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RESUMEN

El parkinsonismo es un sindrome clinico caracterizado por la presencia de sintomas
motores como la bradicinesia, temblor en reposo y rigidez. Este estudio busco
examinar los efectos de la administracion de macamida sintética (92, 12Z)-N-
benciloctadeca-9,12-dienamida a tres dosis diferentes en el comportamiento
parkinsoniano de ratas, teniendo como hipétesis que la esta macamida sintética
actlia como reductor de los sintomas motores e inhibidor FAAH. Se emplearon 30
ratas Sprague Dawley de dos meses y medio de edad y el parkinsonismo se genero
mediante el antipsicético haloperidol. EI comportamiento motor fue evaluado
mediante las prueba de campo abierto, catalepsia y la prueba de suspension en
alambre. Los resultados de las pruebas de campo abierto y catalepsia confirmaron
el modelo de haloperidol. La prueba de catalepsia indic6 un retraso en el efecto
cataléptico del haloperidol a corto plazo (30 minutos) de la dosis de 1mg/kg y a
mediano plazo (90 minutos) de las dosis de 0.1mg/kg y 10mg/kg. La prueba de
suspension en alambre indic6 disminucion de fuerza muscular en las ratas
administradas con macamida. Se concluye que la macamida sintética (92, 12Z)-N-
benciloctadeca-9,12-dienamida retrasa el efecto cataléptico y disminuye la fuerza
muscular en ratas inducidas a sintomas parkinsonianos mediante el modelo agudo
de haloperidol.

Palabras clave: macamidas, Inhibidor FAAH; Parkinsonismo



ABSTRACT

Parkinsonism is a clinical syndrome characterized by the presence of motor
symptoms such as bradykinesia, resting tremor, and rigidity. This study sought to
examine the effects of synthetic macamide (9Z, 12Z)-N-benzyloctadeca-9,12-
dienamide administration at three different doses on parkinsonian behavior in rats,
hypothesizing that synthetic macamide acts as a motor symptom reducer and FAAH
inhibitor. Thirty two and a half months old Sprague Dawley rats were used and
parkinsonism was generated by the antipsychotic haloperidol. Motor behavior was
assessed by the open field test, catalepsy and the wire suspension test. The results
of the open-field and catalepsy tests confirmed the haloperidol model. The
catalepsy test indicated a delay in the cataleptic effect of haloperidol in the short
term (30 minutes) of the 1mg/kg dose and in the medium term (90 minutes) of the
0.1mg/kg and 10mg/kg doses. The wire suspension test indicated decreased muscle
strength in macamide administered rats. It is concluded that synthetic macamide
(92, 12Z)-N-benzyloctadeca-9,12-dienamide delays the cataleptic effect and
decreases muscle strength in rats induced to parkinsonian symptoms by an acute
haloperidol model.

Keywords: macamides, FAAH inhibitor; Parkinsonism.



. INTRODUCCION

El parkinsonismo es un sindrome clinico que engloba los 4 principales
sintomas motores de la enfermedad de Parkinson (EP): temblor en reposo,
bradicinesia, rigidez e inestabilidad postural (1, 2). El parkinsonismo, a diferencia
de la enfermedad de Parkinson (EP), no implica un diagnostico que involucre la
neuropatologia asociada a este ultimo, ya sea genética o neurodegenerativa (1). La
EP se caracteriza por una pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en el pars
compacta de la sustancia negra y su proyeccion hacia el cuerpo estriado debido a la
toxicidad producto de la acumulacién y deposicion del mal plegamiento de la alfa
sinucleina a nivel intracelular (3, 4).

Un estudio del 2021 en seis paises latinoamericanos muestra que la
prevalencia de parkinsonismo en adultos mayores de 65 afios cuadriplica el de EP,
siendo 8% para parkinsonismo y 2% en EP. EI mismo estudio sefiala en Peru una
prevalencia de 7.9% para parkinsonismo y 1.4% para EP (5).

Con el objetivo de entender el parkinsonismo se usan modelos in vivo e in
vitro, siendo el modelo de haloperidol el méas usado (6). El haloperidol es un
antipsicotico tipico de primera generacion del grupo farmacoldgico de las
Butirofenonas que actia a nivel del SNC como antagonista de receptores
dopaminérgicos D2 y D3 (7). Su funcionalidad es la reduccion de sintomas
positivos en la ansiedad aguda, psicosis, esquizofrenia y paranoia.

La funcién antipsicética del haloperidol se asocia, en primer lugar, a la
inhibicion de receptores D2 en el &rea mesolimbica; asimismo, su inhibicion de los
mismos receptores en el area mesocortical se asocia a dafios cognitivos y sintomas

secundarios negativos y, finalmente, su actividad en la via nigroestriatal se asocia



a los efectos extrapiramidales como catalepsia, temblores en reposo y rigidez (8, 9).
El mecanismo patogénico del haloperidol aun esta siendo estudiado pero existen
hipotesis apuntando al incremento de especies reactivas de oxigeno (ERO),
generacion de ferroptosis y disminucion de niveles de glutation (10,11).

Dentro de estos sintomas motores, se entiende la catalepsia como un estado
comportamental en el que funciona el mantenimiento de equilibrio pero se inactivan
los sistemas asociados a la locomocion (12). En la misma linea, se ha demostrado
que la rigidez muscular generada por haloperidol presentada en roedores es similar
a la presentada por pacientes de EP mediante electromiografia (EMG) (13).

En la actualidad, el tratamiento de EP se enfoca en combatir los sintomas
mediante drogas que estimulan los receptores dopaminérgicos; sin embargo,
ninguna de ellas ha probado ser neuroprotectoras o modificadora de la enfermedad
(14). Nuevas investigaciones concluyen que la activacion del sistema cannabinoide
se ha mostrado como un neuroprotector con alta potencia por la presencia de efectos
antioxidantes, de bloqueo de canales de calcio y antiinflamatorios para EP (15, 16).

El sistema cannabinoide esta con formado por receptores de proteina G,
estos se clasifican, principalmente, en receptores CB1 y CB2 (16). En lo que
respecta a la enfermedad de Parkinson, se ha encontrado que ocurren cambios en el
sistema cannabinoide como mayor activacion de receptores CB1 en neuronas del
estriado, aumento de receptores CB2 en la zona de lesion nigroestriatal y perdida
de receptores CB2 debido a la degeneracion de neuronas dopaminérgicas (17, 18).

Los compuestos que actuan sobre el sistema cannabinoide tienen influencia
en varios elementos como en los receptores CB1 y CB2 o en hidrolasa de amidas

de &cidos grasos (15). Por otro lado, la amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH),



es una ezima que hidroliza las amidas; por lo que su inhibicién es un agente
protector por incrementar anadamida, cannabinoides enddgeno, para la activacion
de receptores cannabinoides y podria evitar los efectos no deseados de los
receptores CB1 como deterioro en la cognicion y control motor (19,20). En lo
sucesivo, se han realizado pruebas in-vivo con otros compuestos inhibidores de
FAAH, reafirmando el aumento de anandamida en el cerebro (21,22).

El Peru es uno de los paises con mayor biodiversidad poseyendo 84 de las
104 zonas de vida existentes en el planeta (23). Un compuesto altamente estudiado
que inhibe FAAH son las macamidas, constituyente de la maca o Lepidium meyenii
(24, 25). En especifico, se han reportado efectos neuro protectores de las macamidas
en un estudio de neuronas tratadas con 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP) en pez cebra con la inhibicién de AChE y en células de
glioblasoma mediante la unién con receptores CB1 (26, 27). Los efectos biolégicos
de las macamidas varian de acuerdo a su estructura quimica, estructural y
topoldgica, es por eso que se han identificado 26 macamidas comprobando que la
(92, 12Z)-N-benciloctadeca-9,12-dienamida) (C2sH3zgNO) en comparacion a otras
macamidas y macaenos derivados de la Lepidium meyenii (maca) la sitia como el
mayor inhibidor de citotoxicidad (28, 29).

