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Abstract

Parkinson's disease is the second neurodegenerative disorder, which is
characterized by a progressive degeneration of dopaminergic neurons and the
consequent loss of the dopaminergic innervation of the striatum lead to the impairment
of motor behavior. There are several therapeutic approaches for the treatment of
Parkinson's disease, one of most popular is the use of Levodopa, but this approach loses
efficiency over time and generates abnormal involuntary movements or dyskinesias,
which become more disabling than the disease itself. An effective therapy for the
disease should regenerate the nigral neurons, reinnervate the striatum and recover the
neural spines. Nigral neurons express brain derived neurotropic factor (BDNF) and
dopamine D3 receptors, both of which protect the neurons against the toxic action of 6-
hydroxydopamine (6-OHDA). In addition, the long-term activation of dopamine D3
receptors, restores, in part, the nigral neurons in experimental Parkinson disease.
Because of a mutual potentiation between dopamine D3 receptors and BDNF receptors
(TrkB receptors), sharing similar signal transduction pathways to exert their trophic
effects, here we explored whether the overexpression of BDNF would enhance the
trophic effect of Pramipexole (PPX). Tpt his end, Wistar rats were bilaterally injected
with 6-OHDA into the striatum. The experimental animals were divided into three
study groups: intact animals, 6-OHDA lesioned but untreated rats and finally lesioned
treated group, with 6-OHDA injured but treated with D3 agonist and transfected with
the gene for BDNF. Pramipexole was administered for 4.5 months via mini-osmotic
pumps, and BDNF gene was transfected once into the surviving nigral cells using the
non-viral transfection method (neurotensin polyplex), (Martinez-Fong et al., 2012).
Transfection was done 1 month after initiation of PPX administration. After motor
evaluation and two months after the withdrawal of PPX, we extracted the brains of
animals for immunohistochemical studies: immunoreactivity for tyrosine hydroxylase
(TH) immunofluorescence to determine the colocalization of TH positive neurons and
BDNF-flag transfected and the Golgi technique to quantify the number of dendritic
spines in striatal medium spiny neurons. The long-term expression of BDNF associated

with the administration of D3 agonist PPX normalized gait, motor coordination, and



balance; also restored working memory. The recovery was related to the restoration of
the nigral dopamine neurons and dendritic spines of the striatal neurons. The sustained
overexpression of BDNF in dopamine neurons associated with the continuous and
chronic activation of the D3 receptors appears to be a novel treatment for restoring
motor behavior in Parkinson’s disease. These results suggest that the combined therapy
improves several aspects of motor behavior induced by the bilateral injury of the
nigrostriatal innervation by increasing dendritic spines of striatal projection neurons,
locus the synaptic contacts of the corticostriatal input. Although our data show that the
combined treatment can increase and preserve various aspects of motor behavior, it
would be necessary a more extensive characterization of some aspects of the treatment,
such as determining whether the restoring of the dopamine neurons occurs via

neurogenesis.



Resumen

La enfermedad de Parkinson es el segundo desorden neurodegenerativo mas
comun, se caracteriza por la degeneracion progresiva de las neuronas dopaminérgicas
de la SNc y la consecuente pérdida de la inervacion dopaminérgica del Estriado que
lleva a la alteracion del desempefio motor.

Existen varios enfoques terapéuticos para el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson, uno de los mas populares es el firmaco Levodopa. Sin embargo, ésta pierde
eficiencia a lo largo del tiempo y genera movimientos involuntarios anormales o
discinesias, que llegan a ser més incapacitantes que la enfermedad misma.

Una terapia eficaz para el control de la enfermedad debe regenerar las neuronas
presentes en la Substancia Nigra, reinervar el cuerpo Estriado y recuperar las espinas
dendriticas de las neuronas. Las neuronas nigrales expresan el Factor Neurotropico
Derivado del Cerebro (BDNF) y los receptores de dopamina D3, que como se menciond
previamente, protegen a las neuronas contra la accion toxica de la 6-hidroxidopamina
(6-OHDA). Ademas, la activacion a largo plazo de los receptores dopaminérgicos Ds,
restaura, en parte, las neuronas nigrales en la enfermedad de Parkinson experimental.
Debido a la existencia de una potenciacion mutua entre los receptores de dopamina D3
y los receptores de BDNF (receptores de TrkB), que comparten vias de transduccion
de sefales similares para ejercer sus efectos troficos, aqui exploramos si la
sobreexpresion de BDNF potenciaria el efecto trofico de PPX. Para ello, Se inyectd
bilateralmente con 6-OHDA en el cuerpo Estriado de ratas macho Wistar. Los animales
de experimentacion se dividieron en tres grupos de estudio: animales intactos; animales
lesionados bilateralmente con 6-OHDA sin tratar; animales lesionados con 6-OHDA,
pero tratados con el agonista D3 y transfectados con el gen para el BDNF. El PPX se
administré durante 4.5 meses mediante bombas mini-osmoticas, y el gen BDNF se
transfecté una vez en las células de la SNc supervivientes usando un metodo de
transfeccion no viral neurotensina polyplex (Martinez-Fong et al., 2012). La
transfeccidn se realizd 1 mes después del inicio de la administracion de PPX y después
de la Gltima evaluacion motora, se extrajeron los cerebros de los animales para realizar
las pruebas inmuhistoquimicas: inmunoreactividad para la TH, inmuno-fluorescencia

para determinar la co-localizacion de las neuronas positivas a TH y el BDNF-flag
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transfectado, asi como la técnica de Golgi para cuantificar las espinas dendriticas en
las neuronas estriatales, asimismo se cuantificaron los contenidos de dopamina y sus
metabolitos en el Estriado. La expresion persistente de BDNF asociada con la
administracion de agonista D3, el PPX, normalizé la marcha, la coordinacion motora y
el equilibrio; también restaur6 la memoria de trabajo. La recuperacion se correlaciond
con la restauracion de las neuronas dopaminérgicas y las espinas dendriticas de las
neuronas estriatales. La sobreexpresion sostenida de BDNF en las neuronas
dopaminérgicas asociada con la activacion continua y cronica de los receptores D3
podria ser un nuevo tratamiento para restaurar el comportamiento motor en la
enfermedad de Parkinson. Aun cuando los datos muestran que el tratamiento
combinado es capaz de recuperar varios aspectos motores y recuperar la inervacién
nigro-estriatal es necesaria una caracterizacion mas extensa de algunos aspectos del
tratamiento como, por ejemplo, evaluar si el tratamiento regenera las neuronas
dopaminérgicas a través de la neurogénesis de las neuronas dopaminérgicas de la SN
y el AVT.
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Introduccion

Ganglios Basales

El movimiento voluntario se genera a partir de sefiales provenientes de la
Corteza Cerebral, y es controlado por diversas estructuras, entre las cuales se
encuentran los Ganglios Basales.

Los Ganglios Basales son un grupo de nucleos subcorticales interconectados
que abarcan el Telencéfalo, Diencéfalo y Mesencéfalo. La estructura aferente primaria
de los Ganglios Basales es el nucleo Estriado, al cual las fibras de la capsula interna
dividen en una parte medial que es el nlcleo Caudado y una lateral que es el nicleo
Putamen. Los nucleos de salida de informacion de los Ganglios Basales son el Globo
Palido Interno (GPi) y la Sustancia Nigra pars reticulata (SNr). Ademas, el Globo
Palido Externo (GPe) y el Ndcleo Subtaldmico (STN) forman parte de la llamada via
indirecta de los Ganglios Basales. Estos nucleos estan separados por las fibras del
Pedunculo Cerebral (Alvin et al., 1989). Los Ganglios Basales participan en un gran
namero de funciones tales como la cognicién, los movimientos voluntarios y en
funciones limbicas (Alexander & Crutcher, 1990). Las neuronas de la SNr y del GP
interno contienen Glutamato descarboxilasa (GAD - enzima limitante de la sintesis del
acido gamma aminobutirico: GABA) y son las responsables de una fuerte inhibicion
sinaptica en el Talamo, Coliculo Superior y nucleos Mesencefalicos (Chevalier &
Deniau, 1990).

En el circuito motor, las é&reas cortico-motoras proyectan de manera
somatotdpica al Neoestriado (Putamen), donde establecen conexiones glutamatérgicas
con las neuronas espinosas medianas, las cuales derivan su nombre debido al tamafio
mediano (10-20 um) de sus cuerpos celulares y a la presencia de numerosas espinas en
sus dendritas. Las neuronas espinosas medianas producen GABA, disparan escasos
potenciales de accion de forma espontanea y conducen la informacién proveniente de
la corteza a los nacleos de salida, (la SNry el GP interno) a través de dos vias paralelas,
la via directa y la indirecta. Todos estos nucleos reciben proyecciones dopaminérgicas
de la SNc¢ (Anaya-Martinez et al., 2006).
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Los ndcleos de salida envian la informacion tanto hacia la Corteza, a traves del
Talamo, como a los nticleos Mesencefalicos (Area locomotora Mesencéfalica y nicleo
Pedunculo-Pontino) como a los Tubérculos Cuadrigénicos Superiores (“Superior
Colliculus™) (Takakusaki, 2004a; Saitoh et al., 2004). El circuito a través del Talamo
controla el movimiento voluntario, en tanto que el circuito a través de los nucleos
Mesencefalicos se controla la ambulacion, el tono muscular y los movimientos
oculares. Las dos vias modulan el funcionamiento del circuito motor.

La dopamina modula la entrada cortical, ejerciendo un efecto dual sobre las
neuronas estriatales facilitando la excitacion de las neuronas espinosas medianas de
proyeccion de la via directa que expresan preferencialmente el receptor D1 e inhibiendo
la entrada cortical a las neuronas espinosas medianas de proyeccién de la via indirecta
que expresan mayoritariamente receptores D, (Obeso, 2000; Rodriguez-Oroz et al.,
2000; Gerfen & Surmeier, 2011).

El circuito de los Ganglios Basales esta constituido (figura 1) por dos sistemas
de proyecciones:

e Una via directa que surge de las neuronas del Estriado que contienen GABA y
sustancia P que preferentemente expresan receptores D1 y que proyectan
directamente hacia las porciones motoras del GPi y SNr. Esta poblacién de
neuronas se puede caracterizar ademas por la presencia de los neuropéptidos:
sustancia P y dinorfina. Como las fibras palido-talamicas y las nigro-talamicas
presentan una alta tasa de actividad espontanea e inhiben a las neuronas talamicas,
la actividad de la via directa trae como resultado final una desinhibicion del tdlamo
y la consecuente excitacion de la Corteza Cerebral (Sil’kis, 2002).

e Una via indirecta que surge de las neuronas del Estriado que contienen GABA y
encefalinas que en su mayor proporcion expresan receptores D, y proyectan a los
nucleos de salida, haciendo relevo en el GPe y el NST (Delong, 1990).
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Figura 1.- Organizacion funcional de los Ganglios Basales, asi como las alteraciones que
se producen en la enfermedad de Parkinson (Modificado de Obeso, 2000). En rojo se muestran
las proyecciones excitadoras, y en verde las dopaminérgicas; en azul, las proyecciones
inhibidoras. En (a) se muestra la condicion normal; en (b) durante la enfermedad de Parkinson.
El grosor de las lineas indica el grado de actividad de la via.

Las neuronas estriato-palidales que participan en esta via acttan inhibiendo al GPe,
presentan receptores de tipo D2, y contienen encefalina. En consecuencia, su activacion
libera la inhibicién que normalmente ejerce el GPe (con sus fibras GABAérgicas) sobre
el NST (desinhibicion subtaldmica). EI NST también recibe inervaciones directas de la
corteza por lo cual, en conjunto, ambas entradas contribuyen a incrementar la tasa de
disparo de las fibras glutamatérgicas que proyectan del Subtdlamo a los ndcleos de
salida. El efecto neto de la via indirecta es el descenso en la actividad del Talamo y una
disminucion en la actividad de la Corteza Cerebral (Sil’kis, 2002).

Los nucleos de salida de los Ganglios Basales envian proyecciones inhibidoras a la
region locomotora Mesencefalica (MLR) y al nacleo Peddnculo Pontino (PTN),
mientras que la Corteza envia proyecciones excitadoras, que activan las neuronas de
estos nucleos y a las neuronas colinérgicas de la Formacion Reticular, las que a su vez
excitan a neuronas reticulo-espinales e interneuronas inhibidoras del sistema gama, asi

como al centro generador de patrones de la Medula Espinal. Esto permite mantener
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regulado el tono muscular, la locomocién, la cantidad y velocidad de movimiento

(Figura 2a).

Motor cortex |
a Normal
|Thalamus|

Locomotion

Muscle tone

Velocity and
amount of
niovement

Gait failure

Reticular

formation Hypertonus

Bradykinesia
Hypokinesia

Figura 2. Regulacion de la marcha y el tono muscular en el estado: a) Normal, b) Durante la
enfermedad de Parkinson. Las flechas negras indican proyecciones inhibidoras y las blancas

proyecciones excitadoras (Takakusaki et al., 2004b).

El sistema dopaminérgico

La dopamina es una catecolamina que sirve de neurotransmisor en el Sistema
Nervioso Central (SNC) donde controla funciones clave relacionadas con la actividad
motriz, cognicién, atencion, comportamiento afectivo y reforzamiento positivo,
ademas de secrecidn de hormonas. La dopamina también tiene multiples papeles en el
sistema nervioso periférico en donde es un modulador de la funcion cardiovascular, de
la liberacion de catecolaminas, secrecion de hormonas, tono vascular, funcion renal y

motilidad gastrointestinal (Missale et al., 1998).

Sintesis, almacenamiento y liberacién de DA
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La dopamina se sintetiza a partir de la L-tirosina en una serie de reacciones, este
aminoacido esencial primero es hidroxilado por la enzima tirosina hidroxilasa (TH)
paraproducir L-DOPA, y luego descarboxilarlo generando asi la dopamina.

La TH cataliza la reaccion limitante en la sintesis de las catecolaminas, de
manera que su actividad determina la concentracion de norepinefrina, epinefrina y
dopamina. Al parecer la TH une los sustratos de manera secuencial (BHa4, Oz y por
ultimo la tirosina), antes de llevar a cabo la reaccion de hidroxilacion, y requiere la
presencia del ion ferroso (Fe?*) ademas de los sustratos (Figura 3).

Las neuronas dopaminergicas se localizan agrupadas en varias regiones del
SNC. Los principales grupos dopaminérgicos se localizan en: a) Hipotalamo, b) Bulbo
Olfativo, c) la pared del tercer Ventriculo y d) Telencéfalo. Algunas neuronas
dopaminérgicas participan en circuitos locales como el Bulbo Olfativo. Otro grupo de
neuronas dopaminérgicas se agrupan en sistemas conocidos como: Diencéfalo-Espinal
y Meso-Telencefalico (Feldman et al., 1997).

La dopamina es almacenada en pequefias vesiculas, y alli se encuentra en una
concentracion de 10 a 1000 veces mayor que la presente en el citoplasma (Elsworth &
Roth, 1997). La internalizacion de la dopamina a las vesiculas es llevada a cabo por el
transportador vesicular de monoaminas (VMAT-2), el cual es sensible a la reserpina y
anfetamina, y se encuentra tanto en las neuronas dopaminérgicas como en las
serotoninérgicas, noradrenérgicas, adrenérgicas e histaminérgicas.

Cuando la membrana de las neuronas dopaminérgicas es despolarizada por el
arribo de un potencial de accién, una serie de cambios en la conformacion del canal de
calcio permite la entrada de calcio a la célula y la dopamina es liberada por un proceso
de exocitosis, tanto de las terminales nerviosas como de las dendritas (Elsworth &
Roth, 1997).

La accion de la dopamina es terminada, en gran medida, por su rapida recaptura
efectuada por el transportador dopaminergico de la membrana plasmatica (DAT). El
transportador de dopamina pertenece a la familia de los acarreadores de
neurotransmisores acoplados a Na*/Cl, se localizan exclusivamente en las neuronas
dopaminérgicas, son bloqueados por la cocaina y pueden transportar dopamina en
cualquier direccion dependiendo del gradiente de concentracion. No obstante, se ha
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observado que la glia y neuronas no dopaminérgicas pueden, en cierta medida, capturar
y metabolizar la dopamina extracelular (Elsworth & Roth, 1997).
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Figura 3. Sintesis de la dopamina. La TH cataliza la conversion de tirosina a L-DOPA
en presencia de BHs y oxigeno. Posteriormente la L-DOPA es descarboxilada por una

descarboxilasade aminoécidos aromaticos (Hilal-Dandan & Brunton, 2015).

Clasificacién y localizacion de los receptores Dopaminérgicos
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Los grupos celulares dopaminérgicos mesotelencefélicos se dividen en tres
grupos: a) mesolimbico, b) mesocortical y ¢) mesoestriatal.

El sistema mesolimbico se genera en el AVT (area A10 segun la clasificacion
de Dahlstrom & Fuxe, 1964), el nucleo Retrorubral (area A8) y en parte del area A9, y
sus aferencias se dirigen al Nucleo Accumbens, al Tubérculo Olfativo, la Amigdala y
el Septum.

El sistema Mesocortical se origina en el area A10 y proyecta a la Corteza
Prefrontal, corteza Cingulada, Corteza Piriforme y Bulbo Olfativo (Robbins, 1992;
Cooper et al., 1996).

El sistema mesoestriatal se origina en la SNc (area A9) y proyecta
principalmente al Caudo-Putamen (Dahlstrém & Fuxe, 1964), donde la dopamina
modula la postura y el movimiento; este sistema es de gran interés pues en él se

encuentran las células relacionadas con el trabajo medular de esta investigacion.

Dopamina en el SNC

Alteraciones observadas en el sistema dopaminérgico en diferentes areas del
cerebro producen diferentes trastornos neuroldgicos y psiquiatricos incluyendo la
enfermedad de Parkinson, esquizofrenia y abuso de drogas. Las neuronas
dopaminérgicas estan en grupos heterogéneos localizados en el Diencéfalo,
Mesencéfalo y Bulbo Olfatorio.

El grupo més importante se encuentra en la parte ventral del Mesencéfalo, el
cual contiene aproximadamente el 90% del total de neuronas dopaminérgicas en el
cerebro. El sistema dopaminérgico del Mesencéfalo ha sido subdividido en varios
sistemas (Chinta & Andersen, 2005).

Sistema dopaminérgico nigroestriatal

Este sistema se origina en la SN la cual contiene cuerpos celulares de neuronas
dopaminérgicas, extienden sus axones dentro del Caudado-Putamen (también conocido

como Estriado dorsal). El Estriado es la principal estructura de entrada de los Ganglios
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Basales, un circuito subcortical que juega un papel importante en la modulacion y
planeacion de programas motores y de memoria motora. El Estriado se divide en dorsal
y ventral; el Estriado dorsal esta formado por la parte dorsolateral del Caudado-
Putamen, mientras que el Estriado ventral esta formado por la parte ventro-medial del
Caudado-Putamen, el Nucleo Accumbens y el Tubérculo Olfatorio.

La actividad estriatal es regulada por dos diferentes sistemas neuronales: uno
excitatorio glutamatérgicas que recibe entradas de varias areas de la corteza y otro
dopaminérgico que recibe entradas de la SNc, estos dos sistemas se regulan entre si
para controlar el comportamiento motor (Nicola et al., 2000). Las terminales
dopaminérgicas y glutamatérgicas convergen en las espinas de las neuronas
GABAEérgicas de las neuronas espinosas medianas de proyeccion que representan cerca
del 90% del total de las neuronas estriatales.

Estas neuronas dan origen a las dos mayores vias eferentes estriatales, las
denominadas vias directa e indirecta, conectando al Estriado con otros nucleos de los
Ganglios Basales. El sistema dopaminérgico induce actividad motora a través de la
activacion de la via directa y por la inhibicion de la via indirecta.

La via nigro-estriatal es parte del sistema extrapiramidal y juega un papel
crucial en el control de la actividad locomotora, del tono muscular y la postura. De
hecho, como resultado de la perdida de neuronas dopaminérgicas en la enfermedad de
Parkinson y en consecuencia del decremento de dopamina a nivel estriatal, se produce
un desbalance de la activacion de las vias directa e indirecta, con hiperactividad de la
via indirecta y en consecuencia la aparicion de la acinesia (Obeso et al., 2000).

