia nigra pars reticulata de
ratas con denervacion dopaminérgica. A y C muestran el curso temporal de las respuestas. La
flecha vertical indica el tiempo cuando se inicia la perfusion de los farmacos, la linea horizontal
indica el inicio de la perfusion con la solucion de 20 mM de K*. En C y D se resume la magnitud
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de los efectos. Todos los valores estan expresados como promedio * error estandar. ns: no

hay diferencia significativa. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs control. n=3. Todos los valores

estan expresados como promedio * error estdndar. ANOVA de una via seguida de la prueba
de Tukey. Tres experimentos idénticos fueron realizados y los resultados fueron agrupados.

Cada experimento se realiz6 en rebanadas de 4 ratas con denervacion dopaminérgica.

7.2TRATAMIENTO CON L-DOPA Y FARMACOS CON ACCION SOBRE
RECEPTORES GABA-B

7.2.1 TRATAMIENTO CON L-DOPA

A manera de control, se realiz6 un tratamiento de L-dopa a la dosis terapéutica (10
mg/Kg) y otro administrando la dosis subterapéutica de 5 mg/Kg. En ambos
tratamientos se evaluaron las discinesias (figura 10A y 10B) y el efecto terapéutico
mediante la prueba de cilindro (figura 10C). Como se puede ver en la figura 10A, al
tratar con 10 mg/kg de L-dopa se obtiene el 50% de animales discinéticos, los cuales
alcanzan puntajes mayores a 60 al final del tratamiento, en cambio al administrar la
dosis de 5 mg/kg de L-dopa (figura 10B), se obtuvieron menos del 20% de animales
discinéticos y sus puntaje maximos fueron de 40 aproximadamente. De forma
notable se observa que Unicamente con la dosis de 10 mg/kg se alcanza el efecto
terapéutico adecuado (indice de asimetria=1), lo que no sucede al administrar 5
mg/kg de L-dopa (figura 10C).
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Figura 10. A. Curso temporal del promedio de las discinesias registradas durante los 21 dias de
tratamiento con L-dopa (10 mg/Kg) n=11 DYSK, n=11 ND. B. Curso temporal del promedio de las
discinesias registradas durante los 21 dias de tratamiento con L-dopa (5 mg/Kg) n=4 DYSK, n=18

ND. C. Prueba de cilindro realizado a todos los animales tratados y previamente lesionadas con 6-
OHDA. ***p<0.001 DYSK vs ND. n=22 en cada grupo. ANOVA de dos vias seguida del test de
Bonferroni. Todos los valores estan expresados como promedio + error estandar. La linea
punteada en A y B sefiala el puntaje de discinesias con el cual se separan los animales en
discinéticos y no discinéticos el cual es igual a 31. En C, la linea punteada sefiala el indice de
asimetriaigual a 1.

7.2.2 TRATAMIENTO CON L-DOPA'Y EL AGONISTA DE RECEPTORES GABA-
B, BACLOFEN.

En un grupo de ratas previamente lesionadas, se inicio el tratamiento con L-dopa a
una dosis de 10 mg/Kg la cual se administré6 durante los primeros 10 dias de
tratamiento, a partir del dia 11 y hasta el dia 21 se co-administré6 L-dopa con

baclofen a una dosis de 4 mg/Kg, dicho farmaco es un agonista de los receptores
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GABA-B. Los resultados del tratamiento se muestra en la figura 11, donde se puede

observar que a pesar de administrar el agonista, el puntaje de las discinesias

registradas se mantiene por arriba de los 31 puntos, es decir, los animales que

presentan discinesias al administrar la L-dopa siguen presentandolas al administrar

baclofen. Esto puede ser debido a que probablemente ya estaban muy activos los

receptores y la liberacion de GABA era exacerbada.
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Figura 11. Curso temporal del promedio de las discinesias registradas durante los 21 dias de
tratamiento. Del dia 1 al 10 se administré Unicamente L-dopa (10 mg/Kg). A partir del dia 11y
hasta el 21, se co-administré L-dopa (10 mg/Kg) y baclofen (4 mg/Kg) en ratas previamente
lesionadas con 6-OHDA. n=5 en cada grupo. ANOVA de dos vias seguida del test de Bonferroni.
Todos los valores estan expresados como promedio + error estandar. La linea punteada sefiala el
puntaje de discinesias con el cual se separan los animales en discinéticos y no discinéticos el cual

es igual a 31. (ND: ratas no discinéticas, DY SK: ratas discinéticas).