Se han realizado estudios con el efecto antioxidante de la maca, sin
embargo, no se ha profundizado en el efecto especifico de la macamida (92, 122)-
N-benciloctadeca-9,12-dienamida), cuya composicion ha comprobado tener un
efecto inhibidor significativo en FAAH. El presente estudio busco evaluar el efecto
neuroprotector de la macamida sintética mediante un modelo animal de

parkinsonismo generado por haloperidol. Por lo tanto, la (9Z, 12Z)-N-



benciloctadeca-9,12-dienamida) podria actuar como un novedoso tratamiento
neuroprotector para el parkinsonismo actuando en diferentes agentes asociados al

sistema cannabinoide.



1. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION
1.1. Marco Teorico

1.1.1. Parkinsonismo

a. Definicion y criterios diagnosticos

La enfermedad de Parkinson se caracteriza por la presencia de un cuadro
clinico que implica alteraciones motoras significativas asociados a degeneracion de
la via nigroestriatal con un pérdida significativa de neuronas dopaminérgicas y
presencia de cuerpos de Lewy (Apartado 2.1.5.2) (2).

Los criterios de diagndstico de la EP han sido desarrollados por la sociedad
internacional de Parkinson y trastornos del movimiento y tienen una precision de
92%, siendo limitados por la dificultad de identificacion de algunos parkinsonismos
(tabla 1) (30). La misma tiene como pre requisito manifestar parkinsonismo, lo que
implica tres sintomas cardinales: rigidez, temblor en reposo y bradicinesia. Rigidez
implica resistencia al movimiento pasivo de extremidades, el temblor en reposo
implica presencia de 4 a 6 Hz en una extremidad relajada y , finalmente,
bradicinesia es el enlentecimiento motor en amplitud y velocidad (30). Por otro
lado, también se presentan sintomas no motores como tristeza, psicosis, ansiedad y
trastornos del suefio que afectan significativamente en la calidad de vida y
autonomia del paciente (31). El sintoma no motor mas estudiado es la demencia,
reflejandose en la disminucion del sistema ejecutivo, atencional, viso espacial y de

la memoria (32).



Tabla 1. Criterios para el diagnostico clinico de la EP seguin la MDS

Manifestaciones de

parkinsonismo

Criterios de soporte

Criterios de exclusién

Rigidez

Temblor en reposo

Bradicinesia

Inestabilidad postural

1.

Mejoria de sintomas con terapia
dopaminergicas.

Presencia de discinesias inducidas por
levodopa.

Temblor en reposo de una extremidad
Resultado positivo de al menos un test:
Pérdida olfatoria, SPECT con 123I-MIBG
0 ecografia transcraneal del parénquima
cerebral.

Ataxia espinocerebelosa

Atrofia multisistémica

Paralisis supranuclear progresiva
Demencia frontotemporal

Parkinsonismo por medicamentos
Hidrocefalia de presion normal

Sindrome corticobasal

Temblor esencial




b.

Signos clinicos de la EP

Tabla 2. Signos clinicos de la EP

Temblor

Hipertonia muscular

Acinesia

Alteraciones posturales
(34)

Alteraciones de la
marcha

Otras alteraciones

significativas (35)

Es involuntario pero desaparece ante el
movimiento voluntario y el suefio. Frecuencia de
4 a 8 ciclos por segundo.
Resistencia al movimiento. Los musculos se
mantienen tensos y contraidos generando una
alteracion en la inhibicién reciproca. Responsable
de la postura parkinsoniana: flexion de cadera y
rodillas y extremidades superiores en aduccion.
Ausencia de movimiento, se asocia a rostros no
expresivos.
1. Bradicinesia: Lentitud en el inicio y
ejecucion del movimiento.
2. Hipocinesia: Dificultad para mantener un
ritmo esperado durante el movimiento.
Adelantamiento de centro de gravedad, astasia y
amiotrofia por mantenimiento de la postura.
Dificultad en la amplitud de movimiento, pasos
cortos y con poca elevacion del suelo.
1. Dolor: 70% de pacientes. Se da en

articulaciones, musculares y neuroldgicos.



2. Disfunciones vegetativas:  problemas
urinarios, sialorrea, hipotension
ortostastica y trastorno del suefio.

3. Alteraciones del habla: reduccion de
movimientos vocales.

4. Depresion

5. Demencia: 15y 25%

C. Etiologia

Una de las hipotesis de la etiologia de la EP es la disfuncion mitocondrial y
estrés oxidativo (36). El déficit del complejo mitocondrial | aumenta la produccion
de la especie reactiva de oxigeno (ERO), que contiene radicales libres en la
sustancia negra generando un desequilibrio (37). El desequilibrio entre la
produccion de radicales libres y la habilidad del cuerpo de producir antioxidantes
para evitar la toxicidad tiene como efecto el estrés oxidativo afectando la célulay
generando muerte celular (38, 39).

La etiologia de la enfermedad en un 10% incluye patrones de herencia
genética Mendeliana, ocho de los genes Mendelianos identificados son parkin,
PTEN-induced kinase 1 (PINK1), DJ-1, ATP13A2, SNCA y Leucine-rich repeat
kinase 2 (LRRK2) (40). Por lo tanto, en un 90% implica multiples factores genéticos

y ambientales (41).



d. Tratamiento

El tratamiento para la EP comprende tres categorias (a) precursores de la
dopamina, (b) medicamentos anticolinérgicos y (c) medicamentos para sintomas no
motores como depresion o alteraciones de suefio (42). En primer lugar, el principal
precursor de dopamina, y también el tratamiento fundamental de la EP es la
Levodopa (L-3,4-dihidroxifenilalanina) (43). Este medicamento se consume
mayormente de forma oral y, una vez metabolizado en el plasma, traspasa la barrera
hematoencefélica. Se ha demostrado que el uso a largo plazo de la Levodopa
aumenta el estrés oxidativo y sintesis de homocisteina, incrementando la
neurodegeneracion.

En segundo lugar, los medicamentos colinérgicos disminuyen la actividad
de acetilcolina y reducen los sintomas motores, sin embargo, solo genera efecto en
un 50% de pacientes (33,44). Finalmente, los medicamentos para sintomas no
motores varian de acuerdo a la presencia de los mismos pero suelen involucrar
benzodiacepinas, antipsicoticos atipicos y fluoxetina.

e. Modelos animales

Tabla 3. Modelos animales de la EP y parkinsonismo

MPTP (52,45) MPTP es liposoluble, por lo que accede al cerebro
y es convertido en MPP+ por los astrocitos y
neuronas serotoninérgicas con MAO-B. EI MPP+
afecta la respiracion mitocondrial.

60HDA (46) La 60HDA utiliza la metodologia de inyeccion

estereotéxica cerebral. Es ampliamente usada por



su especifidad al dafiar neuronas dopaminérgicas
de la via nigro-estriatal.

Haloperidol (13) El antipsicético haloperidol es un agonista inverso
de la dopamina, blogqueando principalmente los
receptores D2 en el cerebro. Genera
parkinsonismo mediante la catalepsia.

Rotenone (47) Inhibidor mitocondrial de NADH deshidrogenasa
generando disminucion de dopamina en el
estriado posterior y corteza pre frontal. Modelo
generado por inyecciones intraperitoneales de

entre 1.5mg/kg y 2.5mg/kg de manera cronica.

