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I INTRODUCCION

La enfermedad de Farkinson se presenta en indiv;ggoéiq i
avanzada, siendo su mayor incidencia entre los §0 y 70 afi
manifestaciones tipicas son el temblor,: la rig-de

acinesia, falta de expresién facial, hipotoh;a

perdida de los reflejos posturales. -Recientemente’ se

que “un compuesto rélativ;héﬁfsr s
l-metil—4~fenil~1.2,3.6-tetrahidropiridina (MPTP) caus
de parkinsopismo avanzado en el hombre (1), E1 parki%sbé:gﬁé»
inducido por la MPTP es clinicamente indistinguible'del:'dejala
pacientes con la enfermedad de Parkinson idiopa&tica 1.2y,
La MPTP al igual que en la enfermedad de Parkinson idiopética
produce destruccion selectiva de las neuronas dopaminérgiédél
la zona compacta de la sustantia nigra en el hombre. 12.3it,e

primates no humanos (4.5.6) y en roedores (7).

La MPTP es una neurotoxina capaz de atravesar cualquier Cripes

de membrana. incluyendo la barrera hematoenceralica (8). Una ~vez
dentro, se dirige hacia los astrocitos ¥y a las neuronaé
gserotonérgicas en donde se biotransforms al metabolito toxice el
1-metii~-4-fenilpiridinio {MPP+). por accion de la enzima
monoamina oxidasa B (MAO~B}. la cual estd contenida dentro de las’™’
mitocondrias de aquellas células. Posteriormente el MPP+ sale de.
las ceélulas y entra en las neuronas dopaminérgicas a traves del

s1tio de recaptura de la dopamina (9).



La toxic:dad del MPP+ despues de la adm:nxstracion de la MPTP,

ha atnbuido a la produccion de radicalea libres. proceso en

formandose

ete. .

‘.cobre. el fierro compuestos

altamente .toxicos que atacan a las membranas celulares.

_",Loa‘i:re'lermentoa traza esenciales son requeridos para el
‘desarrollo. y mantenimiento del sistema nervioso central, su
dia'.trifxucion 68 muy variable. Los metales de transicién han sido
.‘involucrados en las enfermedades extrapiramidales.

El manganesc (Mn) cuando se encuentra en exceso produce la
gintomatologia caracteristica de la enfermedad de Parkinson (10),
neurotoxicidad inducida por radicales libres (1i). Por otra parte
ss ha propuesto gque el cobre (Cu)} como responsable de la
enfermedad de Wilson. la cual se presenta cuando hay un exceso de
Cu libre en el cerebro (12) y de la enfermedad de Menkes. debida
a una disminucién en los niveles de Cu en el sistema nervioso
central (13).

Las similitudes encontradas entre las acciones de los
elementos traza esenciales y la MPTP nos <condujeron a la
evaluacion de alguna posible alteracion en los niveles de Mn y Cu

regionales en organismos intoxicados con MPTP.




II ANTECEDENTES.
II.1. Anatomia de los qangiios’baaulss

Parte del control motor ektrapxrdhjddl de los mdmiférbs"' :

realizado ‘en gran proporciOn'por"losv’ganglads"5psqi§s

estructuras ' neurales del telencéfalo éatanlcbﬁstitqidaﬁ poi
siguientes - naclecs” (14): El nucieo caudado, . pucleo
(putamen . y globus pallidu;jﬂ' el "claugtrum.’
amigdalino, el nucleo lentiforme (1llamado ’ tumhign:
atriati). la substantia nigra y el nucleo Bubtalémico._. Wi
v Con. bhase en los sindromes clinicos motores. el éénnjno gﬁe’
ganglios  basales a menudo se refiere en forma restringida.a Iosi—
elementos del cuerpo estriado: caudado., putamen: vy globus
pallidus, debido a que son las estructuras involucradas en las
enfermedades motoras del gistema extrapiramidal (15).

El cuerpo estriado puede ser claramente dividide en una zona
de aferencias (el caudado y el putamen) y una zona de eferencias.
el palido. Entre las aferencias mas 1importantes del cuerpo
estriado se encuentran las fibras dopaminérgicas provenientes de
la substantia nigra que conectan al caudado {caudoputamen en los
roedores) (Fag.I:. Esta conexion se conoce como via
nigroestriatal Yy resuita importante en la patogeéenesia de ia
enfermedad de Farkinson. Entre las eferencias mas importantes se
encuentra la via palidotalamica. que proyecta desde el segmento
interno del giobus pallidus hacia los nucleos ventrolaterai vy
centro mediano del! tdlamo. Otra importante eferencis del cuerpo

astriado es la via estriatonigral gabaérgica.
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i Fiigura 'I.J}\err:encx'as Vdcrel Caudado/Putamen La substantia nigra
‘es qt'ra; estrucfura ae importancia para la patogénesis de. las
enfermedadeé extrapiramidales y estA constituida por dos =zonas
hxstoloéiéamente diferentes: [a pars compacta y la pars
reticulata, Estudios de fiuorescencia han ‘demcstrade que los
cuerpos celujares de las neuronas dopaminérgicas de la via

nigroestriatal se localizan en la pars compacta.

)



La | enfermedad . -de Pnrkinson cuyo modelo se estud:o env este’
trabajo parece ser originada por la muerte neuronal selecfiva de
neuronas de - la substantia - nigra que se expresa.  como una

disminucien de la cantidad de somas dopamineérgicos de esta zona.

II. 2. Sintomatologia de la enfermedad de Parkinson Idiopatica

La .enfermedad de Parkinson es un desérden neurodeﬁenerntivo.
descrito por primera vez por James Parkinson en 1817 (16). Eéta‘“
raramente se presenta en gente menor de 40 affos de edad. La edad
promedio a la cual Be presenta es de 60 afios.

La enfermedad de Parkinson se caracteriza principnlmenté ﬁ&r
log siguientes signog ¥y sintomas c¢linicos: temblor}r r&gidéz.nd

bradicinesia, marcha y postura anormal.

A) Temblor.

El temblor es usualmente el primer sintoma en aparecer.
generalmente ocurre cuando el paciente esatd en reposo Y
desaparece durante el suefio o con un movimiento wvoluntario. E!
temblor como sintoma inicial se presenta en los pacientes con una
frecuencia entre el 60% y 70%. y aproximadamente el 90% lo
manifiesta en estadios mds avanzados de la enfermedad. El temblor
frecuentemente afecta los miembros superiores, y con menos
frecuencia ge ven involucrados los miembros inferiores. mandibula
y lengua. Este sintoma como regla general es unilateral al
comienzo de la enfermedad. pero con el paso del tiempo Be torna
bilateral. La mano afectada tipicamente asume una pogtura
flexionada en l!a unidén metacarpo-falanges con extension de las

uniones mas distales.
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B) Rigidez.

La ‘rigidez " pu

muscular. el-

espalda; udemas de que pueda ir'acompaﬁado por dolo! e’.cabeza. en’:

la parte occipital. g

C) Bradicinesia. - CEs B . s ;V :,, B g o

La bradicinesiak es 'un sintoma que: .ge :caracteriza por la
lentitud de 1los movimientos autoénomos y déntro de ellos se
incluye la disminucién en el columpiar de los brazos al caminar:
decrece la frecueﬁcia de degliucién., resultando una acumulacion de
saliva en la boca; disminuye la frecuencia de parpadeo y la

expresién facial.

D) Postura anormal.

La postura del paciente con enfermedad de Parkinson involucra
flexion de la cabeza. tronce y extremidades. adquiriendo de esta
manera una postura encorvada hacia adelante; presentan una
flexidon tonica en las rodillas y en los brazos. La flexion del
tronco es con frecuencia severa y el paciente generalmente se
apoya en uno de los dos lados cuando se sienta.

La disminucién de los reflejos posturales con frecuencia
resulta en un pobre balance. Es comin ver pacientes con muitiples

contusiones, algunas severas y otros con fracturas.

11




La ‘marcha ™ por lo tanto tambiel

frecuencia tiénen'incibaciﬁad,pg

E) Otros sintomas.

.Otros factores

estos pacientes. Menos comunes son la incohtinénbih
impotencia (17). Se han reportado con mayor prevalencia sinto

sensoriales como el entumecimiento, frialdad, érdoEWHQLVdofbr?

(17.18.19,20). Se ha observado tambien dificiancia olfatoria-

(21), asi{ como diversas formas de distonias (22,23). -

Aunque la enfermedad de Parkinson e un desdrdeﬁ,
neurodegenerativo progresivo, el pronéstico exacto es ditiéiliade
predecir. A este respecto. Schwab en 1960 presenté evidencias de’
pacientes c¢on sintomatologla progresiva lenta. casi impercaeptible
de un afic al siguiente (24).

Existen otras formas etioldégicamente diferentes de
parkinsonismo. como el Parkinson senil. el Parkinson
postencefalitico, el Parkinson post-traumatice. el Parkinson
sintomatico y el Parkinson inducido por téxinas o drogas.

En el Parkinson senil se presentan algunas caracteristicas
semejantes a las de la enfermedad idiopatica como el temblor., la
rigidez y la presencia de cuerpog de Lewy. E! Parkinsen

postencefalitico s8se caracteriza por una degeneraciéon difusa

12



bilaterul y glioaxa de'la eubstuntia nigru Y el locus COaruleﬁa.'

desdrdenes como*

direccémenté lu eubstant:a nig a. tales como 'los gliomas y

linfomas en el- tal!o cerebral e tumores sbl:dos causando dafie a

la  substantia n:qrarfyr lasl proyecciones dopaminérgicas por
compresion. El Parkinson inducido por sustancias toxicas presenta

caracteristicas muy heterogéneas de acuerdo a la fuente de

intoxicacién, come pueden ser el monoxido de carbono, el
disul furo de carbono, el cloruro de manganesc, Y los
neurolépticos.

II.3. Modelos de la enfermedad de Parkinson.

Se han desarrollado diversos modelos de la enfermedad de
Parkinson, con la finalidad de reproducir la sintomatologia que
se presenta en el hombre.

La enfermedad de Parkinson es una de las pocas enfermedades
neuroloégicas para la cual han side desarrolladas una gran
variedad de modelos gnimales. Esos modelos han sido y son de gran
importancia para el! conocimiento de la patofisiologla de la
enfermedad Y para el desarrollo de nuevas drogas

antiparkinsonianas.

13




EL descubrimiento de la fuerte disminucion de dopamina en los
ganglios basales de pacientes con la enfermedad de Parkinaon han
motivado el desarrollo de modelos experimentales en animales. E!
cambio conductual causado por drogas colinergicas, reserpina vy
agentes relacionados., y las lesiones neurconales no selectivas
fueron los primeros modelos animales usados para la enfermedad’
de Parkinaon. : 7

Carlsson y col. (1957) fueron los primeros en descrihir la
disminucién de catecolaminas y S-hidroxitriptamina causados por
reserpina, acompafiada de hypocinesia en el raton - (25). Los
cambios observados fueron antagonizados por levodopa, de este
modo surgié el primer modele animal de la enfermedad de
Parkinson. Todas esas observaciones contribuyeron a un rapido
avance en el conocimiento de los cambios bioquimicos en la
enfermedad de Parkinson, en la cual el hallazgo mas importante
fué la destruccion de las células nerviosas dopaminérgicas.

Con un modelo animal apropiado podria ser posible Iy}
proponer un nuevo agente potencial: 2) elucidar el mecanismo de
accién de ese agente; 3) clarificar la patofisiologla de la
eptermeded humana correspondiente. Aunque por regla general un
modelo animal nunca ser4 equivalente a una enfermedad humana.

A continuacidén son revisados los mids importantes modelos de la

enfarmedad de Parkinson:

11.3.1. Modelos colinérgicos
El temblor. una de las caracteristicas sobresalientes de la

enfermedad de Parkinson, puede ser inducido en roedores por

14



varios ‘agghtes*‘coi}h¢?gicoa. tales ' como

i agencesf mas usados (27

‘usadoc para 1nvastigur el
droga (26).
Anﬁimuscarinica y la activi
drogas untiperkins;nié;ﬁr
temblor inducido por aqoﬁistas colinérg:cos semeju mAs a: - una
condicion de 1ntoxicac10n'que-al.temblor de ' la enfermedad de
Parkinson (29). : :

Grandes dosis de las drogas célinergicas ya mencionadas en
rosdoras también inducen catalepsia. incluyendo acinesia,
postura anormal. y muchas veces rigidez. La intensidad de 1la
catalepsia puede sger cuantificada, y la inhibicién por
antagonistas colinérgicos, por ejemplo, la atropina. puede ser

usada como una indicacién de su actividad central (30).