Sistema dopaminérgico mesolimbico

Este sistema estd formado por neuronas dopaminérgicas cuyos somas se
encuentra en el AVT. Estas neuronas proyectan principalmente al Ndacleo Accumbens
(NAC), al Tubérculo Olfatorio, y juegan un papel muy importante en la regulacion de
la dependencia a las drogas y de los mecanismos de adiccion. EI Ndcleo Accumbens
es una parte fundamental de los circuitos limbico y extrapiramidal en los que juega un

papel clave en los procesos de reforzamiento positivo (recompensa), asi como en los
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reforzamientos negativos (castigos). Desde el punto de vista funcional y estructural, el
Nucleo Accumbens puede ser dividido en dos partes: nicleo y corteza, el nicleo
representa la parte ventral de esta estructura y esta directamente conectado a la parte
ventral del GP, por lo que también juega un papel importante en la iniciacion del
movimiento. Por otro lado, la corteza es la parte rostral del sistema nuclear, la llamada
extension amigdalina, con funciones limbicas como la integracion de la emocién y la

motivacion.

Metabolismo de la dopamina

Los principales productos del metabolismo de la dopamina son el &cido
homovanilico (HVA) en el cerebro de primates y el acido 3,4-dihidroxifenilacético
(DOPAC) en el de rata. Entre las enzimas implicadas en el metabolismo de la dopamina
se encuentran:

e La catecol-O-metiltransferasa (COMT) que puede estar en forma soluble (en la

glia) o unida a la membrana (en las neuronas postsinapticas).

e La monoamino oxidasa (MAO), la cual tiene dos subtipos (ambos

mitocondriales): el A ubicado en las neuronas dopaminérgicas Yy
noradrenérgicas, y el B situado en la glia y neuronas serotoninérgicas.

Receptores de dopamina

Los receptores de dopamina son miembros de la familia de los receptores
acoplados a proteinas G (GPCR), y estan clasificados en dos grupos basados en sus
propiedades estructurales, farmacoldgicas y de sefializacion.

El receptor de la familia D1, dentro de los cuales tenemos al receptor D1 y Ds;
esta localizado postsinapticamente, tiene afinidad nanomolar por la dopamina y
estimula la actividad del adenilato ciclasa. Estos receptores son ampliamente
expresados por las neuronas estriatales de la via directa, las cuales envian proyecciones

GABAeérgicas desde el Putamen a los ndcleos de salida (GPi/SNr), lo que tiene como
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resultado el incremento de su actividad y con ello aumenta la desinhibicién del tallamo
y la consecuente excitacion de la corteza cerebral.

Los receptores de la familia D2, dentro de los cuales tenemos a los receptores
D2, D3 y Ds; estan asociados a la proteina inhibitoria Gai por lo que median la
inhibicion de la acumulacion de AMPc (De Camilli et al., 1979). Estos receptores se
ven involucrados en la mitogénesis (Lajiness et al., 1993) y en la diferenciacion celular
(Van Kampen et al., 2004; O'Keeffe et al., 2009) por la activacion de las MAP cinasas,
en particular la activacion de la MAP cinasa por el receptor D3 es mediada por la forma
tipica de PKC, esto sugiere la posibilidad de que esta activacion sea para la regulacion
de eventos celulares diferentes como la plasticidad neuronal, la diferenciacion
morfologica y la transmisién sinéptica (Cussac et al., 1999). Por otro lado, también se
ha demostrado que la estimulacion de esta familia de receptores activa otra via de
sefializacion que involucra a la PKB (Akt), un importante mediador de los efectos
fisioldgicos de varios factores de crecimiento y supervivencia celular, esta activacion
parece ser a través de PI13-K (Nair et al., 2003; Bolan et al., 2007; Zapata et al., 2007).

El receptor D- tiene afinidad nanomolar por la dopaminay es localizado tanto
pre como postsinapticamente. Ambos receptores D1 y D> existen en estados de alta 'y

baja afinidad con agonistas dopaminérgicos.

Biologia molecular del receptor D3

Basado en su secuencia de aminoacidos y su organizacion de genes, el receptor
D3 ha sido clasificado como miembro de la familia de receptores de dopamina D>
(Sibley et al., 1993). El receptor D3, estd formado por 400 aminoacidos, la tercera asa
contiene 120 aminodcidos y su segmento terminal tiene 16 aminoacidos, el gen que
codifica para este receptor se encuentra en el cromosoma 3q 13.3 y tiene 5 intrones y
6 exones.

El receptor presente en la rata posee una homologia del 52% con el receptor Do,
con 75% de homologia en los dominios transmembranales (Sokoloff et al., 1990). El
receptor D2 y D3 exhiben un 39% y 41% de homologia con el receptor Da,

respectivamente (Van Tol et al., 1991). El receptor D3 contiene 446 aminoacidos y es
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sintetizado como una proteina de 35 a 37 kDa que sufre una glicosilacion
postraduccional (Sokoloff et al., 1990; David et al., 1993).

El analisis hidrofébico indica que el receptor Ds contiene 7 dominios
transmembranales acoplados a proteinas G (Figura 4); los dominios transmembranales
conforman una a-hélice, con excepcion del dominio transmembranal 1V en el cual el
enlace de la Cys (166)-Pro (167) puede introducir una curva en la a-hélice (Livingstone
etal., 1992).

Figura 4.- Representacion esquematica de la topografia del receptor Ds de dopamina.
El receptor contiene 7 dominios transmembranales y esta acoplado a proteinas Gi/o (Levant B,
1997).

Se ha detectado expresion del receptor Dz desde el dia embrionario 9 (E9)
(Fishburn et al., 1996) en el Estriado y otras partes del cerebro. En la etapa prenatal, el
ARNmM del receptor D3 se localiza en las células neuroepiteliales (zonas mitéticas) del
Estriado, Amigdala, Bulbo Olfatorio y Tectum; la mayoria de estas células pierden
rapidamente la capacidad de expresar el receptor Dz durante su migracion y
diferenciacion. Después del nacimiento y durante el desarrollo posnatal, la zona
mitotica se vuelve mas delgada a lo largo del ventriculo lateral y se convierte en la zona
subventricular (SVZ), en la cual se observa la expresion del ARNm para el receptor D3
(Diaz et al., 1997).
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Mecanismos de sefializacion celular

Algunos sitios del receptor Dz en el cerebro de rata pueden predominantemente
existir en estados de baja afinidad bajo condiciones basales como se ha sido sugerido
para el receptor D: (Richfield et al., 1989). En ausencia de dopamina, algunos de estos
sitios, los cuales bajo condiciones normales estan predominantemente en estado de baja
afinidad, asumen una conformacién de alta afinidad por sus agonistas.

Distribucion del receptor D3 en el cerebro

Mediante estudios de hibridacion in situ en cerebros de ratas se ha demostrado
que el ARNm de los receptores D3 aparece para ser expresado preferencialmente por
las areas limbicas del cerebro. Una alta densidad de estos receptores esta localizada en
las Islas de Callejas, en las cuales el ARNm del Ds es expresado en las células
granulares (Diaz et al., 1995). Altos niveles son expresados en el Nucleo Accumbens
y el Tubérculo Olfatorio (Sokoloff et al., 1990; Mengod et al., 1992).

El receptor D3 en la funcién motora

El antagonista preferencial de los receptores D3, el U-99194, se ha reportado
que incrementa la actividad locomotora (Waters et al., 1993, 1994) (Figura 5).
Finalmente, el incremento en la actividad locomotora y la actividad exploratoria
vertical (rearing) asi como hiperactividad en una prueba de exploracion fue observado
en un ratén knock-out del receptor Dz (Accili et al., 1996).

La estimulacion del receptor Ds también ha sido implicado en efectos sobre el
comportamiento involucrando a las conductas de refuerzo y recompensa, asi como la
disminucion de la autoadministracion de cocaina (Caine & Koob, 1993).

Los agonistas preferenciales del receptor D3 pueden inhibir el disparo de las
neuronas en la SN y en el AVT, también pueden inhibir este disparo en preparaciones
de rebanadas de cerebro, por la activacion de los canales de K™ (Bowery et al., 1994;
Liu et al., 1994; Devoto et al., 1995; Kreiss et al., 1995; Lejeune & Millan, 1995).
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Figura 5.- Efecto sobre el comportamiento motor después de la administracion
sistémica del agonista D3, 7-OH-DPAT en la rata adulta. Comparacion de la ocupacion in vivo
del receptor de dopamina D,. Se observa el comportamiento bifasico del receptor D3 sobre la

conducta motora (Levant et al., 1996).

El agonista D3, 7-OH-DPAT se ha reportado que disminuye el disparo de
neuronas con actividad espontanea o de aferencias glutamatérgicas en el Nucleo
Accumbens (Amano et al., 1994; Liu et al., 1994).

Efectos neurotréficos del receptor dopaminérgico D3

Los receptores D3 juegan un papel neurogénico importante durante el desarrollo
del sistema nervioso (Diaz et al., 1997). La dopamina por medio de los receptores
dopaminérgicos D3 activa la mitogénesis a través de proteina GPy y de la via de
sefializacion de Ras (Proteina G monomeérica) (Van Biesen et al., 1995). Esta Gltima
promueve la fosforilacion de la proteina cinasa mitogénica activada (MAPK), la que
induce la proliferacion celular (Crespo et al., 1995). También se ha visto que el receptor
dopaminérgico D3 es capaz de transactivar a receptores mitogénicos tirosina-cinasa
(Lee et al., 2002) que conforman un sistema de receptor de sefializacion unico para
neurotrofinas. Se ha demostrado un efecto positivo de los receptores dopaminérgicos
D3 sobre la mitogénesis y la diferenciacion neural postnatal en la Zona Subventricular

(Coronas et al., 2004). Ademas, se ha observado que la pérdida de dopamina es seguida
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de una reduccion en la proliferacién celular en la Zona Subventricular (Baker et al.,
2004). El receptor dopaminérgico Dz mediante efectos mitogénicos, es probablemente
el origen del incremento de la proliferacion celular en la SVZ que es observado in vivo
tras la administracion de agonistas del receptor dopaminérgico D3 (Van Kampen et al.,
2004).

Enfermedad de Parkinson

Descrita por primera vez por James Parkinson en 1817, la enfermedad de Parkinson
es uno de los desordenes neurodegenerativos mas comunes y el primero de los
desordenes de movimiento en el mundo. Se estima que entre el 1y 2% de la poblacion
mayor de 60 afios existen entre 7 y 10 millones de personas en todo el mundo con esta
enfermedad y se calcula que hay entre 3 y 4 millones mas que adn no han sido
diagnosticadas (Howells et al., 2000). De acuerdo con el conteo de poblacion y
vivienda realizado en 2010, por parte del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI) el 9.1% de la poblacion en México se encuentra en este rango de edad, lo que
implicaria una prevalencia aproximada de entre 100,000 y 200,000 personas con

enfermedad de Parkinson en México.

Anatomia patoldgica de la enfermedad de Parkinson

Los desordenes de los Ganglios Basales constituyen un grupo heterogéneo de
sindromes clinicos con un lugar anatbmico comun. La mayoria estan asociados a
cambios en la funcién de subpoblaciones de neuronas de proyeccién del Estriado. Los
desérdenes motores se manifiestan ya sea por sintomas hipocinéticos (como la
enfermedad de Parkinson) o hipercinéticos (como la corea de Hungtington), que
resultan de la disfuncion selectiva de las neuronas de proyeccion estriatal y del GPe,
respectivamente. Los desérdenes hipocinéticos, como la enfermedad de Parkinson, son
el resultado de una disminucién en la actividad de las neuronas estriatales que
proyectan a la SNr y una mayor actividad de las que proyectan al GPe, lo que trae
consigo un marcado incremento en la salida inhibitoria de los Ganglios Basales (Alvin
etal., 1989).
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La enfermedad esté caracterizada por una degeneracion progresiva de las neuronas
dopaminérgicas localizadas en la SN de los Ganglios Basales, 1o que trae consigo la
pérdida progresiva de las habilidades motoras y la aparicién de sintomas no motores,
como la discapacidad intelectual, cambios en el comportamiento, asi como alteraciones
del suefio y del humor (Lang, 2007; Li et al., 2010a; Merlo et al., 2011). La base
neuropatoldgica de la enfermedad de Parkinson es la muerte selectiva de las neuronas
dopaminérgicas de la Substancia Nigra y la consecuente pérdida progresiva de la
sefializacion dopaminérgica nigro-estriatal (Gallagher and Schapira, 2009). En
humanos los cambios patologicos estan bien definidos y consisten en un patron de
formacion de los cuerpos de Lewy, pérdida neuronal y gliosis en el complejo nuclear
meso-dopaminérgico, asi como pérdida del pigmento (melanina) de las neuronas
dopaminérgicas de la SN. Sin embargo, la etiologia de la degeneracién de las neuronas
dopaminérgicas permanece aun desconocida. Se ha sugerido que se debe a la accion de
la asinucleina mutada, que pudiera comportarse como un prion (Olanow & Prusiner,
2009).

Una hipdtesis, es que la reduccion de la expresion de uno o varios factores de
crecimiento, que se sabe son necesarios para la sobrevivencia y el crecimiento neuritico
de las neuronas dopaminérgicas, contribuye a la degeneracién y muerte neuronal
(Howells et al., 2000). La enfermedad podria ser causada también por diferentes
condiciones patolégicas que den como resultado la disfuncion del sistema de
proteasoma-ubiquitina (UPS) y de las mitocondrias, inducida por el estrés oxidativo
que conduciria a la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas en la SN (Li et al.,
2010Db).

Se considera que la enfermedad de Parkinson es un desorden hipocinético que
resulta de una serie compleja de cambios en la actividad de una subpoblacion de
neuronas de proyeccion estriatal ante la deplecion de la dopamina, presentandose una
marcada disminucion en la actividad de la via directa y un aumento en la actividad de
la via indirecta, lo que traeria como resultado final un incremento en la salida
inhibitoria de los nlcleos de salida (SNr y GPi) hacia el talamo motor y la consecuente

pérdida de la entrada excitatoria hacia la corteza motora, produciendo la reduccion de
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la actividad motora voluntaria (bradicinesia, o inclusive la acinesia) (Alvin et al.,
1989).

La excesiva entrada inhibitoria hacia estos nucleos (Talamo y Corteza cerebral) en
la enfermedad de Parkinson trae consigo la marcha anormal y la rigidez muscular. De
modo que una inhibicion excesiva por los nucleos de salida sobre las neuronas talamo-
corticales reduce la velocidad (bradicinesia) y los movimientos voluntarios (acinesia)
(Takakusaki et al., 2004b), y la inhibicion excesiva de ALM y el PPN provoca
trastornos de la marcha (“marcha festinante” patron de marcha acelerado e inestable) y

aumento del tono muscular (la rigidez muscular caracteristica de la enfermedad).

Patologia de la enfermedad de Parkinson

Esta patologia se caracteriza por ser un trastorno crénico, degenerativo, progresivo
e incapacitante, debido a la pérdida de neuronas dopaminérgicas y consecuentemente
de las &reas cerebrales inervadas por esas neuronas. Como una sola neurona
dopaminérgica de la SN proyecta y modula a todos los Ganglios Basales, involucrados
en el control motor, y en algunas areas de la Corteza Cerebral, la neurodegeneracion
de esas neuronas da origen a alteraciones motoras y a trastornos de las funciones
cerebrales superiores (Martinez-Fong et al., 2012).

Aln no se sabe con exactitud la etiologia de la enfermedad de Parkinson, pero se
conocen varios factores que podrian ocasionar la muerte de las neuronas
dopaminérgicas, provocando las alteraciones del movimiento que se observan en los
pacientes con la enfermedad de Parkinson. En este sentido, existen evidencias solidas
que indican que la reduccion de BDNF, factor neurotréfico esencial para la
funcionalidad de las neuronas dopaminérgicas, contribuye de manera relevante en la
muerte de este fenotipo neuronal, dando posiblemente lugar a lo que se le conoce como
Parkinson idiopatico, o sindrome parkinsoniano (Porritt et al., 2005a).

A la fecha se desconoce con exactitud cual es el umbral para que se exprese
clinicamente la disfuncion dopaminérgica; se piensa que las alteraciones motoras
aparecen cuando ocurre una pérdida del 70% de los niveles de dopamina en el Estriado
y un 50% de muerte de neuronas dopaminérgicas en la SN (Ugrumov et al., 2011).

Ademas de la pérdida de las neuronas dopaminérgicas de la SNc se ha reportado una
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reduccion de la actividad de las enzimas TH (marcador del fenotipo dopaminérgico) y
DOPA descarboxilasa, sin cambios significativos en la actividad de las enzimas
encargadas de metabolizar la dopamina (Gerlach & Riederer, 1996a). Todos estos
cambios traen como consecuencia, la alteracion del circuito “Ganglios Basales-talamo-
cortical”, encargado de la regulacion del movimiento.

Aunque la pérdida neuronal en la SN es mayor, también se observa degeneracion
de neuronas dopaminérgicas en el AVT (Uhl et al., 1985), integrantes de los sistemas
Mesolimbico y Mesocortical, e incluso se ven afectadas otras neuronas de areas no
dopaminérgicas, tales como: Locus Coeruleus (aminérgico), nucleos del Raphe
(serotoninérgico), Nucleus Basalis de Meynert (colinérgico), asi como neuronas
hipotalamicas, neuronas corticales pequefias y del Bulbo Olfatorio, entre otras (Yariez-
Bana, 2004). En adicion, algunos estudios experimentales indican que es posible
inducir acinesia mediante la infusion de antagonistas de los receptores dopaminérgicos
en el GPe de la rata y que el déficit motor inducido en la rata por la 6-OHDA puede
revertirse por la infusion intrapalidal de dopamina (Galvéan et al., 2001). Lo que indica
que la inervacion dopamineérgica es critica no sélo en el Estriado sino también en los
otros nucleos de los Ganglios Basales.

Otra caracteristica de la enfermedad de Parkinson es la aparicion de inclusiones
citoplasmaticas denominadas cuerpos de Lewy en las neuronas dopaminérgicas de la
SNc, asi como neuritas distroficas (neuritas de Lewy). Los cuerpos de Lewy son
pequefas inclusiones esféricas (5-25 pm de longitud), consistentes de un ndcleo
granular denso rodeado por un halo de fibrillas radiales (Issidorides et al., 1991). El
principal componente de tales inclusiones son filamentos de a-sinucleina (de 200-600
nm de longitud y unos 5-10 nm de diametro), aunque también se encuentran atrapadas
otras proteinas citosdlicas, incluyendo la ubiquitina, proteinas de choque térmico,
subunidades del proteasoma y neurofilamentos (Lang & Lozano, 1998; Lotharius &
Brundin, 2002a). Se considera que la formacion de agregados se genera por el
plegamiento inadecuado de la proteina a-sinucleina, y que la probabilidad de
agregacion se incrementa por un aumento en la expresion de esta o alteraciones en su
estructura, como resultado de mutaciones o modificaciones postranscripcionales (Ross
& Poirier, 2004).
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Etiologia de la enfermedad de Parkinson

La etiologia de la enfermedad de Parkinson es desconocida, pero estudios a nivel
genético y epidemiologico, asi como la existencia de nuevos modelos experimentales
han arrojado informacion sobre la patogénesis de la enfermedad. Actualmente se
considera que la progresion de la enfermedad involucra la interaccion de numerosos
factores, tanto genéticos como ambientales, lo cual hace dificil determinar con

exactitud su causa. A continuacién, mencionaremos algunos de esos factores.

Factores ambientales

Diversos estudios epidemiolégicos vinculan la exposicion a pesticidas, toxinas y
drogas con el desarrollo de la enfermedad de Parkinson. La primera evidencia de esta
afirmacion se obtuvo en 1983, cuando un grupo de adictos a drogas intravenosas
desarrollaron una forma de Parkinson aguda y permanente después de inyectarse
heroina contaminada con MPTP (1-metil-4-fenil-1, 2, 3, 6-tetrahidropiridina (Langston
et al., 1983). En el cerebro, el MPTP es metabolizado por la enzima MAO-B dando
como producto a su metabolito activo, el MPP+. EI MPP+ es captado por el
transportador membranal de dopamina (DAT) y concentrado en las mitocondrias de las
terminales dopaminérgicas. Como resultado, se inhibe el complejo | de la cadena
respiratoria, se disminuye la concentracion de ATP intracelular y se incrementa la
produccién de radicales libres y/o la concentracion de calcio intracelular (Gerlach &
Riederer, 1996b; Luquin, 2000). Asimismo, la exposicion a pesticidas como el paraquat
y la rotenona, podria incrementar la probabilidad de sufrir Parkinson ya que ambos
inhiben el complejo mitocondrial I, e inducen la agregacion de la a-sinucleina (Dawson
and Dawson, 2003; Andersen, 2004; Greenamyre & Hastings, 2004). Un aspecto
interesante que conviene hacer mencion es que la rotenona, a diferencia del paraquat y
el MPTP, no se concentra en las neuronas dopaminérgicas y sin embargo causa la

muerte selectiva de las mismas, lo cual sugiere que las neuronas dopaminérgicas son
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especialmente susceptibles al mal funcionamiento de la cadena respiratoria (Dawson
& Dawson, 2003).