1.1.2. Via nigro-estriatal

La EP se caracteriza por una pérdida progresiva de neuronas
dopaminérgicas en el pars compacta de la sustancia negra y su proyeccion hacia el
cuerpo estriado (48). Los agregados de alfa sinucleina forman cuerpos de Lewy y
su incremento empieza en el tronco encefélico y bulbo olfatorio, pasan por el
mesencéfalo y, finalmente, se expanden por la corteza (49). Braak (2003) identifico
seis etapas neuropatoldgicas de la enfermedad (50). Las etapas 1 y 2 refieren a la
etapa pre-sintomatica en la que la inclusion de cuerpos de Lewy se manifiesta en la
medula oblongada y bulbo olfatorio. En las etapas 3 y 4 se afectan la sustancia
negra, ndcleos del mesencéfalo y cerebro anterior. Finalmente, en la etapa 5y 6 se

afecta la neocorteza y los sintomas clinicos se amplian significativamente (50). Los

10



sintomas debutan en un lado del cuerpo cuando las concentraciones de dopamina

decaen debajo de 60 a 70% en el cuerpo estriado contralateral (51).

Los sintomas moteres clasicos de la EP son causados por pérdida de
neuronas dopaminergicas en la via nigro-estriatal, reduciendo el tamafio de las
proyecciones axonales (52). La via nigro-estriatal se extiende desde la sustancia
negra pars compacta (SNc) hasta el estriado ventral mediante el prosencéfalo
(figura 1). Esta se conforma principlamente de neuronas dopaminergicas con mayor
presencia de soma y dendritas en el SNc y de axones en el estriado y con una

regulacién predominante de transmision mediante difusion (53).

Via nigro-estriada

Figura 1. Via nigro-estriatal parte desde la SNc y se proyecta hacia el estriado
caudado y putamen. Gpe: segmento externo del globo palido. Gpi: segmento interno

del globo péalido. NST: Nucleo subtalamico (54).
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1.1.3. Corteza motora, pre motoray prefrontal

El dafio generado en el estriado afecta el sistema estriado-palido-talamo-
cortical hacia la corteza motora y el sistema talamo-cortical hacia la corteza
premotora y prefrontal (55). El circuito motor controla los movimientos y su via
regulatoria incluye el area sensoriomotora agranular, el putamen, la porcion caudal
de los ganglios basales y una via diencefalica. Asimismo, estos transmiten
informacién a campos frontales oculares y areas de asociacion relacionadas a

operaciones cognitivas.

1.1.4. Neuronas dopaminérgicas

Las neuronas dopaminergicas del mesencéfalo son la mayor fuente de
dopamina (DA) en el sistema nervioso central. Las neuronas dopaminergicas son
un grupo heterogéneo anatémicamente y funcionalmente localizadas en el
diencéfalo, mesencéfalo y bulbo olfatorio, siendo la fuente en un 90% de dopamina
(DA) en el sistema nervioso central (56). El sistema dopaminergico del mesencéfalo
esta dividido en varias vias como la via nigroestriatal, la via mesolimbica y la via
mesocortical. La primera incia en la SNc hasta el estriado dorsal y juego un rol
fundamental en el movimiento. Las dos Gltimas vias inician en el area tegmental
ventral (VTA) proyectando, la mesolimbica, al nicleo acumbens, bulbo olfatorio,
septum, amygdala e hipocampo y; la mesocortical, al area prefrontal, giro cingulado
y corteza perrinal. Ambas vias se asocian a comportamiento basado en la emocion

como motivacion y recompensa.

12



En la misma linea, las neruonas dopaminergicas son particularmente
sensibles al estrés oxidativo por su alto nivel de metabolismo de oxigeno, bajo nivel
de antioxidantes y alto nivel de hierro; pudiendo asi recibir ERO desde vias

enzimaéticas y catabolismo no enzimético involucrando MAO (57).

Con respecto a la sintesis de la misma, la tirosina es transportada desde la
sangre al cerebro por transportadores de aminoacidos. Una vez que ingresa a la
neurona, se transforma en dihydroxyphenylalanina (L-dopa) mediante la enzima
tirosina hidroxilasa (TH). La enzima descarboxilasa de aminoacidos aromaticos
(AADC) es, posteriormente, la encargada de transformar la L-dopa en dopamina
(58). Dentro de la neurona dopaminergica, el neurotransmisor sera transportado
mediante vesiculas sinapticas y ante un potencial de accion seran liberadas en el

espacio extracelular mediante la fusion de la vesicula con la membrana celular.

CH,—CH — NH,
/Q/ COOH L- TYROSINE
OH

TH
(oxygen,
tetrahydrobiopterin)

| il COOH L-DOPA
HO

AADC
(pyridoxal
phosphate)

Ho CHg_CHz_ NH2
0 oo
HO
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Figura 2. Biosintesis de la dopamina. Las enzimas responsables son la tirosina
hidroxilasa (TH) y la enzima descarboxilasa de aminoécidos aromaticos (AADC)

(59).

a. Receptores dopaminérgicos (D1, D2 y D3)

La dopamina, una vez liberada, interactlia con receptores dopaminergicos.
Estos son receptores transmembrana acoplados a proteina G y se dividen en 5 (D1,
D2, D3, D4 y D5) (59). Estos, a su vez, se agrupan en tipo 1y tipo 2. En primer
lugar, los receptores dopaminergicos de tipo 1 involucran D1 y D5 y es el que se
presenta en mayores niveles. Dentro de sus caracteristicas estructurales, son 80%
homologos en sus dominios transmembrana y el terminal COOH es 7 veces mas
largo que los de D2 (60). La activacion de receptores D1 no tiene efecto
significativo en la lomocidn; sin embargo, D1 es esencial para que D2 produzca la

maxima estimnulacion locomotora (59,61).

En segundo lugar, los receptores de tipo 2 incluyen receptores D2, D3y D4.
Dentro de sus caracteristicas estructurales, son entre 50 y 75% homologos en sus
dominios transmembrana. Con respecto a la motricidad, la activacion de
autoreceptores D2 reduce la DA y la actividad locomotora; mientra que la
activacion de receptores D2 postsinapticos incrementa ligeramente la locomociéon
(59, 61). Asimismo, debido a que los autoreceptores D2 son activados con bajas
dosis de agonistas dopaminergicos en comparacion a los recpetores postsinpaticos,
los agonistas dopamienrgcios pueden generar disminucion del movimeinto a bajas
dosis y aumento de movimiento a dosis altas (60). En la misma linea, los receptores

D2 se asocian a reacciones psicéticas, por lo que la mayoria de antipsicéticos son

14



bloqueadores de receptores D2. El receptor D3 impresiona jugar un rol inhibidor en

la locomocidn y un rol fundamentsl en el mecanismo de recompensa.

Finalmente, un factor adicional que juega un rol en el efecto combinado de
laactivacion de D1y D2 es la presencia de receptores D1 en la SNr en los terminales

GABA, que son responsables de la liberacion de dopamina (62).

1.1.5. Sistema cannabinoide

El sistema cannabinoide es un sistema de comunicacion celular presente en
el sistema inmunoldgico y en el sistema nervioso. Regulan numerosos procesos
celulares asociados al envejecimiento, hambre, dolor, ansiedad, relajacion
muscular, entre otros (63). El sistema cannabinoide estd conformados por
receptores cannabinoides y endocannabinoides. Por un lado, los receptores
cannabinoides se clasifican, principalmente, en receptores CB1 y CB2 (16). Y, por
otro lado, dentro de los endocannabinoides los mé&s estudiados son el 2-
araquidonoilglicerol (2-AG) y la anandamida (AEA).

En primer lugar, los receptores CB1 y CB2 pertenecen a la familia de
receptores de siete segmentos transmembrana acoplados a la proteina G (GPCR)
(64). El receptor CB1 se expresa con mayor prevalencia en el cerebro,
especificamente en corteza, hipocampo, nucleo estriado y cerebelo. Se ha
encontrado que se ubica mayormente en exones y terminales sinépticos (41,65). En
principio, los receptores CB1 se encuentran mayormente en areas del cerebro
asociadas al control motor, cognitivo y emocional; como también, en menor

cantidad, en areas asociadas al dolor, suefio y regulacion hormonal (66).