I1.3.2. Lesion neurcnal no selectiva

Una lesiodn del tegmento ventromedial en monos producida por
electrocoagulacion caugsa temblor permanente e hipocinegia
131,32). El método no fus selectivo: destruye células
dopaminérgicas pero también otras células nerviosas y zonas

locatizadas en el area lesionada. Esmte método ha sido formalmente

15

sin jembargo; ol i



usado para probar drogas dopamingfgicsé pot

notado que una lesion: limitada a1l

inducir rigidez e
La ‘dest_{'_ut.:d.ib

electédé@ééﬁlhﬁ}d

conductual:: T . n

alisitio. de lesion (ipsilaterall.-

-drogas - que fucilitunvln'tiuhémisiéﬁbdépaﬁiﬁefé@g
levodopa), - la-asimetria postural se. incrementa’y indu
marcada conducta de giro (34.35). Este modelo’ 59rmf§9:
evaluacién del efecto de la droga en .ia zona conﬁraipter&}
sistema dopaminérgico nigroestriatal daflade. Sin embargé;'ﬁo‘
gelectivo ¥ no reproduce los cambios neuronales especifiqog de

enformedad de Parkinson.
1X.3.3. Métodos quimicos

A) Reserpina.

Esta droga inhibe el almacenaje de dopamina (y tumhienr dev
noradrenalina Y S-hidroxitriptamina) en las vesiédi;é
intracelulares, produciendo la disminucién de dopamina en 1las
terminaies nervicosas. Como resultado se presenta sedacion,
hipocinesia., rigidez (catalepsia) y temblor (36). Egsta misma
condicién puede ser inducida por tetrabenazina y también por a-

metil-p-tirosina. un inhibidor de la enzima tirosina hidroxilasa.

16



" Los. éféctésrgyénéj_ de'.la:reserpina . como dei‘ia  a~metil-p-

tirosina son:.r

qﬁe;éééé vagedteé;fnop,csgsan,-
ninguna ‘’lesien  n \ Y. '

efectos. periféricos

B) Neurolapticos ) . : ' ,f‘ - ',-;,

La mayoria de los neurolépticos sonv;antagonisgag;:dé .log  *
receptores de dopamina. La capacidad de los neu%olépﬁiéés‘ purgﬁ;
producir catalepsia en roedores parece eétar correlacioﬁ;aa rcon7
au eafecto inductor de parkinsonismo en el hombre- (37). ‘La
catalepsia inducida por los neurclépticos es aguda, transitoria y
noc estd relacionada con la lesion de neuronas dopaminérgicas. De
esta manera no es un modelo apropiado para el estudio- de - la

enfermedad de Parkinson jdiopdtica.

B) 6-Hidroxidopamina

Easte fué¢ el primer agente descubierto que se conoce destruye
eelectivamente a los gistemas catecolaminérgicos. Esta
selectividad se debe a que utiliza el mismc sistema de recaptura
de las aminas biogénicas, la dopamina. la noradrenalina y la
serotonina (38). Como la 6-hidroxidopamina no penetra la barrera
hematoencefalica, debe ser administrada intraventricularmente o
intracerebralmente para producir la degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas o noradrenérgicas. Se produce una destruccién

selectiva y permanente de las células nerviosas dopaminérgicas

17




por inyeccion de G—ﬁidroxidopumina local en la substantia nigra o
ligeramente anterior a ésta. Cuando se administra bilutgrsmente
en- roederes, el animal llega a tener no solo hipocinesia, = gino
tambien a!&gia y adipsia, requiriendose un conduE;b ;. de
alimentacion artificial para mantener vivos..a, los ;éﬁihéjes.,

Ungerstedt inyectd 6-hidroxidopamina en cantiﬂadés péqueﬁés " (6=8

ug) unilateralmente en la substantia nigra-de 'la’ . rata ' para
evitar la afagia y la adipsia (39.40)}.

Cuando la apomorfina, un potente agonista de la dopamina, fué
dada pocos dias después a los animales, éstos comenzarcn a girar
en direccion opuesta a la lesion (40). Este comportamiento de
giro contralateral inducido por la apomorfina e3tA vrelacionadc
con el desarrolle de supersensibilidad de los receptores
dopaminérgicos en la substantia nigra deaferentada.

La bromocriptina y otros agonistas de dopamina actuan
directamente sobre 1los receptores de dopamina ¥y la levodopa
también producen comportamiento de giro contralateral. similar al
causado por ia apomorfina. Sin embargo, hay variaciones
cuantitativas entre esos compuestos en la duracion de su  accion,
potencia y eficiencia (41). El modelo de Ungerstedt es apropiado
para la evaluacien del potencial dopaminergico caracteriestico de
un nuevo agente. El método puede ser usado para diferenciar 1a
accién de un agente pre o post—sindptico. Las consecuencias
conductuales de la estimulacién dopaminérgica (post-sindptica) e
indirecta (pre-siniptica) son en realidad opuestos: un compuesto

que activa directamente a los receptores dopaminérgicos. causa

18



conducta de giro contralateral; mientras que un compuesto que
actua indirectamente causa solo ipsilateral. Ademds, pueden ser
evaluados con este modelo. la potenciacion o la inhibicion del
efecto de levodopa por otras drogas. El modelo "de giro" ha sido
usado por afios para la bisqueda de nuevas drogas dopamineérgicas.
Por lo que éste parece ser un modelo valide para predecir una
actividad antiparkinsonica de nuevos compuestos (35).

La lesidon dopaminérgica por la inyeccion intranigral de 6-
hidroxidopamina es estable, aunque se ha observado sensibilidad
incrementada, por ejemplo, para la apomorfina, cuando se
administra repetidamente (40). La destruccidn neuronal
especifica inducida por la administracion intracerebral de la 6-
hidroxidopamina ha sido cuestionada (42.43). Butcher y col. no
sncontrarén diferencias claras en el dafic neuronal por la 6~
hidroxidopamina (43). Sin embargo. otrog autores demostraron
degeneracion dopaminérgica especifica después de la inyeccion de
6-hidroxidopamina (44,45). La especificidad es dependiente de la
dogis, o el volumen inyectado de 6-hidroxidopamina, y de 1la
tecnica de inyeccion (44,45).

En el modelo original de Ungerstedt., ademds de 1la 2zona
dopaminérgica nigroestriatal, tambien la =zona dopaminérgica
ascendente, es parcialmente destruida. Recientemente, fueé
introducida una modificacién perfeccionada del modelo original de
Ungerstedt, en donde solamente las neuronas dopaminérgicas
nigroestriatales son destruidas por la 6-hidroxidopamina usando

una técnica estereotaxica exacta (46).
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D) i-Metil-4-fenil-1,2,3, 6-tetrahidropiridina: (MPTP).
Es un agente sintético estructuralmente semejante al nﬁrcoticq
meperidina. Su efecto téxico fud obServado en individuos  jovenes, '

quienes 1o usaron por accidente como un subproducto‘4del' agentei

anxigeésico parecido a la meperxdlna (1). La MPTP causo sintomu

virtualmente - idénticos a aqueilos de la enfermedad de Parklnson

idiohacica (1,47). Eseos pacientes respondieron a la levodopa

lqé agenistas de la dopamina. Los sujetos l:bres 'QQ -gintomas
qﬁienes fueron expuestas a la MPTP, mostrarchir‘aéﬁfﬁha
dopaminérgicas al parecer parcialmente deatruidca; ?ss£8'
obaervacidén fué realizada por medio de estudios de tomogﬁ&f!kb de
emisiodn de pogitrones (PET) wutilizando 18?—6—fxuor61evodoﬁ§;
(48) . De este modo los individuos que usaron MPTP sirvieron:-en un
sentido como "modelos humanos" de la enfermedad de Parkinson. :
Son considerables las diferencias entre ospecies en cuanto a
ja sensibilidad al efecto toxico de la MPTP: el mono. éér

claramente el mAs sensible: el raton. el gato. el coneiillo de

indias y el perro son sensibles: mientras que la rata é

relativamente resistente a la MPTP (49). La MPTP asg unajprotoxxna

ia cual eg convertida al metabolito texico 1-metil=.
fenilpiridinio. el ién MPP+, por accion de una’’ enzxma
mitocondrial, la monoamina oxidasa tipo B (MAG-B} (8.50.5i1: El.

MPP+ asi formado es incorporado por las neurcnas dopaminergicas a
las cuales destruye., probablemente por intertferir con la

respiracién mitocondrial (52,53,54,55).
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la‘administracién de un inhibidor de la monoamina oxidasa:tipo

tal como el deprenyl (56,57). Los inhibidoréﬁ d

deficiencia en la dopamina estriatal inducida p

cambios conductuales (hipocinesia) en ratones los “-cuales

respondieron a la levodopa (59). Sin embiréo' esos cqmbjos
conductuales no fueron permanentes.

Las deficiencias bioquimicas, y conductuales en monos despues
de la administracion de MPTP son parecidos en un grado
considerable a aquellos que se presentan en enfermedad de
Parkinson (tabla 1) (4,49.60.61). La MPTP indujo un claro temblor
permanente en el mono verde africanco (49). mientras que el
temblor postural fué observado en otras cepas (61.62). La
levodopa y los agonistas de la dopamina revirtieron el deficit
conductual inducido por MPTP (61). El uso regular de levodopa
pueden causar discinesia en monos y también en los pacientes con

parkinsonismo inducido con MPTP (1.61).
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;éstufpltlexionada
: ﬂiafagia . . . ¢ -

Permanencia de facciones . -

Decremento de dopamina estriatal +
Dismin. de calulas en sustantia nigra +-
Proteccion por inhib. de la MAO B +
Respuesta a la levodopa +
Dosis acumulativa (mg/kg) 80

+ caracteristica constante

~ caracteristica ausente

? ecaracteristica dudosa o desconocida.
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Recientemente’ fué producido hn'mbdeié &e heﬁipa}kinsohismof§6} b
la -inyeccion de 'MPTP . directamenté én  una - d corias

carotidas del mone (63,64). Este modelo se parece al’modelo’

Ungerstedt en la rata. El parkinsonismﬁ y'ei-ﬂéﬁip'>kiﬁs n
inducidos por MPTP en monos son modelos aprobiadoé tambjen
estudios de PET examinados con 18F—6—fluorolevod6béf(65}.

El parkinsonismo inducido por MPTP en monos hé’:'bi'fﬁsjdf~
modelo de la enfermedad de Parkinson disponible husté ahofa:'COmo
consecuencia, las investigaciones en los monos son. amplias .y
laboriosas, ya que ésta especie es la mas apropiada ‘para
investigaciones patofisiologicas, neuroquimicas y de drogas
especificas a largo plazo, y sin embargo menos apropiadoes para
la busqueda de estudios de nuevas drogas potencialmente atiles en
el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, debido al alto.

coato de los estudios.

I1.3.4. Modelo de la edad.

Se ha sugerido que el proceso natural del envejecimiento de
lag neuronas dopaminérgicas nigroestriatales es debido a la
accidn de neurotéxinas especificas originadas a partir del
metabolismo de la dopamina (66), y que la enfermedad de Parkinson
puede ser una forma de envejecimiento prematuro debido a toxinas
de origen desconocido (67). Ambas téxinas. tanto las endégenas
como los radicales libres y las quinonas como las exégenas,
andlogas a la MPTP, pueden contribuir a la patogénesias de la
enfermed;d de Parkinson (68). Cuando fué administrade el

deprenyl., un inhibidor de la moncamina oxidasa tipo B, se previno
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la disminucien de dopamina, tpeiljtojia;activ;dad de1as neuronas
nigroestriatales -y protegi¢  del efécto”héurotdxicd’kdef 1a,'6{
hidroxidopamina  en -animales (67). Tﬁmhien protégio del' afecto :

toxico de la MPTP. Sin embargo, en esos estudios fue administrado

antes. o conjuntamente con MPTP. Los.primerOB estudios iéi@ gco
con deprenyl fueron prometedores con el proposito de brevénir
progresién de la enfermedad de Parkinson (69). o
. ‘Se ha usado la inhibicion de cambios relacionaqos
edad. en ratas, como un modelo animal para evaluar g;lé
que puedan ser implementadas también para el trahamiénﬁ
qnférmedad de Parkinson. El tiempo de wvida y . la
sexual, =se han empleado como criterio conducéual_ (;6
administracion de deprenyl incremento signiticativamente'lu
Yy la actividad sexual de las ratas macho (70.71). El ‘obstdﬁuiéy

para este modelo es gque es necesario un periodo large de

administracién de la droga, que puede ser de 3.5 afios (70). Pprﬂr H
otro - lado, el proceso de la edad no explica la degeneracion de,
neuronas dopaminergicas nigroestriatales en la enfermedad de
Parkinson (72).

