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RESUMEN

El zinc es un clemento traza esencial en el sistema nervioso central (SNC) y se localiza a lo largo del
cercbro en tres fuentes principales: libre, unido a proteinas, y secuestrado en vesiculas presinapticas. El zinc
tiene la capacidad para retardar procesos oxidativos por si mismo, enlazandose a grupos tiol y disminuyendo su
oxidacién, o induciendo la sintesis de algan otro antioxidante como la metalotioneina. El 1-metil-4-fenilpiridino
(MPP+)' metabolito téxico de la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridino (MPTP), induce parkinsonismo en
humanos, monos y roedores, produciendo una disminucién de dopamina y degeneracion celular de la via
nigroestriatal. Se ha prdpuesto que el darno puede ser el resultado de la inhibicion del complejo 1 de la cadena
‘respifétorid e indl‘iccié‘r:l de’estrés oxidativo en el cual se generan especies reactivas del oxigeno. En este trabajo

evaluamos el.'efc' ] de‘laﬁadminisbtraciyén del MPP+ sobre el contenido de zinc histoquirriicamente reactivo en

coroxdeos, epxtello ventricular, cerebelo, ntcleo arcuato e hxpocampo Se utilizaron

‘cu erpo esmado, plexo

yratones macho de la cepa C- 57 ‘black; a los cuales se les administré mtracerebroventncularmentc una dosxs

umca del MPP+ (18 ng/3ul), otro grupo ‘de animales inyectados con solucxon salma snrvxo como control, Los

‘ranncs ‘de ambos grupos fueron perfundxdos a tiempos variables (1, 2, 24 hrs y 7 dlas). La deteccion del zinc se
‘e"léb'qréﬁ con el método histoquimico de Timm. El anélisis se obtuvo por medié de un microscopio éptico y del
) "( softwarc Metamorph Imaging System, cuantificando la densidad éptica de un area conocida en las diferentes
'rcgioﬂes. La densidad éptica del zinc disniinuye en todos los tiempos analizados en el cuerpo estriado y epitelio
:"ve’ntricular. En el niicleo arcuato y los plexos coroideos solamente se observa una disminucién en la tincion a
S lga-s 1 Y 24 hrs respectivamente. Por el contrario, en las regiones del hipocampo se muestra un incremento
principalmente en las capas oriens y radiata a diferentes tiempos. El MPP* no afecta la densitometria del zinc en
' el cerebelo, giro dentado y capaS pira‘mid‘al y molecular del hipocampo.
' Finalmente, la ncdroto}dcidad ocasionada por el MPP+ podria ser la causa de la disminucién del zinc
hlstoqunmcamente reacuvo de lgual manera la deficiencia de este metal puede producnr dario oxidativo por la

acumaulacién de especxes reacuvas del oxngeno




I. INTRODUCCION

El término “elementos traza" se" reﬁere a..un grupo de elementos quimicos

presentes a ba_]as concentracxones en dwersas celulas Algunos de estos elementos llevan

a cabo funciones esencxales y deben se obtemdos del’ amblente en cantldades adecuadas

para optlmlgaxj el metabohsmo celular

'de proteinas,

a_transcripcion,




II. ANTECEDENTES

A. GENERALIDADES DEL ZINC

El zinc es un elemento del grupo 2b, tiene peso mo]ecular de 65.38 m’lmero )

atéomico de 30 y una valencia de 2. Es un metal lustroso, su estructura esta fuertemente ’

empaquetada en un hexagono distorsionado y pierde electrones en 51stemas acuosos para

formar: Zn2* En nutnclon se considera un elemento traza mdxspensab]e, ya ue Ve'de

mﬂulr en numerosas funmones celulares, incluyendo mecamsmos mmunes, hormonalesf

y enz\lm}at (Bgdavarl Y cols, 1989).

transxmon se enlaza

s, un pequefio i6n y como un ‘metal d
prmc1palmente a hgandos que contienen azufre, nitrégeno y en ‘menos extensxon ox1geno

* (Bettger y O'Dell, 1981).

B. METABOLISMO DEL ZINC EN EL CEREBRO
i. Localizaciéon del zinc en el Sistema Nervioso Central
En el sistema nervioso central existen tres fuentes prmc1pa1es de zinc:

1) Zinc vesicular, el cual esta localizado en las vesxculas smaptlcas de una clase

especial de neuronas que son encontradas pr1nc1pa1ment n el sxstema hmbxco Estas

neuronas forman . una vasta‘ ed asocnatlva COI‘tICO‘ ort1cal y cortlco lxmblca que- esta

espemalmente : goqcen ra ‘amxgd‘ahr‘las : yv paralxmblcas
(Frederigkvsén,‘kriééigj ; : ’ ‘

El zinc vesicular. pue:
Timm, Sélenio, o)y

hlstoanahtxcos Las func1ones de zmc dentro de las vesmulas y después de la hberacxonv E

; fisnologlca en la hendldur sin& 1caaun stan sxendo ‘analizadas y son de gran lnteres en

la neurobiologia del zinc.