15



Por otro lado, el receptor CB2 se encuentra en cantidades minimas en el
cerebro y en mayor cantidad en el sistema inmune, en tejudos pulmonares, huesos,
sistema gastrointestinal y bazo (67). Existen estudios actuales que comprueban su
presencia en el soma y dendritas de las neuronas pero aun en cantidades bajas (68).
Asimismo, cuenta con la misma estructura que el receptor pero su distribucion
podria dar sefiales de su efecto fisioldgico distinto (69). Se ha encontrado mayor
presencia de los mismos en el cerebro ante trastornos neurodegenerativos (67).

Los endocannabinoides tienen una comunicacion retrograda, es decir, se
sintetizan en los terminales post sinapticos, son liberados al espacio sinaptico y se
unen a receptores en terminales presinapticos. Estos son lipidos derivados del acido
araquidonico (AA) y su funcion es principalmente inhibir la liberacion de
neurotransmisores mediante su actuacion como mensajeros retrogrados, modulando
los neurotransmisores por accién sobre los receptores cannabinoides presinapticos
(65).

El 2-AG tiene mayor disposicion en el cerebro y es un agonista de receptores
CBly la AEA es agonista parcial de CB1 y CB2. La ruta metabdlica en la sintesis
de 2-AG implica accion de una fosfolipasa C (PLC) y una diaciglicerol lipasa
(DAGL). La PLC actuta sobre el &cido araquidénico generando glicerol (DAG) y
éste es convertido en 2-AF mediante el DAGL (70). Se han estudiado funciones
especificas como la disminucion de excitabilidad asociada a convulsiones
epileptiformes y de muerte de neuronas hipocampales por parte de la 2-AG (65,71).
Este efecto neuroprotector de da mediante la inhibicion de glutamato y de especies

reactivas de oxigeno.
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En el caso de la AEA, esta es generada por hidroélisis de N-araquidonoil-
fosfatidiletanolamina (NAPE) mediante la acciéon de N-araquidonoil-
fosfatidiletanolamina fosfolipasa D (NAPE-PLD). Es importante mencionar que las
concentraciones de NAPE suelen ser bajas, pero aumentan ante el incremento de
CA2+ intracelular (72).

Una vez sintetizados, los endocannabinoides pueden ser liberados al espacio
extracelular o interactuar con receptores endocannabinoides presinapticos (73). La
sefializacion de los endocannabinoides culmina en la degradacion de la molécula
sefial. Una de las enzimas involucradas en la degradacion es la amida hidrolasa de
acidos grasos (FAAH). La FAAH tiene una ubicacion postsinaptica, por lo que la

AEA debe ser transportada hacia la misma.

17



1.2. Hipotesis

La administracion intraperitoneal de MACOMCH-01 reduce los sintomas
motores en ratas inducidas a parkinsonismo mediante haloperidol.
1.3. Objetivos

General

Evaluar el efecto de la administracion intraperitoneal de MACOMCH-01 en
el comportamiento de ratas inducidas a sintomas parkinsonianos mediante
haloperidol.

Especificos

1. Evaluar la actividad locomotriz general de los animales
experimentales mediante la prueba comportamental de campo abierto
180 minutos posteriores a la administracion de MACOMCH-01.

2. Evaluar la catalepsia de los animales experimentales
mediante la prueba de catalepsia a los 30, 60, 90, 120 y 180 minutos
posteriores a la administracion de MACOMCH-01.

3. Evaluar el déficit motor de los animales experimentales
mediante la prueba de suspensién de alambre a los 30, 60, 90, 120 y 180

minutos posteriores a la administracion de MACOMCH-01.
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METODOLOGIA
2.1. Disefio del estudio
La investigacion es experimental pre-clinica y se plantea como un estudio
experimental aleatorizado. Para lograr el objetivo del estudio se realizaron tres
pruebas comportamentales: Prueba de campo abierto, prueba de catalepsia y prueba
de suspension en alambre. Se dividio la muestra en 5 grupos, dos de los cuales
fueron controles (positivo y negativo) y tres experimentales con distintas dosis del
farmaco.

e Grupo I: ratas inyectadas intraperitonealmente con 1mg/kg de disolvente
como vehiculo.

e Grupo II: ratas inyectadas intraperitonealmente con 1mg/kg de haloperidol
para generar sintomas parkinsonianos.

e Grupo llI: ratas inyectadas intraperitonealmente con 1mg/kg de haloperidol
para generar sintomas parkinsonianos y con administracién intraperitoneal
de la macamida sintética (9Z, 12Z)-N-benciloctadeca-9,12-dienamida en
una concentracion de 10mg/kg diarios por 5 dias (Figura 3)

e Grupo IV: ratas inyectadas intraperitonealmente con 1mg/kg de haloperidol
para generar sintomas parkinsonianos y con administracion intraperitoneal
de la macamida sintética (9Z, 12Z)-N-benciloctadeca-9,12-dienamida en
una concentracion de 1mg/kg diarios por 5 dias (Figura 3).

e Grupo V: ratas inyectadas intraperitonealmente con 1mg/kg de haloperidol
para generar sintomas parkinsonianos y con administracion intraperitoneal
de la macamida sintética (9Z, 12Z)-N-benciloctadeca-9,12-dienamida en

una concentracion de 0.1mg/kg diarios por 5 dias (Figura 3)
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2.2. Operacionalizacion de variables

Tabla 4. Operacionalizacion de variables

Variables Instrumento  Tipo

Dimensiones

Indicador

cuantitativo

Prueba

Actividad continua
campo

locomotriz
chierto

general

cuantitativo
discreto
Prueba de cuantitativo

Tono muscular
catalepsia  continuo

Prueba de

Fuerza cuantitativo
suspension

muscular continuo
de alambre

Distancia recorrida

Velocidad

Frecuencia de

inmovilidad

Cruces entre cudrantes

Tiempo de
mantenimiento de ambas

extremidades en la barra

Tiempo de suspensién en

el alambre

centimetros
centimetros/

segundos

segundos

conteo de

cruces

segundos

segundos

2.3. Procedimientos

2.3.1. Farmaco

Se hizo uso de la macamida sintética (92, 12Z)-N-benciloctadeca-9,12-

dienamida (MACOMCH-01), sintetizada por MEDALCHEMY, S.L., San Vicente

de Raspeig, Alicante, Espafia (Anexo 1). Esta macamida demostro tener mayor

efecto inhibidor de FAAH en comparacion a otras 7 macamidas presentes en la

maca (19).
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Figura 4. Estructura quimica de MACOMCH-01 (C2sH33NO)

La administracion se dio durante 5 dias previos a las pruebas
comportamentales y a la inyeccién con haloperidol. El dia de la evaluaicon
comportamental se inyecté la macamida 30 minutos antes de la inyeccion de

haloperidol y 60 minutos previos al inicio de las pruebas comportamentales.

2.3.2. Mantenimiento y cuidado de animales

Se trabajo con 30 ratas macho de la cepa Sprague-Dawley, de 2 meses de
edad y con peso de 200g- 250g. La eleccion del sexo fue para evitar la variabilidad
de las hormonas ovéricas y el seguimiento del ciclo estral. Los animales se
mantuvieron en jaulas de plastico PET con dimensiones de 37.3 centimetros de
largo, 23.4 de ancho y 14 de alto en grupos de 4 ratas. Los animales son procedentes
del Bioterio automatizado de la Universidad Andina del Cusco. Las jaulas se
mantuvieron en un ambiente automatizado de ciclo luz / oscuridad de 12 horas con
inicio de periodo de luz a las 6h00, temperatura entre 23 a 25 °C y humedad relativa
entre 40 y 45%. Se administr6 alimento balanceado en forma de pellet y agua ad
libitum y la limpieza se realiz6 interdiariamente renovando la viruta de la jaula.
Asimismo, se siguieron los lineamientos de la Guia para el Cuidado y Uso de

Animales de Laboratorio (74). Todos los instrumentos usados en contacto con los
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animales fueron esterilizados mediante luz UV. La administracion de la macamida
sintética (9Z, 12Z)-N-benciloctadeca-9,12-dienamida se realizO mediante
inyeccion intraperitoneal a la rata entre las 10 y 11am, cuando el consumo de
comida es minimo (75).
2.3.3. Inyeccion con haloperidol

El animal fue inyectado con haloperidol el dia 5 de la administracion de
macamida, dia en el que se también realizaron las evaluaciones comportamentales.
El farmaco usado fue haloperidol solucion inyectable 5mg/iml del laboratorio
Caplin Point Laboratories LTD. La administracion intraperitoneal se realizd
posterior a la habituacion por dos horas en el &rea de evaluacion comportamental y
posteriormente fueron devueltas a sus jaulas. La administracion del haloperidol se

dio en cantidades correspondientes al peso con una dosis de 1ml/kg.
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Figura 5. Estructura quimica del haloperidol.