Marshall y Berrios (1979) describieron un deterioro en la
habilidad de nado de las ratas viejas. la cual fue¢ revertida ' por
levodopa y apomorfina. Esta prueba podria ser un indicador de las

alteraciones dopaminérgicas relacionadas con la edad (73}.
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711}4.,C&m@ioé;pétoiOQidéa en organismol
. Estudios’ histologicos’

‘sindrome de--parkinson; en el

enférmeqad de

por’la-enfermedad . ‘de

0 de las

; nedfonu; ‘higmentadﬁs de “la gqbstpntl “'nigra ‘qde'rhormﬁimegté
‘7broyectan al-estriado. Esta perdida,dé,gelulgs neurgnales ha side
iaébciada con inclusiones eosinofilicas’ intracitoplasmaticas. o
: ‘Cuerpos de Lewy. en la substantia nigra. Otras 4reas que muestran
cambios degenerativos son el locus coeruleus, el nucleo dorsal
motor del vage, y el nucleo basal de Meynert, y esos cambios son
también acompafiados por la presencia de cuerpos de Lewy (74).

Por otra parte. todas las evidencias sugieren que la
neurotoxina MPTP. destruye gelectivamente las neuronas de la zona
compacta de la substantia nigra (3.4.75); dentro de egtas
evidencias se incluyen casos de intoxicacidn por MPTP en
humanos. Las restantes Areas cerebrales parecen estar intactas,
incluyendo el locus coeruleus y el 4&rea tegmental wventral
dopaminérgica. La MPTP es la primera neurotoxina que afecta
selectivamente a las neuronas dopaminérgicas (75).

En el caso particular de la intoxicacien con MPTP en humanos,
per medio de autopsia ge encontro una destruccion celular en la
substantia nigra y afluencia de estructuras eosinofilicas

citoplasmAticas parecidas a cuerpos de Lewy (76). Esos cambios

fueron confirmados por Langston y col. (1).
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Los organismos tratados con HPT§ Y egiudiadbs‘hiétbi giciméhte

con técnicas de fluorescencia. muestran hinchazé distorsion.de

terminales fluorescentes en el cuerpo eatr.
celulares. de la substantia nigr;; eﬁé?ﬁialménte»
(75). L

Los primates tratados con MPTP ﬁqrq

cambios histolégicos en la substantia nigr&"

pars compacta; dichos cambios fuéron: G ‘nerviosas

. granulares

necroticas con nucleoc picnético v b4 ﬁigmentbs

extracelulares (77).

Los estudios con el microscopic electrénico hnn‘most?édéfﬁué :
en la substantia nigra se presentan cambios vacuolares en -.las '
neurconas pigmentadas. asociados con rompimiento de cromatina Cen:
el nucleo y desintegracion del nucléolo. El aparato de Golgi vy-
lisosomas se encontraron tambieén dilatados (77).

Un mes después del tratamiento, en A4areas donde se han
ancontrado loé cuerpos de Lewy en humanos, se han reportado
inclusiones eosinofilicas en la substantia nigra, en el nucleo
dorsal motor del vago., en el nucleo basal de Meynert. y en el
nucleo dorsal del raphe en el mono ardilla (78B).

La histologia es8 menos clara en }a rata, no parece haber
disminucion de ceélulas en la substantia nigra (60). sin embargo.
en el raton. Heikkila y colab. han reportado una disminucién

celular (79).
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11, 4 .2 Estudios hioquimicou

:sm1nuc16n de” neuronas en la substantia .
de Parkinson. es acompafiada por"uha

niel édhtg@idé‘dé dopamina asi comc una dism:nuc:bn

uéfgnz!mas responsables de  la sintes:a d

.la tirosina hidroxilasa:. y

‘descarboxilasa 57 8reas cerebrales afectadas

kpaéiente no tratadoa. 86 encuentran dlsmxnuidos los nive
Vacido homovanil:co (HVA). el pr1nc1pal metabollto de la

(74} en' liquido cefalorraquidea (LCR), 1nd1cando

importancia de las neuronas nigrales para una,huena,pfoﬁqcbipp L
dopamina cerebral. s v‘r,,-.

El decremento en 'los niveles de HVA ‘en el . liqdidB
cefalorraquideo, ha sido reportado tanto en enfermos de
Parkinson, como en pacientes expueétos a la MPTP (81).,  con
niveles medios de 15 y 16 ng/ml. respectivamente . comparado con
el promedio de los controles de 47 ng/ml. Los niveles del 4cide
S-hidroxi-indolacetico (5-HIAA), el principal metabolito de la
gerotonina en el liquido cefalorraquideo. no estdn alterados en
ninguno de los dos grupos: pero estan muy elevados los niveles
de} metabelito de la norepinefrina al 4-hidroxi-3-
metoxifeniletilenglicol (MHPG) en pacientes expueétos a la MPTP
{77 =+ 0.5 ng/m}) comparado con aquellos con ia enfermedad de
Parkinson (43 + 0.4 ng/ml) o con el grupo control ( 5.4 %+ 0.4
ng/ml). En los pacientes expuestos a la MPTP el dafic limitado a

las neuronas dopaminérgicas puede ser compensado por la actividad
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central  noradrenergica 'y céﬁo,no Y ci
enfermedad de Parkinson quienes tienen tamhien,dunos en-:el

coeruleus,

| II.5. Metaboliemo de la MPTP
La mayoria de los esfuerzos para dejar en élard gl
mecanismo de accién de la neurotoxina l—metii—q;fenil—l.z;a.s—
tetrahidropiridina la MPTF, han proporcionado poco adalanto  en
el conocimiento. Sin embargo, se sabe que la MPTP es un compuesto
liposoluble que penetra facilmente las membranas, incluyendo la
barrera hematoencefdlica (B). Markey y cols. demostraron que la
MPTP eB rdapidamente metabolizada a su derivado cuaternario el ion
l-metil—4-fenilpiridinio el MPP+ (B).

La conversion de la MPTP a su metabolito MPP+ se demostro
primero in wvitro en homogenados de cerebro de rata (30.82) y mono
{8). ¥ posteriormente en otros teiidos. La oxidacién de MPTP a
MPP+ es mediada por una enzima mitocondrial. la monoamina oxidasa
tipo B (MAO-B) (Fig. 1II). La biotransformacién de MPTP es
bloqueada por drogas que inhiben la MAO-B tales como el deprenyl
y la pargilina, pero no por aquellas que bloquean sgolamente la
monoamina oxidasa tipo A (MAO-A) como la clorgilina. lo cual
llevo a la conclusion que la MAO-B participa en la bioactivacion

de la MPTP.

28



ASTROCITO NEURONA

recopton g
la Dem"w. Mitocondria
Ditusién

Hlmn!oanc!full co \r\

u Capilorldad

Endotalto Caplilar

Figura. II. Metabolismo de la MPTP (Kopin. 1988)

De 1la oxidacién inicial de la MPTP resulta un compuesto
intermediario la i-metil-4-fenil-2,3~ dihidropiridina (MPDP+). la
cual puede ser auto-—oxidada por deaproporcion a la MPTP y el

MPP+. o ser convertida enzimaticamente a MPP+ (Fig. III).

MAO-B
N NI./ N7
CHs - C{is CHs
MPTP MPDP* MPP*

Figura. III. El MPP+ es formado por la oxidacion de la MPTP a
MPDP+, mediada por la MAO-B. La MPDP+ puede auto-oxidarse a
MPP+.



La importancia que tlono a iotranatoruwciﬁn de la MPTP pnra

que ge presente la tox:cadnd de. la misma. fué establecida cuande
se demostrd que-la inhibicién'de‘;a MAO-B por'pretrutamaentp con
pargilina (un inhibider no selectivo de la MAO) y el deprenil (un
inhibidor selectivo de la MAO-B) u otros inhibidores de la' MAO-B
(pero no clorgilina) no solamente bloquean la formacioﬁ de - MPF¥,
sino previenen la disminucién'de dopamina en el cerebro del ratén
(83.84) y protegen contra el desarrcllo del parkinsonismo
inducido por MPTP en monos (5,57).

Por otro lado., fue¢ posible demostrar que el MPP+ es téxico in

vivo e in vitro, después de una inyeccion intravenosa, o despues

de una inyeccién local directamente dentro del cerebro del mono
y del raton. El MPP+ es un compuesto polar gque no penetra
facilmente la barrera hematoencefalica. asi que su formacién a
partir de la MPTP en los capilares del cerebro pueden impedirse
si el precursor no entra en el cerebro. De este modo la MAO-B de
los vasos pequefios y de los capilares puede actuar como una
barrera enzimdtica para la penetracién de la MPTP al ce}ebro. La
MAO-B se localiza dentro de las neuronas serotoninérgicas (83) vy
en 1os astrocitos (86)., asi como en las paredes de los vasos
sangulineos de algunas especies.

El MPP+ es un compuesto polar que se difunde con dificultad a
través de las membranas lipidicas, pero que sin embargo sale de
las neuronas Bserotonergicas y de los astrocitos hacia los
sistemas de recaptura de la norepinefrina y de la dopamina por

los que tiene una gran afinidad. concentrandose selectivamente en
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las neuronas dopaminergicns‘k53.85).

junte con la dopamina sn sus veéiéuias (8.87)

Las drogas que inhiben latéﬁp,

previenen el dafio inducido po

dopaminergicas de ratones (86,89.89);'

esfuerzo para descubrirlo. ya que pkobablgmqhtgwxr

mecanismo de accién que induce la muerte celular en:la enf

de Parkinson idiopatica (90).

I1.6. Mecanismoe do toxicidad celular de 1la 3

1,2.3.6-tetrahidropiridina (MPTP).

para tratar de explicar el mecanismo de
inducida por la MPTP:

I1.6.1. TEORIA I. Inhibicién de las enzimas mitocondriales por lﬂ_r

acecion del ion 1-metil-4=fenilpiridinio (MFP+).

Como ya se menciond antes. el metabolito realmente téxico ‘es
el ion l-metil-4-fenilpiridinio (MPE+) después de su
biotransformacién a partir de la MPTP por medioc de la MAO-B.

Ramsay y col. demostrarén que el MPP+ es acumulado por un
proceso de captura dependiente de energia dentro de la
mitocondria intacta (91.92,93.94). El procesc de captura parece
ser dependiente de un gradiente electroquimico de la membrana
mitocondrial, ya que la valinomicina y el K+, anulan el

gradiente. inhibiendo 1la captura de MPP+. In witro, el MPP+
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;inﬁéffiere“ con la’ oxidacién depend:ente de NADH de "piquaiohgé“,,
glut&mahb en mitacondrias purificadas de rata o.

~que afecte la oxidacion del succinato. Esto sugxer que el SJc;Q

interaccion con el proceso respiratorio es en al compl ;d I
5(95). En rebanadas de necestriado de ratén. el MPP+ I
incrementa la formacion de lactato y aumenta la acum 1ac10n

‘glutamato y de aspartato, lo gue es cdnjruenﬁe con’ la

:de - la oxidacién mitocondrial.

Los iones de calcio interfieren conrln captura- de. MP?+ ‘en
mitocondrias aisladas de rata (%4). ya que pueden competir: por
o]l ‘mismo gradiente electroquimico. Aunque ni ‘la 6—0H—DA ni el
MPP+ separadamente tienen mucho efecto en la tasa de liberacién
de calcio secuestrado en la mitocondria, juntos incrementan
grandemente la tasa de eflujo de calcio. Por otro lado. el exceso
de calcio liberado al citoplasma ha sido implicado como una causa
de muerte celular, ello sugirid que los efectos toéxicos de la
MPTP podrian ser mediados a través de la liberacion de calcio de
la mitocondria.

Algunas evidencias a favor de esta teoria son:

1.- Los inhibidores de la respiracién mitocondrial que actuan
sobre el sitio I. como la rotenona. producen dafic dopaminergico--
cuando se administran intrecerebralmente (96)

2.~ La administracién de MPTP o MPP+ disminuye el contenido
de ATP en hepatocitos de rata (97).