La literatura también hace referencia a la exposicion al zinc como un factor de
riesgo para el desarrollo del Parkinson, sin embargo, su vinculacién con la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la induccion de oxidacion de sustratos
intracelulares es menos evidente (Dexter et al., 1989a; Fiskum et al., 2003). Asi mismo,
el manganeso también puede inducir la generacion de la enfermedad (Aschner &

Wegrzynowicz, 2013).

Mutaciones genéticas

A partir de estudios sobre genes ligados y la evaluacion de genes candidatos se ha
establecido que aproximadamente un 5-10% de los casos de Parkinson son de caracter
hereditario (Bossy-Wetzel et al., 2004; Huang et al., 2004b). En este sentido,
numerosos genes han sido identificados como responsables o asociados a las formas
mendelianas de la enfermedad, entre los cuales, ya han sido caracterizados la o-
sinucleina y la UCH-L1, las cuales presentan un modo de herencia autosémico
dominante, asi como la Parkina, y el DJ-1, los cuales se han encontrado en formas
autosémicas recesivas de la enfermedad de Parkinson. Después de la edad del paciente,
una historia familiar con Parkinson constituye la segunda causa de riesgo para la
enfermedad (Lang & Lozano, 1998).

El gen PARK-1, que codifica para la a-sinucleina, fue el primer gen vinculado a
una forma hereditaria de la enfermedad, por lo cual se considera que una modificacion
en la funcion en la a-sinucleina mutada o un incremento en la cantidad de proteina
pueden ser importantes en la patogénesis de la enfermedad.

La proteina codificada por el gen de la a-sinucleina constituye uno de los
principales componentes de los cuerpos de Lewy, en conjunto con la ubiquitina, asi
como con proteinas chaperonas y del sistema proteasomal. La a-sinucleina es una
proteina de bajo peso molecular y de funcién desconocida, aunque se ha reportado su
interaccidén con numerosas proteinas (14-3-3, ERK1/2, Parkina, Tau, Fosfolipasa D2,

PKC, Sinfilina-1), entre las cuales cabe destacar el transportador de dopamina
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membranal (DAT) y la TH, cuya actividad se ve reducida por dicha interaccion (Pérez
& Hastings, 2004). La UCH-L1 es una de las proteinas mas abundantes del cerebro y
participa en el reciclaje de la ubiquitina, aparte de cumplir con otras funciones (Huang
et al., 2004a; Casarrubea et al., 2006).

La lista de genes asociados a la enfermedad de Parkinson sigue creciendo, por
ejemplo, tenemos al gen NR4A2, miembro de la superfamilia de los receptores
nucleares e indispensable para la diferenciacion de las neuronas dopaminérgicas de la
SN (Cepeda et al., 1993) y NF-M (neurofilamento medio) que codifica para uno de los
componentes del filamento neuronal intermedio (Huang et al., 2004). Asimismo, se
han encontrado polimorfismos en el ADN mitocondrial (A10398G, T4216C y
A4336G) que se vinculan con el desarrollo del Parkinson (Otaegui et al., 2004).

Hipotesis del estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial

Independientemente del caracter idiopatico o hereditario de la enfermedad, existen
numerosas evidencias experimentales que vinculan al estrés oxidativo y a la disfuncién
mitocondrial con la patogénesis de la enfermedad de Parkinson.

Se considera que, en comparacion con otros érganos, el cerebro es mas sensible a
la presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS), ya que muestra una alta tasa
metabdlica y una capacidad relativamente reducida para la regeneracion celular (Chinta
& Andersen, 2008). En este sentido, las neuronas de la SN son particularmente
susceptibles al estrés oxidativo, debido a que el metabolismo de la dopamina puede
inducir la produccion de radicales libres. Normalmente, la dopamina se encuentra
almacenada en vesiculas, donde permanece inerte, pero cuando se libera al citosol, es
metabolizada por la enzima MAO (monoamino oxidasa) produciendo peréxido de
hidrogeno. Luego, el peroxido de hidrogeno (inocuo por si mismo) puede ser
degradado a radicales hidroxilos, mediante la reaccién de Fenton, catalizada por el
hierro, cuya concentracion en la SN es mayor que en otras regiones del cerebro
(Lotharius & Brundin, 2002b). Por otro lado, la dopamina puede autooxidarse a
neuromelanina (que es de color obscuro y que es razon del color caracteristico de la
SN) generando directamente aniones superdxido, quinonas e hidroquinonas

potencialmente tdxicas, asi como peroxido de hidrogeno (Dexter et al., 1989a). Un dato

33



interesante constituye el hecho de que la noradrenalina y la serotonina también tienen
altos potenciales de oxidacidn y pueden promover el estrés oxidativo, lo cual explicaria
por qué el nucleo Locus Coeruleus y los nucleos del Rafé también se ven afectados por
la enfermedad de Parkinson (Lotharius & Brundin, 2002b).

Ademas del metabolismo de la dopamina y sus posibles efectos deletéreos, otra
evidencia que apoya la importancia del estrés oxidativo en el proceso de degeneracion
de las neuronas nigro estriatales, proviene del estudio del modelo del MPTP y su accion
sobre el complejo mitocondrial |.

El estrés oxidativo puede surgir por causa de un incremento en la produccion de las
especies reactivas de oxigeno (ROS) o una disminucién en la actividad de los
mecanismos de defensa.

Estudios post-mortem realizados en cerebros de pacientes con Parkinson y de
individuos sanos (control), han revelado cambios especificos en la SN (pero no en otras
regiones del cerebro) de las personas que padecieron la enfermedad, en comparacion
con la de los sujetos sanos. Tales cambios se enlistan a continuacion:

1.- Alteraciones en los mecanismos protectores de la célula ante el estrés oxidativo.
Estos mecanismos funcionan eliminando las especies reactivas de oxigeno que se
generan de un numero considerable de reacciones bioquimicas que ocurren en la célula.

2.- Mayor concentracion total de hierro en la SN de pacientes con Parkinson, en
comparacion con los controles (Sofic et al., 1988; Dexter et al., 1989b), lo que se
vincula a una disminucion en los niveles de ferritina (Muller et al., 1997).

3.- Mayores niveles de malondialdehido (MDA), el cual es un marcador de la
peroxidacién de lipidos (Dexter et al., 1989a) y de productos del ataque de radicales
libres al ADN (Alam et al., 1997), tales como la 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-
OHdG). También se ha reportado una mayor presencia de carbonilos proteinicos
(marcadores de la oxidacion de proteinas) en el tejido cerebral post-mortem de la SN
de pacientes que sufrieron Parkinson (Beal, 2003).

4.- Decremento en la actividad del complejo mitocondrial | de la cadena
respiratoria, lo que puede conducir a un incremento en la produccion de ROS, como
ocurre tras la administracion de las neurotoxinas MPTP o rotenona (Muller et al.,
1997).
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En resumen, es de esperarse que cualquier proceso que deteriore la habilidad de las
neuronas para mantener su potencial de membrana en reposo, incremente su
vulnerabilidad al glutamato, a esta hipdtesis se le denomina de excitotoxicidad
indirecta o débil (Blandini et al., 1996). Un dato a favor del posible papel del efecto
excitotoxico en la degeneracion lo constituye el hecho de que tanto el PTN como el
NST, proveen aferencias excitadoras hacia la SNc, y en particular el NST, se
encuentran hiperactivadas en la condicion de Parkinson (Hutchison et al., 1998; Obeso
et al., 2000). Lamentablemente a pesar de todas estas evidencias y estudios, ain se
desconoce si el estrés oxidativo es causa del proceso degenerativo 0 una consecuencia

secundaria de la degeneracion celular.

Moléculas con accion neuroprotectora en la enfermedad de Parkinson receptor
dopaminérgico D3

En la enfermedad de Parkinson se han descrito bajos niveles en la expresion del
receptor dopaminérgico D3 en la SNc (Diaz et al., 2000), focalizando la atencién a si
los agonistas de estos receptores pueden aumentar la neurogénesis en esta region; por
otra parte, se ha demostrado que estos agonistas estimulan la produccion de factores
neurotroficos como el BDNF y el GDNF en células mesencefalicas cultivadas (Li et
al., 2010a). Estos efectos podrian explicar la neuroproteccion que producen los
agonistas de los receptores dopaminérgicos Dz y sugieren que una terapia combinada,
asociando un agonista de estos receptores a factores neurotréficos, pudiera ser de gran
utilidad en la prevencion de la neurodegeneracion.

El beneficio de la utilizacion de agonistas D3 en el tratamiento de la enfermedad
de Parkinson es doble. Por un lado, actia como agonista farmacol6gico de la dopamina.
Por otro lado, ejerce efectos neuro protectores a traves de la produccion de un factor
neurotrofico dopaminérgico (Carvey et al., 2001). Se ha demostrado que la incubacion
de cultivos primarios mesencefalicos con agonistas D3 aumenta significativamente el
numero de neuronas dopaminérgicas y los niveles de GDNF y BDNF. Blogueando
GDNF y BDNF con sus anticuerpos, disminuye significativamente los efectos

neurotroficos de estos agonistas en cultivos celulares (Du et al., 2005).
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Neurotrofinas

Las neurotrofinas son proteinas estructuralmente relacionadas entre si, regulan
el desarrollo y funcion del SNC. Entre las funciones inducidas por la union de las
neurotrofinas a sus receptores especificos destacan la supervivencia y diferenciacion
celular, asi como el crecimiento axonal, remodelacion dendritica, la formacion de
sinapsis, y la expresion de proteinas cruciales para el funcionamiento neural normal
(Huang & Reichardt, 2001; Skaper, 2012). Ademas de unirse a sus receptores
especificos, las neurotrofinas también poseen capacidad de union al receptor de baja
afinidad para neurotrofinas p75NTR, miembro de la familia de receptores del factor de
necrosis tumoral (TNF), cuya activacién desencadena cascadas de sefializacion que
activan la apoptosis (Koshimizu et al., 2010; Skaper, 2012). A esta familia pertenecen
el factor de crecimiento neuronal (NGF), el BDNF, y las neurotrofinas 3, 4/5,6y 7.

Hasta ahora no se ha utilizado el BDNF en el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson, pero otros factores neurotroficos se han evaluado como posibles terapias de
neuroproteccion (Unsicker, 1994; Lindsay, 1995; Connor & Dragunow, 1998; Hughes
et al., 1999). EI GDNF es un factor implicado en la proteccién, en el incremento de la
velocidad de disparo y de la excitabilidad de las neuronas dopaminérgicas (Beck et al.,
1995; Wang et al., 2002). Sus efectos protectores son mas fuertes que los de otros
factores neurotroficos. Sin embargo, GDNF se degrada rapidamente en el cuerpo
humano y no cruza la barrera hematoencefalica eficientemente. La administracion
intracerebroventricular del GDNF no se recomienda, debido a su bajo indice de
difusion del liquido céfalo-raquideo al parénquima del cerebral, por lo que se requieren
dosis altas de GDNF con potenciales efectos secundarios.

Por otro lado, se ha utilizado un vector adenoasociado tipo 2 (AAV2) para
transfectar el gen neurotréfico de la neurturina en ambos nucleos putamenes de
pacientes con enfermedad de Parkinson en etapa avanzada. EIl argumento racional para
el uso del vector AAV2-neurturina fue que éste seria internalizado por las neuronas
estriatales, las cuales después expresarian, secretaria neurturina, y una vez liberada
seria transportada retrégradamente a través de las fibras remanentes en degeneracién

hasta el cuerpo celular de la SN (Marks et al., 2010). Desafortunadamente, la
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valoracion de los pacientes 12 meses después de la transfeccion no mostré ninguna
mejoria significativa en la motricidad de los pacientes, respecto a la motricidad
primaria manifiesta en los pacientes sometidos a una cirugia placebo. En contraste, un
afio despues de la transfeccion con AAV2-neurturina en el caudado-putamen de monos
Rhesus que poseian una inervacion dopaminérgica integra en el sistema nigroestriatal,
se observo inmunorreactividad incrementada de TH, asi como hipertrofia de las células
TH+ en la SNc (Herzog et al., 2008). Con base en la experiencia preclinica y clinica
obtenida con la transfeccion de AAV2-neurturina, es justificable la busqueda de una

terapia génica dirigida principalmente a las neuronas dopaminérgicas de la SN.

Factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF)

Estd bien establecido que la produccion de factores troficos durante el
desarrollo del organismo juega un rol critico en la regulacion de la sobrevivencia y
diferenciacion de las neuronas (Yurek et al., 1996). Existen varias neurotrofinas y
factores de crecimiento con actividad sobre neuronas dopaminérgicas, entre ellas el
BDNF, el cual aumenta la sobrevivencia de las neuronas y las protege contra efectos
neurotéxicos como los inducidos por las toxinas: MPP* y 6-OHDA (Howells et al.,
2000). EI GDNF, es otra neurotrofina necesaria para la sobrevivencia neuronal pero su
expresion se reduce en el cerebro adulto y, aparentemente, no participa en el desarrollo
de la enfermedad de Parkinson, ya que sus niveles de expresion permanecen sin
cambios (Howells et al., 2000). Asi, el BDNF es el principal factor neurotrofico que
promueve la sobrevivencia y la maduracion morfolégica de las neuronas
dopaminérgicas, ejerce efectos significativos en la reinervacion funcional del Estriado
en trasplantes de neuronas dopaminérgicas fetales en la rata adulta (Yurek et al., 1996).

Es importante el hecho de que el BDNF y su receptor TrkB se expresan
particularmente en las neuronas dopaminérgicas de la SNc de animales adultos
(Seroogy et al., 1994; Benisty et al., 1998; Numan & Seroogy, 1999) y de seres
humanos incluyendo a pacientes parkinsonianos (Nishio et al., 1998; Parain et al.,
1999; Howells et al., 2000). Estos receptores participan en diversas funciones celulares
de las neuronas dopaminérgicas; por ejemplo, inducen su fenotipo (Zhou et al., 1994),
promueven su supervivencia (Hyman et al., 1991), incrementan su velocidad de
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disparo (Shen et al., 1994), median la potenciacion a largo plazo (Kovalchuk et al.,
2002), promueven la generacion de espinas dendriticas (Tanaka et al., 2008), estimulan
la liberacion de dopamina (Blochl & Sirrenberg, 1996), determinan el nimero de
neuronas dopaminérgicas adecuado en la etapa perinatal (Baquet et al., 2005), y
aumentan la sensibilidad de los receptores dopaminérgicos postsinapticos (Li et al.,
2011).

El BDNF sintetizado por las neuronas dopaminérgicas es responsable de la
aparicion del receptor dopaminérgico D3 durante el desarrollo y de mantener su
expresion en la edad adulta (Sokoloff et al., 2002). La activacion de estas vias de
supervivencia podria estar involucrada en el efecto neuroprotector de los agonistas del
receptor D3 y esto puede tener relevancia en el tratamiento de la degeneracion
dopaminérgica en el Parkinson (Presgraves et al., 2004). En neuronas cultivadas, el
BDNF promueve el brote y el crecimiento neuritico de neuronas dopaminérgicas de
feto humano y aumenta la reinervacion del Estriado denervado. EI BDNF expresado
por las neuronas dopaminérgicas de la SNc es transportado al Estriado donde modula
la accion de la dopamina (Howells et al., 2000). La dopamina ademas juega un rol muy
importante en la maduracion de las neuronas GABAGérgicas estriatales (Kuppers et al.,
2001). Por ello la reduccion en la expresion del BDNF tiene implicaciones importantes
en la funcionalidad de los circuitos de los Ganglios Basales y el desarrollo de la
enfermedad de Parkinson por lo que posiblemente una terapia génica que induzca el
incremento en la expresion de BDNF produzca efectos que mejoren la condicién de los
circuitos motores en la enfermedad.

El BDNF es el principal factor neurotréfico que promueve la sobrevivencia y
la maduracién morfoldgica de las neuronas dopaminérgicas y en la rata adulta, ejerce
efectos significativos en la reinervacion funcional del Estriado en trasplantes de
neuronas dopaminérgicas fetales (Yurek et al., 1996). La transfeccion del BDNF a
través del receptor de neurotensina, es un método de transfeccion desarrollado en el
laboratorio del Dr. Martinez-Fong (Alvarez-Maya 2001) es un procedimiento
novedoso y seguro (no es tumorigénico como algunos de los virales), que

potencialmente ha mostrado gran utilidad terapéutica y una transfeccion efectiva en
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neuronas dopaminérgicas, siendo ademas selectivo ya que transfecta solo a las
neuronas dopaminérgicas y no a células gliales (Alvarez-Maya et al., 2001).

Con estos antecedentes, se han ensayado diversas estrategias preventivas y
restaurativas con la finalidad de proveer BDNF exdgeno en modelos in vivo de lesién
del sistema nigroestriatal. La estrategia preventiva consiste en producir un incremento
de los niveles de BDNF antes de practicar la lesion del sistema dopaminérgico
nigroestriatal en animales de experimentacion. Se ha demostrado que la infusion de
BDNF en el sistema dopaminérgico previo a la lesion mecanica por axotomia (Hagg,
1998), o el incremento de BDNF enddgeno inducido por la lesion estriatal con kainato
(Canudas et al., 2005) previenen parcialmente la muerte de las neuronas
dopaminérgicas en la SNc. Otros abordajes experimentales donde se ha probado el
efecto neuroprotector de BDNF utilizan trasplantes de neuronas dopaminérgicas
embrionarias a huéspedes hemiparkinsonianos. En estos estudios, se ha encontrado que
el pretratamiento de los cultivos con BDNF incrementa la funcionalidad del implante
(Sauer et al., 1993; Yurek et al., 1996; Zhou et al., 1997).

Hasta hoy, la terapia génica in vivo sélo se ha ensayado utilizando vectores
virales para llevar a cabo la transferencia del gen que codifica para el BDNF al SNC
de animales de experimentacion previo a la lesion inducida por 6-OHDA. Klein y
colaboradores utilizaron el vector viral adenoasociado recombinante para producir
bicistronicamente, BDNF-myc y la proteina verde fluorescente (GPF), el cual fue
inyectado en la SNc 6 meses antes de la administracion de 6-OHDA en el Estriado de
ratas adultas. Aunque el BDNF-myc transgénico no tuvo efecto sobre el nimero de
neuronas dopaminérgicas de la SNc, si previno el desarrollo de giro inducido por

anfetamina 10 semanas posteriores a la lesion (Klein et al., 1999).

Interaccion entre el BDNF y los receptores Ds.

El BDNF sintetizado por las neuronas dopaminérgicas es responsable de la
aparicion de los receptores D3 durante el desarrollo y de mantener su expresion en la
etapa adulta (Guillin et al., 2001). La activacién de estos receptores por agonistas

especificos (PPX) protege a las neuronas de la degeneracion inducida por MPTP. El
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efecto se ejerce a través del BDNF, ya que el blogueo de la accion del BDNF por
anticuerpos elimina la proteccion (Du et al., 2005). Este resultado sugiere una
interaccion entre los receptores D3 y el BDNF; en el que éste dltimo regularia la
expresion de los receptores Ds y aquellos ejercerian su efecto protector, y
probablemente su efecto neurogenético, (Merlo et al., 2011), al menos en parte, a través
del BDNF. Ademas, la dopamina incrementa el nimero de neuronas TH (+) aisladas
de la corteza cerebral de embriones de 14 a 15 dias de edad, y asociada con el BDNF
incrementa hasta diez veces la cantidad de éstas neuronas (Zhou et al., 1994); es posible
que tales efectos estéen mediados por el receptor D3 ya que empiezan a aparecer en el
embrion en la misma edad (Diaz et al., 1997), por lo que existe la posibilidad de que el
BDNF potencie los efectos tréficos de la activacion de receptores D3 en el cerebro
adulto.