2.4.Pruebas comportamentales
2.4.1. Habituacion

Las ratas fueron habituadas al ambiente, manipulacion y administracion
intraperitoneal. Para la habituacién del ambiente de pruebas comportamentales las
ratas fueron llevadas al area 3 dias previos al dia 5 (pruebas comportamentales) a

las 11:30h por dos horas. En la sala de evaluacion comportamental se mantuvieron
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las condiciones con respecto a alimentacion y temperatura. En el caso de la
hbaituacién a la manipulacion y administracion intraperitoneal, se realiz6 una
inyeccion intraperitoneal de vehiculo dos dias previos al inciio de la administracion

de la macamida en el dia 1.

2.4.2. Prueba de campo abierto

La prueba de campo abierto tiene como objetivo medir los niveles de
actividad locomotriz general en roedores. Las variables de medicion mas usadas
son: velocidad, distancia recorrida, tiempo de inmovilidad y cruce entre cuadrantes.
La prueba se realiza en un cuadrado de acrilico negro de 50x50cm y una pared
alrededor del mismo de 50cm. Asimismo, la base del cuadrado es dividido en 4 sub-
cuadrados (2x2) para medir el cruce. Para la presente investigacion se realizo la
prueba 180 minutos posteriores a la inyeccién con haloperidol siguiendo la
metodologia de Shi, et al. (2006) con modificaciones (51). La rata se colocé al
centro del cuadrado y su comportamiento fue grabado por 5 minutos con una
camara web Logitech BRIO con video 4K Ultra UH con el software EthoVision
XT 15. Asimismo, se limpio el resto de olor y defecacion entre cada ensayo con
alcohol de 70% y permitiendo la evaporacion por 5 minutos. Para el andlisis de los

datos de video se us6 también el software EthoVision XT 15.
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Figura 6. Grabacion del software Ethovision XT version 15 para el analisis

comportamental en la prueba de campo abierto.

2.4.3. Prueba de catalepsia

La prueba de catalepsia consiste en posicionar a los animales en una barra
de 1cm de didmetro y 12 centimetros de altura y se mide el tiempo de
mantenimiento de la posicion inicial en un intervalo de 1 minuto (6,77). Se confirma
la presencia de catalepsia luego de 20 segundos de mantenimiento en la misma
posicion de apoyo en la barra (77). En el presente estudio se realiz6 la prueba para
confirmar el modelo de parkinsonismo y evaluar el tono muscular. La prueba se

repitié a los 30, 60, 90, 120 y 180 minutos posteriores a la inyeccion de haloperidol.
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Figura 7. Grabacién de la rata durante la prueba para confirmar el tiempo de

mantenimiento en la barra.

2.4.4. Prueba de suspension de alambre

La prueba de suspension de alambre se usa par medir la fuerza muscular y
coordinacion del roedor. La prueba consiste en colocar al roedor suspendido en el
aire con sus dos extremidades superiores agarradas de un alambre de 50cm de largo
y a 80cm de la base del suelo (3). Se contabiliza el tiempo de mantenimiento en el
alambre hasta la caida por un tiempo maximo de 60 segundos. En el presente
estudio se realizaron tres evaluaciones por rata y se promediaron los resultados. La
prueba se repitié a los 30, 60, 90, 120 y 180 minutos posteriores a la inyeccion de

haloperidol.
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Figura 8. Prueba de suspension de alambre

2.5. Andlisis estadistico

Para definir la linealidad de los datos obtenidos se usoé el test de Shapiro-
Wilk para normalidad. Asimismo, los valores de p menores a 0.05 se determinaron
como estadisticamente significantes.

Al ser todas las variables numéricas y con un n minimo, se compararon las
medias de los valores de las variables entre los grupos mediante anélisis de varianza
(ANOVA) de dos vias para muestras repetidas. Para los analisis post hoc, en los
que identifica al grupo diferente, se uso el test de Dunn. Toda la data numérica fue
procesada con el programa STATA 15.

Posterior al analisis estadistico de ANOVA, se decidi6 evaluar los datos a
nivel individual. Para ello, en primer lugar se realiz6 la prueba de Grubbs para
detectar valores atipicos encontrando dos datos atipicos y se calculé la variacion
relativa con la formula: Vr = (t2/t1)*100 para la realizacion de los gréficos lineales
considerando el tiempo directamente anterior.

2.6. Consideraciones éticas

La presente investigacion fue aprobada con fecha 22 de junio del 2023 por
el Comité Institucional de Etica en Investigacion (CIEI) de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia (Anexo 2) cumpliendo las tres Rs de ética de investigacion con

animales de experimentacion.

28



V.

RESULTADOS

3.1. Pruebas comportamentales

3.1.1. Prueba de campo abierto

El efecto locomotor del haloperidol fue medido mediante la prueba de
campo abierto a los 180 minutos. Se realizé la prueba paramétrica de ANOVA 'y se
encontraron diferencias significativas entre los grupos (p<0.001). Esta prueba sirvio
para confirmar el modelo a los 180 minutos, pues se encontraron diferencias
significativas entre el grupo vehiculo y los grupos administrados con haloperidol

incluyendo los experimentales.
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Tabla 9. Resultados prueba de campo abierto

Parametro Grupo Basal 180 min
experimental media de % media  de %
Velocidad  Sham+Veh 5.6 2.11 - 3.6 2.22 -
Hal+Veh 7.3 2.19 100.0 04 0.17 100.0
Hal+MCH1 0.1 7.1 0.68 975 04 007 922
Hal+MCH1 1.0 7.3 1.21 101.0 03 0.08 737
Hal+MCH1 10.0 6.2 096 8538 03 010 879
Distancia ~ Sham+Veh 1566.5 54452 - 1045.9 596.63 -
Hal+Veh 2012.2 556.24 100.0 114.7 51.04 100.0
Hal+MCH1 0.1 2004.2 189.95 99.6 1059 2128 924
Hal+MCH1 1.0 2039.2 328.20 101.3 84.7 2543 738
Hal+MCH110.0 1764.6 235.99 87.7 101.0 28.89 88.1
Frecuencia Sham+Veh 63.8 45.04 - 39.2 4254 -
de Hal+Veh 66.2  29.98 100.0 22 147 100.0
inmovilidad Hal+MCH1 0.1 61.2 1055 924 14 055 646
Hal+MCH1 1.0 80.2 19.01 121.2 12 041 538
Hal+MCH1 10.0 498 1799 753 18 133 846
Cruce entre Sham+Veh 15.2 8.42 - 8.0 8.74 -
cuadrantes Hal+Veh 15.7 6.62 100.0 0.2 0.41 100.0
Hal+MCH1 0.1 15.3 273 979 0.0 000 0.0
Hal+MCH1 1.0 19.7 441 1255 0.0 000 0.0
Hal+MCH1 10.0 12.8 6.31 81.9 0.2 041 100.0
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Figura 13. Prueba de campo abierto para evaluacion motora. (A) Velocidad ambulatoria, (B) distancia ambulatoria total, (C) nimero

de eventos de inmovilidad y (D) nimero de cruces. Se realiz6 una comparacion estadistica entre el grupo sham+Veh (control negativo)

y Hal+Veh (control positivo) para la confirmacion del modelo de haloperidol, y entre el grupo Hal+Veh (control positivo) y los grupos

MCHL1 a diferentes dosis para evaluar el efecto de MCH1. Los datos se presentan como media. Nota: *p<.05, ** p<.01 y *** p<.001.