3.- La administr;ciOn de MPTP a hepatocitos produce un

+

incremento en el Ca citosolico y una disminucion del
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un’

mitoconhrial = cohsiderahdose éato jcomo:‘ indice’ qo; datio
estructural n ln mitocondrla (QB) i

Ev;denclas en contra de eetu hipétesis aon

: }. " Estudios de’ mxcroscop)

efectos ﬁemprunos de: MPTF - no producen ‘alte aciones:
éséruétura miiocondfial tal” como ocu
'tbx:cas que. afectan.-la; resp:rac1°n mxtocondr;a
2:= " La . disminucién del ATP Jnducida
neuronas. " se produce  después de: 12 horas

concentraciones de 1 a' 3 mM de la neurotéoxina-~(100})-~

II.6.2. TEORIA II. Toxicidad de la TP mediada por-  radicales’:
libres.

La formacién de radicales libres es bien conocida y es un‘
importante mecanismo mediador de los efectos toxicos de una gran
variedad de compuestos quimicos (10l1). La semejanza estructural
del MPP+ y el pesticida paraquat sugiere que el mecanismo de su
toxicidad puede ser similar (102). Bus y colab. (1976)
propusieron que los efectos téxicos del paraquat son mediados
por el ciclo redox en presenc:ia del oxigeno, para geherar

radicales libres superdxido (0 .) (103}. Cuando hay una
2

disminucién de antioxidantes protectores (por ejemplo glutation).

son formados O -. H O y OH causando peroxidacion lipidica en las
2 22

membranas celulares y en la de los organelos como la mitocondria
Y los lisosomas, dafic oxidativo al DNA y RNA, e 1nactivacion de

enzimas.
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4) Concentraciones altas de metales.de. ty
o 2+ RN

‘de radicales libres (Fe ).

Normalmente, las enzimas superdxido dismutasa.” la . catalasa 'y

la glutatién peroxidasa. junto con substancias solubles fédgcidas,

previenen la acynulacién excesiva de radicales  libres

embargo. cuando la formacién de radicales libres se acelef;,

mecanismo protector puede ser inadecuado. ‘ :
Se ha sugerido que la peroxidacion de lipides puedekreéﬁﬂr :

implicada en varios desordenes neurologicos (104.105). incluyendo

la enfermedad de Parkinson., en la que se demostro que . la’

peroxidacion lipidica basal postmortem estad incrementada en . la
substantia nigra (108). Han sido obtenidas evidencias indirectas
en apoye al papel del ciclo redox y la participacion de los

radicales libres en la toxicidad del MPP+ (109).
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El:

pratrntamiento d

alstem&t;cnmante es av1dente.

lo cual indzcn la existe‘ci

i Plasmu.

y la produccién de éstog radicales- esta determinada por ‘la
presencia de metales de transicién (114)

2.~ La MPTP disminuye los niveles de glutation-SH en
substantia nigra de roedores, Ic que 1mplicu‘una reduccion en los
mecanismos de defensa contra los radicales libres que son
dependientes de este aminodcido (115}

3.- El tratamiento con antioxidantes previene el efecto
neurotédxico de la MPTP (116) y del MPP+ (117)

4.~ La administracion del dietilditiocarbamato. un inhibidor
de la enzima superdxido dismutasa (otro mecanismo protector
_contra los radicales libres}, y quelante de los metales Mn, Cu -y~

Zn, potencia los afactos neurotdxicos de la MPTP in vivo (111)

5.- El MPP+ incrementa la peroxidacion de lipidos in witro

(118).
Evidencias en contra de esta teoria
Algunas evidencias recientes, sin embargo, sugieren que la

participacién de los radicales libres en la neurotoxicidad de la
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HPTP no es . tun clara.

1.~ La- administ'acién de drogas que incrementan el coﬁéenido_

de gluhntlon 1ntrac lul

MPTP (119)

noAprgtegen de 1n,neurptox1c1 '

2.

;ei‘ﬁejido'ﬁeur&l y éste podria explica

en’
efecto .de la MPTP -(121)

EY Yy
incrementa la peroxidacién de lipidos cerebral, medidﬁfa'ftrg§géi
del indice de conjugacidn de dienos (122)

Finalmente, es muy importante correlacionar los, hallazgps‘
mecanisticos que apeyan la hipétesis de losg radicales libres: en
el modelo de Parkinson por la MPTP. con el Parkinsonismo
idiopatico. ya que existen reportes de estudios post—morﬁem de
pacientes que indican lo siguiente: ’

1) En el cerebro la peroxidacién de 1ipidos Dbasal estd
aumentada (108)

2) E} contenido de Acidos grasocs peli-insaturados
{substrato de la peroxidacion de lipldosi an la Eustﬂntia nigra
estd disminuido (123)

3) Se ha reportado una disminucién de glutatien-SH en la
substantia nigra (124)

4) El ion Fierro (II+). promotoyr de radicales libres. esta

aumentado en la substantia nigra (125),
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El

termzno ‘”élemedto

.elémentos quim:cbsi
moléculas ‘biolégica
los
Nielsen (1584): arsénico. cromo.,cobalto. cobre(

manganeso, molibdeno, hiquei; selen:o. sxlicio Yz

algunas evidencias de esenc:alzdad para adicxonbr

ultratraza como: boro, fluor. ploms. litio;:,yifvgnhdi;~ ‘91
evidencias deébiles para incluir otros: bfbmo,.cddmio fy' egtaﬂé"
(1273 - L
Sin embargo, Se Cconoce poco acerca de las funciones
neuroquimicas de los elementos traza egenciales. Los elementos

traza que se sabe son requeridos para el desarrollo -y

mantenimiento del Bsistema nervioso central (S.N.C.). aéh
manganeso, cobre, fierro, cobalto. yodo. molibdeno selenio i'ﬁiﬁ%-
(128). ke

La distribucion de los elementos traza en el cerebrbt es

variable (tabla 2) {humano: Fe (129). Mn y Se (130): Cu ¥“ Zn

(131); rata: Mn (132). Cu y Fe (133), Se (134). 2Zn (135)1.

este modo cada uno de ellos tiene una forma vy func10n nnica

dentro del S.N.C. (tabla 3) (129,130,131,132, 133).
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TABLA ONCENTRACIONES  DE  Mn. Cu. Fe, ' Se

EN LAS 'DIFERENTES REGIONES CEREBRALES

: NIVELES DEL’ELEMENT!
REGION . = . ' Cu <. "FelZiiM

Centrum semiovale

Corteza cerebral (frontal)
Corteza cerebelar

Materia blanca cerebelar
Cuerpo calloso

Hipocampo

Locus ceruleus

Pallidum

Putamen

Substantia nigra

. Cerebro de rata

Cerebelo 14.3 - 116  2.3% 1.10 53,5

Corteza 15.0° 102 1.80 0.93 68:9
Hipocampo 14.5 132 2.13 -7 eane
Hipotalamo 18.3 89.4 5.88 - :32.0
Me¢dula oblongada 11.1 80.5  1.71 0.83 36.2
Mesencefalo 14.6 97.0 2.42 - 49.4
Estriado 14.6 61.4 1.91 - 67.4

En el caso del humano los niveles mAs elevados de estos
metales se ubican en tres regiones. el palido. el putamen vy ‘{p
gustancia nigra. que en conjunto forman la via nigroestriatal. ia
cual es afectada por la enfermedad de Parkinson. En el cerebro de

la rata la distribue¢idn es mads heterogénea.
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TABLA 3. ELEMENTOS TRAZA ESENCIALES, MOLECULAS ‘EN DONDE .~ SON

INCORPORADOS Y LA FUNCION BIOLOGICA DE TALES MOLECULAS.

ELEMENTO
Cromo '1§’§iucdsa.
o d nutricion
Sintesis:de pét;bnina,e

Cobalteo

somerizacion ‘de.la me
1-malonil=coenzima A.

Destruccién del radical

superoxido.

o H)droxJAputJtaf:~:r,Aumeﬁta enla.dureza de

fluorada, los dientes. - = |

Proteinas: con’ Transporte de ‘éxigenc,

grupo. hemo: hemo de electrones, destruc
glohina, citocro ciéen de H O .,
22
mos, catalasa etc. |
etc.
Yodo ‘ Triyodotironina. Regulécidn del metabo-
tiroxina. etc. lismo.
Manganeso Enzimas: superoéxi Destruccion del radical

do dismutasa, etc. sSuperoxido.

‘Molibdeno Enzimas: xantina Sintegis del radical
oxidasa, aldehido superoxido
oxidasa, etc.

.- Selenio . Enzimas: glutation Disminuir la concentra
peroxidasa cién de H O y de
22

hidroperéxide de lipidos

Z2inc Enzimas: superédxi Destruccién del radical

: do dismutasa. etc. superéxido.

Los - elementos traza en el metabolismo cerebral. participan
como cofactor de enzimas metalodependientes. implicadas en
diferentes funciones biolégicas, en diversos organelos

subcelulares.
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I1.7.1. Manganeso.
La informacion acerca de las funciones neuroquimfcas‘ del
manganesc es limitada. Sin embargo. estudios nutricionales  han
confirmado que el manganeso es requerido para el desgrrrbllof Y

metabolismo normal del cerebro (136).

A) Distribucion

biolégica de que se trate, la edad y la dieta.

en humanos adultos que en los infantes (137).

B) Funciones enzimAticas

El manganeso, in vitro, es capaz de activar cierto nﬁﬁers zdé{t
proteinas, conocidas come manganoproteinas, i

Una funcién enzimdtica del Mn en el cerebro, como- en oﬁ;o§~f~lh
érgancs, es realizada por la proteina mitocondrial superéxido

dismutasa dependiente de Mn. SOD-Mn.

i) Superoxido dismutasa
La superoxido dismutasa dependiente de Mn es una importantie

enzima en el metabolismo mitocondrial de los radicales derivados
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del . oxigeno (Fig. 1IV), es decir,  desempefla el” papel: . de”
antioxidante en defensa del tejido cerebral contra-los radicales

libres.

4

e 0 “~—Aminas

Xunll
o \0' HeOp
Ferdtina \Flé/nléj

HO-

Peroxldacidn
da Llpidos

Figura IV, Papel de los elementos traza en el metabolismo del
cerebro. Enzimas metalo-dependientes estdn inveolucradas en
diversas reacciones en diferentes organeleos subcelulares. Esas
proteinas incluyen, la catalasa en peroxisomas: superoxido
dismutasa dependiente de Mn (S0D-Mn): glutation peroxidasa (GSH-

Px). etc. etc.
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i4) Glutamina sintetasa

La glutamina sintetasa es especialmente
gliales donde se realiza la sintesis de glutamina con el fin’ de '’

ser transportada & las neuronas para la - sintesis’ . de. .los

neurotransmisores glutamato y GARBA. ‘ Lot i

1ii) Piruvato carboxilasa y glucosil transferasa,

El cerebro puede contener otras enzimas dependientes de Mn tal
como la piruvato carboxilasa o la glucosil transferasa., pero de
ellas se conoce poco. Ciertas funciones cerebrales dependen de
manganoenzimas, sin embargo, el conocimiento sobre ellas es
iimitado. El Mn puede también influir directamente el metabolismo
de los neurotransmigores en adicioén a su papel catalitico en la

glutamina sinteatasa.

C) Toxicidad.

Ferraz. en 1988 reportd que cuando el Mn se encuentra en
exceso, produce una intoxicacién en humanos (10). El
envenenamiento por Mn se caracteriza por sintomas parecidos a los
de la enfermedad de Parkinson 1idiopaAtica, tales como la
micrografia. la bradicinesia. el temblor. la postura flexionada y
la inestabilidad emocional: ademas se presenta una disminucién en

el contenido de dopamina (DA) nigral y estriatal(10}
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Chandra ¥ Shukln en 1981 encon:ruron que el _tratamiento’ ‘con’i’

manganeso produce 'n:cialmente un aumento en

”él;jébnteﬁidb'

dopam1na, y Ac:do homovanillco‘j

norep:nefr:na

estr1ado

las

mencionadns (140

En- base -a estos y otros halluzgos se hu

a) que la toxicidad del Mn es induc:da por radicales lihres~

2+ 3+
i) Mn * H O ‘———9 OH + OH— + Mn
2
- - 2+ § : - 34
ii)  Mn + 0 ===3"Mn + 0 -,
2. : 2
D) que el estado de oxidacion del Mn es de suma 1mportancia.
3+ 2+
ya que exigste como Mn Y Mn _: siendo el manganeso con valencia

3+ la egpecie toxica ya que promueve la peroxidacion lipidica, en
2+

contraparte el Mn es citado como antioxidante (l1). (Tabla 4),
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TABLA 4.

Dopamina’’:

Mno. 7 Radicales - Antioxi~

libres ac~ ‘dante - VMihergiqu coli="

tivados .- nérgica.
por ‘enzi-
mas. DBM.

~io ik guanilato

ciclasa vy

citocromos.