La concentracioén de z zinc en el
sistema nervioso cen'trélfde'k éahtidades

mas baJas en la matena blanca (26-40 pp! u »en la materia

gris (60 -90 ppm en matena gns“ ortical).’ Ciertas regio es'del cerebro, como las fibras

: musgosas del hxpocampo, son especxa]me } rlcas en zinc (136 145 ppm) (Choi y Koh,

1998).

Tabla 1. Concentraciones de zinc en variés regiones del cerebro (ug/g de peso seco)

Region Cerebro humano: : Region Cerebro de rata
Corteza frontal 73.5 - Cerebelo 53.5

Corteza cercbelar 74.4 ' . Corteza 68.9

Cuerpo calloso 28.8 - Hipocampo 88.2

Hipocampo 107 Hipotalamo 52.0 .

Pallidum 76.2 Medula oblongata 36.2°

Putamen 76.8 Mesencéfalo

Substancia nigra 66.8 Estriado

(Tomado de Prohaska, 1987).

Danscher (1981) fue el .primero en. poner..;

histoquimicas para detectar metales, en‘fat:izanda en-la* técnica de Timm'y.concluyendo '
que la extrema sensibilidad y la habilidad _d,el,ﬂméto_d(»‘)v vpara,lpcal_lvzar rﬁeféics hasta ‘un

4



nivel; éStruCtlirél la coloca como una herramlenta muy utll para la locallzacxon de los - -

metales en ]os tejldOS

vt‘erminén? éri‘_bo't‘:onejs positivos-‘a.la“técnica de. Timm  en: la;corte'ztéilf'(:eré'bral‘(Lépez y

Martinez, 1988).




med1a1 y central, el nucleo del tracto olfatorlo accesonq, eAly n deI tracto olfatorlo‘

lateral y el area amlgdalma anterior. -

Las proyeccxones que. contienen - zmc, e_xtrinseycas ailos:: mxsmos campos‘

.amigdalmps ‘termmales, se ongman'de las'cort_e as

peririnal y ehtorinal, del prosubicu‘lum y. rcgic'm C
El hipocampo es una estrubtura'lim‘bi‘c fri nté‘, ricé. en z'inc."'»'Efi laé

ratas, este metal presenta un rango de 77‘.2 .a"92.7‘ ) m y la: dlferenma promedlo entre el )

: hlpocampo izquierdo y derecho es de 3.3 ppm La menor cantldad (35 ppm) se encuentra»

‘en la fimbria y la mayor en el hilus (145 ppm) La cantldad de zinc dxrectamente asocxada
con los axones de las fibras musgosas se estlma en aproxlmadamente el 8% del zinc total

en'el hlpocampo y la concentracnon de zinc en las ﬁbras musgosa se estxma entre 220-




,estrlado, a ca s de que la tmc:on del zmc en lo 'otones del cuerpo estnado ‘se plerde

despues de leswnes cortlcales En otro estudlo, tambxen se comprobo que todas las i

d1v1smnes de Ia perlalocorteza mandan proyeccxones a.una parte del putamen (’l‘urner y

‘memcr, ‘1984)

Dlversos estudlos han exammado el patron de dlStrlbUClOl‘l de zmc en el cuerpo
estmado de ]u rata ‘en desarro]]o ‘usando el metodo histoquimico de ’I‘:mm Estos estudxos o

mdxcan que la mtenmdad de la tincién es muy debxl en el dia 3 despues del nacxmlento,

sm embargo, al dla 11 la tincién se torna mas homogenea y es 51m11ar a la etapa adulta

(Vmcent y Semba, 1989) Por el contrano,

; tmc1on de 'I;lmm,“que la denSIdad y dlstrlbucmn d rmmale‘s estrlatales' que contleneni"

zinc® dlsmmuyen entre ratas jovenes.y adultas Aunque la concentracmn de zmc en el B

cuerpo estrxado es alta, no existen estudios que describan su dlstrlbucwn y la funcnon de

este metal en esta region del cerebro.

ii. Técnicas para localizar zinc en el Sistema Nervioso Central
Para determinar el contenido y la localizacion de los metales de ;Itransicién,
especialmente zinc, se han utilizado en el sistema nervioso central de diversos mamiferos,
“una gran variedad de técnicaS' histoquimicas (Danscher 1981; Schwerdtfeger y cols,

1985 Holm y co]s, 1991 Kesslaky cols, 1987 ngllo y cols, 1990; Sorensen y cols, 1998)

1tlzona (Frederickson y cols, 1981), Selemq

jqu‘molma (Frederlcl-:son y cols,'} 1987);

1999 Ebad1 y cols, 1996; .

fco‘ls,»"'|982 '1'983), transporte retrogrado/anterogrado (Howell y Fredenckson, 1989; Long

y cols, 1995 ‘-Chrlstensen y Frederlckson 1998) y autorradlograf'a (Takeda Y cols, 1994a,

11998).