3.1.2. Prueba de catalepsia

En primer lugar, la prueba confirmé el modelo de haloperidol a partir del
minuto 60 pues se observo un nivel considerable de catalepsia superior a 20
segundos. Se confirmd el modelo en 23 ratas inyectadas con haloperidol y se
rechaz6 en una. Esto se debe a que el animal mostraba un tiempo de inmovilidad
de 0.45 segundos a los 180 minutos, mientas que las otras ratas inyectadas con
haloperidol completaban los 60 segundos de inmovilidad. Los datos obtenidos del
animal fueron excluidos. En segundo lugar, la prueba es un indicador de presencia
de catalepsia mediante la duracion de inmovilidad de la rata en la posicion
establecida.

Con respecto a la inmovilidad, se realiz6 la evaluacion de supuestos de
regresion simple encontrado no linealidad. Sin embargo, se encontré normalidad en
la prueba de Shapiro-Wilk (p=0.0603). A partir de estos datos se usaron las pruebas
paramétricas de ANOVA de dos vias de medias repetidas (Tabla 5). Este anélisis
se realiza con el grupo control positivo (vehiculo) y no con el control negativo
(haloperidol) porque se confirm6 el modelo de parkinsonismo.

El ANOVA de dos vias para medias repetidas mostro diferencias
significativas en la variable grupo (p<0.001), tiempo (p<0.001) y la relacion entre
ambas (p<0.001). A partir de estos datos se realiz6 la prueba post hoc de Dunn para
especificar las diferencias especificas entre grupos experimentales.

En primer lugar, en el grupo basal no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos. Sin embargo, se encontraron diferencias altamente

significativas entre los grupos haloperidol y vehiculo desde en minuto 30 (p=0.028)

32



hasta el minuto 180 (p=0.000), por lo que se puede afirmar que el modelo funciona
a partir del minuto 30 en adelante (Tabla 5).

Con respecto a los grupos experimentales, en el minuto 30 no muestran
diferencias significativas con el grupo vehiculo, e incluso, el grupo de 1mg/kg
muestra diferencias significativas con el grupo haloperidol (p=0.041). Si se
contabiliza como 100% de catalepsia al grupo haloperidol, se observa que el grupo
de 1mg/kg solo genera 19.2% de catalepsia, seguido de 10mg/kg con 71.9%.

Asimismo, en el minuto 60 no se encontraron diferencias significativas entre
los grupos de 0.1mg/kg y 10mg/kg y el vehiculo, acercandolos al mismo; mas si
con el grupo 1mg/kg (p=0.015). Se observa una disminuida catalepsia en el grupo
10mg/kg con 67%, seguido de 0.1mg/kg con 84%.

Finalmente, a partir del minuto 90 los grupos experimentales se diferencian
significativamente del grupo vehiculo y el porcentaje de catalpesia es similar al
grupo haloperidol (Figura 9). A partir de los datos presentados se podria hipotetizar

un retraso en el efecto de la catalepsia.
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Figura 9. Duracion en segundos de tiempo de catalepsia por grupos considerando
20 segundos como umbral de catalepsia (77). Los datos se presentan como

medias. Nota: *p<.05, ** p<.01 y *** p<.001.
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Posterior al andlisis estadistico de ANOVA de dos vias, se decidid evaluar
los datos también a nivel individual para identificar los cambios a nivel mas
especifico. Para ello, en primer lugar se realiz6 la prueba de Grubbs para detectar
valores atipicos encontrando dos datos atipicos: rata 7.3 en el minuto 30 (p = 0.05,
Z =2.04) yrata 2.1 en el minuto 60 (p < 0.05, Z = 2.04). Posteriormente se calculd
la variacion relativa con la formula: Vr = (t2/t1)*100 para la realizacion de los
graficos lineales considerando el tiempo directamente anterior.

La figura 10 muestra 5 gréaficos que representan los grupos. Asimismo, el
basal es un 100% (0) y el siguiente tiempo (30 minutos) en su porcentaje respecto
al mismo, el tiempo de 60 minutos respecto al de 30 minutos, y consecutivamente
(Figura 10). Se observa que los valores del grupo vehiculo se mantienen, reflejando
la ausencia de influencia de la inyeccidn intraperitoneal en si misma. En el grupo
haloperidol se observa una alta variacion de catalepsia en todas las ratas, siendo la
mayor variacion (4 ratas) a los 30 minutos con una variacion relativa de hasta
1890.2% (figura 10). En contraposicion, los grupos administrados con 0.1mg/kg y
1mg/kg muestran la mayor variacion a los 60 minutos con una variacion relativa de
hasta 8219.2%, demostrando un retraso en la aparicién de la catalepsia por la alta
diferencia con el minuto 30 en donde la variacién relativa no supera 290% en
ninguno de los dos grupos. Esto va acorde a lo encontrado en los resultados
estadisticos del test de Dunn pues a los 30 minutos el grupo de 1mg/kg muestra

diferencias significativas con el grupo haloperidol (p=0.041).
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Figura 10. Graficos invididual de variacién relativa de catalepsia con la formula: Vr = (t2/t1)*100. (A) Grupo sham y vehiculo y (B)

grupo haloperidol y vehiculo.
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Figura 11. Graficos invididual de variacion relativa de catalepsia con la férmula: Vr = (t2/t1)*100. (C) grupo haloperidol y

macamida de 0.1mg y (D) grupo haloperidol y macamida de 1mg.
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Tabla 5. Duracion de inmovilidad en la prueba de catalepsia

Grupo Basal 30 min 60 min 90 min 120 min 180 min
experimental media sd % media sd % media  sd % media  sd % media  sd % media sd %
Sham+Veh 18 124 - 1.1 033 - 6.0 1238 - 37 312 - 1.6 177 - 15 065 -
Hal+Veh 1.0 056 100.0 7.7 422 1000 535 1045 100.0 60.0 0.00 100.0 60.0 0.00 100.0 60.0 0.00 100.0
Hal+MCH1 0.1 11 064 108.1 140 2575 1830 449 1641 84.0 570 6.80 949 60.0 0.00 100.0 60.0 0.00 100.0
Hal+MCH1 1.0 09 045 823 15 108 19.2 49.2 19.01 920 540 1470 90.0 554 9.66 924 59.2 200 98.6
Hal+MCH1 100 08 0.22 758 55 488 719 35.9 19.65 67.0 578 543 96.3 427 27.07 711 60.0 0.00 100.0

Tabla 6. ANOVA de dos vias
de muestras relacionadas

Variables P

Grupo 0.00
Tiempo 0.00
Grupo*tiempo 0.00
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3.1.3. Prueba de suspension de alambre

La fuerza neuromuscular a nivel musculo-esquelético e integridad de la
neurona motora fue medida mediante el tiempo de mantenimiento en suspension
del alambre. Al evaluar los datos de suspension, se encontrd ausencia de normalidad
en la prueba de Shapiro-Wilk (p=0.019). Se usoé la prueba paramétricas de ANOVA
de dos vias de muestras repetidas (Tabla 3). EI ANOVA mostré diferencias
significativas en la variable grupo (p<0.001), tiempo (p<0.001) y la relacién entre
ambas (p<0.001). A partir de estos datos se realizé la prueba post hoc de Dunn para
especificar las diferencias especificas entre grupos experimentales.

Con respecto al grupo haloperidol, similar a la prueba anterior, el modelo se
confirma por el aumento y constancia de la rigidez muscular a partir del minuto 60
(Figura 10).