El ectado ae vaiencia del Mn es un factor importante para la
toxicidad del metai sobre ios lipidos de las membranas cezﬁiaresA

La especie toxica es el Mn con estado de valencia mas alto.
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II.7.2. Cobre.

El' cobre esta présenfe?en relativamente altos niveles:

cerebro 'y estd;;disthjhuiab h ®
oxidacion, | cubfoso‘:(cﬂ+)
depende de la,régiqh céie$>‘

variablées como la  edad

con las funcionea neuralss conocidas del”cobre.

A) Distribucién

En general. los nivelea de cobre en la substancia gris exceden
los de la substancia blanca de 2 a 3 veces. Esto puede reflejar
la distribucién y la concentracion de proteinas. El cobre esta
también en mayor proporcidn en ciertas regiones como el locus
coeruleus y la substantia nigra,

Ademads el cobre se encuentra en altas cantidades en la
fraccion citossdlica, a nivel subcelular (145) y en la fraccion
mitocondrial (145,146} dentro del cerebro; mientras que el cobre
Y las proteinas constitutivas se encuentran en el mismo
porcentaje en lag fracciones nuclear, mielinica, microsomal y
sinaptosomal (145). Sin embargo, un estudio indicd que el
enriquecimiento de cobre en organelog subcelulares puede depender
de la region cerebral (146). A pesar de las altas cantidades de
cobre en ciertas fracciones subcelulares., existe el cobre

necesaric en log organelos restantes para su funcionamiento.
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B) Funciones enzimaticas

i) - Cuproenzimas: desde hace tiempo seAconoée

contiene un gran numero de-ligandos de_?bbr

NOMBRE

AlbocupreinA I

Albocupreina II ‘j14f900' ‘Désconocida

" pétoxifica-

Cobre tionéinu;fz +000
V cidén’de 'Cu

Citocromo cxidcéa ;22;0 -ﬁ Transporte

de electrad

& nes.
DopnminaFB mono-v ;§c.6ob 4 8 Sintesis de
oxigenasa. : [ ' Norepinefri
7 na.
Neurocupreina 9,6b0 ‘_ 1 . 1 Oxidacioén
’ " ‘ de aminas
Superoxido dia- 32,bdb 2 2 Dismutacién
mutasa de O -.

2

En esta tabla se muestran ias enzimas dependientes de Cu en el

sistema nervioso central, desconociendose la funcion de algunas.
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ii) Citocromo C oxidasa

'Uﬁd de laa actlv:dades enzxmaticas depend:entes de. Cu /hejor

conocxdcs ea la catallsxs de Ia ox:daczén .de cxtocromo c.x Cohen Y':;:"

*cerebré dé lﬁ'faté;

provocu

xa dxsminucibn dela act:v 4,

egtrechamente reldcionudos r150)
En' el cerebro. la c1tocromo 0x1dasa es;una importunte anziha'
de! mctaboiismo ox1da;1vo (tosforilacion). ya que facilita “le

:rﬂnsferenc:a de 1 elécérbn. ‘Esta diétribucjon dentro de .las

neuronas (soma y dendrztus) ref)eJa la‘actividad neiral tnica de
esa’ via (lsll,v La actxv:dad de la citocromo ¢ oxidasa aumenta
aprox;madamente 4 veces entre el nacimiento y la lactancia ‘en

’utas (83.152).

111) Superoxldo diamutaaa

Las celulas eucariontes, incluyendo neuronas y glia, contienen
Z diferentes proteinas que catalizan la desproporcién del radical

sdperax:do (0 —.1, la reducc:i:on univalente producto del dioxigeno
Z

153} . Ambas son cenocidas como superoéxido dismutasa (SOD).
Una es un homodimero de 32.000 daltones de peso molecular. <Cada

subunidad contiene ! mol de Cu y Zn (CuZn-SOD). La otra SOD
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eucariotica contiene un Mn por subunidad y es un ;gé;famerp

80.000 daltones de peso molecular. La distribucién sﬁbéeiﬁlafﬂ

CuZn-S0D y de la Mp-SOD es unica. la Mn-SOD se localiza  en :la:l

matriz de la mitocondria, mientras que la CuZn-SOD éei‘loca

principalmente dentro del citoplasma. Recientemente;;wha ido f

descrita una forma extracelular de la superoxido dismufasaly(EC—
S0D) (154). Esta proteina es una glicoproteina tetramericgl que

contiene Cu y tiene un peso aproximado de 135,000 daltones. Eaté

puede también contener Zn Y ha sido detectada en mueséfas, de
cerebro humano a muy bajos niveles.

A lo largo de 17 afios, la CuZn-SOD ha estado sujeta a wuna
intensa  investigacién neuroguimica, descubriéndose que ‘lﬁv}
proteina cerebral llamada cerebrocupreina, la cual fus aialada‘éni

1957, tiene actividad enzimatica (dismutation del O —-.} (155).7 7
2 s

La superédxido dismutasa dependiente de Cu ¥ 2n es la'fméyqr
cuproproteina cerebral y se ha estimado que el 25% delr cohég

total estd en el cerebro en forma de ésta enzima. en el caso ~de

la rata (156). El S5.N.C., esB un érganc altamente aeréhicp; en.
estado de reposo. consumiendo aproximadamente una quinta ~ parte
del oxigeno total. El S.N.C. es también sensible a la toxicidad
del oxigeno. De este modo, la actividad de la SOD se supone dgue
puede ser importante en la proteccién cerebral por la elevacion

del radical superoéxido (0O —,) durante las condiciones normales
2

Y/o bajo varios estados neuropatoleégicos. Cuandoe la actividad de
la CuZn-SOD fué¢ reducida aproximadamente en un 25% en el cerebre

por una deficiencia de Cu en la dieta de ratas jovenes, ninguna
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evidencia de peroxidacion de lipidos aumentada se observd (157).
Sin embargo., cuando la actividad enzimaAtica fue inhibida
alrededor de la misma extension (31%) en ratas inyectadas con
dietilditiocarbamato (un quelante de Cu), se redujo la latencia a
convulsiones inducida con oxigeno hiperbdrice ' (158). Ello
sugiere que la SOD dependiente de CuZn Jjuega uﬁ papel de
antioxidante en defensa del cerebro. Sin embargo, el
dietiltiocarbamatc., también puede tener otros efectos en el
cerebro, tales como la deplecién de ia via de la norepinefrina,
ésta acciona sobre la dopamina-B-moncoxigenasa, inhibiendo la

glutation peroxidasa (otro antioxidante) y la elevacion del H O
22

(159) .

Han sido estudiadas un gran namero de enfermedades
neuropatolégicas en las cuales ha sido implicada la peroxidaciodn
de lipidos Yy en las que ha sido medida la actividad de la SOD
dependiente de Cu y 2Zn. Estas incluyen alcoholismo crénico.
esclerosis multiple, y sindrome de Down. No encontrandose cambios

en la actividad de la SOD.

iv) Dopamina-B-monooxigenasa

Una tercera enzZima dependiente de cobre es la dopamina-B-—
monooxigenasa (DBM). Es una glicoproteina grande ( peso molecular
290,000 daltones) tetramera, responsable de la sintesis de el
neurotransmisor norepinefrina:

dopamina + 0 ————--- > norepinefrina + H
2 2

La reaccion I es catalizada por la DBM y la reaccion I1  por
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la '~ pemidehidroascorbato ' reductasa '(63).“' El- ‘‘ascorbato
T g

Cu i

marcadamente reducido endégenamente por convergidnidalf

Cut.

hipotdlamo posterior y en esas regiones la DBM. e

abundante segun lo reportado por determinacién'rérnzi‘{n

{(160,161) o inmunoquimicamente (162). E!l método hist-uquiniiCOV

mostrd también que la DBM esta presente en los axones:

los granulos de norepinefrina. En contraste a
oxidasa y a la CuZn—-S0OD, la DBM ha sido la

distribucion altamente especializada.

v) Albocupreinas

En 1971 se describi¢ la separacion de 2 nuevasg cupro;proj’t.éipaslr
en el cerebro humano. Ellas fueron 1llamadas albocupreinds Iy II :
(163).

El estudio inicial mostro que los anticuerpos contra ‘la
albocupreina I inhibian la actividad de la ceruloplasmina™(163).
La ceruloplasmina es una glicoproteina del suero de peso
molecular 132,000 daltones que contiene Cu.

Fueron necesarios esfuerzos posteriores para determinar si_la

albocupreina I es la unica cuproproteina neural o es
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ceruloplasmina parcialmente degradada y atrapada en el cerebro;

cerca del 65% del total de Cu en plasma se encuentra -.en eatﬁ‘ S

proteina {164)]. La albocupreina IJ es poco copocida.

vi} Cobre tioneina ‘

La metallotioneina (MI) es una pequsfia prbtéiﬁﬁ
daltones de peso molecular),. .la cual puede,,inc: 7
metales, tales como Cu_ .y Zn. Sin emburgo; lﬁi MT.
(cobre-tioneina).  es inducida cuando el cobre—cereﬁ}é
(165). La funcién de.ia MT?Curen élJ-me asbii m

desconocida.

vii) Lisil oxidama o .

Estrictamente hablando. esta proteina 'éé fancﬁéntra: en ef
gistema nervioso periferico en el tejido qohectivo ;aociado con
el lecho vascular cerebral (156). )

El cobre es requerido para la actividad de la desaminacién
oxidativa de la peptidil lisina que resulta de la formacién del
entrecruzamiento de la coldgena y la elastina. Las funciones del
Cu a través de esta proteina. es mantener un flujo sanguinheo

optimo hacia el cerebro.

viii) Complejos de cobre

Existe incertidumbre respecto al transporte de cobre de la
sangre hacia el cerebro. Algunos creen que la ceruloplasmina es
responsable, otros sugieren que los complejos cobre-aminoadcidos
son los encargados {(166). El cobre neural puede existir unido a

ligandos de bajo peso molecular (167). si el ligandc es apropiado
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se puede observar una profunda nctivi&ad’bioiOgica:‘poi ‘ejemplo,
ciertos complejos de cobre  han demostrado ' actividad
anticonvulsivante (168). El Cu, a altas concentraciones, puede
también modificar la captura y liberacién de dopamina,
norepinefrina y Bserotonina desde las terminales presinapticas
(169). También los complejos cobre-aminodcidos pueden cambiar la
secrecién de hormonas liberadas por los granulos hipotaldmicos
(170). sugiriendo ademAs un papel del Cu en la homeostasiz
neurocendécrina. Este ultimo efecto puede estar mediado via

prostanglandina E (171).
2

C) Toxicidad.
En humanos con enfermedad de Menkes, las lesiones

neuropatologicas gon similares a aquellas en animales

experimentales.
La enfermedad de Menkes resulta de una anormalidad del eflujo‘de

cobre del tejido epitelial, de tal modo que el cobre se eleva

como cobre-tioneina en el rifidn e intestino. Los niveles de Cu

son bajos en el higado y el cerebro. Este defecto es el
resultado de una mutacién sobre el cromosoma. X. Han sido
descritas la degeneracién neuronal. la hipomielinizacion. ia
lesion wvascular cerebral, anormalidades maitocondriales. y la
disfuncidon motora., en jovenes con la enfermedad de Menkes (12).

Bioquimicamente, los cerebros contienen bajos niveles de cobr=z
(12} y una disminucion de la citocromo c oxidasa (172,173). asi

como de la actividad de la DBM (174). También existen evidencias
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de up aumento en la peroxidacion de lipidos (173). quizas
reflejando un dafio en la actividad de la SOD dependiente de Cu  y.’
Zn. Esta mutacion demuestra claramente la importancia del cobre
en el desarrollo y metabolismo del cerebro humano.

La enfermedad de Wilason es otra mutacién humana recesiva. la
cual influencia la homeostasis del cobre y la funciédn neural. En
este desdérden, el cobre no es depurado por el higado,
excediendose eventualmente la capacidad hepdtica, y por lo tanto
ge eleva el cobre cerebral (12). Las perscnas con enfermedad de
Wilson exhiben temblores que pueden ser debidos en parte al
metabolismo alterado de monoaminas en el cerebro (175}. El. cobre
puede también inhibir algun proceso metabdlico fundamental como

la glicélisis y daflar su metabolismo energético (176).

II.8.Radicales libres

Un radical libre es una especie que tiene uno o mas
electrones desapareados., Esta definicion incluye al atémo de
hidrogeno (1 electrén desapareado), a la mayoria de los metales
de trangicion, al oxigeno wmolecular singulete, al radical
superodxido ¥ al radical hidroxilo (177).

