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Resumen

La administracion de la L-3,4-Dihidroxifenilalanina (L-Dopa) sigue siendo el
tratamiento farmacoldgico mas eficaz para la enfermedad de Parkinson (EP). Sin
embargo, el uso prolongado de la L-Dopa produce como efecto secundario
movimientos involuntarios anormales conocidos como discinesias inducidas por la
L-Dopa (LIDs), que estan asociados a la hipersensibilizacién de los receptores a

dopamina D1 (RD1s) expresados a nivel del neoestriado.

Los receptores a histamina Hs (RHss) co-existen con los RD1s en las neuronas
espinosas medianas (NEMs) estriatales y modulan funcionalmente la respuesta
mediada por los RD1s. En el presente estudio, examinamos si la administracion
cronica de immepip un agonista de los RHss modula las LIDs en ratas lesionadas
con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y en un estudio in vivo evaluamos el efecto de la
co-activacién de los RD1s y los RHss en la liberacion de GABA y glutamato en el
neoestriado de las ratas. Los resultados obtenidos, muestran que la administracién
crénica de immepip y L-Dopa durante 14 dias disminuyé significativamente las
puntuaciones y el numero total de las LIDs axiales, orolinguales y de las
extremidades, en comparacion con las ratas que recibieron solo L-Dopa, y en un
experimento adicional cuando la administracién del immepip fue suspendida, las
LIDs reaparecen. La administracion de immepip durante cinco dias antes de la
administracion de L-Dopa produce un retraso en la aparicion de las LIDs. La

administracion sistémica de L-Dopa durante 14 dias en ratas parkinsonianas



aumenté significativamente las LIDs axiales, orolinguales y de las extremidades, en
comparacion con las ratas parkinsonianas inyectadas con solucién vehiculo. Por
otro lado, el grupo con la administracion crénica de immepip disminuyd la liberacién
de GABA y de glutamato en el neoestriado, en comparacion al grupo de ratas
parkinsonianas con solucion vehiculo, mientras que la administracién de L-Dopa
sola aumenté la liberacidon de GABA y glutamato. Los resultados indican que la co-
estimulacién cronica de los RD1s y los RHss post-sinapticos reducen las LIDs y la
liberacion de GABA y glutamato en el neoestriado de la rata y proporcionan
evidencia in vivo de una interaccién funcional entre los RD1s y los RHss en los

ganglios basales.

Palabras clave: Dopamina, Histamina, Receptor D1, Receptor Hs, Discinesias,

Neoestriado, Enfermedad de Parkinson, L-Dopa, Immepip.



Abstract

The administration of L-3,4-Dihydroxyphenylalanine (L-Dopa) remains the most
effective symptomatic treatment for Parkinson's disease, but the prolonged use of
this drug induces in the majority of these patients involuntary movements known as
dyskinesias induced by L-Dopa (LIDs), which are associated to hypersensitization

of the dopamine D1 receptors (RD1s) expressed at the level of the striatum.

Histamine Hs receptors (HsRs) and D1Rs are co-expressed by the sub-population of
striato-nigral GABAergic medium spiny neurons (MSNs), and HsR activation by
selective agonist functionally antagonize D1R-mediated responses. We examined
whether the chronic administration of the H3R agonist immepip modifies LIDs, in rats
lesioned with 6-hydroxydopamine in the substantia nigra pars compacta (SNc), and
the effect of D1R and HsR co-activation on glutamate and GABA content in dialysates
from the dorsal striatum of naive rats.

The systemic administration (i.p.) of L-Dopa for 14 days significantly increased axial,
limb, and orolingual abnormal involuntary movements (AIMs) compared with the
vehicle group. The chronic administration of the H3sR agonist immepip alongside
L-Dopa significantly decreased axial, limb, and orolingual AIMs compared with
L-Dopa alone, but AIMs returned to previous values on immepip withdrawal. Chronic
immepip was ineffective when administered prior to L-Dopa. The chronic
administration of immepip significantly decreased GABA and glutamate content in
striatal dialysates, whereas the administration of L-Dopa alone increased GABA and

glutamate content. In conclusion, our results indicate that chronic H3sR activation



reduces LIDs, and the effects on striatal GABA and glutamate release provide

evidence for a functional interaction between D1Rs and HsRs.

Keywords: Dopamine, Histamine, D1 receptor, Hs receptor, Dyskinesia, Striatum,

Parkinson’s disease, L-Dopa, immepip.
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Abreviaturas:

6-OHDA
AC
AlMs
AMPc
ATP
COMT
DA
DARPP-32
DDC
EP
ERK
GABA
GB
GPe
GPi
L-Dopa
LIDs
LNAA
LTP
LTD
MAOa
MAOs
MAPKs
MTPT

6- Hidroxidopamina

Adenilil ciclasa

Movimientos involuntarios anormales
3’-5’-Monofosfato ciclico de adenosina
Trifosfato de adenosina

Catecol — O-metiltransferasa

Dopamina

Proteina regulada por dopamina y por AMPc de 32 KDa
DOPA descarboxilasa

Enfermedad de Parkinson

Cinasa regulada por senal extracelular

Acido y-aminobutirico

Ganglios basales

Globo palido externo

Globo palido interno
L-3,4-dihidroxifenilalanina

Discinesias inducidas por la administracién de L-Dopa
Sistema de amino&cidos neutros
Potenciacién a largo plazo

Depresion a largo plazo

Monoamina oxidasa A

Monoamina oxidasa B

Cinasas de proteina activadas por mitégenos

1-metil-4-fenil,6-tetrahidropiridina
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NEMs
PKA
PKC
RD+
RHs
SNc
SNr
STN
TH
Thr34
Thr75

Neuronas espinosas medianas
Cinasa A de proteinas

Cinasa C de proteinas

Receptor a dopamina D1
Receptor a histamina Hs
Sustancia negra parte compacta
Sustancia negra parte reticulada
Nucleo subtalamico

Hidroxilasa de tirosina

Treonina 34

Treonina 75

12



1 Introduccidn

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa
mas comun en todo el mundo (Connolly y Lang, 2014), se origina por la pérdida
progresiva de las neuronas dopaminérgicas ubicadas en la sustancia negra parte
compacta (SNc) (Surmeier y cols., 2017), que es una de las estructuras que
conforman los ganglios basales (GB). Los GB son estructuras neuronales
subcorticales criticamente involucradas en el aprendizaje y la ejecuciéon de
programas motores (Bolam y cols., 2000). Aunque ninguna terapia disponible
modifica el proceso neurodegenerativo subyacente, el tratamiento sintomatico
mejora la calidad de vida del paciente parkinsoniano (Connolly y Lang, 2014). A
pesar de las nuevas estrategias terapéuticas, la administracion de la L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-Dopa) sigue siendo el tratamiento sintomatico mas eficaz
para la EP. Sin embargo, el uso prolongado de la L-Dopa produce como efecto
secundario en la mayoria de los pacientes los movimientos involuntarios anormales

(AIMs) conocidos como discinesias (Huot y cols., 2013).

Las discinesias inducidas por la administracion crénica de L-Dopa (LIDs) estan
relacionadas con un aumento de los niveles de la dopamina (DA) estriatal, las
alteraciones en la distribucién celular de los receptores a DA D1 (RDis), la
sensibilizacion de su senalizacion intracelular y la expresién génica anormal de
dichos receptores por la subpoblacién de neuronas espinosas medianas (NEMs)

estriado-nigrales, dan lugar a cambios en la transmisién dopaminérgica de los GB
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a niveles pre- y post-sinapticos (Bastide y cols., 2015; Carta y Bezard, 2011; De la

Fuente-Fernandez y cols., 2004; Porras y cols., 2014; Spigolon y Fisone, 2018).

Por otro lado, los GB estan inervados por fibras histaminérgicas provenientes del
nucleo tuberomamilar hipotalamico (Rapanelli, 2017), y son el neoestriado, el globo
palido y la sustancia negra parte reticulada (SNr), las estructuras de los GB que
expresan una alta densidad de receptores a histamina Hs (RHss) (Pillot y cols.,
2002). Los RDis y los RHss son co-expresados por la subpoblacion de NEMs
estriado-nigrales que dirigen sus eferencias a los nucleos de salida de los GB,
conocida como “via directa” (Gonzalez-Sepulveda, 2013), y varios estudios han
demostrado una interaccion funcional entre los RD1s y los RHss en las NEMs (Arias-
Montafno y cols., 2001; Garcia y cols., 1997; Moreno y cols., 2011; Ryu y cols.,
1994a). A nivel pre-sinaptico, la activacion de los RHss con el agonista immepip
reduce la liberacion de [*H]-GABA inducida con la estimulacion de los RD1s tanto
en el neoestriado como en la SNr (Arias-Montafio y cols., 2001; Garcia y cols.,
1997). A nivel post-sinaptico, la activacion de los RHss inhibe la acumulacién del
3",5"-monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) inducida por los RD1s (Sanchez-
Lemus y Arias-Montafno, 2004). Como dato adicional, la interaccién funcional entre
los RD1s y los RHss juega un papel importante para la modulacién de cinasas de

proteina activadas por mitbgenos (MAPKs) (Moreno y cols., 2011).

En un estudio previo se reporté que una sola inyeccioén sistémica de immepip (1, 5
y 10 mg/kg, s.c.), no reduce las discinesias axiales, orolinguales y de las
extremidades inducidas por la administracion cronica de L-Dopa en ratas lesionadas

con la neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en el haz prosencefélico medial
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(Papathanou y cols., 2014). Adicionalmente, los autores mencionaron que la
administracion de immepip en los monos lesionados con la 1-metil-4-fenil,6-
tetrahidropiridina (MPTP) reduce la discapacidad motora y las LIDs de baja
intensidad. Sin embargo, las dosis altas de 5 0 10 mg/ kg, s.c producen nauseas y
voémito en los animales, siendo estos efectos secundarios que alteraron el
comportamiento motor y dificultaron el estudio. Por lo anterior se concluye que la
administracion aguda del farmaco agonista para los RHss no produce efectos
significativos en las LIDs y que las dosis altas > 5 mg/ kg pueden producir efectos
secundarios. Sin embargo, se desconoce si la administraciéon crénica del agonista
del RHs immepip, tiene un efecto sobre las LIDs, por lo tanto, en el presente estudio
el objetivo fue determinar si la administracién crénica del agonista Hs immepip (1
mg/ kg, i.p.) podria tener efectos benéficos sobre las LIDs en ratas parkinsonianas

lesionadas con 6-OHDA.
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2 Antecedentes

La Enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa
mas comun después del Alzheimer, con una prevalencia del 1% en la poblacion
mayor a 65 afnos y se caracteriza por una lenta y progresiva degeneracion de
neuronas dopaminérgicas de la SNc con la subsecuente disminucién de DA liberada
en el neoestriado. La pérdida neuronal dopaminérgica es la principal causa de los
signos cardinales de bradicinesia, de la rigidez de las extremidades, de la lentitud
de los movimientos e inestabilidad postural de los pacientes parkinsonianos (Moore
y cols., 2005). Estos signos motores son indicadores de la alteracion funcional de
los GB, y éstos son un conjunto de nucleos neuronales importantes en el control

motor.

2.1. Ganglios basales (GB) y su organizacion funcional

Los GB son un grupo de nucleos subcorticales conformados por el neoestriado
(caudado y putamen), el nacleo subtalamico (STN), la sustancia negra (SNc y SNr),
el globo pélido tanto su segmento interno (GPi) como el externo (GPe) (Bolam y
cols., 2000). Los GB estan organizados funcionalmente en cuatro circuitos: el
asociativo, el 6culo-motor, el limbico y el motor (Alexander y Crutcher, 1990). En el
circuito motor, los GB estan interconectados con la corteza cerebral y el talamo por
aferentes (Bolam y cols., 2000; Wichmann y Dostrovsky, 2011), por ejemplo, la via

cortico-estriatal estimula a las NEMs GABAérgicas localizadas a nivel estriatal. Las
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NEMs conforman el 95% del total de las neuronas estriatales y son divididas en dos
subpoblaciones con eferencias a los nucleos de salida de los GB, una subpoblacion
de NEMs proyecta sus axones directamente a la SNr y conforma la via directa (via
estriado-nigral), estas neuronas expresan los RDis, dinorfinas y sustancia P
(Gerfen, 1992). La segunda subpoblacién conforma la via indirecta y son NEMs que
proyectan sus axones al GPe y éste envia sus eferencias al STN, que a su vez
proyecta sus eferencias glutamatérgicas al GPiy a la SNr. Las neuronas estriado-
palidales de la via indirecta expresan receptores a DA D2 (RD2s) y encefalinas

(Gerfen y cols., 1990).

La estimulacidon cortico-estriatal a las NEMs estriado-nigrales incrementa la
liberacion de acido y-aminobutirico (GABA) tanto en la SNr como a nivel del
neoestriado por sus axones colaterales. Asimismo, la estimulacién cortico-estriatal
a las NEMs estriado palidales incrementa la liberacion de GABA tanto a nivel
estriatal como a nivel palidal. Ambas vias, directa e indirecta son moduladas por la
DA liberada de axones nigro-estriatales. La DA liberada a nivel estriatal estimula a
los RD1s y a los RD2s localizados en la membrana de las NEMs, facilitando la
liberacién de GABA e inhibiéndola, respectivamente. Asi, la via directa facilita la
ejecucion de programas motores asociados con la facilitacién de los movimientos
deseados, mientras que la via indirecta estd asociada con la inhibicion de los

movimientos no deseados (Alexander y Crutcher, 1990) (Figura 1).
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2.2. Nucleos de entrada y de salida de los GB

El neoestriado es el nucleo de entrada de los GB y recibe multiples aferencias
incluidas las dopaminérgicas provenientes de la SNc (Haber, 2016), las
serotoninérgicas del nucleo del rafe dorsal y medial (Lavoie y Parent, 1990), las
noradrenérgicas provenientes del locus coeruleus (Delfs y cols., 1998), las
acetilcolinérgicas del nucleo pedunculopontino y las aferencias glutamatérgicas
corticales, talamicas y subtalamicas (Castle y cols., 2005; Groenewegen y cols.,
1999). Una de las caracteristicas de las aferencias glutamatérgicas de la corteza
frontal es su organizacién topografica (Kunzle, 1975; McGeorge y Faull, 1989).
Tanto en el humano como en los primates, las NEMs putaminales proyectan sus
axones al GPi y la SNr (Somogyi y Smith, 1979), ambos son los nicleos de salida
de los GB. Las neuronas de estos dos nucleos de salida de los GB envian eferencias
GABAérgicas a los nucleos talamicos anterior ventral y lateral, ademas del locus
coeruleus (DelLong, 1990). A su vez, los nucleos talamicos proyectan sus axones
glutamatérgicos a las areas corticales conformando el circuito cortico-ganglios

basales-tdlamo-cortical (Herkenham, 1979) (Figura 1).
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Figura 1: Los ganglios basales y su organizacion funcional representativa al circuito motor, se
aprecia la interaccion con la corteza y el talamo, las vias estriado-nigral (via directa) y estriado-palidal
(via indirecta) asi como la naturaleza de las distintas neuronas y receptores que conforman el
circuito. Globo palido externo (GPe), nucleo subtalamico (STN), sustancia negra parte compacta
(SNc) y parte reticulada (SNr), receptores a dopamina D1 (RD1s) y receptores a dopamina D2 (RD2s).
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2.3. Receptores dopaminérgicos de los GB y su participacion en la
modulacion de las neuronas espinosas medianas

La DA se une a 5 subtipos de receptores dopaminérgicos (RD1s, RDzs, RDss, RD4s
y RDss) acoplados a proteinas G (Beaulieu y Gainetdinov, 2011). Los receptores
dopaminérgicos activan la sefializacion mediada por la cinasa A de proteinas (PKA)
a través de las proteinas G (Beaulieu y cols., 2007). La familia de los RD1s (subtipos
RD1s y RDss) se acoplan a las proteinas Gasy su activacion aumenta la produccion
de AMPc y la actividad catalitica de la PKA (Civelli y cols., 1993). En contraste, la
familia de los RDzs (subtipos RD2s, RDss y RD4s) se acoplan a las proteinas Gaio,
y su activacién inhibe a la adenilil ciclasa (AC), la formacion de AMPc y la activacion
de fosfatasas que desfosforilan a canales de calcio, disminuyendo asi la
excitabilidad de las neuronas estriado-palidales (Missale y cols., 1998).

Las NEMs estriatales expresan altos niveles de RD1s y RD2s (Groenewegen, 2003;
Kreitzer y Malenka, 2008) y la activacion de dichos receptores modula la
excitabilidad de las NEMs (Surmeier y cols., 2007). Los RD1s estan localizados en
la membrana de la regién somatodendritica y en las terminales sinapticas de las
NEMs de proyeccién estriado-nigral (via directa), y su activacion con agonistas
dopaminérgicos se ha relacionado con efectos tanto excitatorios como inhibitorios
(Surmeier y cols., 2007). Mientras que, la activacion de los RD2s localizados en
NEMs de proyeccion estriado-palidal (via indirecta) esta asociada con efectos
inhibitorios. Ademas, los RD2s, pero no los RD1s, se localizan en las terminales
dopaminérgicas nigro-estriatales (Arias-Montafio y cols., 2001; Garcia y cols.,

1997). La activacién de los RD1s, acoplados a las proteinas Gaoir aumenta la funcion

20



catalitica de la AC y subsecuentemente la concentracion AMPc, a partir del trifosfato
de adenosina (ATP). El AMPc induce la disociacion de las subunidades reguladoras
de las cataliticas de la PKA y posteriormente la PKA fosforila el canal de Ca?* tipo
L, aumentando la frecuencia de disparo (Surmeier y cols., 2007). Se ha demostrado
que la estimulacion de los RD1s con el farmaco agonista SKF-38393 facilita la
liberacién de GABA en el neoestriado y la SNr (Arias-Montario y cols., 2001; Garcia
y cols., 1997). Los efectos producidos en las NEMs después de la activacion de los
RD1s son el aumento en la tasa de disparo de potenciales de accidn y la liberacién
de GABA, efectos mediados por la apertura de canales de Ca?* tipo L y P/Q
respectivamente (Flores-Hernandez y cols., 2000) (Figura 2). Por el contrario, la
estimulacién de los RD2s con farmacos agonistas esta asociada con la reduccién
de la excitabilidad de las NEMs mostrando una reduccion en la tasa de disparo de

potenciales de accidn y la reduccion de la liberacion de GABA.
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Agonista

Figura 2: Efecto producido después de la activacion del RD1 post-sinaptico en la membrana de una
neurona espinosa mediana (NEM). La activacién del RD1 acoplado a proteina Gaor aumenta la
funcién catalitica de la adenilil ciclasa y subsecuentemente, la concentracién citosélica del AMPc, a
partir del trifosfato de adenosina (ATP). EI AMPc induce la disociacion de las subunidades
reguladoras de las cataliticas de la cinasa A de proteina (PKA), y posteriormente la PKA fosforila el
canal de calcio tipo L. Esquema modificado de Bueno Nava y cols., (2011).
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2.4. Enfermedad de Parkinson y el efecto secundario al tratamiento
farmacolégico con L-Dopa

En la EP, los estudios post-mortem han demostrado la presencia de cuerpos de
inclusién intraneuronales conocidos como cuerpos de Lewy, que son inclusiones
eosinofilicas citoplasmaticas compuestas por un nucleo de material granular y
filamentoso, rodeado por filamentos radiales y con un diametro de 10-15 nm
formados principalmente de agregados de a-sinucleina ademas de la proteina

sinfilina-1 y proteinas del proteosoma del citoesqueleto (Schapira y Jenner, 2011).

Aunque la fisiopatologia de la EP no ha sido del todo esclarecida, las evidencias
recientes han indicado alteraciones en la funcién mitocondrial, el estrés oxidativo y
nitrosativo, la acumulacién de proteinas aberrantes o con alteraciones en su
plegamiento, asi como la funcibn anémala del sistema ubiquitina-proteosoma.
Dichas alteraciones pueden representar los principales eventos responsables a

nivel molecular de las formas idiopaticas de la EP (Moore y cols., 2005).