En primer lugar, en el grupo basal y 30 minutos no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos. Posteriormente, si bien los grupos
experimentales no mostraron diferencias significativas con el grupo vehiculo. En el
minuto 60 se mostraron diferencias entre los grupos administrados con 0.1 y
1mg/kg (p=0.045) y el grupo haloperidol con el grupo 0.1mg/kg (p=0.004). En el
minuto 90 se encontraron diferencias significativas entre el grupo haloperidol y la
dosis de 1mg/kg (0.002). En el minuto 120 se encontraron diferencias entre el grupo
haloperidol y las dosis de 0.1mg/kg (p=0.03) y 1mg/kg (p=0.02). Finalmente, en el
minuto 180 se encontraron diferencias entre el grupo haloperidol y las dosis de
0.1mg/kg (p=0.000) y 10mg/kg (p=0.033). Se esperaba que los puntajes de los
grupos experimentales disminuyan acercandose al grupo vehiculo, sin embargo

estos presentan puntajes incluso mas bajos que los del vehiculo; lo que implicaria
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un efecto significativo en la reduccion de fuerza pero que no es similar al vehiculo
en su totalidad.

En comparacién al grupo de haloperidol, en el minuto 60 hay diferencia
significativa con el grupo de 0.1mg/kg con un 71% de reduccion de rigidez; en el
minuto 90, con el grupo 1mg/kg con un 72% de reduccion; en el minuto 120, con
el grupo 0.1 y 1mg/kg, con 58.5% de reduccion en ambos; y en el minuto 180 con

los grupos 0.1 'y 10mg/kg con 80% y 76.3% de reduccion respectivamente (Tablas

7vy8).
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Figura 13. Duracion en segundos de tiempo de suspension por grupos. Se realizo
una comparacion estadistica (ANOVA unidireccional) entre el grupo Hal+Veh
(control positivo) y los grupos MCH1 a diferentes dosis. Los datos se presentan

como media. Nota: *p<.05, ** p<.01 y *** p<.001.

Al igual que con los resultados de catalepsia, se evaluaron los datos a nivel
individual con la variacién relativa (Figura 12). En congruencia con los datos
estadisticos presentados existe alta variacion en todos los grupos administrados con
haloperidol en comparacién al grupo sham presentando variaciones incluso hasta el

minuto 90. Se observa que la mayor variabilidad se da al minuto 30 para todos los
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grupos. Mientras que los grupos 0.1 y 10mg/kg contindan mostrando variabilidad

significativa hasta el minuto 90.
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vehiculo y (B) grupo haloperidol y vehiculo.
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Tabla 7. Duracion de sostenimiento en la prueba de suspensién en alambre

Grupo Basal 30 min 60 min 90 min 120 min 180 min
experimental mean  sd % mean  sd % mean  sd % mean  sd % mean  sd % mean  sd %
Sham+Veh 215 12.65 - 239 957 - 278 1414 - 27.0 15.16 - 25.0 11.46 - 247 1214 -
Hal+Veh 72 411 1000 337 18.68 1000 427 9.90 100.0 423 11.03 1000 383 10.89 100.0  44.7 13.80 100.0
Hal+MCH1 0.1 73 298 1023 296 6.64 878 124 755 29.0 192 179 454 159 6.85 415 91 221 204
Hal+MCH1 1.0 83 341 1160 316 1620 938 36.7 952 86.1 122 6.66 287 160 7.38 417 164 7.05 36.6
Hal+MCH1 100 94 6.59 1314 30.1 18.63 89.3 30.8 16.58 722 296 813 701 218 5.76 570 151 566 337

Tabla 8. ANOVA de dos vias
de muestras relacionadas

Variables P

Grupo 0.00
Tiempo 0.00
Grupo*tiempo 0.00
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V.

DISCUSION

La presente investigacion encontrd que la administracion intraperitoneal de
MACOMCH-01 reduce los sintomas parkinsonianos en el comportamiento de ratas
Sprague Dawley inducidas al modelo de haloperidol y administradas con dosis de
0.1mg/kg y 1mg/kg y 10mg/kg. Estos datos se obtuvieron mediante la prueba
comportamental de catalepsia, prueba de suspension en alambre y campo abierto.
En esta seccidn se retomaran los resultados del experimento que cumplen con los
objetivo.

En primer lugar, los resultados de la prueba de campo abierto concuerdan
con los resultados de las demas pruebas comportamentales con resultados altamente
significativos entre el grupo vehiculo y el grupo de haloperidol. La prueba de campo
abierto es un test ampliamente usado por la facilidad de aplicacion y principalmente
para medir locomocion en roedores (78), por lo que estos datos confirman el modelo
de parkinsonismo del haloperidol por mostrar menos desempefio locomotor en el
grupo haloperidol a los 180 minutos.

Si bien existe evidencia que inhibidores de FAAH producen efectos en la
locomocion aumentando la distancia recorrida (79), la ausencia de diferencias entre
el grupo haloperidol y los grupos experimentales en el presente estudio también ha
sido encontrada en otras investigaciones (80, 81). Incluso se han encontrados
efectos opuestos dependiendo de la concentracion y dosis de los agonistas
cannabinoides (82, 83). Esto podria evidenciar que los agonistas cannabinoides y
los inhibidores de FAAH influyen en el movimiento de manera dosis-dependiente.

Con respecto a la prueba de catalepsia, los resultados evidencian un retraso

en el efecto cataléptico del haloperidol por la administracion intraperitoneal de
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(9Z,12Z)-N-benciloctadeca-9,12-dienamida o N-bencillinoleamida (MACOMCH-
01). Esto se expresa de manera distinta de acuerdo a la dosis administrada; en el
caso de la dosis de 1mg/kg existen diferencias signifcativas al minuto 30 con el
grupo haloperidol y a los 60 minutos ya existen diferencias con el grupo vehiculo;
mientras que en el caso de 0.1 y 10mg/kg las diferencias significativas empiezan en
el minuto 90 con el grupo vehiculo.

En la misma linea, los grupos administrados con 0.1mg/kg y 1mg/kg
muestran la mayor variacion a los 60 minutos con una variacion relativa de hasta
8219.2%, demostrando un retraso en la aparicion de la catalepsia por la alta
diferencia con el minuto 30 en donde la variacion relativa no supera 290% en
ninguno de los dos grupos. Esto va acorde a lo encontrado en los resultados
estadisticos del test de Dunn pues a los 30 minutos el grupo de 1mg/kg muestra
diferencias significativas con el grupo haloperidol (p=0.041). Esto implicaria que
la dosis de 1mg/kg genera un efecto a corto plazo (30 minutos) y la de 0.1mg/kg y
10mg/kg un efecto a mediano plazo (60 minutos).

Se consideran para la discusion estudios de inhibidores FAAH, tomando en
cuenta estudios in-vitro que demuestran a la macamida (9Z, 12Z)-N-
benciloctadeca-9,12-dienamida (C2sH39sNO) como inhibidor de FAAH (19,24),
Celorrio et al. realizo un estudio con URB597 y sintomas parkinsoneanos,
encontrando una disminucion significativa de estos ultimos ante la administracion
(84). Sin embargo, no encontré aumento de neuronas dopaminergicas en el estriado
ni sustancia negra, lo que implicaria que los inhibidores FAAH no actuan como

neuroprotectores a nivel de la via nigro estriatal. En la misma linea, se un aumento

47



significativo de anandamidas (AEA) en el cerebelo y tronco encefalico que se
asocian directamente con receptores CB1y CB2 (85).