El mecanismo mas general y que ayuda a explicar la toxicidad
de los radicales libres. 1o constituyen las llamadas reacciones
en cadena: el radical libre con gran reactividad intrinseca.
choca contra una molécula y genera dos moléculas mas pequefias,
pero cada una de ellas posee un radical libre: cada nuevo radical
libre a Bsu vez genera otros dos radicales libres y asi

sucesivamentae.
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Las reacciones catalizadas por enzimas son procesos bien
controlados que llievan a la conversion de 100% de productos. En
contraste, las reacciones de radicales libres, que con frecuencia
proceden de mecanismos que involucran intermediariocs reactivos.
producen una multitud de productos. Por ejemplo, la autoxidacion
de 1lipidos poliinsaturados produce varias docenas de productos
que incluyen hidroperoéxido. aldehidos. cetonas Y. varlosl

hidrocarburos.

I1.8.1. Reacciones de radicales libres.

Las reacciones de los radicales libres son ifréversibié;'
{178.179). caracterizadas por la presencia transi£c};; dé
intermediarios altamente reactives coh alectrones  no Iparéﬁdos.
Estas reacciones pueden ser divididas en cuatro_ f;ées:

iniciacién, propagacidn, terminacién e inhibicidn.

* Iniciacion RH + iniciador =w=———> R'
* Propagacién R' + 0 ——— > RO
2 2
RO  + RH ——-——> R .+ ROOH
2
* Terminacion RO + RO —-—2—> R:R
2 2
* Inhibicion: o ~TOH + RO . ———-—-> -TO + ROOH.
2
&= —To" + RO -——-——> Producto inactivo
2

©4L-TOH= ©&4-tocoferol.
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La f&se dqibfoﬁgqéci@nﬁﬁuedg ser diéhﬁndida

V'Aunﬁuef{ias” ‘fages’ déilaé,reacciohés'de .fSQié les

Zpel ti{éhénte— “simples, - los productos de

“complejos

,rrxl,é.z. Fuentes de reacciones de radicales libfeﬂ.

“Las reacciones de radicales libres son iniciadas-continuamente

‘en las - células’ y "en  los. tejidos. . tanto . por iones

enzimdticas como no enzimAticas. Las  reacciones gpzim&tiéa
sirven como fuente de reacciones de radicales libres, q:oﬁo
aquellas involucradas en la cadena respiratoria (180.181,}82){.en
la fagocitosis (183.184), en la sintesis de prostaglandinas (185)
Yy en sistema del citocromo p-450 (186), Los radicales 'libres
también surgen de reacciones no enzimAticas del oxigeno . con
compuestes orgdnicos tales como las iniciadas por radiacion
ionizante.

Los radicales libres formados en las anteriores reacciones
incluyen 02—. {(radical superdéxido). HO.. R' {radicales orgédnicos,

RO . RO ). Estos intermediarios activos participan en
2

lasreacciones en cadena de los radicales libres.

11.8.3. Dafio inducido por reacciones de radicales libres

Las defensas desarrolladas por las células para protegerse
contra los radicales libres incluyen:

Los tocoferoles (187): los carotenos (183): el hemo que
contienen las peroxidasas (188);: la superoxido dismutasa (189);

el acido urico (190).
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La proteccion’ cont

‘es - ‘completa... Los ‘cambios

incluyen: @ "oy

‘a)- ilteiéciénes;oxidativ;a uéuﬁ;iatwya
como la coligena (178). la elastina (191)
(192) .. e

i ) _Rompimiento de mucopolisacdrides (193)

€) Acumulacion de material metabolicamen

d) Cambics en la membrana caracteristica
(196,197,198) como la mitocondria y los .
peroxidacién de lipidos.

e) Fiprosis artericcapilar (199,200).

£f) Decremento en la actividad enzimatica (201)

g) La peroxidacion de lipidos modifica el contenido }1p1dicof 
de las membranas Yy de los sinaptosomas uislados;~ "' :
modificaciones producen un incremento en la tasa de cupﬁuré
dopamina, probablemente debida a cambics conformacionales én‘
acarreadores y/¢ en la membrana (202). L

Las reacciones inducidas por los radicales libres.‘
cambios responsables probablemente de la enfermedad ‘de ‘

Y la muerte con el avance de la edad (203).
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1I.8.4. Fuentes de radicales libres in vivo
Numerosos agentes exogenos y procesos sndogenos son bapaces de
generar radicales libres jn wvjvo (190): : : . :

a) Las esgpeciea reactivas del oxigeno  como. el_:superﬁxxdo.

peroxido de hidrogeno, y radical hidrexile son generados
€omo uJna congecuencia del metabolismo normal .

La interaccion de ciertos componentes celularea con -esas especiea‘

de oxigeno, pueden contribuir a enfermedades dependlentea de la

edad como el cdncer (190.207). Se ha demoatrado que loa r dicalasl

hidroxilo producen dafio en las bases, sepurando 1a:
DNA (205,206) . -

b) Los oxidantes en presencia de iones metaliéos :inician la
peroxidacion de lipidos (205,206). LD

c) Los peroxisomas que oxidan grandes cantidades de Acidos
grasos de la dieta, generan una molécula de peroxido de hidrogeno
{un mutdgeno. promotor y carcindgeno) (208,209.210,211,212,213.
214).

d) Los leucocitos en la respuesta inmune celular generan el
carcinégeno Yy mutadgeno perdxido de hidrégeno y los mutdgenos
radicales superdxido e hidroxilo (204).

e) La exposicion & la luz puede dafar compuestos

susceptibles. induciendo oxidacion de lipidos y proteinas.

I1.8.5. Radicales libres del oxigeno

La fuente principal de dafo la constituye el O . que se
2

caracteriza por la pregencia transitoria de intermediarios

altamente reactivos con electrones desapareados. Los compuestos
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toxicos formados a partir del oxigeno moleculér son:

A) Radical auperéxido
El  radical superdxido se forma cuando el
adquiere un ‘electrén, cedido hahitﬁalmén£

transicién: . Q. + & ~——===>Q —...
2 2

aer¢bicas . (154,215,216}, Las céjulué fagoc

0 - " incluyen ' a:*" neutréfilosi ' mo
z : B

eoginofilos. '
B) Peroxido de hidrégeno

La . adicion de un segundo electréna ‘o
2 L
G -. el cual tiene electrones . pareados'y
2 R

O - formado, a pH fisioldgico, proddée,xnm
2 . :

de hidrégeno (H O ).
22

2 0 - + 2 Ht ——=—=- > H'O 5
2 2°2 2.0

El peréxido de hidrégeno - puede faaultqt”:también;'dé: :L¢

oxidacién de aminas por medio de enzimas:

D-aminoAcido o amina + O «—-——-> cetodcido + H O
2 22

€) Radical hidroxilo

La fision homolitica de la unién 0-OC en el H O produce o
22

radicales hidroxilos OH, La homolisis puede ser por

calentamiento o radiacién ionizante. Una mezcle de H O y una sal
22
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de fiérrof(!;i;tquh'tamﬁien7: } .ob?érydda -

por Fenton'én21594f(zi7)
°F ! i

una ‘seris.de’racciones de-radicales.

Las faaleé de ‘cobre. (I) reaccionan” con. H O

22
radicales OH con una tasa mas grande que las shlea de Fe II :
2+ .
Cutr + HO ~———m—— > Cu + OH + OH-
2 2
2+

Aunque losg iones de Mn estAn presentes en algunas células
animales (218) y bacterias (219,) ha sido imposible demostrar la
generacién de radicales "om dependiente de Mn ’ (220).

Los radicales hidroxilo reacciocnan con tasas extremadamente
altas con casi todo tipo de molécula encontrada en las células
vivientes: aziicares, aminodcidos. fosfolipidos. bases de DNA y
Acidos orgAnicos. Estas reacciones son de tres tipos (221):

i) Abstraccion de un atomo de hidroégeno. por ejemplo en el

metanol : CH OH + OH ---=—-> H O + CH OH
3 2 2
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ii) " Adicidén, por ejemplo puede afiadirse. en una  estructura
aromatica como las bases purina y pirimidina del DNA. . :

‘iit); Tr&ngferencia de un electroén, por ejemplo con ién Cl-

S Cle v OH —rmmee >cl’ + OH-

Ln;feaptiyidud de ios radicales 'OH es tan grande'que'

formados én log gistemas vivos, pueden reacci§n$ri' hma
'coh‘ cuaiquier ‘molécula bioloegica dentro ‘de

produciendo radicales secundarios de reactividad varigbféf.

Tanto el HO como las sales de Cu (I) y/o FerfIi)"ea;an&
22 . ) ) ; :

disponibles in vivo. por lo que pueden formarse radicales.. OH.
Las reaccicnes destructivas de los radicales en las celutas
estan dirigidas hacia los Acidos grasos peliinsaturados. porque

€éntos son mas susceptibles al ataque por los radicales libres.

I1.8.6. Participacien de los metales de transicién en la
peroxidacion de lipidos

La peroxidacién de lipidos es un proceso (ue permite la
formacion vy ataque de los radicales libres a los lipidos de la
membrana celular., debido a la asimilacién del oxigeno y el
rearreglo de sus dobles enlaces., trayendo como consecuencia la
destruccién celular.

Todos los metales de transicion son radicales libres por tener
varios electrones desapareados en la capa D. Algunos de los
metales, en particular el Mn, el Cu y el Zn, parecen participar
en el mantenimiento del status redox de las neuronas centrales a

través de las enzimas detoxificantes superoxido dismutasa vy
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‘es antiperox:dante 1_ vgtro (222) :e

de Hn (III+) “en camhio es’ pro ox1dante

III+) ya sea en forma» Libre - :formandq
grupo hemo por ejemplb),:’és;;préﬁotqf, de
a'trdvéa de la reaceidn de Fenton. La sdperoxido

cerebro‘

a ‘esta enzima(128). Por otro lado
‘def1c1encia ““‘de' =zinc en las ratas induce un. incremento

rbsignlticntzvo en el malondialdehido cerebral, indice: de’

peroxidacion’ de lipidos., Todos estos resultados podrian ténr'w

indicando una estrecha relacién entre los metales Mn, Cu y‘Zn, 1a~

peroxidacion de lipidos y la composicién lipidica de membronas ;

neuronales.
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III OBJETIVOS

1) Determinar las concentraciones de manganeso.

regional en ratones tratadoé con MPTP.

2) Evaluar la accién neurotoxica de la
diferentes regiones del cerebro del raton. oL

3) Analizar las concentraciones de dopamina en cuerpo estria

mesencéfalo del raton. después de la adminiatraéion'derMPTE
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*'IV HIPOTESIS.

1) La.muerte celular indqcid p

diferentes regiones - cerebrales

mesencéfalo, 'bortéza;l

mesencefalo de
cerebe;o.'

3). La muerte dé:1a: y masancétalo.:

c10n n el contan1do de dopuminu' an:

las dos’ regione
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V.1,

‘. V MATERIAL Y METODOS.

Material

v.1. 1 Reactivos

MPTP, HCl. Research Blochemxcals (Wuyland M A).

10ctilfenoxipolietax1etano (Tr:tén X7100)" de Sigma, -

‘.astAndar de:Mn de Titriaol Merck

~Estandar de Cu de Titrisol Merck.

Estandar - de Pb de Titrisol Merck.

Nitrito de sodio (NaNO ) de Merck

S 2

Fosfato dibasico de amonio ((NH )} HPO | de Merck.
42 4

Potasio dihidrogeno fosfato (KH PO ) de Merck.
2 4

Octil sulfato de sodio (S0S) de Sigma.
Sal disdédica (EDTA) de Productos Quimicos Monterrey.

Acido orto-fosforico (Hapoq) de Merck.
Metanol para cromatografia (CH3OHJ de J.T. Baker Analyzed
Acido percloraco (HCqu) de Merck.

Soluciétn stock de bitartrato de Noradrenalina (Cl H

217
NO .H O de Merck.
9 2
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idroxitiramina (C'H . ‘NO
L2

Sélu¢i¢n a€oek de:dopamina 13;

. Solucién atock de S—HIA

S {CTHING YY) de Sigma
109 3

—. Solucidn stock de HVA [4cido a-h; rox

aceético (CH O )] de Sigma.
9 10 4

— Solucien stock de DOPAC (dcido 3,4-dihidr

acetico (C H O )] de Sigma.
884

- Metabisulfito (Na S O ) de Aldrich Chemical Company.
225 .