7.2.3 TRATAMIENTO CON L-DOPA'Y EL ANTAGONISTA DE RECEPTORES
GABA-B, CGP54626

Ya que la administracion de la dosis completa de L-dopa junto con la administracion

del agonista de los receptores GABA-B no resulté util para disminuir el puntaje de
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discinesias en los animales tratados, y con base en los experimentos de liberacién
realizados (figuras 8 y 9) donde se observo que el bloqueo de los receptores GABA-
B potencia el efecto de la activacion de los receptores D1, decidimos administrar un
antagonista de receptores GABA-B (CGP 54626) junto con L-dopa con el fin de
evaluar el efecto discinético y terapéutico en este modelo experimental. Para
evaluar el efecto del antagonista CGP 54626 en las discinesias inducidas por L-
dopa, realizamos un experimento conductual en donde se trataron animales
hemiparkinsonicos con L-dopa metil-éster a una dosis de 10 mg/Kg de peso durante
los primeros 10 dias de tratamiento, ésta dosis es conocida por presentar un efecto
terapéutico, pero generar discinesia en aproximadamente un 50% de los animales
tratados (Rangel et al 2011). A los 11 dias de tratamiento una vez que los animales
fueron clasificados como discinéticos o no discinéticos, se decidié disminuir la dosis
de L-dopa a 5mg/Kg y administrar el antagonista de los receptores GABA-B, CGP
54626 a una dosis de 0.1mg/Kg de peso (figura 12).

En la figura 12A se muestran los resultados al evaluar las conductas discinéticas y
se graficaron las discinesias totales. Ademas se evalué el efecto terapéutico
mediante la prueba de cilindro, la cual fue evaluada los dias pares del tratamiento y
cuyos resultados se muestran en la figura 12B. Se puede observar que al disminuir
la dosis de L-dopa y bloquear los receptores GABA-B se disminuyen los puntajes
de discinesia en animales que ya habian presentado discinesias severas, y lo mas

importante, se mantiene el efecto terapéutico.

41



Tratamiento CGP 54626 + L- DOPA

A Discinesias totales B Prueba de cilindro

601 2.0
@ e -2 DYSK
< © - ND
@ -~ ND S 154
c © = DYSK
k3] £
S 10424 & .50 ®..
@ 5
© (]
2 S
© g 051
S 101
o

O R EEE TR

0 2 4 6 8 10 1p 14 16 18 20 2 ) :
Dias de trathmiento Dias de tratamiento

L-DOPA 10 mg/Kg  —!—p» L-DOPA 5 mg/Kg
+ CGP 54626

Figura 12. A Curso temporal del promedio de las discinesias registradas durante los 21 dias de
tratamiento. Del dia 1 al 10 se administré L-dopa (10 mg/Kg). A partir del dia 12 y hasta el 21, se
co-administro L-dopa (5 mg/Kg) y CGP 54626 (0.1 mg/Kg) en ratas previamente lesionadas con 6-
OHDA. B. Prueba de cilindro realizado a todos los animales tratados y previamente lesionadas con
6-OHDA. ns: no hay diferencia significativa. ***p<0.001 DYSK vs ND. n=13 ratas ND, n=12 DYSK
tanto en A como en B. ANOVA de dos vias seguida del test de Bonferroni. Todos los valores estan
expresados como promedio * error estdndar. La linea punteada en A sefiala el puntaje de
discinesias con el cual se separan los animales en discinéticos y no discinéticos el cual es igual a
31. En B, la linea punteada sefiala el indice de asimetria igual a 1. (ND: ratas no discinéticas,
DYSK: ratas discinéticas).