Por otro lado, la lenta y progresiva degeneracion de neuronas dopaminérgicas de la
SNc y la subsecuente disminucidén de DA liberada en el neoestriado, son la principal
causa de los signos cardinales manifestados por el paciente como la rigidez, la
lentitud de movimientos e inestabilidad postural, que son también utilizados para el

diagnéstico clinico de la EP (Moore y cols., 2005).
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Para contrarrestar los trastornos hipocinéticos de la EP, desde la década de 1960
se ha utilizado como tratamiento farmacolégico la administracion de L-Dopa, que es
el precursor de la DA (Carlsson y cols., 1957; Friedhoff y cols., 1963). Sin embargo,
después del uso prolongado de la L-Dopa, los efectos favorables iniciales del
tratamiento son comprometidos por la manifestacidén de LIDs, que son movimientos
hipercinéticos involuntarios manifestados cuando va incrementédndose el pico en la
concentracién de L-Dopa en plasma (Duvoisin, 1974; Fahn, 1974; Marsden y
Parkes, 1976; Mueller y cols., 2007). Las LIDs son una complicacion motora severa
qgque es comunmente expresada como una mezcla de corea (flujo irregular de
movimientos en fases rapidas y lentas) y distonia (trastorno hipercinético del
movimiento que causa contracciones musculares sostenidas o intermitentes que
producen movimientos repetitivos, posturas anormales o ambos) (Fahn, 2000). La
distonia puede afectar diferentes partes del cuerpo: los ojos (blefarospasmo), la
parte inferior de la cara (distonia oromandibular), el cuello (anterocolis, laterocolis o
retrocolis), el torso (distonia truncal, camptocormia, pleurotonus) y brazos (por
calambres). Dentro de las LIDs, la distonia es un signo predominante después de la

administracion de la L-Dopa (Kuyper y cols., 2011).

En la clinica las LIDs pueden clasificarse en discinesias de beneficio, en distonias
“off” y discinesias bifasicas (Fahn, 1974; Kuyper y cols., 2011). Las discinesias de
beneficio se presentan durante la elevacidén maxima de la concentracidn plasmatica
de la L-Dopa (LIDs “on” o de “pico de dosis”), cuando el paciente goza de buena
movilidad y la expresidn clinica més frecuente son los movimientos estereotipados

faciales o bucolinguales, movimientos coreiformes, distonia de las extremidades o

24



posturas corporales anormales (Hinson, 2010). Este tipo de LIDs es la mas tipica y
aunque el término “pico de dosis” pareciera sugerirnos que solo se presentan en los
momentos del pico plasmatico mas elevado, en realidad en la practica los pacientes
suelen cursar con las LIDs en toda la duracion del periodo “on”, es decir, ocurre
paradojicamente en el momento en el que cursa con los beneficios clinicos de la
L-Dopa sobre la rigidez y la bradicinesia (Fabbrini y cols., 2007). Las LIDs ocurren
en aproximadamente el 90% de los pacientes con EP tratados con L-Dopa (Ahlskog
y Muenter, 2001) y su manifestacién se observa de 4 a 6 afios de haber iniciado el
tratamiento con la L-Dopa (Ahlskog y Muenter, 2001) y una vez establecidas, son
provocadas en cada administracion de la L-Dopa (Rascol, 2000). Ademas, las LIDs
aumentan en severidad con mas dosis administradas de la L-Dopa (Fahn y cols.,
2004) y son también discapacitantes, causando un impacto negativo en la calidad
de vida (Chapuis y cols., 2005). Se ha descrito, que la aparicién de las discinesias
guarda una relacidon directamente proporcional con el tiempo y la dosis utilizada de
L-Dopa, ya que un inicio de la EP menor a los 50 anos y la dosis mayor a 600 mg/
dia se asocia con un mayor riesgo de la aparicién de las LIDs (Grandas y cols.,
1999). En lo que se refiere a las distonias en “off”, la aparicién se da durante los
periodos en los que el paciente no se encuentra bajo los efectos de la medicacion,
pero entre el 20 y el 30% de los pacientes con EP desarrollan este tipo de discinesia
a los 3 afios. La semiologia de la distonia “off’ es mas homogénea, caracterizada
por la aparicion de posturas disténicas que con frecuencia afectan a un pie. Suele
aparecer en los periodos “off”, siendo caracteristica la presentacion matutina previa
a la toma de medicacién de la manana (distonia “off’ matutina). Las discinesias

bifasicas se definen como aquellas que aparecen durante los periodos en los que la
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L-Dopa empieza a hacer efecto o esta dejando de hacer efecto. Ademas, suponen
una situacion intermedia, en la que el paciente tiene una mala movilidad en
determinados segmentos corporales y buena movilidad en otros. Semiolégicamente
se presentan con afectacidn caracteristica de las extremidades inferiores y
habitualmente consisten en movimientos repetitivos de abduccion-aduccién en las
extremidades, que resultan especialmente invalidantes para la marcha. Pueden
aparecer en un mismo paciente tras la ingesta de L-Dopa tanto en su inicio de accién
como al final de la misma o exclusivamente en uno de los periodos (Fabbrini y cols.,

2007; Grandas y cols., 1999; Rascol y cols., 1998).
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Tabla 1.- Farmacos empleados comunmente en el manejo de la enfermedad de

Parkinson.

USADOS EN MANIFESTACIONES MOTORAS

Rasagilina 1 Cada 24 h 1 Inhibidor de la MAO-B

Levodopa/ carbidopa 50/12.5 | Cada8h 300/75-1000/10 Promueve sintesis de
dopamina/ inhibidor de la dopa
descarboxilasa

Rotigotina 2 Cada 24 h 6-8 Agonista de los RD1s

Ropinirol 0.25 Cada24h 1.5-3/8-24 Agonista de los RDzs

Apomorfina 1-10 Segun 3-30 Agonista de los RD1s y RD2s

Entacapona 200 Cada8h 600-2000 Inhibidor de la COMT

Tolcapona 100 Cada8h 300-600 Inhibidor de la COMT

USADOS EN DISCINESIAS/ FLUCTUACIONES MOTORAS

Amantadina 100 Cada24 h 200 (2 tomas) Antagonista  del receptor
NMDA
Safinamida 50 Cada 24 h 50-100 Inhibidor de la MAO-B
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2.5. Alteracion de los GB en la enfermedad de Parkinson

El modelo clasico del circuito de los GB se ha utilizado para describir la fisiopatologia
de la EP. A partir de este modelo, se explica que los sintomas motores de la
enfermedad se producen como resultado del desequilibrio entre las vias directa e
indirecta causadas por la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas nigro-
estriatales. Mientras que las neuronas estriado-nigrales de la via directa reducen su
actividad, las neuronas estriado-palidales de la via indirecta aumentan su actividad
y conducen a la inhibicién del GPe y la posterior desinhibicién de las neuronas
glutamatérgicas del STN (Albin y cols., 1989). Por lo tanto, con la reduccion de la
concentracién de DA y la alteracion de la via directa e indirecta, se conduce a la
inhibicion de los nucleos talamicos motores. El efecto resultante es la reduccion en
la activacion de las areas corticales motoras en la corteza motora sensorial primaria
(Rascol y cols., 1992) y el area motora suplementaria (Bezard y cols., 2001) (Figura

3B).

2.6. Alteracion de los GB en las discinesias inducidas por L-Dopa
(LIDs)

La fisiopatologia de las LIDs describe el estado funcional opuesto al de la EP, en
donde el papel de la via directa sugiere una sobre estimulaciéon de los nucleos de
salida de los GB causada presumiblemente por la sobre activacion de los RD1s de

las NEMs estriado-nigrales (Boraud y cols., 2001; Lozano y cols., 2000; Papay cols.,

28



1999). La sobre estimulacion de la via directa en las LIDs se ha demostrado a nivel
celular a partir del: (1) incremento en la expresion del ARNm de pre-proencefalina-
B (PPE-B) y prodinorfinas estriatales (Aubert y cols., 2007; Cenciy cols., 1998) y (2)
hipersensibilizacién de los RD1s estriatales (Aubert y cols., 2005). Por otro lado, la
activacion de los RD2s de la via indirecta conlleva a la hipoactividad de las NEMs
estriado-palidales, provocando la desinhibicién del GPe y la posterior inhibicidén del
STN. A su vez, la desinhibicion de los nucleos talamicos, resultando con el
incremento de la liberacion de glutamato a las areas corticales motoras, que se
traduce en el trastorno hipercinético en los pacientes parkinsonianos que

manifiestan las LIDs (Brooks y cols., 2000; Rascol y cols., 1998) (Figura 3C).
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Figura 3: Circuito de los ganglios basales (GB) que ilustra la funcionalidad en tres distintos estados:
normal (A), parkinsoniano (B) y discinético (C). La dopamina (DA) liberada a nivel del neoestriado
modula los efectos funcionales opuestos en las dos principales vias de proyeccién del neoestriado
(directa e indirecta). A) Estado normal del circuito motor; B) Estado del circuito motor en la
enfermedad de Parkinson, en donde se aprecia, que la pérdida de DA end6gena causa una actividad
neuronal anormal que conduce a una reduccion en la excitacién y en la retroalimentacién a la corteza;
C) Estado discinético. La administracion repetida de la L-Dopa en la enfermedad de Parkinson,
induce un incremento en la via talamo-cortical. El grueso de las lineas en los diferentes colores
corresponde a la actividad “alta o baja” en cada una de las proyecciones neuronales.
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2.7. Propiedades farmacoldgicas de la L-Dopa

La tirosina hidroxilasa (TH) es la enzima responsable de catalizar la conversion del
aminoacido L-tirosina a L-Dopa. La TH requiere oxigeno y los cofactores
tetrahidrobiopterina y hierro para metabolizar la L-tirosina en L-Dopa (Nagatsu,
1995). La L-Dopa se cataboliza a DA por la enzima Dopa descarboxilasa (DDC),
que requiere fosfato de piridoxal como cofactor (Opackajuffry y Brooks, 1995)
(Figura 4). La DDC también se encuentra en el sistema sanguineo periférico, por lo
que la L-Dopa se administra con un inhibidor de DDC para evitar el catabolismo
periférico y aumentar la concentracién de L-Dopa a nivel cerebral. La inhibicion de
DDC permite reducir las dosis de L-Dopa requeridas hasta en un 60-80% (Hauser,
2009). Al menos 50-75 mg del inhibidor de DDC es necesario como dosis paralela

a la L-Dopa diaria (LeWitt, 2008).

A nivel intestinal, la L-Dopa se absorbe en el duodeno y el yeyuno proximal mediante
transporte activo a través del sistema de aminoacidos neutros (LNAA). La L-Dopa
también se transporta activamente al cerebro a través del sistema LNAA (Lewitt,
1993) presente en las células endoteliales y de astrocitos (Inyushin y cols., 2012).
Una vez en el cerebro, la L-Dopa se cataboliza a DA por la accién de la enzima DDC
como se mencioné anteriormente. La DDC se encuentra en las neuronas
catecolaminérgicas en el cerebro, principalmente en las neuronas dopaminérgicas
y Sus proyecciones, asi como en otros sistemas como el serotoninérgico, incluidas
las aferencias serotonérgicas que recibe el neoestriado. También interneuronas

estriatales albergan a la enzima DDC (Arai y cols., 1996). Por lo anterior, son varios
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los sitios donde la L-Dopa se metaboliza en DA en cerebro, incluyendo al
neoestriado. Sin embargo, es el sistema dopaminérgico el que cuenta con la
maquinaria necesaria para el control de la liberacién de la DA (Pagano y cols.,

2017).

Después de la liberacién sinaptica, la DA activa a los receptores dopaminérgicos, a
los que se une con afinidad de moderada a alta (Missale y cols., 1998). La DA
extracelular es transportada a la terminal dopaminérgica por el transportador de la
DA (DAT) (Torres y cols., 2003). En la terminal dopaminérgica, la DA es almacenada
en las vesiculas por el transportador monoaminérgico vesicular tipo 2 (VMAT 2)
(Zheng y cols., 2006) y si no es almacenada, es degradada por enzimas citosdlicas.
Cuando la DA no es recapturada, o no es almacenada a nivel citosdlico, la DA es
metabolizada por la enzima monoamino oxidasa B (MAOs) y la catecol-O-
metiltransferasa (COMT), ambas son enzimas importantes para modular la duracion
de DA tanto en el espacio extracelular como a nivel citosélico (Fenelon y cols.,
2003). La monoamino oxidasa A (MAOa), la aldehido deshidrogenasa y la aldehido
reductasa también estan implicadas en la degradacién de la DA. La MAOa
metaboliza a la DA a nivel citosolico de la terminal dopaminérgica, mientras que la
MAOs metaboliza la DA tanto en neuronas dopaminérgicas como en células gliales.
Las MAOs y las COMTs catabolizan la DA en acido 4-dihidroxifenilacético (DOPAC)
y en acido homovanilico (HVA) (Youdim y cols., 2006). Los datos clinicos estiman
una vida media de la L-Dopa de aproximadamente 1.5-2 h (Hauser y cols., 2011),
después de su administracién oral, los niveles plasmaticos maximos (Tmax) se

alcanzan 1 h después de la ingesta (Olanow y cols., 1991). El Tmax y la
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concentracién de los niveles plasmaticos maximos (Cmax) son variables y
dependen de la dosis administrada, asi como del tiempo transcurrido desde la tltima
comida o el tiempo de vaciamiento gastrico. Después de la administracion de
L-Dopay el inhibidor de la DDC a dosis de 100/ 25 mg respectivamente, los niveles
plasmaticos de la L-Dopa alcanzan una concentracién plasmatica maxima de 6-10
nmol/ ml. El umbral para el efecto clinico minimo se estima en alrededor de los 7
nmol/ ml (Dethy y cols., 1997). Los niveles plasmaticos de L-Dopa son de 10-15
veces mas altos que los niveles de DOPA en el liquido cefalorraquideo ventricular

(Woodward y cols., 1993).
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Figura 4: Sintesis de la dopamina.
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2.8. Participacion de los receptores a dopamina (RD1s) en las LIDs

El mecanismo de la génesis de las discinesias aun no esta completamente
esclarecido y como se menciond anteriormente, una de las hipotesis esta asociada
con el proceso de sensibilizacién de los RD1s estriatales (Pavon y cols., 2006;
Valastro y cols., 2007). Estos cambios en la membrana de las NEMs conducen a
una mayor actividad o excitabilidad que culminan con la sobre expresion de
proteinas y enzimas que indican la sobre actividad de la via directa, tales como: la
enzima adenil ciclasa (AC), PKA, DARPP-32 y CdK5 (Aubert y cols., 2005; Santini
y cols., 2007). Como se menciond previamente, la estimulacion prolongada de los
RD1s induce una reorganizacién anormal de los RD1s en la membrana plasmética
de las NEMs, asi como la sobre expresion de los RD1s (Berthet y cols., 2009). La
disminucién de la inervacién dopaminérgica nigro-estriatal induce cambios
moleculares de transduccion de senales en las neuronas de los GB la que es
asociada a una respuesta compensatoria, los cambios celulares y funcionales
particularmente en la via directa se conoce como “supersensibilidad a la
denervacién de axones dopaminérgicos” (Bordet y cols., 2000). La hipersensibilidad
se ha demostrado en los niveles de expresion de ARNm para sustancia P vy
dinorfinas, ambos marcadores de las NEMs que conforman la via directa (Cenci y
cols., 1998), asi como en la regulacion de mas de 30 genes, de los que estan
incluidos los zif 268, c-fos, c-jun y MAPK-1, la mayoria de estos son relacionados
con la actividad neuronal y varios de estos genes y proteinas modificadas se
involucran en la expresion del RD1y en sus vias de transduccién de sefales

(Napolitano y cols., 2002).
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Esto sugiere que la DA sintetizada con L-Dopa activa a los RD1s, aumentando la

expresion de genes y estimulando la via directa (Bordet y cols., 2000).

Se ha demostrado la reorganizacién en el acoplamiento de los RD1s en las proteinas
Goaoir de ratas parkinsonianas, sin embargo, el nivel de la expresion de la proteina

de Gaorr se mantuvo sin cambios (Cai y cols., 2002).

Por otro lado, los estudios post-mortem en pacientes parkinsonianos mostraron
incremento en la expresion de las proteinas Gaoit (Corvol y cols., 2004). Estudios
recientes en animales parkinsonianos han corroborado el aumento persistente en la
expresion de las proteinas Gaoit en ratones discinéticos (Alcacer y cols., 2012). La
activacion de los RD1s induce la actividad de la AC (isoforma V) por acoplamiento
de la proteina Gaorr, que a su vez induce el aumento de AMPc y la activacion de
PKA. La activacion de los RD1s hipersensibilizados y acoplados a las proteinas Gaolt
produce en las NEMs el aumento de la tasa de disparo y de la liberacién de GABA
tanto en el neoestriado como en la SNr (Arias-Montario y cols., 2007; Napolitano y

cols., 2002).

Asimismo, se ha descrito que el agotamiento de DA estriatal hipersensibiliza la via
directa a través de los RD1s (Feyder y cols., 2011), y el aumento constante de la
actividad y de la expresién de la AC V/VI que se produce en NEMs de animales

discinéticos (Rangel-Barajas y cols., 2011).

Los cambios en la AC V/VI se correlacionan con el aumento en la liberacién de
GABA en la SNr de ratas discinéticas con grado severo y no sucede en aquellas

con discinesias leves. La evidencia sugiere que esta hipersensibilizaciéon subyace
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en las LIDs, y que la intensidad de los sintomas discinéticos se correlaciona con la
expresion de genes inmediatos como los FosB en los roedores (Pavon y cols.,
2006). La administracién de agonistas selectivos para los RD1s también induce las
discinesias y aumenta la expresion del gen FosB en el neoestriado lesionado, lo que

indica que las LIDs pueden ser desencadenadas por la estimulacién de los RD1s.

Otra relacion importante entre los RD1s y las LIDs se produce mediante la via de
senalizacion y la activacion de la fosfoproteina DARPP-32, que desempena un
papel importante en la regulacion de la eficacia en la neurotransmision
dopaminérgica. En condiciones basales la fosforilacion de DARPP-32 en Thr34 es
bajay alta en Thr75, Ser97, y residuos Ser130 (Santini y cols., 2007). En un estudio
en animales con reduccién dopaminérgica exhibieron hipersensibilizacion de los
RD1s después de la administracién de L-Dopa, reflejandose en el incremento de la
fosforilacion de DARPP-32 en Thr34, dando lugar a cambios en la cascada de
sefalizacion y la activacion de la transcripcion de genes como los Arc, c-Fos, FosB
y ZIF-268 en las NEMs de la via directa (Santini y cols., 2007). También se ha
indicado el aumento de la fosforilacion de DARPP-32 enThr34 en la denervacion
dopaminérgica y este cambio no se ha asociado con una mayor liberacién de GABA

(Fienberg y cols., 1998; Nishi y cols., 2011).

La potenciacion a largo plazo (LTP) y la depresién a largo plazo (LTD) son dos tipos
de plasticidad sinaptica que modifican la eficacia de la neurotransmision en las
NEMs (Calabresi y cols., 2008). La LTP se pierde en animales parkinsonianos
(Centonze y cols., 1999), y con el tratamiento de L-Dopa la restaura, pero no en

aquellos que presentan las LIDs (Picconi y cols., 2003). La activacion de la via de
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los RD1s/ DARPP-32 es importante en la induccién de la LTP y LTD ya que ambas
se pierden en ratones nocaut que carecen de la fosfoproteina DARPP-32 (Calabresi

y cols., 2000).