Dado que la efectividad de los tratamientos con agonistas D3 se reduce con el
tiempo debido a que la densidad de estos receptores disminuye a lo largo de la
enfermedad de Parkinson, y considerando que el BDNF es responsable del control
normal de la expresion del receptor D3 tanto durante el desarrollo y en la etapa adulta
(Guillin et al., 2001; Sokoloff et al., 2002; Guillin et al., 2003; Le Foll et al., 2005), es
viable considerar que este factor neurotrofico es esencial para el mantenimiento de la
eficacia de los tratamientos con agonistas Ds. Desafortunadamente, el BDNF también
estd disminuido en pacientes con Parkinson y en los modelos de la enfermedad de
Parkinson, lo que potencia la pérdida de este receptor y en consecuencia la falta de
eficacia de los agonistas (Porritt et al., 2005b; Venero et al., 1994; Mogi et al., 1999;
Howells et al., 2000). Es en este punto donde la transfeccién no viral del gen para
BDNF en la SNc juega un papel crucial en la eficacia terapéutica, ya que se induce una
expresion del BDNF en las neuronas dopaminérgicas sobrevivientes por la transfeccion
del gen con el NTS-polyplex (Martinez-Fong, 2001). Este BDNF incrementara la
expresion del receptor D3, amplificando asi los efectos mitogénicos, neurogénicos y de
control del crecimiento de la arborizacién dendritica y axonal, que tienen estos
receptores al ser activados por su agonista selectivo PPX, adicionalmente la activacion
del receptor D3z controlara la liberacion del BDNF enddgeno (Du et al., 2005),

potenciandose mutuamente en beneficio del efecto neurotréfico.
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Tratamiento con L-dopa

La L-dopa es el farmaco por excelencia en el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson. Las acciones de la L-Dopa son generalmente atribuidas por su conversion,
por la descarboxilasa de los aminoécidos aromaticos (AADC) de las neuronas
dopaminérgicas y aparentemente las serotoninérgicas y noradrenérgicas, en dopamina,
restableciendo asi los niveles de dopamina en el Estriado y los otros nucleos de los
Ganglios Basales (Mancilla-Diaz et al., 2005; Rangel-Barajas et al., 2011); asi como
restablecer la neurotransmision dopaminérgica deficiente en el Estriado (Bartholini et
al., 1967; Hornykiewicz, 1974). La L-dopa se ha usado por mas de 40 afios, y es el
tratamiento mas efectivo para revertir los sintomas de la enfermedad de Parkinson
(Schapira et al., 2006). Los mecanismos precisos por los cuales la L-Dopa exdgena
alivia los sintomas motores de la enfermedad de Parkinson permanecen inciertos. Aun
no es claro porque la calidad de accion anti-Parkinsonica de la L-Dopa es mucho mayor
que el de los agonistas selectivos de los receptores dopamineérgicos. Similarmente, los
mecanismos bajo los cuales se desarrollan las complicaciones asociadas al tratamiento
a largo plazo con L-Dopa particularmente la pérdida de respuesta a esta droga (Marsden
& Parkes, 1976; Rascol, 2000) y sus efectos como la induccion de discinesias
permanecen aun sin resolver (Quinn et al., 1987; Papaet al., 1994; Ahlskog & Muenter,
2001; Brotchie et al., 2005; Muller & Russ, 2006; Schapira et al., 2006).

Se ha sugerido que el tratamiento crénico con L-dopa no afecta a las neuronas
dopaminérgicas remanentes en ratas con lesiones parciales del tracto nigro-estriatal, y
que incluso podria incrementar el nimero de neuronas con fenotipo dopaminérgico
(Datla et al., 2001). También se ha observado que la L-dopa y el agonista de receptores
D3, pramipexol (PPX) tienen propiedades neuro protectoras semejantes sobre las
neuronas dopamineérgicas en modelos animales de la enfermedad producidos por la
administracion de la toxina MPTP (Shin et al., 2009). Otro efecto benéfico de la L-
dopa es que la estimulacion dopaminérgica producida por su administracion oral puede
promover directamente la expresion de BDNF en el Estriado (Okazawa et al., 1992),

este aspecto resulta de vital importancia en el tratamiento de la enfermedad, ya que los
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factores neurotréficos como el BDNF juegan un papel clave en la neuro proteccion y
neuroregeneracion del fenotipo dopaminérgico (Siegel et al., 2000; Fumagalli et al.,
2006).

Pramipexol

Desde su aprobacion en 1997 en EUA y en 1998 en la mayoria de los paises
europeos, los agonistas para receptores dopaminérgicos del tipo D3 se han convertido
en los mas prescritos para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson y actualmente
son indicados para el tratamiento de los signos y sintomas del Parkinson idiopatico,
tanto como monoterapia como en asociacion con la L-dopa, en estados tempranos como
avanzados de la enfermedad de Parkinson. EI PPX reduce significativamente los
episodios de “off” durante el dia (45.6%), la ansiedad y la apatia (Dooley & Markham,
1998), asi como la rigidez muscular (Lorenc-Koci & Wolfarth, 1999), generalmente el
PPX tiene una vida medica considerablemente mas larga que la L-dopa. En conjunto
con L-dopa, el PPX permite reducir la dosis de este ultimo en un 27%. Por otro lado,
la desventaja de la monoterapia con agonistas D3, como el PPX, son sus efectos
secundarios, asi como su pérdida de eficiencia farmacoldgica. En pacientes con
Parkinson temprano, los efectos adversos son: discinesias, nauseas, mareos,
somnolencia, insomnio, constipacion, astenia, alucinaciones, amnesia, hipertonia y
confusion. En pacientes con enfermedad de Parkinson avanzada, los efectos
secundarios son mas comunes y se presentan frecuentemente cuando el PPX se
administra en asociacion con L-dopa (Dooley & Markham, 1998). Aunque el PPX tiene
una menor presencia de discinesias comparado con la L-dopa.

Aln mas, la efectividad del tratamiento con estos agonistas en la enfermedad
de Parkinson se ve reducida debido a la disminucion de la densidad del receptor D3 en
neuronas dopaminérgicas encontradas en los modelos animales de Parkinson y en los
pacientes con esta patologia (Levesque et al., 1995, Ryoo et al., 1998, Quik et al., 2000,
Joyce et al., 2004). Esto se relaciona con la disminucién de la respuesta a los

tratamientos con agonistas dopaminérgicos (Joyce et al., 2002).

42



Métodos experimentales de la enfermedad de Parkinson

Modelos experimentales

Con el fin de crear modelos experimentales que sirvan de herramienta en el
estudio de las alteraciones motoras, se han empleado neurotoxinas que afectan
selectivamente el sistema catecolaminérgico. Se destacan la 1-metil-4fenil-1,2,3,6,
tetrahidropiridina (MPTP) y la 6-OHDA (Winn, 1991), las cuales han sido
ampliamente utilizadas en animales de experimentacion para inducir un estado de
deficiencia dopaminérgica, andlogo al presentado por los pacientes afectados por la
enfermedad de Parkinson.

MPTP

Mediante la administracién sistémica y prolongada de MPTP se puede
desarrollar en algunos mamiferos un sindrome neurol6gico con sintomas similares a
los exhibidos por personas que padecen la enfermedad de Parkinson (Langston et al.,
1983).

Entre los organismos sensibles a esta neurotoxina se han reportado humanos,
gatos, perros, ratones y monos (Heikkila et al., 1985; Johannessen et al., 1985), siendo
las dos Ultimas especies las mas sensibles al efecto.

Cuando la administracion de MPTP es sistémica, se disminuye el nimero de las
neuronas nigrales inmunorreactivas a TH en un 80-95%, se reducen los niveles de
dopamina estriatal y sus metabolitos, y se presenta acinesia (Hallman et al., 1985;
Heikkila et al., 1984). En ratones, la recuperacion de la acinesia y la aparicion de
neuronas nigrales TH (+) se presenta después de un mes sin tratamiento, pero es hasta
pasado un afio sin la administracion de la neurotoxina cuando se recuperan el 100% las
neuronas TH (+) (Donnan et al., 1987; Nishi et al., 1989). En primates, el sindrome
inducido por la administracion de MPTP se caracteriza por bradicinesia, acinesia,

rigidez muscular, temblor y postura encorvada; es irreversible espontdneamente y se
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requiere del tratamiento con agonistas dopaminérgicos para inducir una tendencia a la

recuperacion (Davis et al., 1979).

Métodos experimentales para inducir Parkinson experimental con 6-OHDA

La 6-OHDA fue la primera neurotoxina descubierta, empleada para inducir
selectivamente la muerte celular catecolaminérgica. (Tranzer & Thoenen, 1968;
Ungerstedt, 1968; Jonsson & Sachs, 1975). La 6-OHDA induce un dafio especifico via

estrés oxidativo, por el uso del transportador de dopamina y norepinefrina.

El uso de la toxina 6-OHDA constituye el modelo clasico y mas utilizado en
animales para el desarrollo experimental de la enfermedad de Parkinson (Blesa et al.,
2012). Esta neurotoxina tiene una estructura similar a la dopamina por lo que puede ser
transportada al interior de las neuronas por los transportadores catecolaminérgicos:
transportador de dopamina y del transportador de norepinefrina (Jonsson & Sachs,
1975). Una vez adentro es llevada hasta los somas neuronales, afectandolos y causando
la degeneracidn de terminales (Deumens et al., 2002). La presencia del grupo hidroxilo
(-OH) la vuelve toxica para las neuronas catecolaminérgicas mediante la inhibicion de
la cadena respiratoria en sus complejos | 'y IV (Glinka et al., 1997) y por la formacion
de especies reactivas del oxigeno y quinonas (Cohen, 1984). Es incapaz de atravesar la
barrera hematoencéfalica por lo que debe ser inyectada directamente en la SNc, Haz
del Cerebro Medio (MFB) o en el Estriado.

La rata es la especie animal que mas se ha utilizado para inducir el modelo de la
enfermedad de Parkinson. Usando un atlas estereotéxico (Paxinos & Watson, 1986) un
area especifica puede ser seleccionada. Para su administracion, 6-OHDA debe ser
preparada en fresco, se disuelve el compuesto en solucién salina y acido ascérbico (0.2
mg/ml en 0.9% de salina). Debido a que este compuesto es sensible a la luz debe
almacenarse en la obscuridad. Dependiendo de la localizacion del sitio de inyeccion,
el numero de sitios de inyeccién y la cantidad de neurotoxina, los animales presentan

diferente curso temporal de progresion y severidad de la lesion.

Modelos en ratas
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a. Lesion unilateral (6-OHDA)
1. Lesion haz cerebro medio (enfermedad de Parkinson avanzada).

2. Lesion Sustancia Nigra compacta (enfermedad de Parkinson

avanzada).

3. Lesidn del Estriado (enfermedad de Parkinson moderada).

b. Lesion bilateral

1) 6-OHDA en el haz del cerebro medio (enfermedad de Parkinson

catastrofica: afagia, adipsia, muerte).
2) Exposicion a manganeso por 6 meses.
3) Inhibicidn del sistema proteasoma-ubiquitina.

Actualmente, la 6-OHDA se utiliza comunmente para generar lesiones
unilaterales, porque la inyeccion bilateral en el haz medial provoca adipsia y afagia
severas, asi como la muerte de los animales (Ungerstedt, 1971; Bourn et al., 1972). La
lesion del haz medial o nigral produce una pérdida casi total de neuronas (cerca del
90% de pérdida celular en la Substancia nigra) lo cual es equivalente a la etapa final de
la enfermedad de Parkinson. Sin embargo, la degeneracion de neuronas
dopaminérgicas en la SNc en la enfermedad de Parkinson tiene lugar en ambos
hemisferios, por lo que el tener un modelo bilateral seria mas cercano a lo que acontece
en la enfermedad. Se ha reportado que la administracion estriatal en 4 puntos de 20 pg
de 6-OHDA produce una pérdida del 80% de neuronas dopaminérgicas en la SN
(Roedter et al., 2001, Sauer & Oertel, 1994), lo cual acerca mas a las condiciones de la
enfermedad. La administracion de la neurotoxina en el Estriado provee una ventana
méas amplia de tiempo para actuar, incrementando las posibilidades de detectar la
neuroprotectora. En este sentido en el laboratorio hemos desarrollado un método de
lesion bilateral que mejora el indice de supervivencia de los animales y reproduce los
sintomas mas relevantes de la enfermedad de Parkinson como la bradicinesia,
hipocinesia y pérdida del control de la marcha y del desempefio motor general. El

modelo consiste en lesionar bilateralmente el Estriado induciendo un Parkinson
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avanzado, de esta manera logramos obtener una degeneracion bilateral de magnitud
similar en ambos lados, lo que seria semejante a lo que ocurre en la condicion

patoldgica de los enfermos de Parkinson.
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Planteamiento del problema

El uso de la L-Dopa constituye el farmaco de eleccién para el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson, pero presenta una gran desventaja ya que su uso prolongado
llega a producir discinesias y disminuye su eficiencia farmacoldgica con el paso del
tiempo (Quinn et al., 1987; Schapira et al., 2006). Es por ello, que en la actualidad, se
han buscado otros enfoques terapéuticos, tales como la combinacion de varias terapias
0 el uso de otros farmacos, encaminados a disminuir los sintomas motores que produce
la enfermedad de Parkinson, sin que éstos generen efectos secundarios indeseados o
disminuyan su eficiencia farmacoldgica después de una administracion prolongada.
Uno de tales farmacos es el PPX; empleado para el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson, el cual es un agonista preferencial de los receptores D3 (Camacho-Ochoa et
al., 1995; Mierau et al., 1995; Sautel et al., 1995; Piercey et al., 1996) y que ha
demostrado tener buena eficiencia para el control de los sintomas motores de los
enfermos de Parkinson, aunque su eficacia farmacolégica disminuye al cabo de algunos
anos.

Estudios previos de nuestro grupo, han mostrado que existe recuperacion motora
mediante la administracién cronica del 7-OH-DPAT o PPX, (ambos agonistas del
receptor dopaminérgico Ds) asociada a la transfeccion del gen para BDNF en modelos
experimentales de la enfermedad producidos por lesiones unilaterales, inyectando la 6-
OHDA en un solo Estriado (Razgado-Hernandez et al., 2015; Quintero, et al, datos por
publicar). Asimismo, se ha reportado que las alteraciones motoras (de la marcha, el
tono muscular y la coordinacion motora en la rata) se recuperan totalmente con el
tratamiento combinado crénico de una terapia génica, con BDNF, y farmacol6gica con
un agonista preferencial del receptor dopaminérgico Dz y no asi, al utilizar cada una de
las estrategias experimentales mencionadas por separado (Razgado-Hernandez et al.,
2015). Los agonistas dopaminérgicos al activar el receptor D3 podrian, estar modulando
la liberacion de dopamina y BDNF (Guillin et al., 2003), asi como de otros
neurotransmisores como el GABA y el glutamato, que posiblemente estarian
interactuando entre si, para de alguna manera, provocar los cambios motores que se

observan tras su administracion.

47



Es importante sefialar que los modelos unilaterales de lesion quimica para inducir
Parkinson experimental no representan por si mismos la condicion patoldgica de los
enfermos con Parkinson ni reproducen todos los sintomas de la enfermedad. Son pocos
los modelos experimentales en donde se realiza una lesion bilateral de los ganglios
basales. Los modelos de lesion bilateral en el haz medial son poco empleados ya que
los animales presentan diversos efectos secundarios, tales como afagia y adipsia, los
cuales son sintomas limitantes que llegan a producir la muerte de los animales, lo que
a su vez impide la realizacion de estudios a largo plazo (Ungerstedt, 1971; Bourn et al.,
1972), asi como la evaluacion de terapias para el tratamiento de la enfermedad
(Jolicoeur et al., 1991). Un modelo de lesion bilateral consiste en la lesion en ambos
lados del Estriado, lo que provoca la aparicion de sintomas que representan a un
Parkinson de moderado-avanzado y que es capaz de reproducir sintomas motores
caracteristicos de la enfermedad de Parkinson que no se observan en modelos
unilaterales y acercandose a la condicion patoldgica real que presentan los pacientes
con esta enfermedad.

Es por lo que, para el presente proyecto, hemos decidido emplear el modelo de
lesion bilateral estriatal para inducir Parkinson experimental, para obtener la pérdida
casi total de la inervacion nigro-estriatal y reproducir los sintomas motores,
caracteristicos de la enfermedad de Parkinson, tales como: acinesia, bradicinesia y
disminucion de la coordinacion motora, entre otros.

Una vez que elegimos el modelo que més se acerca a la condicion patoldgica, nos
preguntamos, si la administracion de un agonista de los receptores D3 podria tener
efectos en este modelo de lesidn, ya que en la clinica se han visto una mejora motora
en pacientes con la enfermedad de Parkinson. Una vez que se evalu6 el efecto agudo
del agonista nos preguntamos cual seria el efecto motor que se produciria tras una
administracion crénica de una terapia combinada de PPX (agonista de los receptores
D3) asociado a la transfeccion del gen para el BDNF a las neuronas dopaminérgicas
para controlar el Parkinson experimental producido por la lesion bilateral de la
inervacion nigro-estriatal, debido a que una monoterapia solo con PPX, pierde su
eficiencia farmacoldgica al paso de unos afos y se vuelve ineficiente para tratar los

sintomas motores caracteristicos de la enfermedad de Parkinson. El estudiar los efectos
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de esta terapia combinada en el modelo de lesion bilateral podria tener una relevancia
clinica para el control de los sintomas motores de la enfermedad de Parkinson y
asimismo entender si hay una participacion preponderante de los receptores D3z en el
desarrollo o mejora de la enfermedad de Parkinson asociado con el efecto potenciador
del BDNF, ambos tienen una retroalimentacion positiva en su expresion y liberacion,
sumando sus efectos troficos, controlando los sintomas motores de manera permanente.
De aqui la importancia de estudiar mas a fondo el papel de los receptores D3 en la
regulaciéon del movimiento, asi como entender las acciones que se producen sobre la
respuesta motora, una vez que se administra el agonista asociado a la transfeccion del
BDNF, se produzca una activacion del receptor Dz y un efecto del BDNF sobre las
neuronas dopaminérgicas remanentes para el control motor en la enfermedad de

Parkinson.

49



Hipotesis

La asociacion del pramipexol (agonista preferente del receptor D3) con la
transfeccion del BDNF recuperan la conducta motora en animales con lesién bilateral
de la inervacién nigroestriatal y produce efectos troficos en las neuronas

dopaminérgicas y estriatales.

Objetivo general

Evaluar el efecto del tratamiento combinado de pramipexol asociado a la
transfeccion del gen para BDNF sobre las alteraciones motoras y los efectos

neurotréficos en un modelo de degeneracion bilateral de la inervacion nigro-estriatal.

Objetivos especificos

1. Estudiar los efectos farmacoldgicos del pramipexol sobre la conducta motora en

ratas con lesion bilateral de la inervacion nigro-estriatal (parkinsénicas).

2. Determinar los efectos de la asociacion del PPX + BDNF sobre los sintomas

motores en un modelo de Parkinson por lesion bilateral.

3. Determinar los efectos de la terapia combinada sobre los sintomas no motores como

memoria y ansiedad.

4. Determinar la efectividad de la transfeccion en las neuronas dopaminérgicas.

5. Evaluar los efectos tréficos de la terapia combinada sobre las neuronas

dopaminérgicas y estriatales.
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Disefio experimental

Animales

Todos los procedimientos fueron realizados en estricto apego a la legislacion
mexicana actual, la NOM-062-Z00-1999 y la NOM-087-ECOL-1995 (SAGARPA),
basados en la guia para el uso y manejo de animales de laboratorio. EI comité
institucional del Cinvestav para el uso y cuidado de los animales (UPEAL) aprobd
nuestros procedimientos (protocolo #0121-03). Se realizaron todos los esfuerzos
necesarios para minimizar el sufrimiento de los animales, empleando anestésicos
ketamina (Ketamine-Pet Laboratory Aranda 75 mg/Kg, procina al 2% (xilacina, Pisa,
5 mg/Kg) intraperitonealmente (i.p.) y analgésicos (ketoprofeno 1%, 0.2 ml i.p.)
cuando fue apropiado bajo la supervision de un veterinario para reducir el dolor y estrés
de los animales. Estos medicamentos también se aplicaron previo al procedimiento de
eutanasia empleando ketamina y xilacina (75 mg/Kg y 5 mg/Kg i.p. respectivamente;
con la perfusion con 120 ml de solucién salina (0.9% NaCl) seguida de 300 ml de
paraformaldehido (4% en PBS pH. 7.4, 0.1M).