7.2.4 TRATAMIENTO CON L-DOPA Y EL ANTAGONISTA DE RECEPTORES
GABA-B, SACLOFEN.

Dado que la estrategia de administrar un dosis subterapéutica de L-dopa mas el
antagonista de los receptores GABA-B resultd benéfica en cuanto a que logré
disminuir las discinesias y mantener el efecto terapéutico de la L-dopa, realizamos
un experimento conductual en donde se trataron animales hemiparkinsonicos con
un antagonista de receptores GABA-B (saclofen) junto con L-dopa metil-éster a una
dosis de 10 mg/Kg de peso desde el dia 1 del tratamiento con el fin de evaluar el
efecto discinético y terapéutico en este modelo experimental (figura 13). Para ello
separamos los animales en dos grupos, a uno de ellos se coadministré saclofen
(0.1 mg/Kg) y L-dopa (10 mg/Kg) y al realizar la evaluacion de las discinesias, se
obtuvo que de las 17 ratas tratadas, 6 resultaron no discinéticas y 11 discinéticas
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(figura 13A). Por otro lado, en el otro grupo de ratas tratadas se administro la dosis
subterapéutica de 5 mg/Kg, se obtuvieron 16 ratas no discinéticas y solo 1 rata
discinética (figura 13B). Ademas se evaluo el efecto terapéutico de los dos grupos
de ratas tratadas mediante la prueba de cilindro. Los resultados se muestran en la
figura 13C, donde se observa que el indice de asimetria es cercano a 1 para ambos

tratamientos, es decir, el efecto terapéutico del tratamiento es el adecuado
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Figura 13. Ay B. Curso temporal del promedio de las discinesias registradas durante los 21 dias
de tratamiento. A. Se co-administré saclofen (0.1 mg/Kg) y L-dopa (10 mg/Kg) en ratas
previamente lesionadas con 6-OHDA. B. Se co-administro saclofen (0.1 mg/Kg) y L-dopa (5 mg/Kg)
en ratas previamente lesionadas con 6-OHDA C. Prueba de cilindro de ambos grupos de ratas.
*p<0.05, **p<0.01, **p<0.001 DYSK vs ND. n=6 ND, n=11 DYSK en A; n=16 ND, n=1 DYSK en B;
n=17 en ambos grupos en C. ANOVA de dos vias seguida del test de Bonferroni. Todos los valores
estan expresados como promedio + error estandar. La linea punteada en A y B sefiala el puntaje
de discinesias con el cual se separan los animales en discinéticos y no discinéticos el cual es igual
a 31. En C, la linea punteada sefiala el indice de asimetria igual a 1. (ND: ratas no discinéticas,
DYSK: ratas discinéticas).
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7.1.5 EFECTO DEL TRATAMIENTO CRONICO CON L-DOPA Y LOS
ANTAGONISTAS DEL RECEPTOR GABA-B SOBRE LA INCIDENCIA DE
DISCINESIAS

Para evaluar la incidencia de aparicion de discinesias graves, al separar los
animales mediante las puntuaciones de discinesias establecidas en el trabajo de
Rangel del 2011, encontramos que: el grupo tratado con 10 mg/Kg de L-dopa (dosis
conocida como terapéutica) presenté un 50% de poblacion discinética; por su parte
el grupo tratado con saclofen 0.1 mg/Kg + L-dopa 10 mg/Kg obtuvo un 65%. El grupo
de L-dopa 5 mg/Kg mostré un 18% de animales con discinesias severas, mientras
gue la misma dosis de L-dopa en combinacién con saclofen 0.1 mg/Kg produjo un
6% de animales discinéticos. De manera contundente el tratamiento de CGP 54626
+ L-dopa 5mg/Kg no genera animales discinéticos al administrar este antagonista,
lo cual es similar al tratamiento de saclofen + L-dopa 5 mg/Kg, ya que ambos son

antagonistas de los receptores GABA-B (figura 14).