El estudio mencionado se complementa con uno del 2021 con el mismo
farmaco (URB597), comprobando que la administracién del inhibidor FAAH
disminuye la activacion de CB1 y reduce significativamente la discinesia, que es
un sintoma motor del parkinson que se presenta junto a la catalepsia y también es
generado ante la inhibicién de endocannabinoides (86,87). En lo sucesivo, al ser el
URB597 un generador enddgeno de anandamida, no se encuentran los efectos
adversos de la administracion de cannabinoides exdgenos como afectacion del
sistema inmunolégico y cognitivo (88). En adicion, se han realizado pruebas in-
vivo con otros compuestos inhibidores de FAAH, reafirmando el aumento de
anandamida en el cerebro (21,22).

En este punto es importante mencionar que si bien el haloperidol actia a
nivel de D2, también se ha comprobado el aumento del receptor CB1 después de la
administracion del mismo, cuyos efectos se asocian directamente a la generacion
de catalepsia y discinesia (87). En complementariedad, el sistema
endocannabinoide es uno de los moduladores de la sefializacion de dopamina en los
ganglios basales (89).

Otro dato importante es el efecto de la dosis, pues la de 1mg/kg muestra
efectos més significativos a corto plazo (60 min), miestras que la dosis mas baja y
alta muestran efecto a mayor plazo (90 min). Estos resultados muestra una curva de
respuesta dosis-dependiente en forma de campana que se ha observado también en
otras investigaciones con inhibidores FAAH (90 - 92). Si bien se espera en los

farmacos una respuesta lineal, la forma en campana esta asociada a la activacion
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del receptor cannabinoide 1y la activacion de TRPV1 (receptor de potencial
transitorio V1) ante dosis altas (90, 92). Aunque se ha demostrado que el TRPV1
no esta directamente relacionado a la reduccion de catepsia (84).

Por otro lado, también se observa que desde el minuto 120 los resultados ya
no muestran variabilidad, lo que podria relacionarse con un estudio en roedores
demuestran que el nivel maximo de presencia del haloperidol en el estriado se da 2
horas posteriores a la inyeccion (93). Esto podria explicar que la dosis de
haloperidol en su maxima presencia disminuyé los efectos de la macamida,
igualando los resultados de los grupos experimentales y diferenciandolos
significativamente del grupo vehiculo. Otro posible factor para la pérdida del efecto
o0 tiempo de accidn son variables metabolizadoras como las enzimas o el citocromo
(94).

Analizando estudios con resultados que apoyan los de esta investigacion, se
confirmo la actividad antioxidante mediante el método DPPH del extracto de
Lepidium meyenii (29). Asimismo, otros compuestos antioxidantes como el de
Kabra et al. encontraron disminucion del efecto catatonico en animales
administrados con Myrica esulenta, manteniendose estas diferencias desde los 30
hasta los 180 minutos y correlacionando con la cantidad de droga administrada. En
ese estudio se usaron dosis de 50, 100 y 200mg/kg y un pre tratamiento de 7 dias,
cantidades significativamente mayores a las usadas en el presente experimento (3).
Asimismo, un estudio com Beta vulgaris mostro resultados similares dosis
dependientes (95).

Retomando la discusion de los resultados, la prueba de suspension de

alambre busca evaluar fuerza muscular por el tiempo que se mantiene sostenido en
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el alambre. La prueba es ampliamente usada en estudios con haloperidol, mostrando
en los resultados mayor tiempo de suspension en el grupo vehiculo en comparacion
al grupo haloperidol (6,11).

Se encontro6 en el minuto 60 ,71% de disminucion de fuerza muscular en el
grupo 0.1mg/kg; en el minuto 90, 70% de reduccion en el grupo 1mg/kg; en el
minuto 120, 58.5% de reduccion en los grupos 0.1mg/kg y 1mg/kg; y en el minuto
180, 80% y 76.3% de reduccion en los grupos 0.1 y 10mg/kg respectivamente.

Estos resultados son opuestos a los obtenidos con compuestos
neuroprotectores antioxidantes, evidenciando menor tiempo de suspension en
grupos que recibieron el compuesto cuando se suele obtener un mayor tiempo de
suspension en ausencia de haloperidol (3). Incluso, los grupos experimentales
muestran constantes puntajes debajo del grupo vehiculo implicando menor fuerza
muscular. Sin embargo, no se han realizado estudios con esta prueba
comportamental en inhibidores FAAH.

Si bien estos resultados impresionan ser contrarios a lo esperado por la
reduccion de fuerza muscular en los grupos experimentales, es importante recalcar
dos caracteristicas importantes de los resultados. En primer lugar, los resultados son
significativos y consistentes en el tiempo, indicando diferencia estable de los grupos
experimentales y, por lo tanto, confirmando un efecto de la macamida sintética.
Asimismo, los resultados son coherentes con los de la prueba de catalepsia
confirmando el efecto el la rigidez muscular del haloperidol por la diferencias
significativas con el grupo vehiculo a partir del minuto 60.

En segundo lugar, este resultado esta referido a la fuerza muscular, no al

tono muscular; la reduccion de este altimo implica catalepsia. La fuerza muscular
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se genera desde las neuronas motoras mediante las fibras musculares y su efecto se
da en la contraccion del musculo por accion de la acetilcolina; mientras mayor sea
la frecuencia de potenciales de accion, mayor serd la fuerza percibida en la
contraccion muscular (96). Por otro lado, el tono muscular esta regido por areas
subcorticales como el tronco encefélico y ganglios basales; areas afectadas en la EP
en las primeras fases (96,97). EI modelo agudo de parkinsonismo podria explicar la
no afectacion de areas corticales pues el efecto del haloperidol se da a nivel de
receptores D2, asociados principalmente a areas subcorticales (98).

En la misma linea, la reduccion de la fuerza muscular podria estar
influenciada por el aumento de endocannabinoides ante la presencia de inhibidores
FAAH. Esto se debe a que, segin estudios, podrian actuar directamente en la
regulacion de la transmision neuromuscular ajustando los niveles de acetilcolina y
limitando la comunicacién eléctrica de la contraccién muscular (99,100).

Los resultados de la presente investigacion concluyen que la macamida
sintética (92, 12Z)-N-benciloctadeca-9,12-dienamida retrasa el efecto cataléptico y
disminuye la fuerza muscular en ratas inducidas a sintomas parkinsonianos
mediante el modelo agudo de haloperidol. Estos resultados se podria explicar
principalmente por el incremento de biodisponibilidad de endocannabinoides en el
cerebro por inhibicion del FAAH.

Por otro lado, es importante resaltar las limitaciones del modelo. La
principal limitacion recae en la caracteristica aguda y reversible del modelo. Si bien
los modelos agudos son usados para obtener datos iniciales de referencia, el modelo
agudo de haloperidol genera sintomas parkinsoneanos reversibles, diferenciandose

de los efectos neurodegenerativos del parkinson (6). Asimismo, el tiempo
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disponible para la realizacién de las pruebas comportamentales es escaso y limita
las mismas a un numero menor lo que dificulta los analisis estadisticos y la
replicabilidad.

Finalmente, con respecto a las hipotesis de mecanismos de accion, se debe
considerar que la complejidad del sistema del ser vivo podria implicar otras vias
fuera de la cannabinoide por lo que el uso de antagonistas de receptores
endocannabinoides como controles negativos podrian servir para confirmar la
hipotesis.

Se recomienda realizar estudios cronicos a futuro con modelos como la
60HDA para implementar modelos genéticos y moleculares. En la misma linea,
modelos de biodisponibilidad para distintas dosis aplicadas pueden ser Utiles para
comprender el mecanismo de la droga como, por ejemplo, con el uso de bombas
osmaticas. Asimismo, se recomienda replicar el experimento con un grupo control
administrado con rimonabant para comprobar el efecto a nivel de receptor CB1 y
considerar un grupo de ratas hembras. Por otro lado, se podria hacer uso de pruebas
comportamentales como la prueba de la rejilla, de mesa y plano inclinado, siendo
las més usadas después de las mencionadas en esta investigacion en un 14.5%,

1.57% y 0.39% de estudios (25).
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IX. ANEXOS
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