Se utilizaron ratas macho Wistar de un peso entre 220-250 g al inicio del estudio,
proporcionadas por la Unidad de Produccion de Animales de Laboratorio (UPEAL) del
Cinvestav con nimero de protocolo 121, las cuales fueron mantenidas en el bioterio
con un ciclo invertido de luz-obscuridad de 12 h y con acceso a comida y agua ad

libitum.

Modelo de lesién bilateral estriatal

Los parametros motores se evaluaron antes de lesionar cada rata con el fin de
realizar un seguimiento de su desempefio individual a lo largo del protocolo y tener los
parametros motores iniciales. La prueba de rotarod se utilizé como tarea discriminativa
antes y después de un mes de la lesion con 6-OHDA (animales con < 50% de pérdida
del rendimiento inicial en el desempefio motor se incluyeron para el disefio

experimental). Las ratas se dividieron aleatoriamente en tres grupos de 8 sujetos cada
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uno: 1) ratas tratadas con el agonista del receptor D3, PPX, asociadas a la transfeccion
del gen BDNF (PPX + BDNF); 2) ratas lesionadas sin tratar y 3) ratas control / intactas.
Algunas muertes de animales ocurrieron durante el estudio, pero fueron aleatorias entre
los grupos y no se relacionaron con los procedimientos experimentales.

Se eligio la lesion dorso-medial intraestriatal con el objetivo de evitar el dafio
quimico inespecifico de la 6-OHDA sobre las MSNs de la parte dorsolateral del
estriado (Kirik et al., 1998), lo que podria evitar la reinervacion de esta zona,
predominantemente inervada por las aferencias de la corteza sensoriomotora (\Voorn et
al., 2004, Graybiel, 2005). Para ello las ratas fueron anestesiadas con ketamina y
xilacina (75 mg/Kg y 5 mg/Kg i.p., respectivamente) y colocadas en un aparato
estereotaxico (David Kofp instruments, Tujunga, CA. modelo 201025R), después de
una incision en la parte superior de la cabeza y de dos hoyos pequefios en el craneo se
utilizé una canula calibre 30 para inyectar (1 uL de solucién). Se lesiond el Estriado en
tres sitios, las coordenadas fueron obtenidas con respecto al atlas estereotaxico de
Paxinos & Watson (1998), las coordenadas empleadas a partir de bregma fueron: sitio
1: +1.9 mm anteroposterior, £2.5 mm lateral y -5 mm ventral a partir de la superficie
de la duramadre. Sitio 2: +0.8 mm anteroposterior, £2.9 mm lateral y -4 mm ventral a
partir de la superficie de la duramadre vy, sitio 3: -0.5 mm anteroposterior, £5.2 mm
lateral y -5 mm ventral, a partir de la superficie de la duramadre. En cada sitio se
inyectaron 7 pl de 6-OHDA disuelta en solucién salina al 0.9% con 0.1% de acido
ascorbico (Sigma-Aldrich) en 1 pl de solucion de vehiculo a un flujo de 0.1 pl/min.
Tras la infusion se dejo la canula 3 min mas al final de la inyeccion para prevenir el
reflujo y para permitir la difusién de la toxina, antes de retirar la aguja. Una semana
después se realizo la inyeccidon de la neurotoxina o solucién salina en el Estriado
contralateral con las coordenadas antes mencionadas. 7 ug/pl/sitio de la toxina 6-
OHDA, la cual se mantuvo a una temperatura de 4 °C protegida de la luz para minimizar
la oxidacion. Los animales fueron suturados y colocados en cajas individuales por dos
semanas, durante su recuperacion, se les administré terramicina durante 5 d en el agua
para prevenir alguna infeccion. Debido a que la enfermedad de Parkinson se presenta
generalmente en personas de edad avanzada, el deterioro de la capacidad motora que

presentan estos pacientes es causada no solo por la enfermedad sino tambiéen por la
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edad. Es por ello que, en el presente estudio, se utilizd un grupo de animales intactos
que fueron evaluados en paralelo con los grupos de ratas lesionadas, con la finalidad

de evaluar los efectos de la edad sobre la capacidad motora de dichos animales.

Diseno Experimental

Lesion
6-OHDA
l #
* * * * *
_ ,, | | |
egeneracion
PDopaminérgical PPX Semanas
-1 0 4 6 10 18 24 34 36
*= Rotarod y Transfeccion Inmunohistoquimica
Prueba de la Viga. del gen BDNF.  y conteo de espinas

# = Marcha, reconocimiento de objetos,
actividad motora y rearing.

Figura 6. Protocolo experimental utilizado en este trabajo. La flecha gris indica la duracién en
semanas y cada linea vertical negra representa un proceso realizado a lo largo del tiempo. La
evaluacion del comportamiento motor se indica con asteriscos, que incluyen rotarod, viga y

actividad ambulatoria; # indica las pruebas motoras realizadas 2 meses después de retirar el
PPX.

Administracion crénica de pramipexol

Se utilizaron mini bombas osméticas marca Alzet (Duret Corporation, EUA,

modelo 2006), las cuales fueron implantadas en el lomo de los animales. Cada mini
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bomba osmotica (con capacidad de 200 ul y flujo de 0.15 ul/h, dosis de 0.5 mg/Kg/dia;
la cual, de acuerdo con estudios previos es adecuada para activar los receptores D3 (Maj
et al., 1997) fue llenada con el agonista preferente del receptor D3, PPX (7-hidroxi-2-
(di-N-propilamino) tetralina hidrobromida (Sigma-Aldrich) disuelto en solucién
vehiculo (solucion salina estéril al 0.09%). Se reemplazo6 la bomba cada 1.5 meses en
cada rata para dar un total de 4.5 meses de infusion continua del agonista.

Transfeccion del BDNF

El gen de BDNF-flag fue transfectado a las neuronas dopaminérgicas de la SNc
usando el NTS-polyplex descrito por Martinez-Fong y mejorado por Navarro-
Quiroga (Martinez-Fong et al., 1999; Navarro-Quiroga et al., 2002). El
procedimiento detallado de la sintesis del acarreador NTS y la formacién del NTS-
polyplex a una proporcién molar éptima fue reportado anteriormente (Martinez-Fong
& Navarro-Quiroga, 2000; Navarro-Quiroga et al., 2002; Arango-Rodriguez et al.,
2006). El plasmido phDAT-BDNF-flag (10.5 kb) que codifica el gen de BDNF-flag
bajo el control del promotor del transportador de DA humano (hDAT) fue obtenido
clonando 868 pb del BDNF-flag dentro de los sitios Not I-Sal | del phDAT-EGFP
(Sacchetti et al., 1999, Arango-Rodriguez et al., 2006). Los microensayos de
retencién y retardo (Navarro-Quiroga et al., 2002, Hernandez-Baltazar et al., 2012),
fueron usados para determinar los indices 6ptimos de molaridad de los componentes
del NTS-polyplex, los cuales fueron 30 nM pADN; 30 uM péptido cariofilico y 1.17
uM NTS-FP-PLL (un conjugado de NTS, péptido cariofilico y poli-L-lisina).

El NTS-polyplex (2 uL de la solucion phDAT-BDNF-flag/acarreador NTS) fue
inyectado justo arriba de la SNe¢, lentamente (0.1 pL/min). Se utilizo el polyplex de
neurotensina que contiene el gen que codifica para el BDNF como un método de
transfeccion no viral a las neuronas dopaminérgicas (Gonzalez-Barrios et al., 2006).
El polyplex con el gen para BDNF fue generosamente proporcionado por el Dr.
Daniel Martinez-Fong y aplicado a los animales una sola vez bilateralmente en la
SNc, un mes después del implante de las bombas, por medio de la microinyeccion de
2 ul a un flujo de 0.1 pl/min de la solucién, las coordenadas fueron obtenidas con

respecto al atlas estereotaxico de Paxinos & Watson (1988), a partir de bregma: del
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lado derecho: anteroposterior -5 mm, 1.9 mm lateral y 7.1 mm ventral; del lado

izquierdo: anteroposterior -5 mm, -1.9 mm lateral y 7.1 mm ventral.

Pruebas motoras y conductuales

Cajas de actividad

La distancia y la velocidad de desplazamiento voluntario, asi como el tiempo
de ambulacién y actividad exploratoria vertical (rearing), fueron evaluadas en cajas de
actividad motora, cajas de acrilico con las siguientes dimensiones 43.2 x 43.2 x 30.5
cm, conteniendo un set de 16 haces de luz infrarroja y sensores Opticos que detectan
cuando se interrumpe un haz de luz o dos haces consecutivos, lo que permite determinar
el desplazamiento horizontal o vertical de la rata en el recinto. La actividad del animal
se registré durante 60 min. Se utilizé la media de los valores obtenidos para realizar la
gréafica correspondiente. Cabe sefialar que se habitud al animal en la caja durante 20

min antes de iniciar la prueba.

Rotarod

Mediante el uso del equipo rotarod se evalud la coordinacion motora y el
equilibrio de los animales en estudio. En este aparato, el cilindro comienza a girar a la
velocidad que se le programe hasta que el animal cae, lo que es percibido por sensores
oOpticos que paran el giro del rodillo y en la pantalla se despliega el tiempo de
permanencia del animal y la velocidad seleccionada. Se eligié un protocolo de 5
velocidades constantes (5, 10, 15, 20 y 25 RPM) con un tiempo méaximo de prueba de
2 min por velocidad. Cada velocidad fue videograbada para posteriormente confirmar

el tiempo que permanece cada rata en el rodillo.

Viga
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Para analizar la coordinacién motora gruesa, se entrenaron a las ratas a pasar en
5 ocasiones, a través de vigas de madera de 2 m de longitud de 12 mm y de 5 mm de
grosor, colocadas con una inclinacion de 15°, durante 5 d consecutivos. En el extremo
mas alto de la viga se coloca la caja hogar del animal y este iniciaba el recorrido en la
parte mas baja. Al quinto dia se realiz6 la prueba, haciéndolas pasar una sola vez por
cada viga (de 12 mm y de 5 mm de grosor). Cada evaluacion fue videograbada para
posteriormente determinar el tiempo que tarda cada rata en recorrer todo el largo de la

viga hasta llegar a su caja hogar.

Analisis de la marcha

El trastorno de la marcha es uno de los sintomas mas incapacitantes de la
enfermedad de Parkinson. En modelos de roedores de la enfermedad de Parkinson
permite probar el grado de pérdida de dopamina en el Estriado (Wang et al., 2012).
Aqui se estudio la marcha para evaluar la recuperacion de la inervacion dopaminérgica
del Estriado por el tratamiento combinado. El paso fue registrado en una pista de
acrilico transparente (17 cm de alto, 15 cm de ancho y 170 cm de largo, con un
compartimiento oscuro al final de la pista para refugio). La pista estaba a 150 cm por
encima del nivel del suelo. La cresta iliaca, trocanter mayor, lateral, el maléolo y la
cabeza distal del quinto metatarsiano fueron marcados con tinta indeleble, como
referencia para analizar la marcha. Para evitar la variabilidad entre los ensayadores, el
mismo operador evalud la fase final de la prueba. Como el analisis de la marcha se
limitd al plano sagital, la camara se colocé frente al lado izquierdo de la rata,
perpendicular a la direccion del movimiento. Los puntos marcados fueron rastreados
cuadro por cuadro, obteniendo unas coordenadas bidimensionales (X, Y) utilizando el
software ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA http://rsb.info.nih.gov/lj /). Los datos se
importaron en Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft) y se analizaron con hojas de
Excel preensambladas a segmentos del cuerpo modelados como lineas rectas rigidas a
los puntos marcados. La posicion de la rodilla se calculd indirectamente mediante la
superposicién de dos circulos centrados, en pivotes de cadera y tobillo, con un radio de

la longitud del fémur vy la tibia, respectivamente (Filipe et al., 2006). La cinematica de
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la marcha fue reconstruida a partir de los cambios en los puntos marcados situados
entre tramas consecutivas, facilitando la generacion de diagramas de barras
(superponiendo modelos segmentos del cuerpo de cada marco) y parcelas de
desplazamiento espacial. Los angulos y distancias fueron calculados directamente por
el software. Para las mediciones de angulos, se utiliz6 el &ngulo més pequefio de las
dos alternativas tipicamente empleadas, éste era el angulo en el lado flexor de la
articulacion. Nosotros elegimos analizar el angulo de la articulacién del tobillo porque
era el mas alterado por la lesién con 6-OHDA. Para aprender a moverse a lo largo de
la pista con velocidad constante, las ratas fueron entrenadas durante tres dias
consecutivos antes de la sesion de grabacion. Una sesion usualmente consistié en pasar
10 veces al animal a lo largo de la pista. Se obtuvieron cuatro pasos por rata a una
velocidad relativamente constante (centro de la pista). La deformacién éptica de la
imagen producida por la lente de la camara fue determinada y corregida mediante el

uso de un cuadrado de acrilico (5 cm x 5 cm) que sirvié como una escala bidimensional.

Pruebas no motoras

Prueba de reconocimiento de objetos

La prueba de reconocimiento de objetos se utiliza para evaluar la cognicion,
particularmente la memoria de reconocimiento, en modelos de roedores de trastornos
del SNC (Beato et al., 2008). Esta prueba se basa en la tendencia espontanea de los
roedores a pasar mas tiempo explorando un objeto novedoso que uno familiar
(Ennaceur & Delacour, 1988). La eleccion de explorar el nuevo objeto refleja el uso de
la memoria de aprendizaje y reconocimiento. El aparato consiste en una arena con las
siguientes dimensiones: 45 cm por lado, con una altura de 50 cm, las paredes estan
hechas de madera. Durante la prueba, la arena se encuentra en completa oscuridad. En
los ensayos de ROT, dos objetos fueron colocados en la arena en una posicion
simétrica.

En cada ensayo los objetos fueron colocados en la misma ubicacion. Se

utilizaron cuatro conjuntos diferentes de objetos. Los diferentes conjuntos de objetos
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utilizados son generalmente consistentes en altura y volumen, pero son diferentes en
forma y apariencia. Durante la habituacion, se permite a los animales explorar una
arena vacia. La fase de familiarizacion se realizo colocando ratas individualmente
durante 5 min en el campo, en el que dos objetos idénticos (objetos Al y A2) se
colocaron en dos esquinas adyacentes, a 5 cm de las paredes (fase de familiarizacion).

Después de eso, las ratas exploraron la arena durante 5 min en presencia de un
objeto familiar (A) y uno nuevo (B). La figura 7 muestra en una caricatura el disefio
del experimento de reconocimiento de objetos. Los objetos fueron elegidos después de
determinar, en experimentos preliminares, que eran igualmente preferidos por los
animales en experimentacion. Entre cada ensayo tanto la arena del campo abierto como
los objetos se lavaron con solucidn de etanol al 95% y se cambio el aserrin. Todas las
sesiones fueron filmadas. La exploracion del objeto nuevo se definié como olfatear o
tocar el objeto con la nariz; sentarse sobre el objeto no se considerd exploracion. La
colocacidon de objetos fue contrapesada de modo que la mitad de los animales en cada
grupo de tratamiento vio el nuevo objeto en el lado izquierdo (relativo a la posicion de
partida del animal) del campo abierto y la otra mitad vio el nuevo objeto en el lado
derecho de la arena. La proporcién del tiempo de exploracién total que el animal gastd
investigando el objeto novedoso fue el indice de memoria de reconocimiento para la
prueba. Para analizar el video, se inicid el temporizador cuando el animal entra en
contacto "dirigido™ con el nuevo objeto. Se detuvo el temporizador cuando el animal
dejo de ponerse en contacto con el objeto. Se repite durante las dos fases de la prueba
y para cada objeto. Los contactos dirigidos incluyen cualquier contacto con la boca, la
nariz o la pata. EI IRNO (indice de reconocimiento de objeto novedoso), fue calculado
como el tiempo de exploracion de un objeto nuevo menos el tiempo de exploracion del

objeto familiar entre el tiempo total de exploracion del objeto familiar y novedoso.
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Figura 7. Reconocimiento de objetos. Dibujo de la fase de exposicion del objeto idéntico (a)

y de la fase de exposicion al nuevo objeto (b).

Inmunohistoquimica para TH

Una vez cumplidos los periodos y realizadas las pruebas motoras y no motoras
sefialadas, cada animal fue anestesiado con ketamina y xilacina (75 mg/Kg y 5 mg/Kg
i.p. respectivamente), luego se procede a perfundir, intracardiacamente, con la ayuda
de una bomba peristaltica (Masterflex), solucion salina al 0.09% durante 5 min para
posteriormente pasar 250 ml del fijador paraformaldehido al 4% (diluidos en solucion
amortiguadora PBS 0.1 M, pH 7.4), una vez concluida la perfusion se procede a extraer
el cerebro y colocarlo en una solucién similar a la fijadora (paraformaldehido en PBS)
y dejarlo para su postfijacién durante 24 h a temperatura ambiente.

Posteriormente para su crio-preservacion se coloca el tejido en una solucién de
PBS (0.1 M, pH 7.4) y sacarosa al 30% Y se deja en el refrigerador (a 4° C) hasta que
la sacarosa se haya infiltrado en el tejido. Una vez que el tejido baja por aumento de su
densidad, se procede a rebanarlo con un cridstato obteniendo rebanadas con un grosor
de 30 micras las cuales se colocan en una solucion con PBS al 0.1 M pH 7.4. Se colocan
las rebanadas en pozos para iniciar con la Técnica de la TH, sin cambiarlas de pozo
para evitar la fragmentacion de estas. Se realiz6 la técnica convencional de

inmunocitoquimica anti-TH por flotacion del tejido. EI primer paso es lavar las rebanas
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con PBS-triton frio al 0.5%, tres veces durante 5 min. Posteriormente se desecha esa
solucién y se agrega PBS-SDS a temperatura ambiente al 0.5% durante 5 min. Luego
se procede al apagamiento de la peroxidasa, se colocan las rebanadas en una solucién
con isopropanol al 10%, peroxido (H20>) al 3% y PBS al 0.1 M pH 7.4, se hacen dos
lavados de 15 min cada uno a temperatura ambiente. A continuacion se procede al paso
del bloqueo durante una hora a temperatura ambiente en una solucion con suero de
cabra al 10%, de peroxido al 2% y PBS-triton al 0.025%. Se hacen 3 lavados con PBS-
Triton al 0.025% durante 5 min cada uno. Luego se afiade a las rebanadas el anticuerpo
primario (ANTI-TH policlonal) en una solucién de anti-TH 1:1000, suero de cabra al
2% y PBS-Triton al 0.025%, durante 48 h a 4 °C con agitacion suave en obscuridad.
Posteriormente se lavan las rebanadas con PBS-Triton 0.025%, se hacen 3 lavados de
5 min cada uno. Se agrega el anticuerpo secundario biotinilado en una solucion de anti-
rabbit 1:200, suero de cabra 2% y PBS-triton al 0.025% en obscuridad durante 2 h con
agitacion suave. Luego se hacen 3 lavados de 10 min cada uno en PBS al 0.025%. Se
colocan las rebanadas en el marcador avidina-biotina, el cual debe prepararse 30 min
antes de usarse, dicha solucién contiene: 1 gota de A (abidina) mas 1 gota de B (biotina)
del kit correspondiente por cada 5 mL de PBS-Triton al 0.025%, se coloca en
obscuridad durante 2 h en agitacion suave. Se hacen 3 lavados de 10 min cada uno con
PBS-Triton al 0.025%. A continuacion se hace el revelado: una gota del kit ABC
(abidina, iotina y diaminobenzidina) en 5 mL de agua MilliQ mas 1 gota de buffer, 1
gota de peroxido, con 1 gota de diaminobenzidina (DAB) més 0.25 mL de niquel con
50 pl de suero de cabra, se coloca de 2 a 3 min y se procede a lavar las rebanas con
PBS 1 M. Posteriormente se procede al montaje de las rebanadas en un portaobjetos
gelatinizado de acuerdo a las estructuras presentes en cada rebanada; una vez en los
portaobjetos se dejan secar aproximadamente 1 semana a temperatura ambiente y
cubiertas de la luz solar. Luego se procede a deshidratar el tejido mediante una serie de
alcoholes isopropanilicos a diferentes concentraciones (80-100%) durante 1 min en
cada solucion, para posteriormente pasar al xilol que es el solvente de la resina con la
que se cubriran, se coloca resina sintética sobre las rebanadas para cubrirlas y
posteriormente realizar el conteo de las neuronas positivas a TH en los diferentes

grupos de estudio mediante microscopia de luz.
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Conteo estereoldgico de neuronas nigrales

Se realizé un estudio estereoldgico nigral estereoldgico de las neuronas TH
inmunopositivas utilizando el software Stereolnvestigator v.11 (MicroBrightField Inc.)
acoplado a un microscopio estereoldgico Nikon Labophot-2 equipado con un modelo
motorizado de escenario Ludl MAC-2000 con un framegrabber y un CCTV Exwave
HAD Sony camara. La SNc y la AVT fueron delimitadas dentro de un conjunto de
claras referencias anatomicas de Paxinos & Watson, 1998. Las neuronas se contaron
usando un objetivo 40X N.A. 0.5 con un relé de lentes 1x / 16 por cada 10 rebanadas
que contenian la SNc y la AVT (6-7 rebanadas por rata, n = 3 ratas por grupo) por un
experimentador cegado al historial del tratamiento.