Por otra parte, la cinasa regulada por senal extracelular (ERK) es una importante
proteina intracelular involucrada en la LTP (Sweatt, 2001) y se cree que también
esta asociada con el proceso de cebado de las LIDs (Santini y cols., 2010). La
sefalizacion de ERK es parte de las vias intracelulares de los RDis y su
desfosforilacidn esta regulada por la proteina fosfatasa 1 (Valjent y cols., 2005). La
activacion de los RD1s induce la fosforilacion de ERK en el cerebro normal y en
ratas con deplecion de DA estriatal (Gerfen y cols., 2002), y existe una correlacion
entre ERK fosforilado y las LIDs (Westin y cols., 2007), asimismo, el aumento en la
fosforilacién de ERK producido por la L-Dopa en ratones lesionados con 6-OHDA
se reduce en ratones nocaut para la DARPP-32 (Santini y cols., 2007). Ademas,
farmacolégicamente las LIDs se reducen con la inhibicibn de la sefalizacion
intracelular de ERK (Lindgren y cols., 2009). Asi mismo, la familia de factores de
transcripcion fos/jun ha sido ampliamente estudiada. Los agentes dopamino-
miméticos inducen la expresion de los genes c-jun, c-fos, AFosB y FosB en
neuronas estriatales tanto en animales normales (Graybiel y cols., 1990) como en
animales parkinsonianos. En monos lesionados con la MPTP, la administracion del
agonista para los RDis SKF-82958, aumenta la expresion del gen AFosB, que
permanece elevado durante varios meses después de la lesion, y dicho gen esta
asociado con el desarrollo de LIDs, lo que indica una participacion de los RD1s en

el proceso de cebado que conduce a su expresion (Doucet y cols., 1996). Ademas,
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existe una correlacion positiva entre el nimero de células inmunorreactivas a
FosB/AFosB y la gravedad de las LIDs en ratas lesionadas con 6-OHDA (Levandis
y cols., 2008). La sobre-expresion del gen AFosB en ratas normales produce
movimientos involuntarios similares a las LIDs observadas en ratas lesionadas con
6-OHDA (Cao y cols., 2010). La sobre-expresién del gen JunD, un inhibidor negativo
dominante de AFosB, reduce las LIDs en primates lesionados con MPTP. Por otra
parte, el antagonista de los RD1s SCH-23390, esta asociado con la disminucién de
la expresion de FosB/FosB en animales discinéticos (Westin y cols., 2007). El
aumento a largo plazo en AFosB y posiblemente la activacion de la ruta ERK, puede

contribuir a las LIDs (Figura 5).
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Figura 5: Participacion de las vias AMPc/ DARPP-32 y ERK en las discinesias inducidas por la
L-Dopa. En la enfermedad de Parkinson (EP), el agotamiento de la DA resulta en una mayor
capacidad de respuesta de los RD1s, que se expresan en gran proporcion en las NEMs. La
administracion de L-Dopa conduce a la activacion de PKA inducida por los RD1s, que fosforila la
subunidad GluR+ de los receptores AMPA en Ser845 y DARPP-32 en Thr34. La fosforilacion de
GluR1 inducida por PKA promueve la transmision glutamatérgica y se intensifica por la fosforilacion
de DARPP-32 enThr34, la cual inhibe a la PP-1. Ademas, el aumento de la senalizacion de PKA/
DARPP-32 conduce a la activacién de MEK, que se ve facilitada por la inhibicién de PP-1. La
translocacion de fosfo-ERK al niicleo da como resultado fosforilacion/ activacion de MSK-1 e histona
Hs. Esto, a su vez, conduce a reordenamientos de cromatina y transcripcion de genes, como el ¢c-
fos. La activacion anormal persistente de estas vias por la L-Dopa parece estar involucrada en los
cambios a largo plazo responsables de las discinesias.
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2.9. Sistema histaminérgico

La histamina es un importante neuromodulador del SNC y es sintetizada por el
nucleo tuberomamilar hipotaldamico posterior, nucleo neuronal que proyecta
eferencias a casi todo el cerebro, incluidos los GB (Wada y cols., 1991). La
heterogeneidad en la inervacion por los axones histaminérgicos en el cerebro nos
muestra la variedad de efectos que la histamina puede producir y participar en
funciones fisioldgicas y conductuales como el suefio-vigilia, la termorregulacion, la
ingestion de agua y alimento, la memoria, el aprendizaje y la conducta motora
(Passani y cols., 2014). La histamina pertenece a la familia de las monoaminas que
incluye a la DA, la noradrenalina y la serotonina (Masini y cols., 1998).
Estructuralmente, la histamina tiene un anillo imidazol y un grupo etilamino como
cadena lateral y es el producto de la descarboxilacion del aminoacido L-histidina,
una reaccion catalizada por la enzima L-histidina descarboxilasa (HDC) expresada
y limitada a las neuronas histaminérgicas y que requiere fosfato de piridoxal como
cofactor. La biosintesis de histamina involucra dos pasos: el transporte de la L-
histidina al interior de la célula y la subsecuente descarboxilacién por la HDC,
dependiendo por lo tanto de la actividad de la enzima y de la disponibilidad de su
sustrato (Schwartz y cols., 1991) (Figura 6). La histamina es almacenada en
vesiculas en las terminales nerviosas de las neuronas histaminérgicas y su
liberaciébn es por exocitosis e inducida por despolarizacion, inhibiéndose en
ausencia de Ca?' o por concentraciones elevadas de Mg?*, lo que indica la

participacion de canales de Ca?* dependientes de voltaje (Vanderwerf y cols., 1987).
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El catabolismo de la histamina ocurre basicamente por metilacién u oxidacién. La
metilacion es catalizada por la enzima N-metil-transferasa de histamina, la cual
utiliza S-adenosil-metionina como donador del grupo metilo. El producto de esta
reaccion es la 3-(tele)-metil-histamina, la cual es metabolizada por la monoamino
oxidasa tipo B (MAOB), produciendo el acido 3-(fele)-metil-imidazol-acético

(Ogasawara y cols., 2006).

NIVEL PRE-SINAPTICO

; - ~ W Adenilil
l ! " = / =1 Yeiclasa

L-histidina T

NIVEL PRE-SINAPTICO

*Dopamina
*Glutamato
*GABA

Figura 6: La histamina es el producto de la descarboxilaciéon del aminodcido L-histidina, reaccion
catalizada por la enzima descarboxilasa de histidina. Asimismo, la figura representa la transmision
histaminérgica en el sistema nervioso central (SNC). Una vez sintetizada, la histamina es
almacenada en vesiculas sinapticas de las terminales histaminérgicas y liberada por exocitosis. La
activacion de RHss presindpticos inhibe la sintesis y la liberacién de histamina y disminuye la
liberacion de otros neurotransmisores como noradrenalina, serotonina, dopamina, glutamato y
GABA.
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Como fue mencionado anteriormente, las neuronas histaminérgicas proyectan sus
axones ampliamente a multiples regiones del cerebro como la corteza, los GB, el
talamo e hipocampo (Panula y Nuutinen, 2013). En estas areas cerebrales, la
histamina ejerce sus efectos a través de la activacidn de los receptores a histamina
H1, H2 y Hz acoplados a proteinas G. Los receptores a histamina difieren no sélo en
su homologia y localizacion sino también en su senalizacion. El receptor a histamina
H1 (RH+) esta acoplado a las proteinas Gq y su activacion induce la hidrélisis del 4,5-
bifosfato de fosfatidil-inositol (PIP2) por accidon de la fosfolipasa C (PLC), generando
1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol (DAG) como segundos mensajeros.
El IP3 se une a receptores presentes en el reticulo endoplasmico promoviendo la
liberacion de Ca?* intracelular. El receptor a histamina Hz (RH2) esta acoplado a
proteinas Gs, su activacion conduce al aumento del AMPc y una respuesta en
cascada tras la activacion de la PKA por el AMPc (Haas y cols., 2008). El receptor
a histamina Hs (RHs) se acopla a las proteinas Gaio y su activacion conduce a varias
vias de senalizacién intracelular como: a) la inhibicién de la AC por las subunidades
Gaio; b) la modulacion de canales de Ca®* activados por voltaje a través de las
subunidades By disociadas tras la activacién de proteinas Gain (Silver y cols., 2002);
c) la inhibicién del intercambiador Na*/H* neuronal, cuya funcion es critica para
prevenir la acidificacién del medio intracelular, mediante subunidades Gain (Silver y
cols., 2001); d) la modulacién de canales de K* de rectificacion de entrada (G
protein-gated inwardly rectifying channels [GIRK]), los cuales son activados también
por las subunidades By tras la activacién de las proteinas Gaipo; €) la activacion de

la fosfolipasa A2 (PLAZ2), conduciendo a la formacion y liberacion de &cido
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araquiddnico, acido docosahexaenoico y fosfolipidos (Rouleau y cols., 2002); f) la
activacién de cinasas de proteinas activadas por mitbgenos (mitogen-activated
protein kinases [MAPK]) con efectos sobre el crecimiento, la diferenciacion y
sobrevivencia celular, asi como en la plasticidad neuronal (Drutel y cols., 2001); g)
la activacion de la via 3 cinasa de fosfatidil inositol (PI3K)/ cinasa B de proteinas

(AKT-PKB) (Bongers y colsl., 2007) (Figura 7).

Histamina

Figura 7. Representacion de las diferentes vias de sefializacion inducidas por la activacion del
receptor a histamina Hs (H3R). Modificado de Sadek y cols., (2016).
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Relacionado a la liberacion de neurotransmisores, la activacion de los RHss produce
inhibicion de la actividad de las neuronas histaminérgicas (Takeshita y cols., 1998)
e inhibe de manera pre-sinaptica la liberacién de DA, acetilcolina, noradrenalina,
serotonina, GABA y glutamato (Arias-Montario y cols., 2001; Brown y cols., 2001;
Garcia y cols., 1997; Schlicker y cols., 1993). Ademas, la activaciéon de los RHss

inhibe la sintesis de DA (Molina-Hernandez y cols., 2000) (Figura 5).

El neoestriado presenta una alta densidad de los RHss, y se ha reportado que en
cerebros de pacientes de la enfermedad de Parkinson la densidad de los RHss no
se reduce y los niveles de histamina se incrementan en el putamen, la SNr y el GPi
(Rinne y cols., 2002). Estos cambios han sido corroborados en ratas parkinsonianas
con lesion unilateral inducida con 6-OHDA. También, se ha demostrado una mayor
densidad de fibras histaminérgicas alrededor de los sitios de degeneraciéon de la
SNc (Anichtchik y cols., 2000a; Anichtchik y cols., 2000b). Esto puede involucrar a
los RHss situados a nivel pre-sinaptico o post-sindptico modulando la actividad de
las neuronas GABAérgicas de las vias directa e indirecta implicadas en la pérdida

de movimiento voluntario en la EP y en la génesis de las LIDs.
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2.10. Participacion del receptor a histamina Hs (RHs3) en la

modulacion estriatal

A nivel del neoestriado, los estudios electrofisiolégicos y los bioquimicos describen
que la histamina modula la liberacién de glutamato cortical a través de la
estimulacién de los RHss (Molina-Hernandez y cols., 2001), también se ha
demostrado que la estimulacibn de los RHss localizados en terminales
glutamatérgicas producen la reduccién en la transmisidn sinaptica y en la frecuencia
de disparo de las NEMs (Doreulee y cols., 2001). Los mismos autores describieron
que la liberacién de glutamato talamico se reduce a través de la activacién de los
RHss. La DA es otro neurotransmisor clave en el neoestriado, relacionado con la
actividad motora. Los estudios pioneros sobre los RHss como hetero-receptores en
las terminales dopaminérgicas demostraron que su activacién reduce la liberacion
(Schlicker y cols., 1993) y la sintesis de DA en las terminales dopaminérgicas del
neoestriado (Molina-Hernandez y cols., 2000). En nuestro laboratorio, mediante un
estudio in vivo demostramos que la activacion del RHs pre-sinaptico con immepip
inhibe el efecto inducido por la activacion de los RD1s sobre los niveles de DA
estriatal (Alfaro-Rodriguez y cols., 2013), estos datos sugieren una interaccion in
vivo entre los RDis y los RHss pre-sinapticos que modulan la liberacion de DA
estriatal. Por otro lado, la mayoria del GABA estriatal proviene de interneuronas
locales que expresan parvalbumina. Con registros electrofisiologicos se ha
mostrado que la histamina no afecta el disparo de las NEMs (Ellender y cols., 2011).

No obstante, la activacion del RHs puede inhibir la liberacién de GABA inducida por
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la activacién del RD+1 en colaterales GABAérgicas de las NEMs (Arias-Montafo y
cols., 2001). Las eferencias histaminérgicas también son reguladas por RHss
localizados en las terminales sinapticas y su activacion reduce la liberacién y la

sintesis de histamina (Arrang y cols., 1983).

2.11. Interaccidn entre los RHss y los RD1s

Los estudios de inmuno-histoquimica han demostrado con imagen confocal, que los
RHss y los RD1s estan co-localizados en las NEMs estriatales, tanto en la region
somatodendritica, como en las terminales sinapticas (Moreno y cols., 2011) vy
funcionalmente se ha demostrado una interaccion en la liberacion de GABA tanto a
nivel del neoestriado como en la SNr (Arias-Montano y cols., 2001; Garcia y cols.,
1997). Estos autores, demostraron que la facilitacion de la liberacion de GABA
inducida por el farmaco agonista para los RDis SKF-38393, es inhibida con el
farmaco agonista para los RHas immepip, efecto que es revertido con el farmaco
antagonista tioperamida. La activacion de los RHss, que estan acoplados a
proteinas Gaio, esta asociada con la inhibicion de la AC via la subunidad a, mientras
que las subunidades By inhiben canales de Ca?* activados por voltaje y aumentan
la conductancia de canales K* (Brown y cols., 2001; Milligan y Kostenis, 2006;
Sahlhollm y cols., 2007). Otros estudios han mostrado que la formacién de AMPc
inducida por la activacion de los RD1s es inhibida por el agonista de los RHzss, y que
la formaciéon de AMPc por las NEMs es regulada en direcciones opuestas por las

subunidades Gas y Gai, como resultado de la estimulacién de los RD1s y los RHss
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respectivamente (Sanchez-Lemus y Arias-Montario, 2004). El AMPc por la via de la
PKA conduce al aumento de la excitabilidad de las NEMs y esta asociada a la

activacion de canales de Ca?* dependientes de voltaje (Figura 8).

En modelos animales de la EP se ha descrito un aumento en la densidad de los
RHss en el neoestriado, la SNr y la SNc, asi como un incremento en el ARNm del
RHs estriatal (Ryu y cols., 1994b). El aumento en la expresién de los RHss puede
ser revertido por la administracion sistémica de un agonista de los RD1s (Ryu y cols.,
1994a). Estos datos sugieren que la inervacion dopaminérgica en los GB controla
la expresion de los RHss mediante la activacion de los RD1s y que en circunstancias
de déficit de DA dicho control se pierde con el aumento de la expresion de los RHss
(Anichtchik y cols., 2000a). Bajo este contexto, el estudio de la interaccidn funcional
entre RD1s/ RHss podria contribuir a la comprensién del papel de los RD1s y los
RHss en la disfuncion de los GB que ocurren en las enfermedades

neurodegenerativas que involucran trastornos del sistema dopaminérgico.
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Figura 8: Posible interaccién funcional entre los RDis y el RHss en una neurona GABAérgica
estriatal de una NEM colateral (Bueno-Nava, 2013).

3  Pregunta de investigacion

¢La activacion del RHs modula las discinesias inducidas por la administracion

crénica de L-Dopa en ratas parkinsonianas?
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4  Hipotesis

La activacién del RHs modula las discinesias inducidas por la administracion crénica

de L-Dopa en ratas parkinsonianas a través de la interaccion funcional con el RD:.

5 Objetivo general

Determinar si la activacién del RHs previene o reduce las discinesias inducidas por
la administracion crénica de L-Dopa en ratas parkinsonianas y estudiar su posible

interacciéon funcional con el RD1.

5.1. Objetivos especificos

A). Establecer el modelo de parkinsonismo en la rata con la inyeccién de la
neurotoxina 6-OHDA en la SNc.

B). Inducir discinesias en las ratas parkinsonianas con la administracion cronica de
L-Dopa.

C). Determinar en ratas parkinsonianas si la administracion aguda, subcrénica y
cronica del agonista del RHs previene o reduce las discinesias inducidas por L-Dopa.
D). Determinar in vivo si la activacion simultanea de los RD1s y RHss, modula la
liberaciéon de GABA y glutamato estriatales y establecer la posible interaccion

funcional entre el RD1y el RHs.
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6 Material y Métodos
6.1. Animales

Se utilizaron 68 ratas machos de la cepa Wistar con un peso corporal de 280 a
310 g. Estos animales fueron proporcionados por el UPEAL-Bioterio de la UAM-
Xochimilco, y fueron aclimatados a las condiciones de laboratorio y mantenidos a
un ciclo de luz de 12 h/ 12 h de obscuridad. Se utiliz6 el minimo numero posible de
animales necesarios segun los criterios bioéticos y estadisticos de Festing (1994).
Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con las recomendaciones de la
Guia para el uso y cuidado de animales experimentales (Olfert y cols., 1993) y las
especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de
laboratorio como lo describe la NOM-062-ZO0O(1999). Asimismo, los
procedimientos fueron aprobados por el Comité de Cuidado de Animales del

Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo Ibarra Ibarra.

6.2. Procedimiento quirurgico e inyecciéon de la 6-OHDA para
establecer el modelo de ratas parkinsonianas

6.2.1. Descripcion de la neurotoxina 6-OHDA

La 6-OHDA es la neurotoxina mas utilizada en el desarrollo de modelos
experimentales de parkinsonismo en roedores. La inyeccion intracerebral de esta

neurotoxina produce una degeneracién selectiva de neuronas catecolaminérgicas.

50



Esta especificidad es debida a su alta afinidad por el sistema de transporte de
catecolaminas. Varios estudios reportan que la 6-OHDA posee una potente accién
inhibidora de la cadena respiratoria mitocondrial (Glinka y Youdim, 1995), sin
embargo, la muerte de neuronas dopaminérgicas inducida por 6-OHDA esta ligada
a la formacién de perdxido de hidrégeno (H202), radicales libres tipo hidroxilo(*OH)
y quinonas que se producen en su proceso metabdlico (Saito y cols., 2007). Se ha
descrito que las sustancias antioxidantes como vitamina E (Perumal y cols., 1992)
o el N-acetil-cisteina, y otras sustancias como inhibidores de la MAO y quelantes de
hierro como desferroxamina protegen a las neuronas dopaminérgicas de la accion

neurotoxica de la 6-OHDA (Youdim y cols., 1997).

Desde el punto de vista histoldgico, la lesion a nivel de la SNc inducida con la 6-
OHDA es mas aceptable para ser utilizada como modelo de parkinsonismo, ya que
de esta manera se evita la afectacion y pérdida de neuronas dopaminérgicas del
area tegmental ventral correspondiente al grupo neuronal A10 como sucede cuando
se inyecta en el haz prosencefélico medial (Perese y cols., 1989).