Vv.1.2. Equipo e instrumentos

— Espectrofotémetro de absorcién atémica Perkin—-Elmer
modelo 360 con horno de grafito P~-E HGA-2200

~ Cromatografo de liquidos de alta resolucién (Perkin-
Elmer) con detector electroquimico (Metrohm). -

-~ Balanza analitica (Bosch modelo $ 2000)

-~ Balanza granataria (Sartorius)

~ Bafio de agitacién (Lab-Line Instrumentals)

~ LAmpara de catodo hueco de Cu de Perkin-Elmer

-~ Ldmpara de catodo hueco de Mn de Perkin—Elmer

— Lampara de cdtodo hueco de Pb de Buck Scientific

— Centrifuga (Beckman modelo J-21 C)

- pHmetro (Internacional Cientifica)
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Tuboe de grafito

Micropipetas de 20, 200. 1000 y 3000 ul
Taladro para homogenizar (Black & Decker)
Tubo homogenizador (Thomas)

Tuboa de ensayo de polipropileno
Jeringas de 1 m! (Plastipak)

Estuche de diseccidn

Puntas para micropipetas
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V.2._Hetodologiu

v.2.1, Exper!montos de Parkih‘

Sé utxlxzaron ra:ones machos cepa NIH de 25—30 gr de peso
para tados 108 experimencos. :

Un total de 52 rutones fﬁéron d:vididas en 4 lotes pur& su
posterior: . tratamiento. - El primer lote quedé “integrado por 14
animales, gque fueron inyectados intraperitonealmente {(i.p.) con
solucion salina durante tres dias, constituyendo de asta forma el
grupo control. El ssgundo lote lo formaron 14 ratones., que fueron
inyectados con MPTP (30 mg/Kg) vig intraperitoneal durante 3
dias. El lote 3 quedé conformado por 10 ratones inyectados i. p.
con solucidn salina durante 5 dias. El lote 4 incluia 14 ratones
inyectados con (30mg/kg) MPTP via intraperitoneal durante 5 dias.

Siete dias después de la ultima administracién, todos los
animales fueron sacrificados por dislocacién y posteriormente
decapitados, para ser removido y disecado el cerebro en las
regiones de inteéream: cerebelo, corteza frontal, mesencéfalo y
cuerpo estriado. de acuerdo a la técnica descrita por Glowinski
e Iversen (224).

Es importante seflalar que previamente a la digseccion se
colocaron los instrumentos de diseccion en acido nitrico suprapur
al 10%, durante 15 minutos. para eliminar cualquier fuente de
contaminacion externa; enjuagadndolos posteriormente con agua
desionizada: asimismo al término de la diseccion de una region y
al comienzo de la otra, fué necesario enjuagar de la misma forma

los instrumentos para evitar la contaminacién cruzada.
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Cada una de las regiones disecadas fuéron colocadas en tubos de
ensayo previamente pesados. y estos a su vez se encontraban en

hielo para ser pesados nuevamente ya con el tejido cerebral. Al
tejido se le adicioparon 0.5 ml de acido nitrico suprapur y se
somet:eron a digestion en balio de agitacitn a una temperatura de
65 C durante 30 minutos. Finalmente se guardaron a S C hustu el

momento de ser analizadas.

v.2.2 Determinacioén de metales por espectrofotometria dé
absorcion atoémica con horno de grafito
Las muestras digeridas de cada una de las regiones de

intéres: corteza frontal, cerebelo, mesenceéefalo Y cuerpo
estriado, fuerédn utilizadaa para svaluar las concentraciones de
trea diferentes metales como son el manganeso (Mn). el cobre
(Cu), y el plomo (Pb). por espectrofotometria de absgorcién
atémica con horno de grafito, ajustando las condiciones de
trabajo para cada unoc de los metales, tal como se muestra a

continuacion:
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CONDICIONES.

Tiempo de calcinado (seg)

Tiempo de atomizacién._(seg) = o i

Una vez ajustadas las condiciones de trabajo se procedidé .a
hacer una solucion modificadora de matriz., la cual fué utilizada
para obtener los estandares de la curva de calibracién, asi como

la dilucion adecuada de la muestra.
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En

iquient tabla 8e detallan los procedimientosv

diluciOn de las muestraa y los estundares.k

- COBRE =

iOOd ml:de - tri-

tén X100 + 11.S5

ml de 4cido ni-~

“trico suprapur +

10 gr de nitrito
de sodio

1000 . ml de tri-
tén X 100 + 2
gr de fosfato
dibdsico de amo
nio + 2 ml de
HNQO supra-

3

pur.

ESTANDAR

0.5 ml del es

tandar de 50
ppm se aforan
a 50 ml con
agua desioni
zada para te
ner un estan
dar de 0.5 ppm.

0.5 ml del estan
dar de 50 ppm se
aforan a 25 ml
con agua desgioni
zada para tener
un estandar de 1
ppm.

1.5 mi del estan
dar de 10 ppm se
aforan a 25 ml
con agua deioni
zada para tener
un estandar de 1
ppm.

Adicion de
estandares

Externa

Externa

TIPQ DE
CURVA DE
CALIBRACION

450 ul del mo
dificador de
matriz + 50

ul de la mues
tra de inte
rés + 10, 20,
Yy 20 ul del
estandar de
Mn de 0.5 ppm.

1000 ul del modi
ficador de ma
triz + 20, 40.
60 y 80 ul del
estandar de Cu
de 1 ppm.

500 ul del modi
ficador de ma
triz + 200, 500.
1000. 2000 y
3000 ul del es
tandar de Fb de
1 ppm.

DILUCION DE

450 ul del! mo
dificador de
matriz + 50

950 ul del modi
ficador de ma
triz + 50 ul de

450 ul del modi
ficador de ma
triz 4+ 50 ul de

LA MUESTRA ul de la mues la muestra la muestra
tra (1:10) (1:20) {1:10)
Teniendo las condiciones de trabajo y 1a dilucién de la
muestra para cada uno de los metales: se inyectaron 20 ul de la

muestra al tubo de grafito del espectrofotdmetro. y se corri¢ el

programa automAtico en el equipo.
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Los resultados se expresaron en ug del metal por grnmo' de

tejido humedo.

V.2.3. Experimentos para la determinacion de depamina después ‘de
la administracion de la MPTP

Se usaron treinta ratones macho de la cepa NIH (25-30 . gr)_
para estos experimentos. Nueve de ellos fueron inyectados
intraperitonealmente (i.p) con MPTP (30 mg/Kg) durante 3 diAa.-
Los siguientes seis ratones fueron inyectados de la misma . manera
pero con solucidén salina y de esta manera fuéron tomados como
grupo control., El tercer lote quedd constituido por nueve
ratones, inyectados con 30 mg/kg de MPTP wvia intraperitoneal
durante 5 dias. El Gtltimo lote lo integraron 6 ratones, que
fueron inyectados con solucion salina i.p. durante 5 dias vy
girvieron como grupe control.

Todos los animales se sagrificaron por dislocaciéon 7 dias
degpués de la ultima adminigtracion de MPTP, se les removio el
cerebro y 8e disecaron 2 regiones do intéres: mesenceéfalo Yy
cuerpo estriado de acuerdo a lo descrito por Glowinski e Iversen
(224). Posteriormente. ambas regicnes fueron colocadas en tubos
previamente pesados y contenidos en hielo. y se les adicionaron
0.5 ml de una solucién antioxidante de Acido percloérico y

metabisulfito 0.1% (HCIO .Na s 0 ).
4 225

El tejido se homogenizé y las muestras se centrifugaron
durante 10 min. a 12,000 rpm.. recuperandose el sobrenadante en

tuboz de plastico forrados de papel aluminio para evitar la
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degradacién de las catecolaminas por la luz y de esta manera ser
guardadas dentro del congelador hasta el momento de . Ber :

analizadas por cromatografia de liquidos de alta resolucioén..’

V.2.4. Determinacién de dopamina por cromatografia de liquidb{ dé,’i‘,

alta resoluciédn con deteccion electroquimica

Las condiciones de trabajo para la determinacioéon fdg jlus, N

catecolaminas fueron las siguientes:

SOLUCION FORMA DE PREPARARSE: ™

FASE MOVIL Para 2 litros: B g de KH PO + 900.mg de-
2 4 RS i

SOS + 320 mg de EDTA. ge. disolvieron..en
500 ml de agua, ajustando el pH en 3.1 con

H PO . ge aford a 1700 ml y finalmente
3 4
8e agregaron 300 m! de metanol grado croma
grafico.
SOLUCION Se tomaron 1.72 ml de HCIO (concentrado)
4
ANTIOXIDANTE + 0.1 gde Na 50 y e aford a 100 mi.
225

SOLUCIONES STOCK PARA CATECOLAMINAS

NORADRENALINA Se pesaron 18.9 mg de bitartrato de nora-
drenalina y se aforé a 100 ml con solu
cién HC1O -Na 5 ©

4 22

DOPAMINA Se pesaron 11.9 mg de dopamina-HCl y se
atore a 100 ml con HClO -Na S O .
4 225
.. SEROTONENA Se pesaron 12 mg de serotonina-HCl y se
aforé & 100 m}l con HC1O -Na S O . e
4 225
S~HIARA Se pesaron 12 mg de acido libre y se aforo
a 100 ml con HClIO -Na S 0 .
4 225
HVA Se pesaron 10 mg de &cido libre y se arfore
a 100 ml con HCIO -Na S 0 .
4 225
DOPAC Se pesaron 10 mg de acido libre y se aforod
a 100 m]l con HCI10 -Na 5 0 ,
4 229
MHPG Se pesaron 20 mg del alcohol en forma de

piperazina y se aford a 100 ml con HClO -
4

Na 5 0 .
2205




La curva‘de calihrac:én Be . preparb utxlizando 4 eatAndares de
T conoclda)

Gomo:a ,contxnuacxon - Be

'FORMA"DE PREPARARSE

e tomaron 100 ul de cada. una de las solucionesJ

100

‘agua: desionizada.

Se‘.tomaron 200 ul de cada una de las:soluciones
= 200 stock para catecolaminag .y se aforb u 250 mlicon
SR agua desionizada.
: Se tomaron 400 ul de cada una de las:soluciones
s 400 - stock para catecolaminas y ‘se atorO'a'ZSO'ml"cén
: agua desionizada . - .

: Se tomaron 600Qul de cada una de lda‘aoluciones
800 stock para catecolaminas y se. aforé a 250 ml con
. agua desionizada Lo

Posteriormente ge inyectaron 20 ul de cada estandar en el
cfomatbgrato y se analizaron las muestras.

Las muestras de cada una de las regiones de intéres fueron
descongeladas y filtradas en filtro millipore de 0.45 um de
tamafio de poro, colectando la muestra en tubos protegidos de la
luz y contenidos en hielo. hasta el momento de ser inyectada al
cromatégrafo, para de esta manera ovaluar las concentraciones de
DA y HVA en dichas regiones, de acuerdo a lo descrito por Diggory
y Buckett (225). Los resultados fueron expresados comc ug de

catecolamina por gramo de tejido humedo.
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VI RESULTADOS

Los‘rosuICudos que a continuacion se muestran fueron obtenidOSrq

utilizando el anAlisis estadistico. Este tiene como objeﬁiVoii""'

organizar. y resumir la informacién proporcionada por losv(dgtbs”

agi como encontrar las relaciones entre las 1variahfes qu

intervienen en el estudio: 7‘ o
Con el fin de investigar ai existen diferencias en cuanto 5;

lo8 niveles de manganeso, cobre y plomo en los animales tratados:

Yy los no tratados. se decidid realizar un anAlisis de varinnéaf
para cada metal.

El analisis de wvarianza es una técnica estadistica que permite
probar la existencia de diferencias entre las medias de wvarias
poblaciones a partir de los datos de las muestras. En teérminos
estadisticos, se pretende probar hipdtesis de nulidad de la
forma: Ho : mlL = m2 =..,.= mk, contra la hipétesis alternativa
de que al menos una media poblacional ml es diferente. existiendeo
K medias poblacionales sujetas a comparacion,

En el caso de que K sea igual a 2. el andlisis de varianza se
convierte en una prueba de t de Student, util para realizar la

comparacién entre dos medias.
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El contenido de manganeso en las regiones cerebrales de ratones
tratados durante 3 dias, se muestra en la figura V. El -contenido

de Mn en el cuerpo estriado de.los animales tratados con‘f'l'{PTPv

indica  una disminucion de un 9.43%. no ‘siendo estadisticamente.

gignjfiqutiva al ser.comparada con el grupo control.’ Tampnéd 'eye' :

observaron cambios significativos en las regiones f;ét§ Wterar.’ .