Tincién de Golgi

Una vez que se realiza la perfusion del animal, se procede a tomar un pedazo
del Estriado rostral para continuar con la tincion de Golgi la cual consiste en la
impregnacion argéntica de la muestra (rebanadas de 4 mm de Estriado dorsal anterior)
en una mezcla de osmio-dicromato (OsOs 0.3% K>Cr207 2.7% en H.O bidestilada)
durante 7 d a temperatura ambiente, en oscuridad. Posteriormente las muestras se lavan
rapidamente en agua bidestilada, y se sumergen en nitrato de plata al 0.75%, se dejan
24 h, para después realizar los cortes, los fragmentos de tejido se encastran en parafina
y se obtienen cortes de 100 micras de grosor que se colocan secuencialmente en
alcoholes a diferentes concentraciones iniciando con alcohol isopropilico al 95% 2
veces, luego alcohol absoluto al 100% 2 veces por 10 min cada uno; para aclarar el
tejido se pasa a un bafio de esencia de clavo por 10 min y finalmente se pasa por xilol
durante 10 min, luego se procede al montaje de las rebanadas en un portaobjetos para
posteriormente cubrirse con resina sintética para dejarse secar por un plazo aproximado
de 18 d.
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El conteo de las espinas dendriticas se hace en 5 dendritas secundarias de 10
neuronas espinosas medianas en ambos hemisferios; se cuentan las espinas en
segmentos de 10 micrometros posteriores a los 10 primeros micrometros de la dendrita
secundaria a partir de la primera bifurcacion mediante microscopia de luz (Avila-Costa
et al., 2004).

Inmunofluorescencia para detectar BDNF-flag/TH

De las rebanadas previamente cortadas, se seleccionan solo las que contengan
sustancia nigra y VTA a diferentes niveles, antes de proceder a hacer la técnica de TH.
Luego se procede a permeabilizar con PBS-Triton al 0.5%, esto 4 veces por 10 min. Se
decanta esa solucién y se agrega PBS-SDS al 0.5% una sola vez durante 10 min. Se
procede al blogueo por 30 mina 37 °C con BSA al 10% en PBS 0.1 M pH 7.4. Se lavan
las rebanadas con PBS 0.1 M durante 5 min 2 veces. Se incuban con los anticuerpos
primarios durante 2 h a 37 °C: anti-flag M1284 1:300, Anti-TH 1:1000 en PBS 0.1 M
/IBSA al 3%, luego se dejan 48 h en obscuridad y a temperatura ambiente. Se hacen 3
lavados con PBS 0.1 M durante 5 min. Se incuban con los anticuerpos secundarios
durante 2 horas a temperatura ambiente en obscuridad: anti-mouse (rabbit) Alexa 488
1:200, anti-rabbit (goat) Cy5 1:200 en PBS 0.1 M /BSA 3%. Se lavan con PBS 0.1 M
3 veces durante 5 min. Una vez que se hacen los lavados, se procede a montar las
rebanadas en la obscuridad y en portaobjetos limpios y libres de gelatina o de
polilisinas. Se mantienen refrigerados a 4 °C hasta que se analizan con el microscopio
confocal para evaluar y cuantificar la colocalizacion de las neuronas positivas a TH y
BDNF-flag.

Determinacion de los contenidos de dopamina con la técnica de HPLC

Una manera de comprobar la deplecién dopaminérgica, después de inyectar la
6-OHDA en el sistema dopaminérgico, es midiendo los contenidos del
neurotransmisor, debido a que este dato revela el grado de pérdida de la inervacion

sobre el nucleo estudiado. La disminucion de los contenidos ocurre después de 24 h de
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la lesion y no se presenta recuperacion aun después de 140 a 180 d (Heikkila y Cohen,
1984; Zigmond y Stricker, 1989; Yuan et al., 2005).

Una vez que se termino con la evaluacion motora dos meses después de retirar
la administracion sistemica del PPX, los animales fueron sacrificados y se extrajo el
cerebro para medir las concentraciones de DA y sus metabolitos en el Estriado.
Utilizando un vibratomo se obtuvieron rebanadas coronales de 300 um, y de ellas se
disecaron manualmente secciones de ambos lados del Estriado. Se homogenizé el
tejido con &cido perclérico (0.1 N) y con ayuda de una microcentrifuga Airfuge
(Beckman, Fullerton CA., EUA) a 300 PSI por minuto se obtuvieron dos fases. La fase
liquida se filtr6 en membranas de nylon con poro de 0.22 um, y se ocup6 para medir
las concentraciones de DA en un cromatografo LC-4C (Bioanalytical System, Inc. -
BAS-, West Lafayette, IN, EUA) equipado con un inyector automéatico Rheodyne con
asa de 5 pL. El flujo de la fase movil se mantuvo a 0.9 mL/min.; la composicion de la
fase movil fue: &cido monocloroacético 0.1 M, &cido etilendinitrilotetraacético (EDTA)
0.65 mM, &cido octanosulfonico 0.9 mM, y acetonitrilo al 4.5%, pH ajustado a 4.5 con
hidroxido de sodio (NaOH) y desgasificada con agitacion y vacio. La separacion de las
catecolaminas se efectué en una columna de microporo C18 (100 X 1 mm) con
particulas de 3 mm (BAS- Unijet).

La deteccidn electroquimica se hizo mediante una celda con dos electrodos de
carbono vidriado colocados en serie y controlados por dos médulos LC-4C (BAS). El
primer electrodo se trabajo a un potencial de + 300 mV, con el fin de oxidar
contaminantes; y al segundo electrodo se le asignd un voltaje de + 750 mV, cuya sefial
obtenida fue digitalizada por una tarjeta de interfase, procesada en una PC y analizada
mediante el programa Peak Il (SRI Instruments, Torrance, CA, EUA).

La fase solida fue resuspendida en 120 pl de NaOH 0.2 N y en alicuotas de 20

ul se cuantifico por triplicado la cantidad de proteina con el método de Bradford.

Analisis estadistico

Se analizd el comportamiento motor en el rotarod, viga y cajas de actividad de

cada rata antes de la lesion bilateral con 6-OHDA. Los valores de estos analisis se
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tomaron como 100% (condicién normal). Para determinar el nimero de neuronas TH
+ que expresan la inmunofluorescencia BDNF-Flag, el 100% fue el total de las
neuronas TH (+) en la misma SNc. Los valores se expresan como la media £ SEM.
Como los mismos animales fueron sometidos a multiples pruebas, los efectos
secuenciales del tratamiento combinado y las diferencias entre los grupos se estimaron
mediante analisis de ANOVA de medidas repetidas unidireccionales seguidas por las
comparaciones mdaltiples de Tukey post-test o andlisis de ANOVA de medidas
repetidas de dos vias. Los significados estadisticos se estimaron utilizando el programa
GraphPad Prism versién 5.0 (GraphPad Software, San Diego California, EUA). Se

tomd P < 0.05 como una diferencia estadisticamente significativa.
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Resultados

Efectos farmacoldgicos del PPX

La enfermedad de Parkinson produce sintomas motores caracteristicos como lo
son: la acinesia, bradicinesia, disminucion del movimiento voluntario, entre otros. El
modelo de lesion bilateral empleado para este trabajo logra reproducir estos sintomas
motores, por lo que nos preguntamos que respuesta tendria administrar el agonista de
estos receptores que es actualmente empleado en el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson en el modelo de lesion bilateral. Para asegurarnos de que la activacion del
receptor D3 produce una respuesta sobre los efectos motores en el modelo de lesion
bilateral estriatal, se decidié administrar una dosis diaria de PPX (1mg/kg, via oral,
durante 5 d) y registrar el efecto producido sobre la actividad locomotora general
mediante la prueba de cajas de actividad durante 5 h; cabe mencionar que los animales
se habituaron durante 20 min en las cajas antes de iniciar la prueba.

En la figura 8 podemos observar los efectos motores producidos por la
activacion del receptor D3, la linea color negro representa los animales lesionados que
recibieron el PPX, la linea gris a los animales lesionados que recibieron solucion salina.

El PPX induce un incremento a partir del segundo dia de administracion en la
actividad locomotora general de los animales lesionados bilateralmente, tanto en su
distancia (Figura 8A), la velocidad de desplazamiento (Figura 8B) y el tiempo de
ambulacion (Figura 8C), lo que involucra el control de la bradicinesia o acinesia
caracteristico en los enfermos de Parkinson y que esta presente en los animales con
lesion bilateral, este efecto no se observa en los animales lesionados bilateralmente que
reciben solucion salina (linea color gris,), donde no observamos cambios significativos
a lo largo del experimento, en los pardmetros evaluados, distancia, velocidad y tiempo
de ambulacion, evaluados al segundo dia de administracion de solucion salina.

La actividad exploratoria vertical (“rearing”) esta asociado al grado de ansiedad
que presenta el animal, juzgado en las cajas de actividad. La Figura 8D muestra que el
PPX aumenta significativamente la actividad exploratoria vertical, indicando que
puede controlar la ansiedad de las ratas lesionadas bilateralmente. Los animales

lesionados bilateralmente que reciben solucion salina no presentan cambios
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significativos en los diferentes dias de administracién. Con estos resultados
observamos que el PPX si presenta efectos motores importantes sobre la conducta

motora en el modelo de lesion bilateral.
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Figura 8.- Efectos agudos del PPX en el modelo de lesion estriatal bilateral. EI PPX
(1 mg/Kg/dia) incrementa la locomocién (A), la velocidad (B) y tiempo de ambulacion (C) asi
como la actividad exploratoria vertical (“rearing”, D) en los animales lesionados
bilateralmente. La solucion salina no afecto la actividad locomotora de las ratas con lesion
bilateral. * P < 0.05 lesionada + salina vs lesionada + PPX, ** P < 0.01 lesionada + salina vs
lesionada + PPX, *** P < 0.001 lesionada + salina vs lesionada + PPX, n = 6. Los datos fueron

analizados con una prueba de Anova de una via con un post test de Tukey. 0=0.05.
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Coordinacion motora juzgada por la prueba de la viga

La enfermedad de Parkinson produce inestabilidad postural, asi como pérdida
de la coordinacion motora para realizar el movimiento voluntario normal. Nuestro
modelo de lesion bilateral logra reproducir este sintoma motor caracteristico en los
enfermos con Parkinson, por lo que evaluamos el efecto del PPX sobre la coordinacion
motora en los animales lesionados bilateralmente. Este agonista elimind la
incoordinacién motora que presentan las ratas con la lesion bilateral de la inervacion
nigro-estriatal (Figura 9A, barra negra) a valores semejantes a los de la condicién sana
(barra gris, Figura 9A, el cual no muestra diferencia estadistica significativa). Este
efecto motor es el observado en los pacientes con la enfermedad de Parkinson tras
administrar este agonista. Los animales lesionados que reciben solucion salina
incrementan el tiempo que tardan en realizar la prueba y algunos no logran atravesar la

viga y llegar a su caja, demostrando la alteracion de coordinacion motora (barra Gris).

Coordinacion motora juzgada por la prueba del rotarod

Asimismo, otra manera de evaluar el desempefio motor de los animales
lesionados bilateralmente es mediante el uso de la prueba del rotarod. En la figura 9B
podemos observar que al analizar los resultados a la velocidad més alta (25 rpm), la
administracion con PPX (barra negra) logro recuperar la coordinacién motora a valores
similares a los de las ratas sanas (barra Blanca), es decir, logra que las ratas puedan
mantenerse mayor tiempo sobre el rodillo, aungue la velocidad a la que gire este, sea
alta. Las ratas lesionadas bilaterales que reciben solucion salina (barra gris) no logran
mantenerse un mayor tiempo en el rodillo, mostrando, que no tiene recuperacion
espontanea, (Figura 9B). EI PPX controla las alteraciones posturales y descoordinacion
de movimientos del enfermo con enfermedad de Parkinson. La mejora motora
mostrada representaria la recuperacion observada en el paciente de la enfermedad de

Parkinson tratado con PPX.
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Pruebas motoras
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Figura 9.- EI PPX recuperé la coordinacion motora en las ratas lesionadas bilateralmente
evaluada tanto en la prueba de la viga (A) como en la prueba del rotarod (B). Las barras
representan el promedio de las mediciones individuales de los diferentes grupos * el error
estandar para cada grupo. ** P < 0.01 lesionada bilateral + salina vs sanas / lesionadas + PPX,
*** P <(0.001 lesionada bilateral + salina vs sanas / lesionada bilateral + PPX, n=14. Los datos
fueron analizados con una prueba de Anova de una via con un post test de Tukey. 0=0.05.

Efecto motor de la terapia combinada

No se emple6 el BDNF por si solo, ya que antecedentes en nuestro laboratorio
(Razgado-Hernandez et al., 2015), mostraron que no recupera la conducta motora
normal en un modelo de lesion unilateral estriatal.

Una vez que observamos el efecto motor que produce el PPX sobre el modelo
de lesion bilateral, asi como los sintomas motores que presenta nuestro modelo de
lesion, decidimos administrar una terapia combinada, asociando el agonista del
receptor D3, el PPX y la transfeccion para BDNF sobre las neuronas remanentes de la
SN.
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La terapia combinada es capaz de recuperar la coordinacion motora en el modelo

bilateral

Recuperar la coordinacion motora en los pacientes con la enfermedad de
Parkinson es de gran importancia ya que esto mejoraria la calidad de vida de estos para
poder realizar sus actividades cotidianas con normalidad. La coordinacion motora y el
balance de las ratas fue evaluado mediante dos pruebas motoras: una de ellas la prueba
de la viga (Figura 10A) y la otra por el rotarod (Figura 10B).

La prueba de la viga, es una metodo sensible para evaluar la discapacidad
motora que se presenta en los animales (Drucker-Colin & Garcia-Hernandez, 1991), se
registrd el desempefio que tuvieron las ratas en la prueba empleando una viga de 5 mm
de grosor (Figura 10A), podemos apreciar que las ratas lesionadas bilateralmente que
reciben el tratamiento combinado durante 4 meses y medio (PPX + BDNF,
representada por la linea negra con triangulos) muestran una disminucién significativa
en el tiempo que tardan en atravesar la viga a valores semejantes a los de las ratas
intactas (representadas con una linea continua con circulos negros), los cuales
mantienen sus tiempos de manera constante a lo largo del protocolo experimental. Los
animales lesionados sin tratar (representados por la linea discontinua negra con cuadros
blancos) no mejoran su desempefio motor a lo largo del experimento, lo que refleja que
no se presenta recuperacion espontanea de los animales.

La prueba del rotarod evalua la cantidad de tiempo que las ratas permanecen en
el rodillo que gira a distintas velocidades (Figura 10B) y su desempefio total en el
rotarod, calculado como el &rea bajo la curva en la grafica de tiempo en el rodillo contra
velocidad de rotacion del tambor (Rozas & Labandeira Garcia, 1997, Rozas et al.,
1998). La lesion nigro-estriatal produjo una marcada alteracion de la capacidad de
movimiento de las ratas, manifestada como una reduccién significativa en el tiempo de
permanencia sobre el rodillo del rotarod, siendo més evidente a velocidades de 15, 20
y 25 rpm (Figura 10B, linea color negro con cuadros blancos). El grupo de animales
que recibié el tratamiento combinado después de 4.5 meses de administracion,

mejoraron significativamente el tiempo de estancia sobre el rodillo (Figura 10B, Linea
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negra con triangulos negros) a valores semejantes a los de las ratas intactas (Figura
10B, Linea color negro con circulos negros).

Estos efectos, de igual manera, perduraron al menos 2 meses después de haber
concluido el tratamiento con el agonista D3, el PPX, (Figura 10B). Como se observa,
el tratamiento combinado induce una recuperacién significativa (450% mayor con
respecto a la lesion bilateral) después de concluir la administracion del PPX, lo que

posiblemente refleja cambios neurotréficos permanentes en los animales.
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Figura 10.-El PPX asociado a la transfeccion del gen para el BDNF elimind de manera
permanente la incoordinacién motora evaluada por la prueba de la viga (A) y la prueba del
rotarod (B). Las lineas representan el promedio de las mediciones individuales de los diferentes
grupos + el error estandar para cada grupo. *** P < 0.001 lesionada bilateral vs
intactas/lesionadas + PPX+ BDNF; n=4). Los datos fueron analizados con una prueba de

Anova de dos vias, a=0.05.

70



La terapia combinada logra mejorar la marcha

La pérdida de dopamina en el modelo animal de la enfermedad de Parkinson
aumenta el angulo del tobillo durante la fase de balanceo de la marcha (Metz et al.,
2005), lo que indica una dorsiflexion aumentada del tobillo. En el presente estudio, la
lesion estriatal bilateral con 6-OHDA aumento el angulo del tobillo contralateral en un
40% del lado izquierdo y un 55% del lado derecho, al final de la flexion durante la fase
de balanceo de la zancada. La administracion del agonista Dz en asociacion con la
transfeccion no viral del gen para BDNF redujo el angulo del tobillo a valores cercanos
al de los animales intactos (Figura 11E-F, barra color gris y negra). La lesion también
redujo el angulo de flexion de la rodilla, tanto del lado derecho como del izquierdo, y
el tratamiento combinado restablecid significativamente a valores similares a los de los
animales intactos (P < 0.05) (datos no mostrados). La lesion afecto la velocidad en
ambos lados (Figura 11C-D, barra blanca) y la longitud de la zancada (Figura 11A 'y
B, barra blanca), reduciendo ambas condiciones. La terapia combinada normalizé la
longitud (Figura 11A y B, barra gris) la velocidad de la zancada (Figura 11C y D, barra
gris) tanto del lado izquierdo como del derecho y también recupero el angulo del tobillo
(Figura 11E y F, barra gris) a valores normales del grupo intacto (barra negra en todos
los casos), que sirviéo como control del experimento. La recuperacion se observo a los
dos meses después de retirar la administracion del PPX, lo que sugiere un efecto
neurotrofico permanente del tratamiento combinado. El dibujo. bajo la fotografia, es
la representacion esquematica del &ngulo del tobillo, la manera en la que se marcan los
puntos para cuantificar los angulos, asi como las fotografias que se obtienen del video

al grabar a los animales a través de la pasarela
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ANALISIS DE LA MARCHA
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Figura 11.- El tratamiento combinado (PPX + BDNF) recuper0 la marcha. La recuperacion de
la marcha se estimd mediante la recuperacion de la longitud de la zancada (A-B), la velocidad
de zancada (C-D) y el &ngulo del tobillo durante la fase de oscilacién de la marcha (E-F), tanto
del lado derecho como del izquierdo. (G) Diagramas representativos de la estimacion de la
diferencia entre la extension y flexion en el angulo del tobillo. Las barras representan el

promedio de las mediciones individuales de los diferentes grupos + el error estandar para cada
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grupo. #* P < 0.05. Lesionada sin tratar vs intactas / lesionadas + PPX+ BDNF, ** P < 0.01
Lesionada sin tratar vs intactas / lesionadas+ PPX+ BDNF, *** P < 0.001. Lesionada sin tratar
vs intactas / lesionadas+ PPX+BDNF, n=4). Los datos fueron analizados con una prueba de
Anova de una via con un post test de Tukey. 0=0.05.).