Referente a lo conductual, los animales con lesidon unilateral de la SNc, inducida por
inyeccion directa en el haz prosencefdlico medial o en la SNc, presentan
inmediatamente después de la cirugia y de forma espontanea una conducta

rotatoria ipsilateral a la lesion que se mantiene durante las 24 h siguientes.
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6.2.2. Descripcion del procedimiento quirurgico para inyectar la 6-OHDA

Para cumplir el objetivo especifico 5.1A, todas las ratas asignadas a cirugia
estereotaxica permanecieron de dos a tres h de ayuno previo a la cirugia, se
anestesiaron con ketamina-xilacina (80 mg/ kg-10 mg/ kg) por la via intraperitoneal
(i.p.) en el cuadrante inferior izquierdo del abdomen. Transcurridos 5 minutos de la
inyeccion de los farmacos se comprobd gradualmente el grado de sensibilidad al
comprimir el altimo tercio de la cola de la rata o puncionando los cojines plantares
de las extremidades hasta alcanzar el periodo de anestesia quirurgica. Después de
rasurar y lavar el area de incision (hueso frontal al hueso occipital), las ratas fueron
montadas al equipo estereotaxico (Stoelting Co., Wood Dale, IL) y la temperatura
corporal, se monitoreo y reguld6 con el equipo para ratas CMA/150
(CMA/Microdialysis, Kista, Sweden). Posteriormente se aplicé una solucién
antiséptica de yodo en el area de incision y ésta se realizd6 con una hoja de bisturi
del No. 15, para obtener de un solo corte craneo caudal, una incisién en la piel de
~1.0 cm de longitud a nivel del hueso frontal al hueso occipital y una vez expuesto
el craneo, se marcé un punto sobre el craneo de acuerdo a coordenadas
preestablecidas (posterior a bregma, AP = -5.0) y lateral, L = -2 respecto a la linea
media; de acuerdo a Paxinos y Watson (1998). Después de marcar sobre el craneo
las coordenadas, se realiz6 un trépano de ~1 mm de diametro con una pieza de
mano eléctrica. Después del trepano, a cada animal se le inyect6 a nivel de la SNc
hemisferio derecho 16 g de la 6-OHDA contenida en 2 pl de solucién salina al 0.9%

y &cido ascorbico al 0.01%. Se utiliz6 la coordenada dorso ventral (DV) de 7.3 mm
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a partir de la duramadre. La neurotoxina se inyectd a un flujo de 0.4 pl/ min durante
5 minutos, la aguja permanecié en el sitio de inyeccion durante 5 minutos
adicionales a los minutos de inyeccion, para posteriormente retirarla. Cada rata fue
suturada con hilo no absorbible de nylon monofilamento de calibre 2/ 0 con aguja
cuerpo estriado longitudinal (SC-26) de 26 mm de 3/ 8 de circulo punta reverso
cortante. Finalmente se aplicé furazolidona con atomizador. Una vez recuperadas
de la cirugia, las ratas fueron regresadas a su lugar proveyéndoles de las
condiciones del bioterio. Catorce dias después de la cirugia y la inyeccion de la
neurotoxina, cada rata fue sometida a la prueba de giro con apomorfina (0.5 mg/ kg
via subcutanea). La apomorfina es un agonista no selectivo de los receptores
dopaminérgicos (Garcia-Ramirez y cols., 2004) y los animales que presentaron mas
de 6 giros por minuto durante una hora en la direccion contralateral de la lesion
fueron incluidos al estudio. Este criterio ya esta establecido por estudios que
describen que aquellos animales que presentan mas de 6 giros contralaterales a la
lesion, muestran una reduccion del ~95% de las neuronas dopaminérgicas (Kirik y

cols., 1998).

6.3. Protocolo experimental para inducir las discinesias en ratas
parkinsonianas y la administraciéon del farmaco histaminérgico

Una vez obtenidas las ratas parkinsonianas y para cubrir los objetivos particulares
5.1B y 5.1C las ratas fueron asignadas aleatoriamente a 6 tratamientos (n=10/

grupo; ver figura 9) y que se describen a continuacién:
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Grupo 1 = recibi6é durante 14 dias solucion vehiculo.

Grupo 2= recibié durante 14 dias carbidopa (15 mg/ kg) + L-Dopa
(6.25mg/ k).

Grupo 3 = recibié durante 14 dias carbidopa (15 mg/ kg) + L-Dopa
(6.25mg/ kg) + el agonista para los RHss, immepip (1 mg/ kg).

Grupo 4 = recibié durante 14 dias carbidopa (15 mg/ kg) + L-Dopa
(6.25 mg/ kg), pero al dia 7 después de haber iniciado dicho
tratamiento se co-administré6 immepip (1 mg/ kg) durante los 7 dias
restantes.

Grupo 5 = recibié durante 14 dias carbidopa (15 mg/ kg) + L-Dopa
(6.25mg/ kg), pero al dia 12 después de haber iniciado el tratamiento
se co-administré immepip (1 mg/ kg) durante los 3 dias restantes.
Grupo 6 = recibié durante 19 dias immepip (1 mg/ kg), pero al dia 5 de
haber iniciado dicho tratamiento se co-administré carbidopa (15 mg/

kg) + L-Dopa (6.25 mg/ kg) durante los 14 dias restantes.

Cabe senalar, que la carbidopa fue administrada 20 minutos antes de la

administracion de la L-Dopa. Asi mismo, diferentes estudios describen que la

L-Dopa a dosis de 6.25 mg/ kg produce discinesias en ratas parkinsonianas (Cenci

y cols., 1998; Papathanou y cols., 2014). La dosis de immepip de 1 mg/ kg fue

utilizada de acuerdo a los estudios previos que describen que dicha dosis los

animales no presentan efectos secundarios que podrian interferir con el registro

conductual (Gémez-Ramirez y cols., 2006; Papathanou y cols., 2014).
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La administracién de L-Dopa durante 14 dias, fue en apego a la literatura que
describe que las discinesias se manifiestan a partir del dia 3 post tratamiento,
aumentando gradualmente hasta alcanzar su pico a partir del dia 9 y manteniéndose

en dias posteriores (Rangel-Barajas y cols., 2011).
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Figura 9. Se muestra el protocolo del experimento 1 para inducir las discinesias en ratas
parkinsonianas. La carbidopa (15 mg/ kg), L-Dopa (6.25 mg/ kg) y la administraciéon del farmaco
immepip de 1 mg/ kg.
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Se utilizaron ocho ratas para confirmar los efectos de la administracion cronica de
immepip (1 mg/ kg) + L-Dopa (6.25 mg/ kg) durante 14 dias, pero al dia 15 se retird
el immepip para continuar con una dosis diaria unicamente de L-Dopa durante 7

dias consecutivos (Figura 10).

Retiro del
immepip

L-Dopa + Immepip L-Dopa

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Dias de tratamiento

Figura 10. Se describe el procedimiento del experimento 2. Un grupo de ratas (n=8) que recibieron
el tratamiento farmacolégico durante 21 dias, nétese que durante los primeros catorce dias las ratas
recibieron L-Dopa + immepip, posteriormente a partir del dia 15 y hasta el dia 21 Unicamente
recibieron L-Dopa, ya que el immepip fue retirado desde el dia 15.

Para el analisis de la liberacion de GABA y de glutamato en los dializados estriatales
se utilizaron 20 ratas parkinsonianas, que fueron sometidas a los tratamientos
descritos previamente, y al dia 14 se dividieron en 5 subgrupos (n = 4): 1) Vehiculo;
2) L-Dopa; 3) L-Dopa + immepip agudo; 4) L-Dopa + immepip subcronico;
5) L-Dopa+ immepip cronico. Se incluy6 un grupo sham para examinar el efecto de

la dosis Unica de la L-Dopa al dia 15.
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6.4. Bateria para el registro y evaluacion de las LIDs

Las LIDs fueron evaluadas de acuerdo a los procedimientos descritos por Lundblad
y cols. (2002), en ratas parkinsonianas a los 3, 6, 9,12 y 14 dias después de la
administracion de L-Dopa. Inmediatamente después de la administracion de
L-Dopa, las ratas se colocaron en cajas separadas y se observé el comportamiento
discinético durante un minuto (periodo de seguimiento) y asi cada 20 minutos
durante 120 minutos (6 observaciones), de esta manera las discinesias se

clasificaron en cuatro subtipos:

a) Las “discinesias locomotoras”, son manifestadas con giros contralaterales al
sitio de inyeccién de la 6-OHDA.

b) Las “discinesias axiales”, los animales presentan una torsion contralateral del
cuello y de la parte superior del cuerpo en direccidon contralateral a la lesién.

c) Las “discinesias de las extremidades”, son manifestadas como movimientos
bruscos de la extremidad contralateral a la lesion.

d) Las “discinesias orolinguales”, son expresadas con los movimientos

mandibulares y se presentan protrusiones linguales.
Cada subtipo, fue calificado usando una escala de 0 a 4 (0 = Ausencia de LIDs; 1=

LIDs presentes en menos de la mitad del minuto de registro; 2 = LIDs frecuentes

con presencia de mas de la mitad del minuto de registro; 3 = LIDs continuas durante
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todo el minuto de registro; 4 = LIDs continuas durante todo el minuto de registro y

sin interrupcidn por algun estimulo externo).

Es importante sefnalar, que en cada sesion las puntuaciones de las escalas
obtenidas en las 6 observaciones se sumaron obteniendo una puntuacién maxima
de 24. Las LIDs fueron expresadas por subtipo y asi se obtuvo la puntuacion en
cada subtipo. Asimismo, para el total de las LIDs, cada subtipo (axiales,
orolinguales, locomotoras y de las extremidades) se contaron y se sumaron (6
observaciones por sesion). Las LIDs fueron registradas, calificadas y contabilizadas
por un solo evaluador (cegado a cada grupo experimental), que se apoyo de la video
grabacion de cada registro para su revision. Cada registro tuvo una duracién de 120

minutos.

6.5. Determinacion de GABA y glutamato estriatales

Para cumplir el objetivo especifico 5.1D, mediante microdialisis cerebral y acoplado
a un sistema de cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC), se
determinaron los niveles extracelulares de GABA y glutamato, para esto, se
utilizaron 5 ratas de cada uno de los tratamientos descritos en el apartado 6.3, que
se sometieron por segunda ocasién a una cirugia estereotaxica al dia 15 para
implantar una canula guia y 24 h después se realiz6 microdialisis para la obtencion
y determinacion de GABA y glutamato en cada uno de los animales con sus
respectivos tratamientos a nivel del neoestriado ipsilateral al sitio de la lesién (Figura

11).

58



Cirugia para implantar guia

Microdialisis
Tratamiento farmacoldgico y evaluacion y registro de los AlMs l

l HPLC

[ |
Dias 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 11: Descripcion de los diferentes procedimientos experimentales. Los animales que
recibieron su respectivo tratamiento farmacolégico se evaluaron y registraron los diferentes subtipos
de LIDs durante 14 dias. Al dia 15 se sometieron a la cirugia estereotaxica para implantar una canula
guia a nivel del neoestriado ipsilateral a la SNc lesionada con 6-OHDA. Veinticuatro horas después
cada animal se monté a un sistema de microdialisis para la obtencion de dializados estriatales,
mismos que se inyectaron a un sistema de HPLC para la determinacion de la concentracién de GABA
y glutamato.

6.5.1. Cirugia estereotaxica para la implantacion de la canula quia

Las ratas fueron anestesiadas con ketamina/ xilazina (80/ 10 mg/ kg), se montaron
en un aparato estereotaxico (Stoelting Corp., Wood Dale, IL) y se sometieron a
cirugia para colocar la canula guia para la membrana de microdialisis (Bioanalytical
System, Inc. USA), dirigiéndola al neoestriado utilizando las coordenadas AP=
+0.24, L= +2.8 y DV= 3.5 a partir de bregma de acuerdo a Paxinos y Watson (1998).
La canula guia se fij6 al craneo con acrilico dental anclado a un par de tornillos de

fijacion.
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6.5.2. Muestreo bioguimico in vivo y la determinacion de GABA y glutamato

El muestreo bioquimico se realiz6 utilizando el sistema de microdidlisis acoplado a
un sistema de libertad de movimiento. Los dializados fueron obtenidos en intervalos
de 30 min en un colector de fracciones CMA 470 (CMA/Microdialysis, Kista,
Sweden) a 4°C y fueron inyectadas al sistema de HPLC para la determinacion de
GABA y glutamato. Para obtener el dializado extracelular se insert6 a la guia una
membrana de microdialisis con una punta de membrana de 4 mm de longitud. Las
sondas fueron perfundidas con solucién de Ringer (mM: 146 NaCl, 4 de KCl y 2.3
CaClz, a pH 7.4 con 2 mM con buffer de fosfatos), utilizando una bomba de perfusién
CMA 400 (CMA/Microdialysis, Kista, Sweden), ajustada a un flujo de trabajo de 1.2

uL/ min.

Los animales fueron colocados en el sistema de microdidlisis para insertar la
membrana de dializado, y se obtuvieron 9 fracciones de dializados, las primeras 3
fracciones se desecharon considerando que los animales son expuestos al estrés
por la manipulacién al insertar la canula; las siguientes 3 fracciones de dializados
fueron consideradas como basales y las ultimas 3 fracciones de dializados fueron
obtenidas bajo los efectos de la administracion sistémica de los tratamientos
descritos en el apartado 6.3. Las 6 fracciones de dializados fueron inyectadas al

sistema de HPLC para determinar GABA y glutamato estriatales (Figura 12).
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Figura 12: Se representa el disefio experimental para la obtencién de los dializados. Una vez
montado el animal al sistema de microdidlisis se colocé la membrana de dializado a nivel del
neoestriado.

6.6. Analisis histoldgico

Después de concluir los experimentos in vivo, las ratas fueron decapitadas y los
cerebros extraidos para seccionarlos en una matriz cerebral de acero inoxidable
para cortes coronales del cerebro de la rata (51384, Stoelting Corp., Wood Dale. IL)
y se obtuvieron rebanadas de 1 mm de la seccion anterior del cerebro con el
proposito de determinar la correcta ubicacidn macroscépica de la posicion de la
membrana de microdidlisis a nivel del neoestriado dorsal, que fue corroborada en

un microscopio éptico (modelo SZ-CTV, Olympus, Japan). Fueron incluidas al
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estudio todas las ratas en las que se observo la correcta posicion de la membrana

a nivel del neoestriado.

6.7. Descripcion del estudio y analisis estadistico

El estudio fue de tipo experimental, prospectivo, longitudinal y comparativo debido
a que se comprobaron los efectos de una intervencion farmacoldgica especifica en
el modelo animal de LIDs, y el desarrollo experimental comprendié la evaluacién de
las discinesias a través del tiempo, donde las variables del estudio fueron
cualitativas y cuantitativas, en las puntuaciones y conteo del nimero total de los
diferentes subtipos de discinesias respectivamente, mientras que, la variable de
estudio en los resultados de la liberacién de GABA y glutamato, medida a través de

HPLC fue cuantitativa.

Las puntuaciones de la escala de las LIDs corresponden a una medicién ordinal y
el numero total de las LIDs obtenidas corresponden a una escala de razén.
Asimismo, en la determinacién de GABA y glutamato corresponden a la escala de

razon.

Todos los valores fueron expresados con la media * error estandar (SEM). El
andlisis estadistico de las puntuaciones de las LIDs se realizd con la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis seguida por la prueba U de Mann-Whitney para
comparar el rango promedio de los grupos de tratamiento. Para el analisis del

conteo del numero total de LIDs se realizd con ANOVA de medidas repetidas
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seguido de la prueba post hoc de Bonferroni para comparar las medias de los
grupos de tratamiento farmacoldgico. El analisis de las puntuaciones de las LIDs
correspondiente a la suspensién del immepip se realizd con la prueba de Wilcoxon
para medidas repetidas para comparar los rangos de medias entre los tratamientos
farmacoldgicos, y el andlisis de las LIDs totales se realiz6 con la prueba de t de
Student. Para la determinacién de los niveles de GABA y glutamato se utilizé un
ANOVA de un factor y para la comparacion multiple de las medias fue a través de
la prueba de Dunnett para la comparacion de los tratamientos con respecto al grupo
control. Para la comparacion entre los tratamientos se utilizé una prueba de Tukey.
Las diferencias observadas en las condiciones experimentales se consideraron

estadisticamente significativas a P < 0.05.
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7 Resultados

7.1. Obtencion de ratas parkinsonianas

Dos semanas después de inyectar la 6-OHDA a nivel de la SNc (Figura 13), como
se describi6é anteriormente en el apartado 6.2, los animales recibieron una dosis de

0.5 mg/ kg de apomorfina para inducir los giros contralaterales a la lesion.

En este estudio, se observdé que las 68 ratas presentaron de 5 a 9 giros

contralaterales por minuto (Figura 14).

Figura 13: En la imagen (A) se observa la intervencion quirirgica de una rata montada al equipo de
cirugia estereotaxica para la inyeccion de la neurotoxina 6-OHDA. En la imagen (B) se aprecia un
corte coronal del cerebro de una rata representativa y la lesion mecanica inducida por la aguja y el
punto final donde es depositada la 6-OHDA a nivel de la SNc. (C) Representa un corte coronal del
cerebro de la rata con el cual podemos apreciar donde se encuentra la SNc.
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Figura 14. Se muestra el nimero de giros contralaterales a la lesién, cada circulo representa a un
animal registrado después de la administracion de 0.5 mg/ kg de apomorfina después de dos
semanas de la inyeccién de 6-OHDA a nivel de la SNc. Notese que se presentan de 5 a 9 giros
contralaterales a la lesién.

7.2. EXPERIMENTO 1. Expresion de los diferentes subtipos de
LIDs en los diferentes tratamientos farmacologicos

En el grupo que recibié unicamente la administracion de L-Dopa durante 14 dias,
se observaron los diferentes subtipos de LIDs en todas las ratas, con

puntuaciones de la escala de 1-3.
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En el grupo que recibié los farmacos de L-Dopa + Immepip (crénico) durante 14
dias, se observaron las LIDs en el 35% de las ratas expuestas a este tratamiento,

con puntuaciones de la escala de 0-1.

En los grupos de Immepip subcrénico y agudo, se observo la presencia de las

LIDs en el 100% de las ratas, con puntuaciones de la escala de1-2.

En el grupo de tratamiento previo con immepip, estos efectos discinéticos se

observaron en todos los animales, con puntuaciones de la escala de 1-2.

El grupo del vehiculo, no se observaron las LIDs en ningun animal.

7.3. Efecto de la administracion de immepip en las LIDs

Las figuras 15-18 muestran que la administracién sistémica diaria de L-Dopa
sola durante 14 dias aumentoé significativamente (P < 0.05) las puntuaciones y
el nimero total de las LIDs para los 4 subtipos analizados (axiales, orolinguales,
locomotoras y de las extremidades) en los dias 3, 6, 9, 12 y 14 de tratamiento,
en comparacion con el grupo vehiculo respectivo (inyeccién diaria de solucion
vehiculo durante 14 dias). Estos datos indican que la dosis de 6.25 mg/ kg de
L-Dopa analizada en este estudio resulté en LIDs en ratas lesionadas con 6-

OHDA con una alta reproducibilidad.