Contenido de manganeso
en regiones del cerebro

ug de Mn/g
2

-

0.8
0.6
0.4

0.2

3 dias de administracion

558 control MPTP

Figura V. Contenido de manganeso en regiones cerebrales de
ratones gacrificades 7 dias después de la ultima de 3
administraciones diarias de MPTP (30 mg/kg). Los resultades son
expresados como el promedio +/— error estandar de n= 7-14
experimentos independientes. E= cuerpo estriado. M= mesencéfalo,
Ce= cerebelo, Cx= corteza frontal.
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En la figura VI se muestran los cambios observados en el
contenido de manganeso en el cuerpo estriado y cerebelo en el
grupo de ratones tratados durante 5 dias con MPTP. Se encontro
una disminucion del 19.46% en el contenido de manganeso
estriatal, Yy en el cerebelo un aumento del 15.32%, siendo ambos
cambios estadisticamente significativos. No se registraron

cambios en el contenido de Mn en las demas regiones.

Contenido de manganeso
en regiones del cerebro LR
zug de Mn/g

S5 dias de administracion

BB controt NN wmprP

Figura VI. Contenido de manganeso en regiones cerebrales de
ratones sacrificados 7 dias después de la ultima de 5
administraciones diarias de MPTP (30 mg/kg). Los resultados son
exXpresados como el promedio +/- error estéapndar de n= 7-14
experimentos independientes. E= cuerpo estriado., M= mesencefalo.
Ce= cerebelo, Cx= corteza frontal. * p < 0.05 t de student.
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El contenido de cobre

figura VII.
disminucién de un 17.31%. siendo estadist
al comparar con el grupo control. ﬁo"'ﬁ

significativos en las demas regidnes{

Contenido de cobre
en regiones del cerebro

ug de Cu/g

Q =2 N D s N

3 dias de administracién

B8 controt NN meTP

Figura VII. Contenido de cobres en regiones cerebrales de
ratones sacrificados 7 dias después de la uGltima de 3
administraciones diarias de MPTP (30 mg/kg). Los resultados son
expresados como el promedic +/- error estandar de n= 6-12
experimentos independientes. E= cuerpo estriado., M= mesencéfalo,
Ce= cerebelo, Cx= corteza frontal. ** p < 0.01 t de student.
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La figura VIII muestra los cambios observados en el contenido
de cobre en al cuerpo eatriado y mesencéfalo en el grupo de
raﬁcnes tratados durante 5 dias con MPTP. Se encontrd una
disminucién del 51.26% en el contenido de cobre estriatal. y -en
el megsencéfalo un decremento del 42.88%., siendo _émbasi
estadisticamente significativas con respecto al grupo control{,Né}

se registraron cambios en las demAs regiones.

Contenido de cobre
en regiones del cerebro

a ug de Cu/g

7

8

[

4 ETT

3

2

1

o p—

6 dlas de administracion

B2 control NN mpTP

Figura VIII. Contenido de cobre en regiones cerebrales de
ratones sacrificados 7 dias después de la ultima de 5
administraciones diarias de MPTP (30 mg/kg). Los resultados son
expresados como el promedio +/- error estdandar de n= 6-12
experimentos independientes. E= cuerpo estriado, M= mesencefalo.
Ce= cerebelo. Cx= corteza frontal. *** p < 0.001 t de student.
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ESTR TESIS &5 oome
SAUR DE LA BIBLIOTECK

El contenido de plomo en las regiones cerebrales de ratones
‘tratados ‘durante 3 dfas se muestra en la figura IX. El contenido
de Pb' en ninguna de las regiones de intéres muestra cambios

sighificativos con respecto al grupo control.

Contenido de plomo
en regiones del cerebro

ug de Pb/g
]

3 dias de administracion

MPTP

Figura IX Contenido de plomo en regiones cerebrales de ratones
sacrificados 7 dias después de la ultima de 3 administraciones
diarias de MPTP (30 mg/kg). Los resultados son expresados como el
promedio +/ - error estandar de n= 6-10 experimentos
independientes. E= cuerpo estriado, M= mesencéfalo. Ce=
cerebelo, Cx= corteza frontal.
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En la figura X s8e muestra el contenido de plofno en  las
regiones cerebrales de ratones con 5 administraciones de MPTP
Como e puede obpervar ninguna de .lae regiones analizadas
muestran cambios con importancia significativa con respecto al

grupo control.

Contenido de plomo
en regiones del cerebro
euo de Pb/g A

5 dias de administracion

B¥8 contror. NN mprp

Figura X contenido de plomo en regiones cerebrales de ratones
sacrificados 7 dias despuss de la ultima de 5 administraciones
diarias de MPTP (30 mg/kg). Los resultados son expresados como el
error estaAndar de n= 6-12 experimentos independientes. E= cuerpo
estriado. M= mesencéfalo. Ce= cerebelo, Cx= corteza frontal.
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El c‘onceh;’do .de: DA é'si'r“ﬁ:&l
53.4% Y un 73 B% reapect:vamente
trutados por 3 y ‘s dias con MPTP (Tabla: 6 ,

control lo cual Jndlca “la ucc:bn neurotoxlca de 1a MPTP

TABLA 6. CONTENIDO DE DOPAMINA
EN CUERPO ESTRIADO

Control MPTP

3 dias 57 £ 0.9 73 £ 1.0+

6 dias 176 = 1.8 46 + 0.3+

~Tabla 6, Los resultados son expresados como el promedlo +/— él

error estdndar de n= 6 experimenteos independientes; las unldades .
utilizadas son ug de DA/ g de tejido humedo. ** p < 0,01 -t de“
student. ‘
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“Finalmente’ el‘{éohtenido;‘dé Dﬁ‘énf“mesenCQfalb. iﬁdiqa' una

disminucien’de

B:i%ii;del3Zztsxf?;eépéctjvhmentéren los ' grupos

‘dei:an}h&lé§~ftéatidoé. con MPTP por 3 y 5 dias (Tabla 7). con

“los grupos - control, no  siendo estadisticamente

'éignif:éatxvoél

“TABLA 7. CONTENIDO DE DOPAMINA
EN MESENCEFALO

Control MPTP

3 dias 0.31 = 0.04 0.22 £+ 0.03

5 dias 0.30 &+ 0.04 0.23 « 0.01

Tabla 7. Los resultados son expresados como el proﬁedlo

EJ

error estandar de n= 6 experimentos independientes; las unidades -

utilizadas son ug de DA/ g dg tejido humedo.
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VII DISCUSION

.,L°? resultados obtenidos para el caso qQIvijs
htilizados como grupo control. ya que como sabeﬁos'el

Vjqua ningun papel en el metabolismo celular, coﬁpd ado con

elementos traza esenciales analizados como son el Mny. el:Cu.  Por

‘lo'tanto. ‘el plomo fué un elemento analizado’con la’finalida

hacer evidente que los cambios en el contgnido de Cu:y Mﬁ an’ fus
diferentes regiones cerebrales, en caso de que se presentaran, no
fueron un efecto inespocifico sobre los metales.

Los resultados mostrados sugieren que la disminucién en las
concentraciones de Mn en el cuerpo estriado pueden ser debidas a
al dafio celular de las neuronas dopaminérgicas inducida por 1la
MPTP. debido a gue las terminales dopaminérgicas en estriado son
capaces de captar y liberar Mn (226). Despues del dafio celular es
posible que el Mn quede libre en el liquido cefalorraquideo vy
disponible para ser recapturado por otro tipo de células, en este
caso podemos suponer que el metal es retomado por ol cerebelo.
Esto debe permanecer como una especulacion hasta que no haya
resultados al respecto. Si realmente ocurriera de esta manera. es
valido suponer que la disminucién de Mn puede ser tomada como un
indice bioquimico de dafio neuronal de las celulas del cuerpo
estriado. ya que en este trabajo no se wutilizé una técnica

directa para cuantificar el dafio o la muerte celular.
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Otro factor importante para el efecto biolégico del Mn, es el
egtado &e oxidacison en el cual estA presente el metal, ya que en
la ‘literatura se reporta gque el Mn3+ incrementa la produccion de
radicales libres (144) y el Mn2+ e8 reportado como antioxidante
(11}, ésto es de suma importancia ya que los radicales libres

:generudos por MPP+ y MPTP., pueden atacar las membranas lipidicas
y llevar como consecuencia a la muerte celular (113). Es
importante aclarar que los resultados que aqui se muestran solo
incluyen el contenido total de Mn.

Por otra parte, el contenido de cobre en el cuerpo estriado
se encontrd disminuido por la accién neurotoxica de la droga.
Este efecto podria ser también explicado por el dafio de las
neuronas dopaminérgicas inducida por la MPTP.

Se ha reportado que un incremento en el contenido cerebral de
cobre produce una hiperactividad dopaminérgice (227). El hallazgo
del presente trabajo. por tantec es importante pués concuerda con’’
lo reportado en la literatura, ya que es consistente con una
relacion directa entre el contenido de DA y el contenido de Cu en
el cerebro.

Por otra parte se ha reportado que la administracion de
dietilditiocarbamato. un quelante de Mn y Cu. e inhibidor de la
enzima Cu-Zn SOD, potencia los efectos neurotoxicos de la MPTP vy
su metabolito el ion MPP+ en ! ratén (111). Estos resultados
permiten pensar que la participacién de estos metales en la
generacién de los mecanismos de daflo neuronal por MPTP. puede

estar relacionada con la accién redox de Mn y Cu.
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Se ha deacrito que unu gran cantidad del cobre COtnl celular

ge encuentra en: 1a mitocondria. Cuando se: presenta ;junn g

Y puede ser motxvo del dafio celular. :

.De tqdo lo ‘anterior podemos rescatar un aapecto de
1hport5nc$n. como lo es observar ¢que si hay una diaminucibnren e
cbntenido de Mn y Cu grupos prostéticos _de, laé 1596[\271’111758““'7
superoxido dismutasa. la neurona puede carecer de los mecaniémog
necesarios para la detoxificacién del tejido cerebral en coﬁtra
de los radicales libres. Una evidencia reciente a favor de " esta
suposicioén ha sido publicada y hace notar la importancia del Zn,
(otro metal traza cofactor de las enzimas ya mencionadas) que se
encuentra disminuido en un 50% después de la administracion
intraestriatal de 6-OH-DA, la otra toxina gue destruye al sistema
nigroestriatal descrita en los antecedentes (90).

Por otra parte, al evaluar la acciéon neurotoxica de la MPTP
sobre lag concentraciones de DA , encontramos que este
neurotransmisor se encuentra disminuide, siendo esta disminucion
un indicador bioquimico que permite comprobar el dafio neurcnal
especifico de las neuronas productoras de dicha catecolamina.

bajo las condicicnes de nuestros experimentos.
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'Hnn gido muchos los intentos por explicar la posible causa de
la - enfermedad de Parkinson idiopAtica, sin hasta el momento
enﬁontrnr una respuesta satisfactoria. No obstante, el presente
trabajo aporta evidencias indirectas a favor del papel potencial
de. los radicales libres y la participacion de 1los metales de
trangicién en el proceso degeneraéivo que ocurre en la enfermedad

de Parkinson.
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VIII CONCLUSIONES

1)} Las concentraciones de Mn estriatal fueron disminuidas por
la . accién neurotéxica de la MPTP. Este efecto puede sger el
resultado del dafio neuronal inducide por la droga. ya que las
te}minales sindpticas dopaminérgicas en el estriado son c¢apaces
de - capturar y liberar Mn, Si realmente ocurriera de esta manera
o8 vAlido suponer que la disminucion de Mn puede ser tomada como
un indice bioquimico de dafio neuronal de ias células del cuerpo

estriado.

2) El contenido de cobre en el cuerpo estriado se encontré
disminuido por la accion neurotdxica de la droga. Este’ efecto
puede ser explicado también por la muerte de las . neuronas

dopaminérgicas inducidas por la MPTP.

3) Se ha reportado que un incremento en el contenido cerebral
de cobre produce hiperactividad dopaminérgica. Por lo tanto és:e
trabajo concuerda con lo repertado en la literatura, ya que e8
consistente con una relacion directa entre el contenidé de DA vy

el contenido de Cu en el cerebro.
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4) Se sugiere que cuando hay una d!sminucioﬁ‘en el contenido de
Mn y. Cu. grupos progtéticos de las isoenzimas superoxido
dismutasa, la neurona puede caracer de los mecanismos necesarios
para la detoxificacidén del tejido cerebral en contra de los

radicales libres.

5) Las concentraciones de DA se encuentran disminuidas debido
al dafio neuronal especifico de las células productoras de dicho

neurotransmisor.

6) Son necesarios posteriores experimentos para  aclarar . el
posible papel del Mn y del Cu en la neurotoxicidad inducida por .
la MPTP.
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