Pruebas no motoras

El tratamiento combinado logra recuperar la memoria de trabajo en los animales

lesionados bilateralmente pero no la actividad locomotora esponténea

Uno de los sintomas no motores que presentan los pacientes con enfermedad de
Parkinson es una cognicion reducida, en particular, la memoria de trabajo reducida
(Cooper et al., 1991). Las ratas pasan mas tiempo explorando un objeto nuevo que uno
explorado previamente (Berlyne, 1950). En este trabajo evaluamos el efecto del
tratamiento combinado de PPX y la transfeccion del gen para BDNF en la memoria de
trabajo de ratas lesionadas bilateralmente juzgada por la prueba de reconocimiento de
objetos. La lesion bilateral reduce el indice de reconocimiento (IRNO) de ratas en un
78% (Figura 3A, barra blanca) con respecto a las ratas intactas. Tal efecto persiste en
los animales lesionados hasta dos meses después de haber retirado la administracion
del PPX. Por el contrario, las ratas que recibieron el tratamiento combinado mostraron
una restauracion significativa del 77.27% en los valores del indice de reconocimiento
de objetos (Figura 3A, barra gris) que permaneci6 incluso dos meses después del final
de la fase farmacoldgica del tratamiento (eliminacion de bombas que infunden PPX,
Figura 6). Esto Gltimo es indicativo de que el tratamiento combinado ejerce una accion
neurotrofica, que podria haber mejorado la memoria de trabajo de forma permanente a
valores semejantes a los de los animales intactos.

Con respecto al comportamiento motor de las ratas en las cajas de actividad,
donde se evalla la actividad locomotora espontanea de los animales, la lesidn bilateral
del sistema nigro-estriatal dopaminérgico, redujo significativamente la frecuencia de
la actividad exploratoria vertical o rearing (Figura 3C, barra blanca) y la actividad
ambulatoria (Figura 3B, barra blanca) de las ratas en comparacion con los animales
intactos. La prueba se realiz6 dos meses después de retirar la administracién del PPX.
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En este caso, el tratamiento combinado no provoc6é ninguna recuperacion de la
actividad exploratoria vertical o la ambulacién espontéanea en las ratas lesionadas
bilateralmente. Debido a que las ratas no estaban habituadas, a razon del intervalo
prolongado entre las pruebas, las cajas de actividad fueron un ambiente nuevo que

posiblemente desencadené ansiedad en las ratas. Lo que podria explicar el efecto

observado.
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Figura 12.- La lesion bilateral disminuye la actividad locomotora general de los animales
lesionados bilateralmente, pero la terapia combinada logra recuperar la memoria de trabajo.
(A) Se muestra la prueba de reconocimientos de objetos, (B) la actividad locomotora, (C) la
actividad exploratoria vertical juzgada por las cajas de actividad motora, 2 meses después de
concluir la administracion del PPX. Las barras representan el promedio de las mediciones
individuales de los diferentes grupos = el error estandar para cada grupo. ** P < 0.01 intactas
/ lesionadas+ PPX+ BDNF vs lesionada sin tratar, * P < 0.05 intactas vs lesionada sin tratar /
lesionadas + PPX+ BDNF, n=4. Los datos fueron analizados con una prueba de Anova de una

via con un post test de Tukey. 0=0.05.
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Pruebas inmunohistoldgicas

Una vez que se concluyeron las distintas pruebas motoras y no motoras para evaluar
los efectos de la terapia combinada, se procedi6 al sacrificio de los animales para
realizar los estudios inmunohistolégicos correspondientes para evaluar los posibles

efectos neurotroficos resultado de la terapia combinada a largo plazo.

La terapia combinada logra recuperar el nimero de neuronas TH (+)

La lesion bilateral produjo una disminucion en el numero de neuronas
dopaminérgicas en un 70% de ambos lados de la SN comparados con el grupo intacto
(Figura 13D-E) asi como del AVT en un 67% de ambos lados comparados con el grupo
intacto (Figura 13F-G), segun la cuenta directa de todas las neuronas TH (+) en 6-8
rebanadas tomadas cada 200 pm a todo lo largo de la SN y el AVT estimadas por la
inmunorreactividad TH (+). El tratamiento combinado (barra gris), agonista del
receptor D3 asociado a la transfeccion del BDNF, recupero significativamente el
numero de neuronas nigrales a valores similares de los animales intactos (barra negra).
En el AVT, para el grupo que recibe la terapia combinada, se observa una tendencia a
aumentar el namero de neuronas, aunque no logra ser estadisticamente significativa
con respecto al grupo intacto. El grupo lesionado sin tratar no muestra recuperacion del
nimero de neuronas inmunorreactivas a TH (+) en la SN o el AVT. Se muestran
microfotografias representativas de cada grupo en cortes del mesencéfalo, (A) intactas,
en (B) lesionadas sin tratar y en (C) los animales lesionados + PPX + BDNF (Figura
13A-C).
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Conteo de neuronas TH (+)
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Figura 13.- Laadministracion del PPX asociado con la transfeccién de BDNF restaurd
el nimero de neuronas TH (+) en SN y el AVT en ambos lados en comparacién con el grupo
intacto. La lesion bilateral produjo una disminucion del 80% del nimero de neuronas TH (+).
Las barras representan el promedio de las mediciones individuales de los diferentes grupos +
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el error estandar para cada grupo. * P < 0.05 lesionada sin tratar vs intactas / lesionadas + PPX+
BDNF, n=3. Los datos fueron analizados con una prueba de Anova de una via con un post test
de Tukey 0=0.05.

La terapia combinada incrementa el nUmero de espinas dendriticas en las neuronas

espinosas medianas del Estriado

Las neuronas espinosas medianas son las neuronas encargadas de la salida de
informacion del Estriado y el principal blanco sinéptico de la via glutamatérgica
cortico-estriatal y de la via dopaminérgica nigro-estriatal. Ambas vias convergen
mediante las espinas dendriticas presentes en estas neuronas, el sitio critico de
integracion sinaptica de las neuronas espinosas medianas. Como se ilustra en la figura
14, la lesion nigro-estriatal redujo significativamente el numero de espinas dendriticas
del lado derecho, asi como del izquierdo, en comparacion con el grupo intacto y
produjo una atrofia marcada en sus dendritas (microfotografia B, lesionada sin tratar),
indicando una profunda disfuncion de la integracion sinaptica sobre estas neuronas. Sin
embargo, el tratamiento combinado logra recuperar significativamente el niamero de
estas espinas en las neuronas espinosas medianas del Estriado en ambos hemisferios y
redujo la atrofia dendritica (microfotografia C) comparado con el grupo intacto

(microfotografia A).
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Conteo de Espinas Dendriticas
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Figura 14.- La terapia combinada restauré el nimero de espinas dendriticas de las
neuronas espinosas medianas del cuerpo Estriado de ambos lados en comparacion con el grupo
intacto. Se presentan microfotografias de los diferentes grupos de estudio, (A) intactas, (B)
lesionadas sin tratar y (C) lesionadas PPX + BDNF. (D-E) Muestran las gréficas
correspondientes al conteo de las espinas dendriticas en ambos hemisferios. Las barras
representan el promedio de las mediciones individuales de los diferentes grupos + el error
estandar para cada grupo. * P < 0.01 lesionada sin tratar vs intactas/lesionadas + PPX + BDNF,
*** P <(0.001 lesionada sin tratar vs intactas/lesionadas + PPX + BDNF, n=3. Los datos fueron

analizados con una prueba de Anova de una via con un post test de Tukey. a=0.05.
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Colocalizacion de TH (+) / BDNF-flag en las neuronas presentes en SNcy AVT

En el presente estudio también encontramos que la transfeccion del gen para
BDNF-flag por el NTS-polyplex produce una alta expresion de la proteina BDNF-flag
en las neuronas dopaminérgicas de la SNc (Figura 15 A) asi como en la AVT (B), como
lo indica la colocalizacion (mostrada en color naranja-amarillento) de la
inmunorreactividad para TH (+) (mostrada en color rojo) con la inmunorreactividad en
la misma neurona dopaminérgica del BDNF-flag (color verde). Cerca de un 76% de las
neuronas de la SNc mostraron la colocalizacion de ambos marcadores tanto del lado
derecho como del izquierdo (Figura 15 C), asi mismo observamos una co-localizacion
de aproximadamente un 50% en las neuronas de la AVT (D) de ambos hemisferios,

demostrando la efectividad del método de transfeccién empleado para el BDNF.
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Co-localizacion TH (+) / BDNF-flag
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Figura 15.- Colocalizacion de los marcadores para TH (+) / BDNF-flag en las

neuronas de la SNc y la AVT, en ambos hemisferios. Las barras representan el promedio de

las mediciones individuales de las diferentes rebanadas + el error estandar para cada rebanada,

n=10 rebanadas de 3 ratas por grupo.

La terapia combinada aumenta los niveles de dopamina y sus metabolitos en el
Estriado.
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La lesion bilateral produce una disminucion en los contenidos de dopamina
(Figura 16A, barra blanca) y sus metabolitos: &cido homovanilico (Figura 16B, barra
blanca) y DOPAC (Figura 16C, barra blanca) en el Estriado, con respecto de la
condicion intacta. Los animales tras 2 meses de haber concluido la administracion de
PPX presentan un incremento en los niveles de DA y sus metabolitos en el Estriado

con respecto a los contenidos del grupo intacto, como lo muestra la barra negra de los

incisos A-C (Figura 16, barras negras).
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Figura 16.- Contenidos de dopamina (A), y sus metabolitos (HVA, B; DOPAC, C) en
el Estriado expresado como porcentaje del grupo intacto. Las barras representan el promedio
de las mediciones individuales de los diferentes grupos + el error estandar para cada grupo. *
P < 0.01 lesionada sin tratar vs lesionadas + PPX + BDNF, n=3. Los datos fueron analizados

con una prueba de t de Student con un post-test de Mann Whitney. 0=0.05.
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Discusion

La terapia combinada empleada para este modelo de lesion bilateral logro recuperar
la coordinacién motora, asi como la marcha normal; asociado a una mejora en la
memoria de trabajo, recuperacion en el nimero de las neuronas dopaminérgicas TH (+)
y las espinas dendriticas de las neuronas espinosas mediadas del Estriado.

En la actualidad existen varios modelos experimentales que reproducen la enfermedad
de Parkinson. Los modelos mas exitosos son aquellos que emplean neurotoxinas
selectivas; pero desafortunadamente, algunas neurotoxinas (por ejemplo, MPTP)
tienen la desventaja de afectar solo a algunas especies animales (ratén, mono) (Blesa
et al., 2012). Puesto que el manejo de roedores es méas simple, han proliferado los
experimentos que emplean la 6-OHDA para inducir el modelo experimental de la
enfermedad de Parkinson. Mediante la aplicacion de la neurotoxina 6-OHDA en el
Estriado o la SNc, donde se logra producir un modelo de Parkinson moderado. Otro es
la lesion unilateral en el haz medial, produciendo un modelo de Parkinson avanzado,
estos modelos reproducen parcialmente la condicion patolégica de los pacientes con la
enfermedad, en los cuales se presenta una degeneracion bilateral de diferente magnitud
en ambos hemisferios (Roedter et al., 2001). Cabe sefialar que en la actualidad ya
existen modelos experimentales que representan los signos y sintomas propios en los
enfermos de Parkinson ya que producen las cuatro caracteristicas patogonomonicas de
la enfermedad. VVan Den Berge y colaboradores utilizaron un modelo animal en ratas,
en el cual transformaron la alfa-sinucleina enddgena en agregados de la misma,
caracteristicos en los enfermos de Parkison para probar modelos tempranos de la
enfermedad (Berge et al., 2019). En ciertos modelos, los cuerpos de Lewy que se
propagan como prion causan neuroinflamacion y neurodegeneracion. Dado que la
enfermedad de Parkinson se caracteriza por dos procesos: uno es la pérdida de las
neuronas dopaminérgicas y el otro es la acumulacion interneuronal de los cuerpos de
Lewy. Luk y colaboradores (2012) mostraron que la acumulacion de los cuerpos de
Lewy conduce a una progresiva pérdida de neuronas dopaminergicas en el SNc. Rojas
y colaboradores (2020) utilizaron el B-sitosterol B-D-glucosido para inducir una
progresiva agregacion de los cuerpos de Lewy y la degeneracion dopaminérgica en un
modelo animal, en dicho modelo la patologia es bilateral a pesar de que la
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administracion del neurotoxico es unilateral. EI modelo de lesion bilateral en el haz
medial representa un Parkinson avanzado, pero es poco o nulamente empleado debido
a que los animales presentan sintomas como afagia y adipsia, asi como baja tasa de
sobrevivencia, lo que limita el estudio de los animales de experimentacion por largos
periodos de tiempo o evaluar terapias (Ungerstedt, 1971).

Existen otros modelos bilaterales de lesion, uno de ellos es la lesion bilateral
por inyeccion de la neurotoxina en el Estriado, este reproduce un Parkinson
moderadamente avanzado. Es por lo que en este trabajo decidimos emplear un modelo
de lesion bilateral con el cual hemos podido evaluar sintomas motores como la
disminucion de la locomocion (distancia, tiempo y velocidad) y la disminucion de la
actividad exploratoria vertical ("rearing”, propia de los roedores), sintomas que no son
reproducidos en modelos unilaterales, ademas, es un modelo méas acercado a la
degeneracion patologica que se presenta en los enfermos de Parkinson.

Cabe resaltar que algunos de los sintomas motores no estan presentes en
modelos de lesion unilateral pero que los enfermos con Parkinson (exceptuando la
actividad exploratoria propia de ratas y ratones) si los presentan, pudiendo llegar a ser
altamente incapacitantes (Jolicoeur et al., 1991). Nuestro modelo de lesién bilateral
nos permite evaluar sintomas motores que los modelos unilaterales no reproducen
como: bradicinesia y disminucion de la actividad exploratoria vertical, asi como la
pérdida de la memoria de trabajo.

Existen diferentes enfoques terapéuticos para el tratamiento de la enfermedad
de Parkinson, la L-Dopa es el farmaco de eleccién, desde su introduccion por Cotzias
(1967), pero al administrar tal compuesto en una terapia prolongada se observa que
algunos pacientes llegan a presentar sintomas incapacitantes conocidos como
discinesias y con ello se ve disminuida su eficiencia farmacologica, ademas de ser mas
incapacitantes que la propia enfermedad.

Es por lo que en la actualidad se han buscado otros enfoques terapéuticos con
el fin de detener la progresion de la enfermedad y al mismo tiempo no se pierda su
eficacia farmacoldgica, pretendiendo restablecer el balance entre la actividad de la via
indirecta y la via directa de los Ganglios Basales, asi como recuperar las neuronas

dopaminérgicas en la SN.
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Aspectos motores

Locomocidn y actividad motora general

La disminucion de la locomocion es un indicativo de un estado alterado del
desempefio motor presente en los pacientes con la enfermedad de Parkinson, pero son
pocos los estudios en los cuales se evalla el desempefio motor en un modelo de lesion
bilateral, como el que aqui hemos desarrollado. En este estudio pudimos observar que
los animales lesionados bilateralmente se desplazaban mas lentamente y en menor
proporcion que los animales intactos, es decir, mostraban bradicinesia (Figura 8A, linea
gris). Es de notar que la lesion unilateral no reproduce la bradicinesia, ya que la lesion
no reduce la velocidad de desplazamiento de los animales como se mostré en nuestro
laboratorio previamente (Razgado-Hernandez et al., 2015), ni disminuye la actividad
exploratoria vertical, un sintoma propio de los roedores. También la locomocion se vio
disminuida notoriamente (Figura 8A, linea gris) en este modelo de lesion bilateral
estriatal, asi como disminucion del tiempo de ambulacion general (Figura 8C, linea
gris) juzgado por la prueba de cajas de actividad motora. La lesion bilateral disminuyo
el tiempo de ambulacion, reflejando de nuevo que indujo hipocinesia en los animales,
tal y como ya se habia determinado previamente en otros modelos de lesion bilateral
(Zhou & Palmiter, 1995).

La actividad exploratoria vertical ("rearing™) es una conducta propia de los
roedores y estd bajo el control de la dopamina (Camp et al., 1994). La pérdida de
dopamina trae como consecuencia una marcada disminucion en la actividad de
exploracién, lo que se considera como una expresion de ansiedad aumentada. En este
proyecto pudo comprobarse que la pérdida de dopamina disminuye la exploracién
vertical, ya que la lesion bilateral produjo una marcada disminucion de esa conducta
(figura 8D, linea gris). Por todo lo anterior, podemos sefialar que la lesion bilateral
produce sintomas motores como la bradicinesia, disminucion de la locomocion y
disminucion de la actividad exploratoria vertical, que los modelos de lesion unilateral

no reproducen.
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Terapia combinada

Debido a que la enfermedad de Parkinson se presenta generalmente en personas
de edad avanzada, el deterioro de la capacidad motora que presentan estos pacientes es
causada no solo por la enfermedad sino también por la edad. Es por ello que, en el
presente estudio, se utilizé un grupo de animales intactos que fueron evaluados en
paralelo con los grupos de ratas lesionadas, con la finalidad de evaluar los efectos de
la edad sobre la capacidad motora.

Una vez que se evalud la respuesta aguda del PPX en el modelo de lesion
bilateral, procedimos a evaluar el efecto motor tras una administracion cronica de la
terapia combinada, asociando el PPX a la transfeccion del gen para BDNF, ya que en
la clinica lo que se requiere es la asociacion de 2 o mas terapias que tengan la
posibilidad de restablecer el equilibrio entre la actividad de la via directa e indirecta de
los Ganglios Basales y restablecer el nimero de neuronas TH(+) en la SNc, para
recuperar la conducta motora normal.

Por ello después de obtener un nuevo lote de ratas lesionadas bilateralmente y
administrar la terapia combinada durante 4.5 meses. La lesion bilateral de la inervacion
nigro-estriatal reproduce la mayoria de las alteraciones motoras y no motoras presentes
en la enfermedad de Parkinson avanzada. En ambos, el punto critico que explica la
disfuncion motora es la pérdida de las espinas dendriticas en las neuronas de
proyeccion estriatal, porque son el lugar de la entrada sinaptica de la corteza motora
(Freund et al., 1984; Inhgam et al., 1998; Day et al., 2006). La pérdida de las sinapsis
cortico-estriatales altera el procesamiento de la informacion motora, alterando asi el
comportamiento motor. En este estudio, mostramos que la infusion a largo plazo de
PPX asociado con la transfeccion no viral del gen BDNF, es un tratamiento exitoso
para el rescate de espinas dendriticas en las neuronas espinosas medianas del Estriado
y la inervacion nigro-estriatal, lo que conduce a la normalizacion del rendimiento del
motor.

Van Kampen y Eckmann (2006), administraron el agonista D3 durante dos
meses en el tercer ventriculo en ratas con lesion unilateral de la inervacion nigro-

estriatal inducida por la aplicacion de 6-OHDA en el Estriado, un modelo
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representativo de las etapas iniciales de la enfermedad de Parkinson. Ellos eligieron el
agonista Dz debido a las propiedades mitogénicas que se han visto tanto in vitro (Chio
et al., 1994, Pilon et al., 1994, Griffon et al., 1997, Coronas et al., 2004) como in vivo
(Van Kampen et al., 2004, Van Kampen & Robertson, 2005). En estos trabajos, se
mostrd que la infusidn crénica y continua del agonista Dz induce proliferacion celular
en la SN, y que varias de estas células adquieren el fenotipo dopaminérgico. De igual
forma, el tratamiento reduce los giros inducidos por anfetamina y recupera el uso de la
pata contralateral (evaluado por la prueba de la escalera). La asociacion del PPX, con
la transfeccidn no viral del BDNF, permite potenciar el efecto de ambos en las neuronas
remanentes de la SNc, ya que ambos actlan sobre vias de sefializacion relacionadas
con proliferacidn, diferenciacién y neuroproteccion.

En este trabajo, observamos que los animales tuvieron una recuperacion de la
coordinacion motora juzgada la prueba de la viga, disminuyendo el tiempo en el que
atraviesan la barra (Figura 10A) y por la prueba del rotarod, en la cual los animales
fueron capaces de mantenerse mas tiempo en el rodillo que gira a diferentes
velocidades (Figura 10B), a valores semejantes a los del grupo intacto. Ademas, la
recuperacion perdurd 2 meses después de haber terminado la administracion del PPX,
indicando un posible efecto neurotrofico de la terapia combinada.