La figura 15A muestra que la administracion crénica de immepip (una dosis diaria
de L-Dopa + immepip durante 14 dias) disminuyd significativamente las

puntuaciones de las LIDs axiales (-79, -71, -84, -89y -90% a 3, 6, 9, 12y 14 dias
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post tratamiento, respectivamente; P < 0.01 para todos los valores) en
comparacion con el grupo que recibié solo L-Dopa. La administracién subcrénica
y aguda de immepip no afectd las puntuaciones de las LIDs axiales en
comparacioén con el grupo de solo L-Dopa correspondiente. En contraste, el pre-
tratamiento con immepip disminuy6 significativamente las puntuaciones de las
LIDs axiales (-83, -42 y -32% a los 3, 6 y 9 dias, respectivamente; P < 0.01 para
todos los valores; Figura 15A) en comparacion con el grupo de L-Dopa sola, lo
gue indica que el efecto anti-discinético estaba presente solo en los primeros
dias. La administracion de Immepip solo en los dias -5 y -2 no produjo un efecto
significativo en las puntuaciones y en el total de las LIDs axiales (Figuras 15A-B
respectivamente). La Figura 15B muestra que la administracion cronica de
immepip (L-Dopa + immepip durante 14 dias) disminuy6 significativamente el
numero total de las LIDs axiales (-76, -70, -78, -80y -86% a 3, 6, 9, 12y 14 dias
post-tratamiento, respectivamente; P < 0.05 para todos los valores) en
comparaciéon con el grupo de solo L-Dopa. En contraste, la administracién
cronica de immepip + L-Dopa no produjo un efecto significativo en el numero
total de las LIDs axiales en 3, 6, 9, 12 y 14 dias en comparacion con el grupo
vehiculo (Figura 15B). La administracién subcrénica y aguda de immepip no tuvo
un efecto significativo en el numero total de las LIDs axiales en comparaciéon con
el grupo de solo L-Dopa (Figura 15B). Se observé un efecto anti-discinético para
el tratamiento previo con immepip, que disminuyé significativamente el numero
total de las LIDs axiales (-94 y -74% a los 3 y 6 dias, respectivamente; P < 0.05

para ambos valores) en comparacion con el grupo de solo L-Dopa (Figura 15B).
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Figura 15: Efecto de la administracién sistémica del agonista del RHsimmepip (1 mg / kg) sobre las
puntuaciones (A) y el numero total de las LIDs axiales (B). Todos los valores estan representados
con la media + error estandar. El inserto de las barras, muestra la comparacién entre los grupos
representativos de L-Dopa, pre-immepip y L-Dopa + immepip croénico. *, #, P < 0.05; **, #, P < 0.01;
*** p < 0.0001; cuando se compara con el grupo de L-Dopa.
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La figura 16A muestra que la administracion cronica de immepip disminuyo
significativamente las puntuaciones de las LIDs de las extremidades (-69, -70,
-83, -82 y -83% a los 3, 6, 9, 12 y 14 dias post-tratamiento, respectivamente;
P < 0.01 para todos los valores) en comparacion con el grupo de solo L-Dopa.
La administracion subcrénica y aguda de immepip no afecto las puntuaciones de
las LIDs de las extremidades en comparacion con el grupo de solo L-Dopa. La
administracion del pre-tratamiento con immepip en los dias -5 y -2 previos al
tratamiento con L-Dopa, no produjo un efecto significativo en las puntuaciones y
el numero total de las LIDs de las extremidades (Figura 16A y 16B
respectivamente), pero se observé un efecto anti-discinético significativo de las
LIDs de las extremidades en los dias 3 y 6 (-85 y -43%, respectivamente;
P < 0.01 para ambos valores) en comparacién con el grupo de solo L-Dopa
(Figura 16A). Con respecto al numero total de las LIDs de las extremidades, el
grupo de immepip crénico mostré una disminucion significativa (-76, -74, -80,
-84 y -82% a los 3, 6, 9, 12 y 14 dias post tratamiento, respectivamente;
P < 0.0001 para todos los valores; Figura 16B) en comparacién con el grupo de
solo L-Dopa, pero sin diferencias con el grupo vehiculo. La administracion
subcroénica y aguda de immepip no produjo una diferencia significativa en el
numero total de las LIDs de las extremidades en comparacién con el grupo de
solo L-Dopa (Figura1i6B). Sin embargo, el pre-tratamiento con immepip
disminuy¢ significativamente el nimero total de las LIDs de las extremidades
(-95y -63% a los 3 y 6 dias, respectivamente; P < 0.0001 para ambos valores;
Figura 16B) en comparacion con el grupo de solo L-Dopa, lo que indica que el

efecto anti-discinético se produjo temporalmente durante los primeros dias.
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Figura 16: Efecto de la administracion sistémica del agonista del RHsz immepip (1 mg/ kg) sobre
las puntuaciones (A) y el nimero total de las LIDs de las extremidades (B). Todos los valores se
expresan como la media * error estandar. En cada sesion por dia, se sumaron las puntuaciones de
las escalas correspondientes a las 6 observaciones (A), mientras que, para el nimero total de las
LIDs de las extremidades, se contaron y luego se sumaron por sesion (B). El inserto de las barras
muestra la comparaciéon entre los grupos representativos de L-Dopa, pre-immepip y L-Dopa
+immepip crénico. *, P < 0.05; **, # P < 0.01; ***, ## P < 0.0001; cuando se compara con el grupo
de L-Dopa.
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Como se muestra en la figura 17A, la administracion cronica de immepip
disminuy¢ significativamente las puntuaciones de las LIDs orolinguales (-75,
-69, -68, -89y -82% alos 3, 6, 9, 12y 14 dias post tratamiento, respectivamente;
P < 0.01 para todos los valores) en comparaciéon con el grupo de solo L-Dopa.
La administracidén del pre-tratamiento con immepip solo en los dias -5y -2 no
produjo un efecto significativo en las puntuaciones y en el niumero total de las
LIDs orolinguales, pero en los dias 3 y 6 se observo un efecto anti-discinético
con una disminucién significativa de las LIDs orolinguales (-86 y -51%,
respectivamente; P < 0.05 para ambos valores; Figura 17A y B) en comparacion

con el grupo de solo L-Dopa.

La Figura 17B muestra que en el grupo de immepip crénico presentd una
disminucién significativa en el numero total de las LIDs orolinguales (-87, -83,
-82, -86y -77% a los 3, 6, 9, 12 y 14 dias post-tratamiento, respectivamente;
P < 0.01 para todos los valores) en comparacion con el grupo de solo L-Dopa,
pero ninguna diferencia significativa en comparacion con el grupo vehiculo. La
administracion subcrénica y aguda de immepip no afectd el numero total de las
LIDs orolinguales en comparacion con los grupos de solo L-Dopa. Sin embargo,
el pre-tratamiento con immepip disminuy¢ significativamente el numero total de
las LIDs orolinguales (-96 y -73% a los 3 y 6 dias, respectivamente; P < 0.001

para ambos valores; Figura 17B) en comparacién con el grupo de solo L-Dopa.
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Figura 17: Efecto de la administracion sistémica del agonista del RHzimmepip (1 mg/kg) sobre las
puntuaciones (A) y el numero total de las LIDs orolinguales (B). Todos los valores fueron expresados
como la media * error estandar. El inserto de las barras muestra la comparacién entre los grupos
representativos de L-Dopa, pre-immepip y L-Dopa + immepip cronico. *, #, P < 0.05; **, # P < 0.01;
*** ##H# P < 0.0001; cuando se compara con el grupo de L-Dopa.
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La figura 18A y B muestran que la administracion cronica de immepip + L-Dopa
no afecté la puntuacién y el numero total de las LIDs locomotoras en
comparacion con los respectivos grupos de solo L-Dopa. La administracidén
aguda de immepip aumentd significativamente las puntuaciones de las LIDs
locomotoras (69, 83, 87 y 68% a los 3, 6, 12 y 14 dias, respectivamente;
P < 0.05 para todos los valores; Figura 18A), mientras que, la administracion
subcronica de immepip no tuvo un efecto significativo en comparacién con el
grupo L-Dopa. Ademas, la administracion del pre-tratamiento con immepip en
los dias -5 y -2 no presenté un efecto significativo en las puntuaciones y en el
numero total de las LIDs locomotoras, y la administracion concomitante con
L-Dopa a los 3, 6, 9, 12 y 14 dias no afectd las puntuaciones y el numero total
de las LIDs locomotoras (Figura 18A, B) en comparacion con el grupo vehiculo.
La administracién cronica de immepip + L-Dopa no produjo un efecto significativo
en el numero total de las LIDs locomotoras a los 3, 6, 9, 12 y 14 dias en
comparacién con el grupo vehiculo (Figura. 18B). La administracién subcrdnica
y aguda de immepip no produjo una diferencia significativa en el nimero total de

las LIDs locomotoras en comparacién con el grupo de solo L-Dopa (Figura 18B).
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Figura 18: Efecto de la administracion sistémica del immepip (1 mg/kg) sobre las puntuaciones de
(A) y el numero total de las LIDs locomotoras (B). Todos los valores se expresan como la media +
error estandar. En cada sesion por dia, las puntuaciones corresponden a la suma de cada calificacién
de las 6 observaciones (A), mientras que para el nimero total de las LIDs locomotoras corresponden
a la suma total de las 6 observaciones. El inserto de las barras muestra la comparacion entre los
grupos representativos de L-Dopa, pre-immepip y L-Dopa + immepip cronico. **, P < 0.01; **, P <

0.0001; cuando se compara con el grupo de L-Dopa.
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Como se muestra en la figura 19A, la administracion crénica de immepip
disminuy¢ significativamente la suma de las puntuaciones de las LIDs axiales,
de las extremidades y orolinguales (ALO) (-75, -70, -80, -86 y -84% alos 3, 6, 9,
12 y 14 dias post-tratamiento, respectivamente; P < 0.01 para todos los valores)
en comparacién con el grupo de solo L-Dopa. La administracién del pre-
tratamiento con immepip solo en los dias -5y -2 no produjo un efecto significativo
en las puntuaciones y el numero total de ALO, pero en los dias 3 y 6 mostré un
efecto anti-discinético con una disminucion significativa en las puntuaciones de
ALO (-85 y -45%, respectivamente; P < 0.05 para ambos valores; Figura 19A)
en comparacién con el grupo de L-Dopa sola. La figura 19B muestra que el grupo
de immepip crénico presentd una disminucién significativa en el numero total de
ALO (-79, -77, -81, -85y -80% a los 3, 6, 9, 12 y 14 dias post-tratamiento,
respectivamente; P < 0.001 para todos valores) en comparacion con el grupo de

solo L-Dopa, pero no hay diferencia significativa con el grupo vehiculo.

La administracion subcrénica y aguda de immepip no afecto las puntuaciones de
ALO en comparacién con los grupos de solo L-Dopa correspondientes. Sin
embargo, el pre-tratamiento con immepip disminuy6 significativamente el
numero total de ALO (-95y -70% a los 3 y 6 dias, respectivamente; P < 0.001
para ambos valores; Figura 19B) en comparacion con el grupo de solo L-Dopa,
lo que indica que el efecto anti-discinético se produjo en los primeros dias de

iniciado el tratamiento.
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Figura 19: Efecto de la administracién sistémica del immepip sobre las puntuaciones de las ALO
(A) y el numero total de las LIDs ALO (B). Todos los valores se expresan con la media * error
esténdar. El inserto muestra la comparacion entre los grupos representativos L-Dopa, pre-immepip
y L-Dopa +immepip crénico. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, ## P < 0.0001; cuando se compara con el

grupo de L-Dopa.
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7.4. EXPERIMENTO 2. Efecto de la suspension de la administracion
crénica de immepip crénico en las LIDs

La figura 20 muestra que la exclusion de immepip del tratamiento en el grupo de
L-Dopa+immepip cronico aumento significativamente las puntuaciones de las LIDs
axiales (265, 233, 244y 223% en los dias 16, 18, 20 y 21 post-exclusidon de immepip,
respectivamente; P < 0.02 para todos los valores; Figura 20A), de las extremidades
(135, 155, 140 y 124% en los dias 16, 18, 20 y 21 post-exclusién de immepip,
respectivamente; P < 0.02 para todos los valores; Figura 20C), y orolinguales (325,
313, 300 y 350% en los dias 16, 18, 20 y 21 post-exclusion de immepip,
respectivamente; P < 0.02 para todos los valores; Figura 20E) y las LIDs
locomotoras (180, 170 y 170% en los dias 18, 20 y 21 post-exclusion,
respectivamente; P < 0.05 para todos los valores; Figura 20G) comparados con los

dias 3, 6, 9, 12y 14 previos a la suspensién del immepip.

Para el numero total de las LIDs, la exclusion de immepip aumento
significativamente las LIDs axiales (265, 256, 190 y 226% en los dias 16, 18, 20 y
21 post-exclusién de immepip respectivamente; P < 0.02 para todos los valores;
Figura 20B), las LIDs de las extremidades (85, 121, 107 y 92% en los dias 16, 18,
20 y 21 post-exclusidon de immepip, respectivamente; P < 0.05 para todos los
valores; Figura 20D), las LIDs orolinguales (482, 709, 468 y 501% a los 16, 18 , 20
y 21 dias, respectivamente; P < 0.001 para todos los valores; Figura 20F) y las LIDs
locomotoras (179% a 20 dias; P < 0.05; Figura 20H) en comparacién con los valores

de L-Dopa + immepip de 3, 6, 9, 12y 14 dias.
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Figura 20: Efecto de la administracion sistémica durante 14 dias consecutivos de L-Dopa+immepip
(6.25 mg/ kg; 1 mg/ kg) después se retiré el farmaco immepip evaludndose los efectos de L-Dopa
sola durante 7 dias (del dia 16 al 21), en las puntuaciones de las LIDs axiales (A), limbicas (C),
orolinguales (E) y locomotoras (G) y sus respectivas LIDs evaluando el nimero total (B, D, F, H). El
grupo de immepip croénico recibié una dosis diaria de L-Dopa + immepip durante 14 dias (L-Dopa +
immepip / cronico). Todos los valores se expresan con la media t error estdndar. En cada sesién por
dia, las puntuaciones de las LIDs recibidas en las 6 observaciones fueron sumadas por subtipo,
mientras que, para el nimero total de las LIDs por subtipo, cada LIDs se cont6 y luego se sumo por
sesion. El inserto de barras muestra la comparacion de las LIDs totales entre los grupos L-Dopa +
immepip y L-Dopa. Las barras corresponden a los promedios + error estandar de las puntuaciones
y los totales de los dias 3, 6, 9, 12 y 14 para L-Dopa + immepip, y los dias 16, 18, 20 y 21 después
de la suspensién de immepip (solo L-Dopa). *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, p < 0.0001; en comparacion

con los valores de L-Dopa + immepip.

7.5. EXPERIMENTO 3. Efecto de immepip cronico sobre la
liberacion de GABA y glutamato estriatales

En el grupo que recibié Unicamente L-Dopa (6.25 mg/ kg), la administracion
sistémica al dia 15 post-tratamiento aumentd significativamente la liberacion de
glutamato estriatal en un 150, 134 y 127% a los 120, 150 y 180 min comparado con
los valores para las ratas parkinsonianas que recibieron dosis unica de L-Dopa
respectivamente (P < 0.05 para todos los valores; Figura 21A). Se observo un efecto
similar para los niveles de GABA para el grupo de solo L-Dopa con un aumento de
195, 185y 176% de los valores para las ratas parkinsonianas a 120, 150 y 180 min,
respectivamente; P < 0.05 para todos los valores (Figura 21B). En contraste, en el
grupo de L-Dopa+immepip cronico, la administracion de L-Dopa disminuyd
significativamente los niveles de glutamato estriatales en comparacion con las ratas
parkinsonianas (-40, -41 y -35% a 120, 150 y 180 min, respectivamente; P < 0.05
para todos los valores; Figura 21A), mientras que los niveles de GABA estriatales
no se vieron afectados al compararlos con el mismo grupo de ratas parkinsonianas

(Figura 21B).
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Figura 21: Efecto de la administracion sistémica del immepip (1 mg/ kg) en la liberacion de
glutamato (A) y GABA (B) en el neoestriado ipsilateral a la lesidn. Los valores estan representados
con la media + error estandar. Los grupos sham, parkinsonianos y L-Dopa recibieron la
administracion de L-Dopa durante el experimento de la microdialisis. Todos los valores se expresan
con media + error estdndar. El analisis estadistico se realiz6 con la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis, seguida de la prueba U de Mann-Whitney para comparar los grupos de tratamiento. *, P <
0.05; En comparacién con los valores del grupo de ratas parkinsonianas. #, P < 0.05; Cuando se
compara con valores del grupo de immepip crénico.
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8 Discusidn

El principal hallazgo de este estudio fue que la administracion cronica del farmaco
agonista para los RHss immepip reduce las discinesias inducidas por la L-Dopa en

ratas parkinsonianas lesionadas con la neurotoxina 6-OHDA.

En este estudio, corroboramos que la administracion crénica de la L-Dopa conduce
a la generacion de las discinesias. Se ha descrito, que el mecanismo de la génesis
de las discinesias esta asociado con el proceso de sensibilizacién de los RD1s
localizados en las NEMs estriatales (Pavon y cols., 2006; Valastro y cols., 2007), y
la estimulacién prolongada de los RD1s con la administracién cronica de L-Dopa
induce una reorganizacion anormal, asi como la sobre expresion de los RDis
(Berthet y cols., 2009). Los cambios celulares y funcionales particularmente en la
via directa se conocen como “hipersensibilidad a la denervacion de axones
dopaminérgicos” (Bordet y cols., 2000). La hipersensibilidad se ha demostrado con
el aumento de ARNm para sustancia P y dinorfinas, ambos marcadores de las
NEMs que conforman la via directa (Cenci y cols., 1998). Los cambios en las
propiedades de membrana de las NEMs conducen a una mayor actividad
excitatoria, incluida la sobre expresion de proteinas y enzimas en la via directa, tales
como: la enzima AC, la PKA, la DARPP-32 y CdK5 (Aubert y cols., 2005; Santini y
cols., 2007), asi como en la regulacién de algunos genes y proteinas, de los que
estan incluidos los zif 268, c-fos, c-jun y MAPK-1. La mayoria de estos genes y
proteinas estan relacionados con la actividad neuronal, en la expresion de los RD1s
y de moléculas asociadas a su via de transduccion de seinal (Napolitano y cols.,

2002).
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En animales no lesionados, se ha demostrado que la activacion de los RD1s facilita
la excitabilidad de las NEMs cuando su potencial de membrana esta cercano al
umbral de disparo (-54 mV) y el efecto facilitador inducido por la estimulacion del
RD1 puede ser inhibido tras la activacion de los RHss, tanto a nivel del estriado y de
la SNr (Arias-Montario y cols., 2007; Garcia y cols., 1997; Napolitano y cols., 2002).
Se ha demostrado en ratas parkinsonianas una reorganizacion de proteinas en la
membrana de las NEMs, cambios que afectan el acoplamiento de los RD1s en las
proteinas Gaoir de las ratas, asi como en el contenido de dicha proteina (Cai y cols.,
2002; Rangel-Barajas y cols., 20011). En ratones discinéticos se ha reportado el
aumento en la expresion de las proteinas Gaoit (Alcacer y cols., 2012), asi como el
aumento de la expresion de la AC V/VI 'y la acumulacion de AMPc (Rangel-Barajas
y cols., 2011). Los cambios en el contenido de la AC V/Vly la acumulacion de AMPc
se correlacionan con el aumento en la liberacién de GABA en la SNr de ratas

discinéticas (Rangel-Barajas y cols., 2011).

Con los estudios previamente mencionados podemos proponer que la
administracion crénica de L-Dopa induce la sensibilizacién de los RD1s en las NEMs
de la via directa, lo que conlleva a una sefalizacion excesiva tras la activacion de
los RD1s, que conduce a la activacion de la PKA y la DARPP-32 promoviendo un
efecto en cascada de la sefializacién intracelular que da como resultado la expresion
génica anormal (Spigolon y Fisone, 2018). En un estudio en animales discinéticos
se demostro que la administracion de L-Dopa incrementa la fosforilacién de DARPP-
32 en Thr34, ERK, MSK1 e histona 3, y la activacién de la transcripcion de genes

como los Arc, c-Fos, FosB y ZIF-268 en las NEMs de la via directa (Santini y cols.,
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2007). También se ha indicado que la fosforilacion de DARPP-32 enThr34 conduce
a la fosforilacion de ERK (Taniguchi y cols., 2009) y que posiblemente es como
consecuencia a la alteracion funcional de la calmodulina Ca?*/calmodulina-
dependiente CaMKIl que desfosforila DARPP-32. En otros estudios se ha
demostrado que ERK esta asociado con las LIDs (Pavdn y cols., 2006) y que el uso
de inhibidores las reduce (Cheen y cols., 2017;). En este estudio, es posible que la
génesis de las discinesias inducida por las dosis repetidas de la L-Dopa estén
asociadas a procesos de neuroplasticidad, ya que se ha demostrado en animales
discinéticos un aumento en la potenciacion a largo plazo (LTP) y una disminucion

en la depresion a largo plazo (LTD) (Calabresi y cols., 2008).