Proporcion de discinesias

E3 ND
DYSK

% Ratas

A: L-dopa 10 mg/kg

B: Saclofen + L-dopa 10 mg/kg
C: Saclofen + L-dopa 5 mg/kg
D: L-dopa 5 mg/kg

E CGP54626 + L-dopa 5mg/kg

Grupo experimental

Figura 14. Proporcién de discinesias expresadas en porcentaje de ratas discinéticas y no
discinéticas de los diferentes grupos tratados y previamente lesionados con 6-OHDA. (ND: no
discinéticas, DYSK: discinéticas).
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

La evaluacién de la interaccion de los receptores D1/GABA-B sobre la liberacion de
[*H]GABA en ratas lesionadas (figuras 8 y 9 indica que el bloqueo del receptor
GABA-B mediante la accion del farmaco CGP 35348 potencia la facilitacion de la
liberacion del neurotransmisor provocada por receptores D1. Esto sugiere que al
aumentar la liberacion de GABA por el SKF 38393 se libera suficiente
neurotransmisor como para activar los receptores GABA-B. Si en las discinesias
inducidas por L-dopa la actividad de los receptores D1 se encuentra muy
incrementada, entonces es posible que los receptores GABA-B estén sobre
activados por el GABA enddgeno liberado en exceso. Por ello resulta importante
evaluar esta interaccion bajo tal condiciéon con el fin de determinar si el uso de
antagonistas o agonistas para receptores GABA-B permiten reducir las discinesias
inducidas por L-dopa.

Un aspecto importante de la discinesia inducida por L-dopa es que ésta depende de
la cantidad de dopamina generada a partir de la L-dopa administrada en el
tratamiento, los pacientes que reciben menos dosis de éste farmaco, desarrollan
menos discinesia. Sin embargo existe un compromiso entre el efecto terapéutico
gue solo se obtiene a ciertas dosis y la discinesia que se produce. Dado que la
concentracion de GABA en la SNr es determinante en el control motor y el efecto
terapéutico de la L-dopa, que incrementa sus niveles cuando es administrada en los
modelos experimentales, es posible entonces disefiar experimentos donde ya sea
gue se active a los receptores GABA-B con la dosis terapéutica de L-dopa, o donde
se disminuya la dosis de L-dopa para evitar la génesis de discinesia y bloquear los
receptores GABA-B, con el fin de aumentar la concentracion de GABA.

Por ello disefiamos un experimento en animales hemiparkinsonicos tratados con L-
dopa a dosis terapéutica con la idea de que desarrollaran discinesia y a los 11 dias
de tratamiento se comenz6 a administrar un agonista de los receptores GABA-B
(baclofen) con el fin de activar a tales receptores y tratar de disminuir de esta manera
la liberaciébn de GABA y controlar las discinesias, sin embargo como puede verse

en la figura 11 no se logro el efecto deseado ya que las discinesias alcanzadas por
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los animales catalogados previamente como discinéticos no disminuyeron sino que
se mantuvieron por arriba de los 31 puntos. Dados estos resultados podemos
sugerir que la activacion de los receptores D1 con L-dopa cuya via de sefializacion
se encuentra supersensibilizada en la denervaciéon dopaminérgica, aunada a la
activacion de los receptores GABA-B contribuye a la facilitacion de la liberacion de
GABA en la sustancia nigra y por lo tanto a la generacion de discinesias.

Otra estrategia experimental consisti6 en que 15 dias posteriores a la lesion
dopaminérgica con 6-OHDA en el haz del cerebro medio de ratas, se comenzo el
tratamiento con L-dopa (10 mg/Kg) durante 11 dias y se separaron los animales en
discinéticos y no discinéticos, al dia 12 se comenzé a administrar el antagonista de
los receptores GABA-B denominado CGP 54626 y encontramos que a partir de éste
dia la disminucién de discinesias es notable, se pierde la diferencia significativa de
los puntajes de discinesias de los animales previamente clasificados como
discinéticos con respecto con los no discinéticos, lo cual claramente sugiere que
ésta estrategia es indicada para lograr disminuir las discinesias inducidas por L-
dopa ya que ademas se mantiene el efecto terapéutico de la L-dopa de forma
adecuada (figura 12). Ademas este resultado indica que si se aplica este tratamiento
en pacientes que ya han desarrollado discinesias inducidas por la L-dopa,
probablemente se podria revertir este efecto colateral y lograr un control motor, sin
embargo, lo anterior debe ser evaluado mediante otros procedimientos

experimentales o clinicos diferentes a los utilizados en esta tesis.