La enfermedad de Parkinson altera la marcha, sintoma motor caracteristico de
los enfermos. Aunque la L-Dopa restaura este sintoma motor, las discinesias asociadas
previenen la normalizacion completa de la marcha (Curtze, et al., 2015). Double &
Crocker demostraron que la perdida de la activacion de receptores dopaminérgicos en
la SNr incrementa el tono muscular (Double & Crocker, 1995). Esto debido,
posiblemente, a que la salida GABAérgica de la SNr es controlada por estos receptores,
y el incremento de esta salida GABAérgica al PTN y MLR, incrementa los trastornos
de la marcha (Takakusaki et al., 2004b, Takakusaki, 2008). En este trabajo, el
tratamiento combinado normalizé la marcha evaluada mediante la restauracion de la
longitud (Figura 11 A-B), la velocidad de la zancada (C-D), asi como el angulo de
flexion del tobillo (E-F), de ambos lados, dos meses después que finalizo la
administracion de la terapia combinada, lo que habla de un posible efecto neurotrofico

permanente y posiblemente la recuperacion de la inervacion normal que se lleva a cabo
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en nicleos mesencefalicos encargados de controlar esta conducta motora. No se
observaron discinesias durante o después del tratamiento, lo que podria sugerir su
empleo en la clinica para el tratamiento de la enfermedad. La recuperacion del
equilibrio y la coordinacion motora (Figura 10 A-B) puede haber ayudado en la mejora
de la marcha.

Eskow y colaboradores encontraron que la lesion unilateral nigroestriatal
inducida por 6-OHDA inyectada en el haz medial producia ansiedad (reduccion de la
ambulacion y la frecuencia del “rearing”) (Eskow-Jaunarajs et al., 2010) y depresion
(incremento del tiempo para conseguir subir a la plancha en la prueba de nado forzado)
y que la L-dopa por razones desconocidas, no elimina estas manifestaciones de
ansiedad, lo que sugiere un origen no dopaminérgico.

Aunque el tratamiento combinado restaurd el comportamiento motor, no pudo
eliminar la ansiedad, estimada mediante el rearing (exploracion vertical) y la actividad
ambulatoria espontanea (Figura 12B-C), evaluadas en las cajas de actividad motora
(Goma & Tobefia, 1978). Sin embargo, restauré la memoria de trabajo en las ratas
parkinsonianas experimentales, segln lo evaluado por la prueba de reconocimiento de
objetos (Figura 12A). Por lo tanto, hay una disociacion de las funciones emocionales y
cognitivas. La cognicidn, evaluada por aprendizaje motor, es procesada por el cuerpo
Estriado dorsal, y esta controlada por L-dopa (Beeler et al., 2010) pero la ansiedad es
procesada, aparentemente, por otros centros neuronales que no estan controlados por
L-dopa (Eskow-Juanarajs et al., 2010). Esta observacion sugiere que la ansiedad no
esta relacionada con la pérdida de dopamina en el cuerpo Estriado. Dado que la zona
dorso-medial del Estriado recibe informacion de areas prefrontales y de asociacion
corticales (Voorn et al., 2004, Graybiel, 2005). McGeorge, & Faull, 1989; Berendse,
et al.; 1992), es un componente crucial en los circuitos que median el control sobre la
locomocion y la reactividad a lo novedoso del ambiente (Rinaldi et al, 2010; Maia y
Frank, 2011; Durieux, 2012), por lo que la falta de reinervacién, acompafada de la
muerte de las neuronas espinosas medianas del Estriado en dicha zona explicarian la
disminucion en la ambulacion y frecuencia de “rearing” en las cajas de actividad.

Debido a la observacion anterior, decidimos agregar una prueba conductual de

enterramiento que nos permitiera evaluar el grado de ansiedad de los animales. Con tal
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prueba pudimos determinar un incremento importante en los niveles de ansiedad, tanto
de los animales lesionados bilateralmente sin tratar como en los animales lesionados
que reciben la terapia combinada. Al establecer el grado de ansiedad de los animales
que reciben la terapia combinada, se podria explicar ese comportamiento que es debido
a una pérdida de la inervacion dopaminérgica en el GP que es producida por la
administracion de 6-OHDA en el Estriado (Jan et al., 2000; Debeir et al., 2005). Dado
que se conoce que tal region cerebral participa en la expresion de la agresividad de los
animales, podemos proponer que la pérdida de inervacion dopaminérgica extraestriatal
estaria provocando un incremento del estado de ansiedad general del animal y que la
terapia combinada, por su efecto regenerador de la innervacion estriatal no esta
recuperando la inervacion extraestriatal que produce este tipo de sintomas no motores
asociados a la deficiencia motora observada. Las observaciones preliminares de nuestro
grupo indican que el presente tratamiento permite el control de la ansiedad mediante
ansioliticos (diazepam). Sin embargo, esta observacion requiere ser confirmada por

otros experimentos.

Aspectos neurotroficos

Después de evaluar aspectos motores y no motores tras la administracion de la
terapia combinada en este modelo de lesion bilateral, decidimos evaluar componentes
inmunohistologicos para comprobar si existen efectos neurotroficos que expliguen las
mejoras motoras observadas.

El factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) juega un papel critico en la
fisiologia y fisiopatologia de los Ganglios Basales. La expresion sostenida de BDNF
es necesaria para mantener las espinas dendriticas de las neuronas espinosas medianas
en el Estriado (Baquet et al., 2004). La enfermedad de Parkinson conduce a una
disminucion profunda y selectiva en la longitud y arborizacion dendritica y una pérdida
de las espinas dendriticas en las neuronas espinosas medianas en el Estriado (McNeill
et al., 1988, Ingham et al., 1993; Stephens et al., 2005; Zaja- Milatovic et al., 2005;
Solis et al., 2007). Debido a la pérdida de espinas dendriticas, hay una pérdida de las
sinapsis cortico-estriatal (Ingham et al., 1998; Day et al., 2006), que es la base de la

mayoria de la fisiopatologia de la enfermedad.
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Como el BDNF, la dopamina no solo tiene un efecto funcional sino también
neurotrofico (Zhou et al., 1994). El efecto neurotrdfico estd mediado principalmente
por los receptores D3, cuya activacion es necesaria para la supervivencia y proteccion
de las neuronas dopaminérgicas (Presgraves et al., 2004; Li et al., 2010) y para
mantener su arborizacion dendritica (Collo et al., 2008). La activacion de los receptores
Dz por sus agonistas y de los receptores TrkB por el BNDF, comparten vias
intracelulares similares para ejercer sus efectos neurotroficos (Collo et al., 2014), de
ahi la importancia de nuestra terapia combinada, por lo cual creemos que ambas vias
se potencian dando como resultado las mejoras motoras que observamos tras la lesion
bilateral. Ademas, existe una potenciacion mutua entre la activacién de los receptores
de dopamina y los receptores de BDNF, lo que aumenta el numero de células
dopaminérgicas en embriones (E12-14) de la corteza cerebral de rata en cultivos
celulares; donde el BDNF aumenta hasta 17 veces el numero de neuronas
dopaminérgicas que las inducidas solo por la dopamina (Zhou et al., 1994), esto es lo
que podria explicar el efecto tréfico observado, incrementando el nimero de neuronas
en la SNc dos meses después de retirar la administracion del PPX.

La preservacion de las espinas dendriticas es fundamental para el control de la
enfermedad de Parkinson. Se ha demostrado que la deplecion de dopamina conduce a
una degeneracion rapida, profunda y selectiva de la longitud y ramificaciones de las
dendritas de las neuronas espinosas medianas del Estriado y con ello de las espinas
dendriticas (McNeill et al., 1988, Ingham et al., 1993, Stephens et al., 2005, Zaja-
Milatovic et al., 2005, Deutch, 2006, Solis et al., 2007), como resultado de la
desinhibicion de los canales de calcio Cav 1.3 del tipo L (Day et al., 2006, Soderstrom
et al., 2010), debido a la pérdida de los receptores a dopamina del tipo D2 (Olson et al.,
2005). Las consecuencias de tal interrupcion entre las neuronas del caudado-putamen
y el GP podrian contribuir de manera importante al inicio de la aparicion de los
sintomas de la enfermedad de Parkinson (Day et al., 2006).

En ambas alteraciones, el punto critico que explica la disfuncién motora es la
pérdida de las espinas dendriticas de las neuronas de proyeccion estriatal, porque son
el lugar de la sinapsis de la entrada de la corteza motora (Freund et al., 1984, Ingham

et al., 1998, Day et al., 2006). La pérdida de la sinapsis interrumpe el procesamiento
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de la informacién motora, alterando asi el comportamiento motor. Un tratamiento
exitoso requiere el rescate de las espinas dendriticas, como se ejemplifica en el presente
estudio, donde la normalizacion del comportamiento motor se asocié con la
recuperacion de las espinas.

Solis y colaboradores (2007) realizaron un estudio donde observaron una
reduccion en los valores de las espinas de las neuronas espinosas medianas del Estriado
en ratas con lesion por 6-OHDA. Zaja-Milatovic y colaboradores en estudios post
mortem de pacientes con la enfermedad de Parkinson reportaron una reduccion de cerca
del 45% (Zaja-Milatovic et al., 2005), mientras que el grupo de Stephens reportd un
27% de reduccion en el nimero de espinas (Stephens et al., 2005). En las ratas con
lesion unilateral con 6-OHDA, la reduccién del nimero de espinas correlaciona con
una reduccién similar de las sinapsis glutamatérgicas de las aferentes cortico-estriatales
(Ingham et al., 1998), lo cual explica las anormalidades motoras que presentan los
animales en estos modelos de lesion y méas alin en nuestro modelo donde la perdida es
de ambos hemisferios cerebrales.

Como se mostro previamente (Berger et al., 1991), la lesion bilateral de 6-
OHDA indujo la pérdida de neuronas de dopamina tanto en la SNc como en el AVT
(Figura 12 D-G). La enfermedad de Parkinson también induce la pérdida de neuronas
dopaminérgicas en ambas estructuras (Alberico et al., 2015).

La administracion crénica de agonistas del receptor de dopamina del tipo Ds,
infundidos intracerebroventricular (Van Kampen & Eckman, 2006) o intra-
peritonealmente (Razgado-Hernandez et al., 2005) restaura parcialmente el nimero de
neuronas dopaminérgicas de la SN que se pierden por la accion neurotoxica de la 6-
OHDA. La recuperacion completa de las espinas requiri6 la asociacion de la infusién
del agonista Dz a la transfeccion del gen BDNF (Razgado-Hernandez et al., 2015),
ejemplificando asi otro caso de la potenciacion del efecto trofico de la activacion
cronica y continua de la Receptores D3 por la transfeccion de BDNF en las neuronas
de dopamina supervivientes.

El tratamiento combinado en este modelo de lesion bilateral incremento el
nimero de neuronas dopaminérgicas en la SN (Figura 13D-E) posiblemente via
recuperacion del fenotipo dopaminérgico o por neurogénesis en la SNc (Van Kampen
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et al., 2004) y de las espinas dendriticas de las neuronas espinosas medianas del
Estriado (Figura 14D-E), lo que puede explicar la ausencia de discinesias en la
recuperacion del comportamiento motor normal. Esto contrasta con la hiper-
dopaminergia asociada a los injertos de dopamina, que conduce a discinesias en ratas
parkinsonianas (Lane et al., 2006) o en pacientes (Politis et al., 2011).

De acuerdo con lo anterior, la recuperacion casi completa de las espinas
dendriticas inducida por el tratamiento combinado, mostrando el efecto neurotréfico
de la activacién cronica y continua de los receptores Dz de dopamina asociado a la
transfeccién con BDNF, que podria explicar la recuperacion motora observada en el
presente trabajo. Esta idea es consistente con el hecho de que la eficacia de los
trasplantes de neuronas dopaminérgicas en el Estriado también requiere la recuperacion
0 preservacion de las espinas dendriticas (Soderstrom et al., 2010). Es de gran
importancia este hallazgo ya que la lesion es bilateral, reproduciendo un modelo de la
enfermedad de Parkinson avanzado que asemeja la condicion patolégica de los
enfermos y podria tener una relevancia clinica de interés para el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson.

En el presente trabajo mostramos que la administracion del agonista D3, PPX
cuando se asocia con la sobreexpresion de BDNF en las neuronas dopaminérgicas
supervivientes también es capaz de normalizar el comportamiento motor a través de la
recuperacion de las espinas dendriticas de las neuronas de proyeccion estriatal. Cabe
sefialar que la Unica transfeccion del gen BDNF a neuronas dopaminérgicas
supervivientes no restablece el nimero de neuronas nigrales (Hernandez-Chan et al.,
2015; Quintero et al., 2015).

La recuperacion se asocié con la presencia del marcador BDNF en las neuronas
TH (+) de ambas estructuras (Figura 15C-D), en donde observamos que el BDNF
colocalizan tanto en el AVT como en la SN de ambos hemisferios en neuronas TH (+).
La expresion fisiologica del gen de BDNF-flag podria ser un punto clave en la eficacia
del tratamiento combinado. La transfeccién del gen para BDNF-flag a las neuronas
dopaminérgicas, produce una expresion de la proteina quimérica BDNF-flag en un gran
numero (70%) de estas neuronas en la SNc (Figura 15C). Sin embargo, es posible que

la proteina del BDNF-flag estuviera presente no solo en las neuronas transfectadas sino
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también en neuronas vecinas dado que se sabe que tales neuronas pueden capturar el
BDNF que liberan las otras neuronas (Arango-Rodriguez et al., 2006, Zheng et al.,
2008). Si fuera el caso, esto amplificaria el efecto de la transfeccion recuperando la
reinervacion del Estriado y con ello el comportamiento motor. La propagacion de la
etiqueta BDNF-flag de la SNc (donde se inyectd NTS-Polyplex, el portador del gen) al
AVT (Figura 15D) estuvo mediada, probablemente, por la accidén paracrina bien
establecida del BDNF (Davies, 1996; Kim et al., 2004). La presencia de receptores
TrkB en neuronas nigrales y su expresion de BDNF (Aliaga et al., 1998; Murer et al.,
1999) explican las acciones autocrinas y paracrinas.

Los presentes resultados son muy promisorios para un posible uso del
tratamiento combinado en el control de la enfermedad de Parkinson en la clinica, asi
como para eliminar los sintomas motores caracteristicos de la misma de manera
permanente.

La figura 17 muestra la distribucion del receptor Ds, el receptor TrkB, receptor
a neurotensina y el receptor a NMDA en el sistema nigro-estriatal, dando un resumen
de los diferentes procesos que se llevan a cabo tras la activacién de los receptores D3,
asi como los TrKB por neurotrofinas como el BDNF. Los receptores de
dopaminérgicos D3 estan presentes en el soma y las dendritas de las neuronas nigrales,
asi como en sus terminales en el cuerpo Estriado (Diaz et al., 2000). También estan
presentes en las espinas dendriticas de las neuronas de proyeccion estriatal (Prieto et
al., 2011). Los receptores TrkB y NMDA también tienen la misma distribucion
(Numan & Seroogy, 1999; Rosales et al., 1997; Martinez-Fong et al., 1992). ElI PPX
activaria los receptores D3 de dopamina presentes en todos estos sitios. La transfeccion
de BDNF esta mediada por los receptores de neurotensina. EI BDNF es sintetizado por
neuronas dopaminérgicas y transportado al Estriado a través de la proyeccion nigro-
estriatal (Altar et al., 1997). La presencia de TrkB en el soma de las neuronas nigrales
explica tanto la accion autocrina como la accion paracrina del BDNF (Davies, 1996).
La activacion de los receptores TrkB induciria la liberacion de dopamina, a través de
los receptores D3, que, a su vez, induciria la liberacion de BDNF (Du et al., 2005),
estableciendo asi un mecanismo de retroalimentacion positiva, lo que mejoraria el

efecto trofico de BDNF. La activacion de los receptores NMDA por glutamato a partir
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de la proyeccion subtalamo-nigral mejoraria la liberacion tanto de BDNF como de
dopamina (Bustos et al., 2009: Rosales et al., 1997), mejorando asi el efecto tréfico de
ambos. Los receptores de neurotensina modulan el efecto fisiologico de la dopamina
(Binder et al., 2001) pero se desconoce su efecto tréfico sobre las neuronas
dopaminérgicas. La recuperacion de estas neuronas puede ser a traves de la
neurogénesis, ya que tanto los receptores Dz como los receptores TrkB inducen la
neurogénesis (Van kampen & Eckman, 2005, Kaplan & Stephens, 1994). La presencia
de células progenitoras neuronales en la Sustancia Nigra pars compacta (Lie et al.,
2002; Zhao et al., 2003; Hoglinger et al., 2004) aumenta esta posibilidad.

Los modelos de la enfermedad de Parkinson, donde se emplea la 6-OHDA
presentan limitaciones, ya que dichos modelos no producen cuerpos de Lewy
caracteristicos en los enfermos de Parkinson. Por lo que seria necesario aplicar la
terapia combinada empleada en este estudio en modelos experimentales que produzcan
estos cuerpos y evaluar la efectividad, como el modelo usado por Rojas y
colaboradores, y dependiendo de los resultados exitosos que se obtengan, se podria
concluir la posible aplicacion en el humano.

A pesar de que los resultados son muy alentadores, es necesario realiza méas
estudios para corroborar que el tratamiento combinado utilizado es adecuado como una
nueva terapia para aplicarla en la clinica en el tratamiento de la enfermedad de

Parkinson.
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Figura 17.- Diagrama representativo de los receptores presentes en las neuronas
dopaminérgicas de la SNc, para explicar los efectos positivos de la terapia combinada empleada

en este trabajo.
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Conclusiones

Los resultados del presente trabajo de tesis muestran que la transfeccion no viral
del gen de BDNF a las neuronas dopaminérgicas asociada a la activacion crénica y
continua (4.5 meses) del agonista de los receptores D3, el PPX, recupera la marcha
normal, la coordinacion motora y el balance, asi como la memoria de trabajo en el
modelo bilateral estriatal de la enfermedad de Parkinson en la rata. Esta recuperacion
motora se acompafia de un incremento de las neuronas dopaminérgicas de la SNc y el
AVT, asi como una recuperacion casi completa de las espinas dendriticas de las
neuronas espinosas medianas del Estriado de ambos hemisferios, un incremento en los

niveles de dopamina en el Estriado y de sus metabolitos.

El PPX elimina los sintomas motores presentes en el modelo de Parkinson por
lesion bilateral de la inervacion nigro-estriatal:
o Incrementa la locomocion.

o Recupera el balance y la coordinacion motora.

1. ElIPPX asociado a la transfeccién del gen para BDNF:

o Recupera de manera permanente la marcha, la coordinacién motora y el balance.

o Recupera la memoria juzgada por la prueba de reconocimientos de objetos.

o Incrementa el nimero de neuronas TH(+) en la SN y el AVT.

o Recupera las espinas dendriticas de las neuronas espinosas medianas en el
Estriado.

o Incrementa los niveles de dopamina y sus metabolitos en el Estriado.
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Perspectivas

Los enfoques terapéuticos actuales para tratar la enfermedad de Parkinson estan
encaminados al reemplazo de las neuronas dopaminérgicas perdidas y no a la
regeneracion del circuito motor.

Las perspectivas de este trabajo son determinar si la transfeccion del BDNF afecta
0 no las discinesias por Levodopa, asi como estudiar los efectos del tratamiento en el
modelo de Parkinson en el mono y en un modelo de Parkinson experimental con
cuerpos de Lewy. Asimismo, es crucial validar las sugerencias propuestas de que la
mejora motora obtenida es debida a la regeneracion de las neuronas de la SNc y de la
reinervacion funcional de los ndcleos, como el Estriado. Ademas, se debe explorar si
la reinervacion fue producto de la neurogénesis a partir de células madre presentes en
la SN como lo sugieren los estudios de Van Kampen (2006).

Es importante verificar si la pérdida de las neuronas dopaminérgicas en la SNc
puede disminuir en los animales que reciben el tratamiento combinado para asi
aumentar la reinervacion dopaminérgica en el Estriado. También es importante analizar
el tipo de sinapsis que se llevan a cabo en las espinas dendriticas de las neuronas
espinosas medianas del Estriado que serviria para evaluar si la reinervacion obtenida

es funcional.
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