Asimismo, la cinasa regulada por sefial extracelular (ERK) es una importante
proteina intracelular involucrada en la LTP (Sweatt, 2001) y se cree que también
esta asociada con el proceso de cebado de las LIDs (Santini y cols., 2010). La
sefalizacion de ERK es parte de las vias intracelulares de los RDis y su
desfosforilacidn esta regulada por la proteina fosfatasa 1 (Valjent y cols., 2005). La
activacion de los RD1s induce la fosforilacion de ERK en el cerebro normal y en
ratas con deplecion de DA estriatal (Gerfen y cols., 2002), y existe una correlacion
entre ERK fosforilado y las LIDs (Westin y cols., 2007), asimismo, el aumento en la
fosforilacién de ERK producido por la L-Dopa en ratones lesionados con 6-OHDA
se reduce en ratones nocaut para la DARPP-32 (Santini y cols., 2007). Ademas,
farmacolégicamente las LIDs se reducen con la inhibicibn de la sefalizacién
intracelular de ERK (Lindgren y cols., 2009). Asimismo, la familia de factores de

transcripcion fos/jun ha sido ampliamente estudiada. Los agentes dopamino-
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miméticos inducen la expresion de los genes c-jun, c-fos, AFosB y FosB en
neuronas del neoestriado en animales normales (Graybiel y cols., 1990) y animales
parkinsonianos. Ademas, existe una correlacion positiva entre el numero de células
inmunorreactivas a FosB/AFosB y la gravedad de las LIDs en ratas lesionadas con
6-OHDA (Levandis y cols., 2008). Esto sugiere que la DA sintetizada con L-Dopa
activa a los RD1s, aumentando la expresion de genes y estimulando la via directa

(Bordet y cols., 2000).

En este estudio, los grupos de immepip subcronico y agudo administrados los dias
8y 12, respectivamente no disminuyeron las discinesias, es decir, en ambos grupos
el immepip fue administrado cuando las discinesias estaban establecidas, tal y como
lo describi6 Papathanou y cols., (2014). Estos autores demostraron en ratas
lesionadas con la 6-OHDA que la dosis unica de immepip a 1, 5y 10 mg/ kg no
produjo ningun efecto sobre las discinesias, pero la dosis alta de 10 mg/ kg de
agonistas de los RHss como immepip o imetit si disminuy6 significativamente los
movimientos coreicos inducidos por la L-Dopa, en cambio, no tuvo ningun efecto
sobre la discapacidad motora y las discinesias en los monos tities lesionados con1-
metil-4-fenil,6-tetrahidropiridina (MPTP) (Gédmez-Ramirez y cols., 2006). A pesar de
la falta del efecto sobre las discinesias con dosis altas y bajas, la administracion
sistémica de 5 mg/ kg de imetit disminuyd la liberacion de DA inducida por la L-Dopa
en el neoestriado de ratas lesionadas con la 6-OHDA y redujo la conducta
estereotipada inducida por la L-Dopa (Nowak y cols., 2008), esto sugiere que la
activacion aguda del RHs reduce la trasmision dopaminérgica inducida por la

L-Dopa, pero no las discinesias, presumiblemente debido a la presencia de
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alteraciones cronicas en la transmision dopaminérgica inducida por L-Dopa y la
sensibilizacion de los RDis en NEMs de la via directa, lo que conlleva a una
sefalizacion excesiva de los RD1s que a través de la PKA y la DARPP-32 promueve
un efecto en cascada de la sefializacion intracelular que da como resultado la
expresion génica anormal (Spigolon y Fisone, 2018). La ineficacia de la
administracion aguda y subcrénica de immepip para modificar las discinesias
podria, por lo tanto, depender de la generacion previa de cambios pre- y post-
sinapticos inducidos por la administracién crénica de L-Dopa (Papathanou y cols.,

2014).

En contraste, nuestro estudio demostré que la administracidén del agonista para los
RHss immepip durante 14 dias disminuy¢ las discinesias axiales, orolinguales y de
las extremidades en el grupo de L-Dopa + immepip crénico desde el dia 3 del
tratamiento. Nuestros resultados sugieren que el agonista para los RHss immepip
es efectivo al iniciar el tratamiento de la L-Dopa, pero es ineficaz si las discinesias
estan establecidas. Esta hipotesis fue demostrada en el grupo de immepip crénico

retirado después del dia 14 (Figura 20).

Los RD1is y RHss son expresados por las NEMs de la via directa (Gonzalez-
Sepulveda y cols., 2013), tanto a nivel somatodendritico como en las terminales
sindpticas. Previamente, fue demostrada una interaccién funcional entre estos
receptores en varios estudios (Arias-Montafo y cols., 2001; Garcia y cols., 1997;
Moreno et al., 2011; Rapanelli, 2017; Ryu et al., 1994b). A nivel pre-sinaptico, los
estudios en rebanadas estriatales y de la SNr, la activacion de los RHss con immepip

inhibié la liberacion de [2H]-GABA inducida por la estimulacion de los RD1s (Arias-
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Montafno y cols., 2001; Garcia y cols., 1997), y la administracion sistémica del
agonista del RHs immepip (5 mg/kg) disminuye la liberacién de DA inducida por la
L-Dopa en el neoestriado de ratas lesionadas con 6-OHDA (Nowak y cols., 2008),
presumiblemente activando a los RHss ubicados en terminales dopaminérgicas

estriatales (Schlicker y cols., 1993).

A nivel post-sinaptico, la activacion de los RHss reduce la formacién de AMPc
inducida por la activacién de los RD1s (Sanchez-Lemus y Arias-Montafno, 2004). La
activaciéon de los RHss acoplados a proteinas Gaino inhiben a la AC via la subunidad
i, Mientras que las subunidades By inhiben canales de Ca?* dependientes de
voltaje y aumentan la conductancia de los canales de K+ (Brown y cols., 2001;

Milligan y Kostenis, 2006; Sahlhollm y cols., 2007).

Asimismo, los RHss pueden formar heterodimeros con los RD1s y heteromeros con
los RD1s y los receptores a glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA). Mientras que
en el dimero entre los RD1s/ RHss, la activacién del RHs reduce la afinidad del RD+
por agonistas selectivos y disocia el acoplamiento de los RD1s de proteinas Gas a
proteinas Gaio (Ferrada y cols., 2009; Moreno y cols., 2011). En el complejo de los
RD1/ RHs/ NMDA, la activacion del RHs previene la fosforilacion de ERK-1/2

inducida por la estimulacién de los RD1s (Rodriguez-Ruiz y cols., 2017).

Nuestros resultados mostraron también que la administracién de immepip solo (1
mg/ kg) en el grupo de pre-tratamiento, durante 5 dias consecutivos antes de la
administracion de L-Dopa no redujo las puntuaciones y el nimero total de las LIDs

axiales, orolinguales, locomotoras y de las extremidades (Figuras 15 a 20). Una
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posible explicacion para dicho resultado es que la activacion continua de los RHss
en ausencia de la estimulacion de los RD1s puede conducir a la desensibilizacidén
de los RHss post-sinapticos (Garcia-Galvez y cols., 2018; Osorio-Espinoza y cols.,

2014).

En los resultados de liberacion por el método de microdialisis, la inyeccion sistémica
de L-Dopa (6.25 mg/ kg) en el grupo de L-Dopa aumenté significativamente la
liberacién de GABA y glutamato en el neoestriado en comparaciéon con las ratas

parkinsonianas.

El aumento en la liberacion de GABA en nuestro estudio fue consistente con
resultados previos donde se demostré aumentada la liberacion [3H]-GABA en
rebanadas de la SNr de ratas discinéticas (Rangel-Barajas y cols., 2011), y dicho
aumento se correlaciona con las discinesias registradas en nuestro estudio y podria

explicarse por la sensibilizacién de los RD1s (Figura 22C).

Por otra parte, la administracién crénica de immepip previno el efecto de la L-Dopa,
disminuyendo la liberacion de GABA y puede asociarse con la interaccidén funcional
entre los RHss y los RD1s analizados anteriormente (Arias-Montano y cols., 2001;
Garcia y cols., 1997; Moreno y cols., 2011; Rapanelli, 2017). Presumiblemente la
interaccién entre los RHss y los RD1s, podria asociarse a la activacién de receptores
localizados a nivel pre- y post-sinapticos, disminuyendo tanto la liberacién de GABA
como la frecuencia de disparo de potenciales de accion en las NEMs,
respectivamente. Los resultados obtenidos en el tratamiento crdnico de immepip

con la reduccion de las LIDs podrian explicarse utilizando el modelo clasico del
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circuito y funcion de los GB (Albin y cols., 1989; Figura 22D) que sugiere que la
reduccion de GABA estriatal y posiblemente a nivel de SNr, contribuiria desde la
modulacién de los nucleos de salida de los GB a la reduccion de la actividad de la
via cortico-estriatal, comparado con el grupo de L-Dopa sola que mostr6é un efecto

opuesto (Figura 22 C).

En este estudio, el aumento en la liberacion de glutamato en ratas discinéticas
coincide con lo reportado previamente donde se describid el incremento de
glutamato extracelular (Huot y cols., 2013). El glutamato es un neurotransmisor
excitador que actua a través de los receptores a glutamato N-metil-D-aspartato
(NMDA), y los estudios experimentales han demostrado que la hiperfosforilacion de
las subunidades NR1, NR2A y NR2B se asocia con el aumento de la
neurotransmisidén glutamatérgica y el desarrollo de las discinesias (Pagano y cols.,
2017) (Figura 22C). Utilizando nuevamente el modelo clasico del circuito y funcién
de los GB (Albin y cols., 1989) sugiere que la hiperactividad de las proyecciones
glutamatérgicas de la via cortico-estriatal es la ruta critica para producir la
hiperactividad de las NEMs estriado-nigrales que forman la via directa en los GB

(Figura 22C).

Si bien la administraciéon aguda y subcrénica de immepip solo previno el efecto de
la L-Dopa en la liberacion de GABA y glutamato, la administracion crénica de
immepip redujo los niveles de glutamato a valores inferiores al basal. Una
explicacion para este ultimo efecto podria ser la inhibicion de la via cortico-estriatal
(Figura 22D), que es altamente dominante en la modulacién de la actividad de las

neuronas del neoestriado en comparacion con la via tdlamo-cortical (Ding y cols.,
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2008). En cambio, los tratamientos agudo y subcrdnico con immepip no mostraron
aumentados los niveles de GABA y glutamato estriatales, y también no mostraron
diferencias significativas con el grupo de ratas parkinsonianas, una explicacién
presumiblemente seria la participacién de los RHss estimulados en la terminal
cortico-estriatal (Molina-Hernandez y cols., 2001) y en las NEMs (Arias-Montafio y
cols., 2001), que reducen la liberacién. Ademas, se ha demostrado que la activacién
del RHs cortico-estriatal reduce la transmision sinaptica y la frecuencia de disparo

de las NEMs (Doreulee y cols., 2001).

El principal resultado de nuestro estudio fue que la administracién crénica del
immepip reduce significativamente las discinesias inducidas por la administracion
de L-Dopa a ratas parkinsonianas. Aunque los resultados son promisorios, faltan
mas estudio para corroborar si el efecto benéfico del immepip crénico es prolongado
o transitorio. Por otro lado, sabemos que una de las limitaciones terapéuticas de los
farmacos histaminérgicos radica en su estructura quimica particularmente del anillo
imidazol que inhibe la actividad de los citocromos P-450 a nivel hepatico y por lo
gue la administracién crénica puede comprometer la funcidén hepatica (Schwartz y
cols., 1991). Dicha limitante no resta la importancia a los resultados encontrados en
nuestro estudio, ya que el desarrollo de nuevos farmacos que no inhiban la actividad

de los citocromos permitiria su uso terapéutico.
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Figura 22: Representacién del circuito de los ganglios basales en los estados fisiolégicos normal
(A), parkinsonismo (B), discinético (C) y en la accién propuesta de la administracion cronica del
agonista RHsz immepip (D). Las lineas rojas indican proyecciones excitatorias y las lineas negras
proyecciones inhibitorias. Las lineas de puntos indican el agotamiento dopaminérgico en la sustancia
negra compacta (SNc). El neoestriado se comunica con las neuronas en la sustancia negra reticulada
(SNr) a través de la via directa, y al globo palido externo (GPe), que a su vez proyecta al nicleo
subtalamico (STN) que se proyecta a la SNr, formando la via indirecta.
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Conclusiones

La administracidn crénica del agonista para los RHss immepip disminuye las

discinesias en ratas parkinsonianas lesionadas con 6-OHDA.

La administracion aguda y subcrénica no disminuyeron las discinesias, por lo
que nuestros resultados sugieren que el immepip es efectivo siempre y
cuando se administre cuando inicia el tratamiento de L-Dopa vy, por lo tanto,

es ineficaz una vez que ya las discinesias estan manifestadas.

La administracion crénica de immepip redujo los niveles de GABA y
glutamato en el neoestriado y estos niveles se correlacionan con la
disminucién de las discinesias, por lo que el efecto del immepip parece
depender de la inhibicion mediada por el RHs de las acciones estimulantes

del RD1 sobre la liberacion de GABA en el neoestriado.

Estos hallazgos pueden contribuir a la comprension del papel de los RD1s y
los RHss en la disfuncion de los ganglios basales que ocurren en
enfermedades neurodegenerativas que involucran alteraciones del sistema

dopaminérgico.
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10 Perspectivas

Los resultados obtenidos y discutidos en el presente estudio, plantean algunas
perspectivas para realizar experimentos futuros que se pueden encaminar con 3

abordajes:

El primer objetivo estaria dirigido a determinar si la administracion crénica de
immepip induce una reorganizacion de los RDis y de los RHss en la membrana
plasmatica de las NEMs estudio que se puede realizar utilizando la técnica de unién

de radioligando.

El segundo objetivo seria para determinar si la administracién cronica del immepip
produce efectos post-sinapticos y evaluariamos la actividad de la adenil ciclasa con
la acumulacién de AMPc estriatal, utilizando un ensayo de competencia con [3H]-

AMPc por la subunidad reguladora de la PKA bovina.

El tercer objetivo propuesto estaria dirigido a determinar la expresién de RNAm para
los RD1s y los RHss estriatales después de la administracion crénica de immepip,

dicho objetivo se puede alcanzar utilizando el método de PCR-TR.

En un cuarto objetivo determinariamos si el efecto antidiscinético del tratamiento
crénico del immepip es prologando o temporal. En este experimento el tratamiento
crénico del immepip se llevaria por arriba de los 14 dias que analizamos en el
presente estudio y se determinara si el efecto antidiscinético se mantiene o es
reversible con el paso del tiempo. Para alcanzar este objetivo necesitamos las

evaluaciones conductuales de las LIDs.
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Un quinto objetivo consistiria en reincorporar el immepip al tratamiento después del
dia 21, para determinar si el efecto antidiscinético reaparece, que de acuerdo a
nuestros resultados el efecto del agonista para los RHss en el grupo la
administracion cronica, fue agudo, ya que el efecto antidiscinético se pierde después

del retiro del immepip (Figura 20).

Un sexto objetivo se realizaria con el propésito de entender el posible mecanismo
por el cual la estimulacion anticipada del RHs retarda el efecto discinético inducido
por la administracién de L-Dopa en el grupo del pre-tratamiento con immepip. Para
determinar los cambios en la densidad de los RHss localizados en membrana, se
puede utilizar el método de unidén de radioligando, mientras que para conocer Si
estos son funcionales, se puede utilizar el método de la microdialisis cerebral para

cuantificar liberacion de GABA a nivel presinaptico.
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Chronic administration of the histamine H; receptor agonist
immepip decreases t-Dopa-induced dyskinesias
in 6-hydroxydopamine-lesioned rats
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Abstradt

Rationale Histamine H; receptors { HyRs)are co-expressed with dopamine [y receptors (T0R=) by striato-nigral medium spiny
GA BAergic newmins; where they functionally antagonize Dy R-mediated responses,

Objertives and methods We examined whether fhe ¢ hrnic admindstration of @ H; R agonist imme pip madifiss dyskinesias mduced
by -3 A-dibydroocyphe nyllaning, L-Dopa (LIDs), in rats lesioed with G-hydroxydopamine in the substantia nigra pars compacts,
and the effect of DR and H3R co-activaton on ghitamate and GABA content in dialysaies from the dorsal griatom of afee mts,
Results The systemic adminisration (.. of (-Dopa for 14 days significanthy increased axial, limh, and orolingea] abmomal
imvoluntry movements {AMs) compared with the vebicke group, The chronic administration of the H:R agonist imanepip
alengside 1-Dopa significantly decreased axial, limb, and omlingezal AlMs compared with L-Dopa alone, bt AlMs netemed
o previows valees on immep ip withdmwal Chronie immepip was ime factve when administened prior to L-Dopa, The chronie
administration of immepip significandy decreased GABA and g hdtamate conient in siratal dialysates, whencas the admmistration
of L-Dopa alone increased GABA and glutameate content.

Conclusions These resuls indicate that ehronic H-R activation reduces LIDs, and the offocts on sriaal GABA and g hetamsie
release provide evidence for a functional interaction bebween D Rs and HiRs.

Keywords Dopamine - Histimine - Dy recepior - Hy receptor - Dyskinesia - Srianm - Parkinson's disease - 1-Dopa. - Emmepip

Introduction in the substantia nigra pars compects, SMe (Surmeier et al,
201 Ty omeof dwe nowronal mecled that form the hasal ganglia, a
pgroup of sub-cortical strectumes criically involved i the learn-
ing and execution of motor progams {Bolam ot al. 2000).

Although no available thempies modify the wnderlying

Parkinson's d zease, the seoom] maost commaon neumn degener-
ative disease worldwide (Connolly and Lang 2014), & ongi-
nated by the progresave loss of dopammerme meumns loeeatod
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newPACEeneralive PIDoEEs, SYINPIOMEAls Teament improves
the patient quality of life (Connolly and Lang 200 41 In spite
of new therapeutic strategies, the administration of 1-3,4-
ditwydrooyph enylalanine (L-Diopa ) remains the most effective
symiptomatic teament of Padkinson's disease. However, the
majority of patients eventeally develop dyskinesia. ahnomeal
involunry movenents { AIMs) related to long-term -Diopa
admimistration { Ahlskog and Muenter 2001: Bastide et al,
015; Hely et al 2005; Huot etal 2013,

L-Dopa-indpond dyskinesios ( LIDs) are nelated 1o incressed
striatal dopamine kvels, altemtions i te cellular disribation
of dopamoe Dy recepiors Dy s, sonateation of thar intra-
cellular signalng and aboormal gene ccpression in Dy R
pressing newrons, leadmg to changes m hazal ganglia dopami-
nergic transmission at the pre- and post-synaptic levels (Bastide
gt al. 2015 Carn and Berand 2011; Fuene-Fernandez ot al,
20 Pormas ot al. 2014; Spigolon and Fisone 20 18).