Dado que al administrar el antagonista de los receptores GABA-B mas la dosis de
L-dopa de 5 mg/Kg se logro disminuir el efecto discinético y el efecto terapéutico de
la L-dopa se mantiene en un nivel adecuado, realizamos un experimento donde
administramos un antagonista de receptores GABA-B (saclofen) junto con L-dopa
desde el inicio del tratamiento (figura 13). Para ello, a un grupo de animales se les
administré saclofen mas L-dopa a la dosis terapéutica de 10 mg/Kg y en otro grupo
se administré saclofen mas la dosis subterapéutica de L-dopa (5 mg/Kg), y se les
evaluaron las conductas discinéticas y el indice terapéutico obteniendo que a pesar

de que ambas estrategias resultaron con un efecto terapéutico adecuado, medido
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con la prueba de cilindro como puede verse en el figura 13C, la administracion del
antagonista de receptores GABA-B con la dosis subterapéutica de L-dopa resulta
prometedora ya que solo uno de los 17 animales tratados muestra puntajes altos de
discinesia. Esto sugiere el potencial uso de los antagonistas de receptores GABA-
B con dosis subterapéuticas de L-dopa en el manejo de la discinesia y también
sugiere que durante la administracion de L-dopa el GABA liberado de las terminales
estriado-nigrales por la activacion de receptores D1 estimula los receptores GABA-
B.

En la figura 14 vemos que tanto en el tratamiento en el que se administrd
Gnicamente L-dopa 10 mg/Kg, como en el que se administré ésta misma dosis junto
con el antagonista de los receptores GABA-B, se registré6 al menos un 50% de
animales discinéticos como se menciona en el trabajo de Rangel del 2011, (L-dopa
10mg/Kg: 50%; saclofen + L-dopa 10 mg/Kg: 65%) mientras que en los tratamientos
donde se administr6 L-dopa a la dosis subterapéutica (5mg/Kg) se obtienen
porcentajes de animales discinéticos bajos (L-dopa 5mg/Kg: 18%; saclofen + L-dopa
5 mg/Kg: 6%; CGP 54626 + L-dopa 5 mg/Kg: 0%) lo cual es favorable para los
pacientes con enfermedad de Parkinson, sin embargo recordando que el efecto
terapéutico de la L-dopa solo se mantiene a esta dosis si se administra junto con el
antagonista de los receptores GABA-B y se pierde cuando se administra de forma
Unica, podemos decir que ésta puede ser la estrategia mas indicada para tratar a
los pacientes que padecen la enfermedad de Parkinson, sin embargo cabe destacar
gue éstos resultados fueron realizados en animales de forma preclinica y que se
requieren los estudios clinicos posteriores para poder a los pacientes este
tratamiento, sin embargo estos resultados constituyen un indicativo de la estrategia
gue se puede seguir para un mejor tratamiento de la enfermedad y con esto, incidir

en el mejoramiento de la calidad de vida de los pacientes.
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9. CONCLUSIONES

El GABA liberado por la activacion de receptores D1 en las terminales estriado-
nigrales durante la denervacion dopaminérgica, activa receptores GABA-B

presinapticos.

El tratamiento de una dosis sub-terapéutica de L-dopa y los antagonistas de
receptores GABA-B permite disminuir las discinesias inducidas por L-dopa en el

Parkinson experimental.

10. PERSPECTIVAS

Llevar a cabo los estudios de la interaccion de los receptores D1/GABA-B sobre la
liberacion de [*H]JGABA en la sustancia nigra pars reticulata de ratas con
denervacion dopaminérgica y tratadas con L-dopa divididas en discinéticas y no
discinéticas.

Es posible que el tratamiento de una dosis sub-terapéutica de L-dopa y los

antagonistas de receptores GABA-B permita a nivel clinico controlar la discinesias

inducidas por L-dopa.
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