The bazal gangha are mnervaied by histaminergic fibors
{Pamuls et al. 1989), and the stristm, globos pallidus, and
substantia migm pars rerfoudars (SNr) express a high density
of histamine Hy receptors, HaRs{ Pillot et al 20062). [ R and
H;Rs are co-expressed by the sub-population of striatal
(A BAergic medium spiny mewrons (MSNz) that onginates
the direct pathway of the hasal ganglia (Gonzdler-Sepibyoda
etal 2{013), and sevemal shedies hav e showna D RHy R fume-
tional imterction in these nownns | Adas-Montafo et 2, 2001;
Garcia et al, 1997, Moreno ot al 2011 Byuet al 1994}, At the
pre-syraptic bevel, inrat strianmm and SNrslices, HyR activa-
tion by the agonist immopip selectively inhibited the oompo-
nent of depolanzation-evoked |'1H HiABA release that de-
perdds on concomitant DR stimulation {Arias- Mo ntato
et al, 2001, Garcia et al, 1997). At the post-synaptic level,
H:R activation inkibitz DyR-induwced cAMP acoumulation
{Sancher-Lemus and Aris-Montano 2004}, and D4R play
a permissive mle in HiR-mediated activation of mitogen-
activated protein kinases, MAPE: (Moreno e al. 20110,

A previous sidy reporied that the sysemic sdministation
of a single dose of immepip (1, 5, and 10 mgke, 20.) did not
reduce L-Dopa-induced maal, hngeal, or ol AMs in mts
lesionod with 6-hy droxydopamine (-0OHDA) in the SNe
{Papatanow et al, 200 4), However, these authors menton that
in common mamosets lesioned with 1-methyl-4-phenyl-
I, 2 3, f-tetrah ydropyridine { MTPT) and primed with L-Dopa,
immee pip produeced 8 marked decrease inmotor disshility and
the onset of moderate dyskinesia, althoug b the stedy e -
ed limited behavioral data because immepip and other H,R
agonist, imetit (1, 5 or 10 meke, s.c.), prodeced retehing md
vomitng that disrupted motor hehavior Becawse this study
oinly explomed the effoct of smple doses of HyR agonists, bods
in mie and mamoses, we have sodiod whether e chrome
adminisration { 14 days) of a low dose ofimmepip (1 mgke,
Lp. ) could have heneficial effoct on LIDe i rats wumilateralhy
lesiomod with G-OHDA o the She

1 Springer

Materials and methods
Subjects

Adult male Wistar rats (ZB0-310 g), provided by the UPEAL-
Bioteria of TIAM- Xochimilos, were acelimatized to laborato-
Ty conditons and neaintained ona 1 2-h'1 2-h livht/dark cyele:
All experiment] procadures wene conducied in acoondance
with the moommendations of the Guide for te Came and
Use of Experimental Animals {Olfert et al 1993} We uaed
the mindmuzm poszible monber of animals needed acconding to
the bisethical and smtigical eritena established by Festing
{1954 ), and all proceduress wene approved by the  Aninmsal
Care Committee of Instituto Macional de Rehabilitacion,

G-0HDA lesion

Rat were mesthetmad with a mixture of ketamine-oylarme
(ED-10 mg'e Lp) and positioned in 8 stereotaxic frame
{Stoeling Comp., Wood Dale, TL), The skull was exposed,
and a trephine hole (-1 mm diameter) was drilled acconding
to the following conrdinates {mm ) antemoposterion { AF), —
5 mm from bregnea; kteral (L), —2 mm from: the midline;
and vertical (V], 7.2 mm below the dummadre (Paoins and
Watson 2007}, For the SMe lesion, S-0OHDA (8 pejud of salne
solution conminmg 1. 1% ascorbic acid) was injecied unilater-
ally at a flow maie of 0.4 pl'mn for 5 min w=ing an injoction
pamp (CMASD, (M AMicrodialysis, Kism, Sweden), and
the neadle (30 gauge | was leff in place for 5 min before being
withdravwn, Two weeks after the legion, mimak were esied
for comtra bizral rotaton m response to the systomic admimis-
traton of apomaomhine hydrochleride (0.5 mg'kee, s} Only
rats with six or mare contralateral tume per min, wene inehded
im the shudy:

Expardmental design

Experiment 1 Sixty hemi-parkinsontan rats were divided
it the llowing six growps {10 animals per group )
{a) the vehicle group received a daily intmperitoneal
{ip) injection of saline solution for 14 days (vehiclel:
ib) the i-Dopa alone group received a daily dose of
carbidopa {15 mgkg) followed by L-Dopa (6,23 mpkg)
20 min later, for 14 days; (¢) the acute immopip group
received a daily doze of L-Dopa for 14 days and a daily
injection of the H;R agonist immepip (1 mgkg Lp) on
days 12, 13, and 14 {1-Dopa + immepip'acute); {d) the
subclronic immepip group received a daily dose of L-
Dopa for 14 days and a daily injection of immepip on
day & and thereafier for 7 consecutive days (L-Dopa +
immepipsebchronicy; () the chronic immepip group ne-
ceved a daly dose of L-Dopa + immepip for 14 days
{L-Dopa + immepip'chronic); {g) the pre-treatment
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immepip grovp received a daily dose of L-Dopa for
14 days and a daily injection of immepip 5 days befone
the first L-Dopa dose, and thereafter for 19 days (L-
Dopa + immepip pre-treatment).

Experiment 2 Eig htrats were waed to condim the effects ofthe
chronic sdminisration of immepip + L-Dopa for 14 days, but
on day 15, immepip was withdmwn, Thareafter, mts received
a daily dose of L-Dopa alome for 7 conseautive days.

Experiment 3 For the quantfication of GABA and ghtamate
contents i stnatal dialysates, 20 hem-parkins onian rats
underwent fhe tmeatments descobed i ' Experiment 17, and
at day 14 were divided into fhe following five groups {4 ani-
mals per group): {1 ) padansomiang (2) 0-Dopa alone; (3) acute
immepip group: 4) subchronic immepip: {5) chronic
i pip. A sham growp { non-lesioned mats) was oeleded ©
examine the effoct of a single dose of 1-Diopa at day 15,

Behavioral analysis

AlMz were evaluated with a previously validated scale
{Andersson et al. 1999 Cenci et al, 1998 Johansson o al.
2 Lumdblad et al. 2002; Papathamnow et al. 20141 accond-
img & which ATM= are classified inan four subtypes; axial,
limb, orolingeal, and locomotive, Each ATM subtype was
soored on a scale from 104, hased on the following onterm:
{1 = noit present; | = present during less than half of teobser-
vation fime; 2 = present during more than halfo fobseration
timee: 3 = prosont all the time, bt supprassible by threatonmg
stimuli; 4 = present all the Grme and ot suppressible. AlMs
werescored daily and coumnted for 1 min every 20 min from 20
to 120 man after drug or wehick admmistabion. b each ses-
giomn, the AIM =zoomes obtained in the ziv obsenvation rocomd-
ings were summad {maximm seoe 24 and. expressed per
subtype {axial, limh, or omolmgeal) or the sum of the three
subtypes (ALO, maximum score 72), Locomotive dyskinesia
was excluded from e anabysis bocaise its interprotation is
=il controversal (Cenci etal, 199 5. Fortotal AfMs per sub-
type, cach AIM {axil, imb, orolingual, or locomaotivel was
counied and then summed pr 2ession. For total AlMs per
subtypes, ALD wene summed, exc huding locomotve dyskine-
si1. All mts were vidootapod during the test, and an imvestigs-
tor blind to the treatment reviewad the videoiapes {zec
Supplementary videos),

Microdialysis and HPLC analysis

Sinatl microdialyss was performed as previcusly neported
(Alaro-Rodriguez etal 2013). After completion of te meat-
ments described abowve (day 143, a guide canmula was im-
planted into the sinahon accordng to the followimng coomdi-
nates fmm): AP +0.24 mm from bregma, L + 2.8 mm fom

the midline, DV 6.8 mim below the duramadre (Paxinoes and
Wateon 271, After the surpery, animak were housed indi-
widieally and allowed to recaover for 20-24 b For the microdi-
aly=is expenments, the probe was contimiously perfused
{30 min) with Ringer's sohution (i mM: |46 NaCl, 4 KCL
1.2 Cal’ly, 2 MaH,POg pH 7.4 with NaOH) ata flow mie of
[ 25 pl'min using an injection pump (CMAAL, CMAS
Microdialysis, Kista, Swaden) coupled to a system for freely
meoving animals (CWA 20, CMAMicodialyvzis AB, Kista,
Sweden ), The probe had an outer diameter of (L5 mum and
contained 8 polycarborate membrane {molecular weight cwt-
off 20 kDa). The kength of the exposed part of the probe was
4 mm The dialysis probe was carefully inserted, and the rat
was then placed o the sysiem for frecly moving anmmals. Afier
80— | W min of sbilization, daly e samples wene collecied
in a refrigerated fraction collector (CMAMTI, CMAS
Microdialysis AB, Kizta, Sweden) every 30 min for
80 min. Affer collection, samples were injecied inio a high-
performance liguid chromatograph (HPLC L

GABA and phetamaie contents were determmed s neport-
ed in detail ekewhere (Montes et al, 2003), using an HPLC
system (Alltech, binary HPLC pump, model 626, Grace
Digcavery Scmoe, Deerficld, TL) coupled to a fuorescence
detoctor | Linear Fheor LO-305, ESA, Chemstord. MA) with
an Adsorbosphere OPA column (Alltech, Adsorbosphere
OPA HS, 100 = 4.6 mm, 5-pm particle size)l. The mobile
phaze conzised of sodium acetate buffer (50 mM, pH 3.2)
containing 1 5% tetmhydrofuran, and HPLC-grade methanol
Sepamtion was achieved with a lincar gradicnt of 20 min from
1 to 65% mothannl. Pre-column derivatization was por-
fomeed by mixing 375 pl of sample and 37.5 pl of ortho-
phihabldelede reagent {3 mg ortho-phihalldehyde dissobyed
in amixture of 625 pl methanal, 5.6 ml bomate buffer, pH 9.5,
and 25 ul mercaptocthanol), The concentrations of GABA
and ghramate were caleulted by inderpo ltion of the sample
chromatograms to the chromatograms from five sandards of
kmsowm concentratons of GABA or ghutamate,

Drugs

The following drugs wene perchased from Sigma-Aldrich (St
Louis, MO): immepip dikydrobromide, 3.4-dihidocy-L-phe-
nylalanine {L-Dopa), S-{-}-carbidopa &-hydnos ydopamine
hydrobromide, and apomorphine hvd rochlonde,

Statistical analysis

Al values are expreszed a5 means & standard ermor (SEML
The statisical mmalysis of AIM scores was performed with
the nonparametric Krniskal-Wallis test followed by Mann-
Whitvey L test to compare the mean rank of the tneatment
groups. The analysis of tolal AlMs was prrfmm:d with
repeated-measures ANOVA followed by Bonfermoni’s post

£ Spranges
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hee dest i compane the means of the dng meatment props.
Thie analysis of AIM scores from the chronic immepip/
withdrmwal group was performed with the Wiloowon test for
repoaied measures to compare the mnks of means betweon
dnig trearments, and the anabysis of total A TS was perfonmod
with Stedent's ¢ test Differences were regardod statistically
significant &t F< 005

Results

AIM expression

I the 1- Biopa aloase gronep, dyskinetic effects wene observed in
all rate, with =oomes within the mnge 1-3. In the chronic
mnmepip growp, dyskmesias were observed in 35% of rats. with
seores in the range O-1. In e mube hironic and acite e pip
s, dyskinetic effocts were oheerved m [00% of mis, with
soomes 1-2. In fhe pre-treatment immepip growp, these cffects
wore obzervad in all amimalke, with soores (-2, In twe wohicle
group, dyskinetic effects wore not observed in any animal,

Effact of the chronk adminstration of immepip
on LIDs

Figres 1, 2, 3, and 4 shoow that the daily systemic admm -
tration of L-Dopa alone for 14 days significandy incresased

& Vehichs

§

LTI T ]

Axial AlMs score | Session D

T i £ T 9

L) Ll L L] L
T | 1] 3 [} ] 12 15
Day of treatment

Fg 1 Efct of fhe systamic administrasion of te Thf agoms L immepip
1 g fcgh om 2ol A D soomess (A and inie] aocis] AT B mducad by L
T (625 mgg; aurbidope 15 megkgh, The amie immepip goup ne
ofved & daily doee of mmmepip for 3 omsscutive days fiom day 12, The
suf-clhmomic immepip grou moeived odeily dose of Temapip 7 comses-
utive deys fomday 8. The chronicimmepp group rceivad & deily dose
af mmmemp b 14 anmsecot ve day s (deys 1- 181 All valoes awe exgresied
mymems + SEM. In each sesion per day. the ozl AT sooes received
m ithe six ahserveton pomis were sammed (A), whersss b total ool

€1 Springer

== L-Dopatimmeppeacute
= L-Dopaakne  —Or L-DopatimmeppPre-reatment

(P =005 the ATM scores and total ATM s for the four sub-
types analyaed {axial, limb, omolingeal and ooomative) af
dayz 3.6, 9 12, asd 14 in comparison with the respoctive
vehicle group (datly injoction of saline sohtion for 14 days).
These data indicate that the dose o f1L-Dopa tested in this shady
{625 mgke) resulicd i LIDs in 6-0HDA-esoned miE with
high reproducibility:.

Figure la shows that the chronic administration of
immepip {a daily dose of 1-Dopa + immepip for 14 days)
significantly decreased mdal AIM scores (— 79, —T1, — 84,
— 80, anod — 0% at 3, 06,9, 12, and 14 days, nespoctively:
Pl for all values) companed with the L-Dopa alone
group, The subchmnic and acuie admmistration of immapip
did not affect axial ATM scomes compared with the oorne-
sponding L-Dopa alone group. n contmst, pre-meatment with
immepip sigmificantly decreasad axial Alds (— 83, — 42, and
—32% at 3, 6, and 9 days, respectively; P< 0,01 for all valses:
Fig. la) compared with the L-Dopa alone group, indicating
that the anti-dyskinctic affect was present only at the initial
timee pomits. The administration of immepip alone ondays — 5
and — 2 did ot produce & sigmificant effect on axial AIM
soones and total ATMs (Fig. la, bl

Figure |b shows that the chmonic administmtion of
immepip (L-Dopa + nmepip for 14 days) significantly de-
creased iotal mwdal AlMs (- 76, — 70, - TR, — 840, and — 6%
at 3, 6, 9, 12, and |4 days, respectively; P< (.03 for all
vahies) compared with e 1-Diopa alone growp, In contrast,

= |-Dopa+immepip Chnons
== | -Dopa+immepip/Subchnonc

b

§

3ol

e |

<

:Ef ;’95

]

6 -3 0 3 6 9 12 15
Day of treatment

ADs, ench axin] ATM was @munia]l md thm summal per session B,
The sttistical snalysis af ATM sanwes wes perlormed with fhe empam-
meetric Knuskal-Wallis test, foll o by the Mo W himey £ el i come
pare the mean mnk of the dmg treatmant groupe. The malysis of okl
ATHE was perfoned with repestedamessures: ANOVA followed by
B fermomi'’s past haoc test i compere fhe mans of e dmg resmeni
groaps. The msen shows the comparsan of the L-DT;., L-Dapa +
immepip and Dopa + chmonic immepip mowps. *, P < 0,05; **,
= P00l **4F i) (001; when mrmpaned with L-Diopa
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& ehiclke

Limib AlMs score | Session @

Day of treatment

Fig. 2 Effact af the systamic admmismabon of the HyR agonist immepip
{1 ez ham md AT scores {A ) and totkd Fmb ADs (B imkaed by L
Dopa (625 mky cabidmpa 15 mgla) Doy adminisdaton was 2
described for Frz 1. AT valnes aw exgmessed as the mesn + SENL In exch
semiom per day, the Imb ATM soores mesivel m the six obsenation
poimts were summed {A], whenes for it Timb A D=, each Emb ATM

the chmomie administraton of mmepip + L-Dopa did not
prodduce a significant effect on total ooal ATMs at 3, 6, 9
12, amd 14 days compared with fwe vehicle group. The sub-
chronie and scue administration of immepip had no signif-
icant effoct on tal axial AlMs compared with the 1-Dopa
alomse group, An anti-dydiinetic effed was observed for the

& \ehicle “Cr L-Dopa mmepiAcle
= L-Dopasone -TF L-DopavimmeppPre-treatment

a

-] 11:-

I

= D-

2 s.

w

H ¢-

b

g 27

£ o

5 L] T T

T T T T 1
5 -3 o 3 1 8 12 15

Day of treatment

Fig. 3 Effeot af fhe sysiamic smmisrabon of the Hhll agomst mmmepp
{1 muykgd om omlingual ATM scoms {A) and 1ol onolingaal ATds (B)
meluced by L-Thope (625 mg'lar erbidopa 15 mekzh. D g sdmmi s
ton was = describad fir Fig 1. All values ane = oS means 4
SEM. In=xch session per day, the arolingoal ATM scores recd ved in the
six ahservation pomis were summed (AL wheres for intal omlingol

-0 LDepsas| mmepipfaute
= |-Dopaakne <+ L-Dopatimmegip/Pre-treatment

= L-Dopas|mmepipiCheonic
=+ L-Dopasimmepip/Subchroni:

b
§ 5007

&
7
v A

300+

200+
100+

Total imb AlMs | Sess

T

] L] L L]
6 -3 0O 3 B 8 12 15
Day of treatment

wa munie] mnd then smmmesd per sessiom (B The sialistical anal yuis
wis perfimmed & desaibal for Fig. 1. The insert shows the comparison
of fe L-Dope, 1-Dom + immepip. mnd LDopa + clmonic mmegip
grage AP < 005 4, P 0l; =+ "Urc () 0001; when comgered
with L-Diope

pre-treatment with immsepip, which sigmficantly decreased
total acial AMs (— %4 and —74% &t 3 and 6 days, respee-
tively; P=0.05 for both values) compared with the L-Dopa
alome growp {Fig. 1hi

Figure 28 shows that the chromic administration of
immepip significantly decrcased limb ATM scomes (— 69,

- L-DopasimmepipGhronic
=+ L-DopaHmmepipSubchronic

o

[ )
(=1
T

ik
f=1
T
Tt vmipea| 20

T

Total orofingual AMs | Session
3

S
N
= -
(]
=11
w

Day of treatment
AT, sach omimgue] ATW wes counied end then summed per session
(). The shtistica] emehysis was perfommesd as dsaribal brFig 1. The
imseri shows the comparison af the L-Dope, L-Dope + mmmepin, and L
Diopa + chranic immepip groups, *, "Pc 0.05; 4, " Pci]; *4,
=P 20,000 1; when aympared with L-Tkmpa
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- bk
=& L-Dopaslone T

5

T

Locomotive AlMs score | Session @

& 3 0 3 6 8 12 15
Day of treatment

Fig 4 Effect of fhe sysiamic administration of the FiLR 2gomis 1 mmmeqip
1 gk g om locormaotive AT scowes (4 jand sl locomnive ATMs (B)
mduced by L-Diopa (6.25 ma'la; arindop 15 makg), Dug admm s
Bom was = describal fir Fig. 1. All values are enxgressed 25 means +
SFEM. In mch session perday. the kcomotive ATM scores rceived indhe
s ohsavaton pomts were simnmeal (4 L wherms for o] boomotve

— 70, — 83, — K2, and —83% at 3, 6, W, 12, and 14 days, re-
spactvely; P< 001 for oll values) compared with the 1-Diopa
alone gmoup, The subchmnic and acue administration of
e pipy did ot affect limb AW scomes coanpaned whit the
L-Diopa alore growp, The admn straton of mmepp alone on
days—3 and — 2 did not. produce a significant effoct on Timbic
AIM scomes and total AlM= (Fig. 2a b), bt an ano-dyskinetic
effectwas observed ot days 3 and & with a simiheant decrease
in AIM= {— &5 and —43%, nespectively; P<0.01 for both
values)compared with the L-Dopa alone group (Fig. lak

With respect o total limb ADs, the chronic mmepip
proup showed a significant decrease in kb ATMs (- T6, —
T4, — B0, — B4 and — B2% &t 3, 6, 9, 12, and 14 days, me=pec-
trvebys P 0 0001 forall vahees; Fig. 2b) comparad with the (-
Dopa alone growp, bet no diffcrence with e vehicle group.
The subchronic and acuie adminktmton of imnepip did ol
prodiuce a significant difference in total lineh A IMs oompa red
with the L-Dopa alone group (Fig. 2h). However, pre-
treatment with immepip significandy decreased total imb
AlMz (— 9% and —63% at 3 and 6 doys, mespectively:
P 1001 for both valwes; Fig. 2b) compared with the 1-
Dopa alome growp, ndicating that the ant-dyskinetic effect
was produced only at the initial time points

Az shoam in Fig, 3a, the chmomic admimistraton of mmmmse pip
significantly decreased o lingeal AIM soores (— 75, — 69, —
GE, — 89, and —E2% at 3, 6,9, 12, and 1 4 days, respectively;
P=001 for all values) comparad with the 1-Dopa alome
gronp. The adminetmton of immepip alone on doys — 5 and
—2 did not produce a significant effect on orolmgual ATM

€1 Springer

= L-DopasimmepipAcutes
L-Oopasimmepipre-reatmeant

= L-DopaHmmepipChronic
=4 |-Dopar+immepipdSubc hronic

Total locomotiva AlMs | Session o
—

A -3 0 3 B 8 12

1
1&

Day of treatment
A, mch locomottve ATM wa conmibed 2nd them summed per session
(B ). The siatishcal smaheis was perfonmed es desaihal BrFig 1. The
imsert shows the comparson of the L-Dope, L-Dopa + mmepip, and L

Doma -+ dimmic mmmapip growe. * 4™ < 0.01; *** P <ilL000 1; when come
panee with L-Tiopa

scores and total AIMs, but on days 3 and 6, an anti-
dyskinetic effoct was observed with a significant doecrease in
orolingeal AlMs (—E6 and — 51%, respeetively; P <005 for
hoth wahses: Fig. 36) compansd with tee L-Dopa alone gmoup .

Figue 3b shows that in the chronic onmepip grogp, thee
wis A significant decrease in total omlingeal AMs (—E7. -
B3, —B2, — 86, and — TP at 3, 6, 9, 12, and | 4 days, reapoc-
tively, P<{L0] for all valees) comparad with the L-Dopa
alone group, but oo significant difference when companed
with the wehicle group. The subchronic and souie administs-
ticm of immepip did not affect total oo ingeal AMs com-
pared with the corresponding 1-Dopa alone groups.
Howery er, pre-treatmee ot with immeepap sigm ficandy decreased
tostal o rolingral ATMs (— 96 and — T3% at 3 and 6 days, ne-
spectively; P< (L00] for both vahees; Fig. 3b) comparod with
the L-Diopa alone growp,

Figure 4a and b show that the chromic adminisration of
immepip + L-Dopa did not affect the locomotive ATM scores
and wtal AIMs compared with the respactive L-Diopa alone
groups. The acwie adminisration significanthy increased dwe
locomative AIM socores (69, B3, B7, and GE% at 3. 6, 12,
and 14 days, respectively; P< 005 for all vahees; Fig 4a),
wheress the subchronic administmtion had no - sionificant e
fioct compared with the L-Dopa growp, Furthemmore, the ad-
ministration of immepip alose on days — 5 and — 2 had no
significant effect on locomotive AIM scores and total AIM s
and the comenmitant administration with L-Dopa at 36,9, 12,
and 14 days falled 1o affect locomative ADM soores and total
AlMs (Fig. 4a, b) compared with the vehicle group. The
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chromic adminismation of immepip + L-Dopa did not produce
asignificant ¢ fiect on total locomotive ATM=at 3, 6.9, 12, and
14 days compared with the vehicle group (Fig., 4b). The sub-
chironie and acwie adminisiration of immaspip did not produce
a significant difference in oBl locowetdve AIMs compansd
with the L-Diopa alomee group (Fig. 4b).

As shown in Fig, Sa, the chronic administraton of mmmepip
significantly deereased ALO AIM scores (— 73, —T0, —80, —
Bb, amgd —B4% at 3, 6, 9, 12, and 14 days, mspectiely:
P00 tor all valees) comparad with the -Dopa alone
group. The admm straton of immepip alone on days — 5 and
—2 did mot produce a significant effect on ALD AIM scomes
and total ALL AMs bt on days 3 and 6 showod an anti-
dyzskinetic effect with a sipnificant decrease in ALO AIM
seores {— B and — 45%., respectively: P<0.05 for both
valees; Fig. 5a) companed with the 1-Dopa alone growp.
Figure 5h shows that the chmnic immepip group presentod 2
significant decease inowl ALO AMs (79, - 77, — &1L, -
B3, amd —B0% at 3, 6, 9, 12, and |4 days, respectiiely:
P=0001 for all values) compared with the -Dopa alone
grop, bt mo significant differcnee with the velicle group.

The subchronic and acwte adminisraton of immepip did
moot afbact AL A M seores compansd whit the cormspon ding
L-Diopa alone groups. However, pre-reatment with omoe pip
significantly decneased total ALC ATM={—95 and — T0% at 3
and 6 days, respectively; P< 0001 for both valees; Fig. 5b)
compared with fw i-Dopa alone group, indicating that the
anti-dyskmetic effect was produced only at the initial time
POl

- ‘ehicle

g 8

ALO AMs score | Sesslon @
2

T

L] T L] T T i T 1

5 <3 0 3 & 9

Day of treatment
Fg 5 Effad of the sysanic sdmmistraton of the FRR agonist mmmegin
{1 mgkes on ALO AT soomes (A ) and o] ALD ATMs (T mduced by
Llvope (6.25 mppdr cashidopa 15 mak g Drgs administstion was as
descrihed for Fig. 1. All valoes ar expressed = memns & SEM. In exch
=i per day, the ALD ATH sawes moeived m fhe six obsarvation
paints wene summed {A), whaeas for ol ALD ATMs, sach ATO

<2+ L-Dopa+immeppdAcute
=& L-Dopaabne {7 |-DopasimmapipPre-ireatrment

Effect of the withdrawal of dhronic immepip
adminitration on LIDs

Figre 6 shows that immepip withdrawal significanthy -
creazed axial ATM= (265, 233, 244, and 223% at 16, 1§, 20,
and 21 days. respectively; P=<0.02 for all valees; Fig. fal,
hmb ATV (135, 155, 140, and T24% at 16, 1E 20, and
21 dayz, respactively; P=0.02 for all walwes; Fig. 6o),
arolingual AMs (325, 313, 300, and 350% at 16, 18, 20,
and 21 davs, respoctively, P <002 for all vahess: Fig. 6e)
and lopomative ATMs (120, 170, and 170% at 1E, 20, and
21 days, respectively; P< {0105 for all vahees; Fig. 6g) scores
compared with L-Diopa + imoeepip for 3,6, 9, 12, and 14 days

For toml AlMz, the systamic adminisration of L-Dopa
alome after immepip withdrmwal significantdy increased axial
ATMs (265, 256, 190, and 226% at 16, 18, 20, and 21 days,
respectively: P< {02 for all valees Fig. 6b), imb AMs{&5,
121, 107, and 92% at 16, 1§, 20, and 21 days, respoctively;
P (L05 for all vahees: Fig. Gd), omolingeal ATMs (482 TR,
468, and 501% at 16, 18 230, and 2| days, respectively:
Pl for all values; Fig. 6f), and locomotive AIMs
{179% o 20 day: P<005 Fig. 6h) comparsd with de L-
Diopa + mmepip valees fom 3. 6. 9, 12, and 14 days

Effect of immepip on GABA and glutamate contents
in striatal dinlysates

In the L-Dopa alone growp, the systemic adminisiation of L-
Dopa (6.25 me'ke) on day 15 zignificantly inecreased

-+ L-Dopa+immeppiChronic
= |-Dopa+Hmmepip'Subchronic

b

_gm—
mﬂ-m"
g-u:-u-
gaw-
g o

4 3 0 3 6 9 12 15
Day of treatment

AT was ayunte] end then summesd per sesdion {A). The siatistica] anal
ysis ws perfimed zs descnbed fir Fig. 1. The msen shows the cmmpas
isem af the L-Dope, L-Dope + mmmepip, snd L-Dope + dhemie ammepip
g *P 105, * 4P < Q0] * =, =< 00001; when ooyl with
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plutumete levels in sriat] dialysates to 1540, 134, and 127 % of
the values for the padonsonian rats that received the same
treameent, & 120, 15, and 180 min, respecively (P< 005
for all vahlees; Fig. Ta). A smiar effect was obzerved for
GABA levels (195, 1ES, and 176% of the values for the par-
kinzonian rats, at 120, 150, amd 1RO min, respechively;
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Tolal locomotive AMs [ Sesskon = Tolal crolngual Allks | Session

P =005 for all wvaless; Fig, Thh. In contrast, in e chronic
imnmnepip + L-Dopa. group, L-Diopa admimistration =ignificatly
decreazed srintl ghitamate kevels compared with the parkin-
sonian rats (— 40, — 41, and — 35% a1 120, 150, and 180 min,
respactively; P 005 for all valeess; Fig. 7a), wheneas stnatal
GABA levek were not affocied {Fig. Thy,
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+f Fg.§ TErectof the sysiamic adminisdotion for 7 omseautive doys of L=
Dapa (625 mgks; awbidope 15 mgks) affsr mmmepip withdrawad o
day 15, on mxial (AR, limb (Ch omingual F and locomotive §5) ATM
scrwesand the respective iotal ATM= (R, 0, F, H). The chromic mmepip
oy recerver] a dhily dose of L-Dopa + immepip fior 14 days {1-Dopa +
inmepipchonic), All vahes are expressed 2= means 4 SEW. b exch
sessiom par day, the ATM soes recsived m the Ave obsemvation poings
were sumaned and nepreanied per subiype, whereas ir totz] ATMS per
suhtype, exch ATW was commied md then sommed par session. The st
tistica]l malysiaof AlMs scores ws parfomme] with Wikoom e The
maerl shows the comparkon of okl ATVE between the L-Dom +
mmmepip md -Dope grougs. The bars corespond io the means + SEM
of AT neores and wial AT from days 3, 6, 9, 12, and 14 for the
withdrawal of chronic 1 i {L-Dlepa + i pipl, end days 16, 18,
20, e 21 for the afierwithdrsval of dhmmic immepp (-Dope alone )
The sefistio] ammhsin was paformed with the Wilomxon test (A&, T, E,
end G} or Student’s ¢ test (B, T, F, and H). *P<il(5; **4" <001
sad 20 0001, when comparsd with L-Dopa + mmmepip values

Discussion

The mam fmdng of this sdy & that the chronic administrs-
tiom of the H;R agonist immeepip rodvoes LIDs in 6-0HD A-
lesiomed rats

In agrecment with fwe repont of Papathanou et al (20014),
who showed that in 6-0OHDA-lesioned mts, a single dose of
imreepip had o effet on L1Ds, m our siedy, the acuie admin-
istration of immepip fikd to modify LIDs in 6-OHDA-
lesioned rats. Likewise, a high dose of immepip or mmetit
{10 mg'kg) significantly decressed L-Diopa-imduced dhonea,
bast had no effect on motor dizability and dyskinesia in mar-
mosets lesioned with MPTP (Gomez-Faminez ¢t al 20061 In
spite of the lack of effect on LIDs, thesystemic adminisiration
of imetit (5 mgkg) decrcased L-Dopa-mduced dopamine re-
lease in e sriatm of GOHDA-lesioned mts, and rodeced
stercotyped behaviors induced by (-Dopa (Nowak et al.
200y, indicating that acute HzR acthvation opposes L-Dopa-

=+ Sham
== Paiinscean

- L-Dopa alang

I L] T T T L]
R
Time {mir)

Fig 7 Effat of ke sysbamic admmistration of the H:R agonid anmepin
11 ozl em g hoanaie (A znd (GARS (B mlease @ the snakmm. Vilues
am expessed a3 mesns - SEM. The sham, parkmsonian, and L-Dopa
Eougs mosived 2 single dose of -Dome (625 mg'ke;, carhidopa
15 myfig). The amie, subchromic, and chromic mmep ip gmoogs raceved
single doses of L-Topa end immepip (1 mgiksh, All dmgs wens

=4~ L-Dapa+mmeppiSubchmnic

inddcod dopaminergic transmmizzion but not LIDs, presumably
due to the presence of chromic alterations in dopaminergic
tansmigsion indeced by L-Dopa,. a5 discessed below,

In confrast to the acute administration, immepip decreased
axial, omlngien], and limb ADM s when it was co-admimistened
with L-Dopa from day | {chronic administration), although
not when administered afterwards {sehehrmomic and acute
groups, administered at days § and 12, respectively), when
LT wene aready extablished. These results suggest that
mmepip acE to prevent the generation of LIDe and is thus
ineflectve onee LIDs are sstablished,

Related i the differences between dyskinetic and non-
dyskinetc anmak, patients with Parkineon s discase who de-
velopod LIDs showed increased stmatal dopamine levels afier
the adminizsraton of L-Dopa in comparizon to stable pe-
sponders, and the obzerved difference comelated positively
with the duration of sympioms for te casdai and putamen
muclel {De la Fuente-Fernandez et al, M), The increaze in
dopamine lev els could therefore be associated i the reduction
of e dopamine transporter {DAT) reporied by Pagano etal
{2017, which leads to increased dopamine concantmbons in
the extracellular space.

Chronic L-Dopa administation indeces DR senstization
i the sre el projec ton neumnns o fthe drect patway, leading
to excessive DR signaling that through proein kinase A
{PECA ) and fhe oA MP-regubied protemn of 32 kDa (DARPP-
32 promotes the activation of additiona] mtracelhdar sigral-
ing cascades resulting in abnormal gene expression (Spigolon
and Fisone 2018). Accondingly, i severe-dyskinetic rats, but
not in mild-dyskinetic animals, the chronic adminisation of
L-Dopa increases Dy R-mediated cAMP formation and
depalanization-evoked [‘"H]-GA.E.A release in slices of the
SMr ipsilateral to 6-OH-lesioned pars compacia.
Furthermore, in animals with mild dyskinesia, (-Dopa

b & |-Dopa+mmagpiChmnic
== LOopa+ immepipicuin

£ T
i
-E1
2 =
I % @ 99 1m 1% w0
Time (min}

mchmmisene:d ad min B7, excepl for carhidopa, admmistared a1 min §7.
All values e exgressed a3 means & SEM. The sixtstm] amelysis was
performed with the nimparametric Kruskal Wallks st followed by
Mam-Whitney IV tesd 0 compes the mean =k of the dmg treatmani
gmags *F < 0015; when compera] with perionsmiam vahes. *F 005,
when compered vith dhmmic immepn vaes

) Spranger
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nestoned the content of ademybyl opclase (ope ViV in the 6-
OH-DA-lesioned SNr, hut bad no effect in mis with severe
dyskinesia {Rangel-Barajas o al. 200 1).

The ineffectivenes of the anme adminisraton of manepip
‘o modi fy LID={ Papatanon et al. 240141 could thencfore rely on
the previoes penemtion of pre- and postsynaptic changes -
duced by chimonie L-Dopa administration. However, if imimepip
is administered before the development of dyskinesias, as
showed for the chronic mmepip group, HhR acratdon was
effective, This hypothess & supported by the appeamnce of
LIDk after the withdrawal of immepip administration {(Fig, 6).

%Rz and HiRs are expressed by the MSKs of the dinect
pathoaay (Goneiber-Sepillveda et al. 2013), both I their bod-
iee e the axon terminalk, and o fumetional interaction he-
tween these moeptors has been reported by several studies
{Arnas-Montafio ot al. 200 1; Garcia et al. 1997; Monem
etal 2011; Rapanclli 2017, Ryuetal. 1994), Pre-symaptically,
ini slices fom fwe rat stristum and SWNr, HaR actvation with
immepip selectively inhibited the component of
depolarzation-evoked [TH]-GABA release that depends on
concomitant Dy R stimulation (Anss-Mon@bo ot al. 2001;
Caarcia ot al. 19971 and the systemic admanisration of the
HiR agonid imetdt {§ meke) docreases - Dopa-indeced do-
pamine release in the striafum of 6-0OHDA-lsoned rats
(Mowak et al, 2008), pregmmably by activating HyBs located
on sriam] dopaminengic terminals {Schlicker ctal 1993)

Post-synaptically, HaR activaton reduces DyR-inducod
cAMP formation {Sanches-Lemus and Arias-Montan
2004, Funthenmore, H;Rs can form hetenodimers with DyRs
and heteroreceptor complexes with I), Rz and ghetamaie M-

@oRr @oR THA

Fig. 8 Schemutic represeniation o f ithe haal ganglia smapbo cincaitty m
] aomdi Gions {A ), pesk msonism {B ), the dys kmetic siie {7), and the
popised action of de chonic adminidmton of the HhRRE 2gmis
immepip (DL Rad lmes mdicse eud ity proectons and black lmes
ity project ons . Do ted Ines mdicale dopeminemic depletion m the

€l Springer

e thy Hy-aspartate (WMDA) recepiors, Whereas m the DGR/
H;R dimer, HiR activation reduces DR affinity for selective
agonists and shife the coupling of DyRs from Gog i Gog,,
proweins (Ferrada et al, 2009 Morono et al 20111 in de DR
H;R/NMDA receptor complex, HiR activation prevents
ERK-1/2 phosphorylation induced by DR stimulation
{ Rodrigeee-Ru et al. 2017).

Unexpectadly, our resuls showed that the adminisraton of
immeepip alone {1 mghke ) for 5 consecutve days pror to L-
Dopn did not reduce axial, limb, omolingual, and locomaotive
ATIM scores ortotal AlM=({Figs. 1, 2, 3, 4, amad 5). We do mot
have an explanation for fis et but one posdbility is that
the continsos activation of HiRs in the absence of DR stim-
ulnticm leads i desensitization of pest-synaptic H;Rs, a phe-
nomen showed for tansfeced receptors by our group
{Garcia-(alvez ot al. 2018, Osorio-Espinoza etal 20145

In the micro dinly 25 expenmonts, the systemic injection of
L-Dopa {625 mou'ke: carbidopa |5 mgkg) to amimals of fe -
Dopa alone group significandy increased striatal (RABA and
ghuamate releaze compared with parkineonian mis

The imcrease in GARA release is consistent with the
enhanced depolarzation-indsced [TH]-GABA release from
SMr shioes of dyskinetic rats {(Rangel-Barajas et al. 2011),
cormelabes with the mcmased ATMs in owr study, and can be
explained by the sensitization of DyR signaling {Fig. &),
The chrome administrabion of mmepip prevented the L-
Diopa effeet and can be associated with the functiomal in-
temcion between HiRs and D;Rs discussad before {(Anas-
Montafio et al, 2001 ; Garcia et al, 1997 Maorenn o al,
2011; Rapanelli 2017 1
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patiwey, and io the exiernal segment of the @l obws padlidos &5 Pe ), which
intm pojct o the sthihalomic nuck=us (STH jthat projeacts o e SNr,
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The merease in glhibamate release is in accond with the
enhancement in ghimmatergic tansmission reponted proviows-
by (Huot et al. 2013). Increased extracellular ghitmate con-
cenfration and changes i fwe subcellular distribotion of ghe-
tamate recepinr suhunits hive alay been associated with the
development and expression of LIDs (Pagano of al. 2017)
{Fig. Hc ). The classic model of basal ganglia functon { Alhin
et al, 1989 sugpests thato veractivity of g hitamatangic comtico-
striaml projections is entical for the hypemctvity of striato-
nigral neterons that fomm the hasal ganglia direct pathoway { Fig.
ko). HaR activaton inhibits glutamaw release from cortioo-
strintal and thalamo-sriaml merve terminals (Dorsuloe of al.
2l Ellender ot al, 2011 ; Molina-Hemandez e al. 2001},
aed this effoct could explaim fhe effect of the e pip admin-
igratdon. Ofnote, whereas the acwe and sub-chronic e pip
adminisration only prevenied the effectofL-Dopa, the clon-
e adminstration roduced ghiamate levels o valses below
basal One explanation tor the later effect could be the mhi-
bition of the cortieo-striatal pathway (Fig. &d), which is highty
domnirsant i the moedulation of te activity of sratl newrons
compared with the thalamo-cortical patiway {Ding et al,
200E; Silberberg and Bolam 201 5; Smith ot al. 2004).

Conclusion

Char resulis indicate that the chronic administration of the H;R
agonist immepip prevents LIDs in 6-0HDA- ledoned mE, and
that this effect raguires the confimemes administration of the
agomist, The effect of immepip appears to rely on the HiR-
madiated inhibition of DR stmulatony actions on GABA and
glutmmate release m the striatm, These findings can contrib-
e to the understandmg of the role of DiRs and HyBs in the
dyshmction of the basal ganglia that securs in neuns degenor-
ative diseases imvolving dishobances of the dopaminenzic
SYSETL
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