Ma' cml y cols en'1992 reportaron, med1 nte Ia R



sulfu ros de metal

fue mtroducld ‘po

hzado despues de

con una solucién de sulfuro de sulfuro'de zin puede

la reduccion de los’ 1ones cle plata por medlo de un revelador fisi La formacwn de los

sulfuros de zinc es segulda por ‘un’ procedxmlento usando un revelador fotograflco donde
los su]furos de zinc catahzan la reduccxon de los iones de plata a plata metallca, la cual
permanece unida donde se formo y de esta forma revela la Iocallzacwn precxsa delzmc

(para referencias ver Danscher, 1981).

iii. Liberacion y recaptura de zinc durante la actividad cerebral

Aun no se comprende en su totalidad el papel de los metales de tr’an‘s‘i(':ién o

divalentes en la funcién neural. Se ha sugerido que los iones de zinc, los cuales estén :

contemdos en Ias termmales nervxosas, son expulsados hac1a el espacxo xtracelular

--Estos resultados revelan que la tasa de per 1da (1be'> 6 y ecap ure}) ‘de ‘zinc en las




se locahza en»las membranas de las pequenas resicula inapticas.en lo“sb’otones de las

: fibras’ musgosas‘(Wenzel y cols, 1997)

La presenc1a del transportador Zn’I‘-3 en las membranas de las vesiculas

smaptlcas y: la habllxdad de estas neuronas para hberar zinc despues de la excitacion,



sugiereh, que el_ZnT-3 »es“,xl-espoxji"'sébvle 'de']’ trah‘,“sportc"de—zi_nc dentro- delas -vesiculas

81naptlcas

El conocxmlento de las vxas neuronales de entrada y sallda para el zmc es de

1 el cerebro de rata.

”la"recaptura de zinc para"rell nar -

las vesiculas presinapticas después de .|l n, ademas puede tener 1mporta tes L

1mp11cac1ones fisiopatolégicas en el cereb ue el zmc es consxderado un fa tor que ;

~contribuye a los mecanismos de excxtotoxmld d: del g]utamato y este antlporter podrla_"_:

proporcionar un mecanismo para que grandes cantldades de zinc entren en: la neurona

(Co]vm y cols, 2000b)

Por otra parte, en los ultlmos‘anos se ha observado la pre encia'de. sitios que.
: reéeptores

enlazan an* et varios receptores protexcos del cerebro Esto

e g]utamato y algunos subtlpos del receptor GABA (Peterl y ols, : 1987)«
jylncluso exxste ev1denc1a dlrecta que el transportador de dopamma humano posee un smo =

de alta aﬁmdad para enlace de an’ y que este metal es un modulador de ]a act1v1dad del

) transportador de dopamina (Norregaard y cols, 1998).

v. Transporte de zinc h&_lc'ia el cerebro por medio de la barrera hematoencefilica
La afinidad del‘ zinc ;'p‘br los ligandos en el suero es muy importante para

entender los mecanismos de transporte del zinc hacia el cerebro por medio de los dos

10




rrera B la barrera hematoencefahca y- la barrera hemato lquldO

cefalorraquxdeo (LCR) (ﬁgura 1).‘::

‘Neurona que contiene zinc * . |

Barrera hematoencefalica

H

Zn ----)- Barrera hemafo-LCR

Célula glial

an

Zn
)\-Zn P

. )

Figura 1. Transporte y utilizacién de zinc en el cerebro. El zinc es transportado hacia el cerebro por
medio de la barrera hematoencefalica y la barrera hemato-LCR. El zinc es tomado por las neuronas,
las cuales pueden tener dos sitios de recaptura, por ejemplo, el cuerpo celular y la terminal
neuronal, y también por las células gliales para después ser incorporado en proteinas. En neuronas
glutamatérgicas, el zinc capturado es transportado en vesiculas presinapticas y utilizado como
neuromodulador, Zn: zine, P: proteina (Tomado de Takeda, 2000).

El zinc en el suero (aproximadamente 15 pM) esta dividido en tres fracciones: la
forma unida a protemas ]a forma unida a hgandos de bajo peso moleculary el Zn2* hbre

El zinc umdo a protemas del suero ya llgandos de bajo peso molecular es cerca de 98% y .

1-2% respectlvamente"ﬁ deJ total de zmc presente en el suero. Por otra parte, la

‘11‘
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FALLA DE URIGEN




ien"\‘/a]dres tan '

concentracion: de ‘mc llbre en el suero de mamlferos ha 51do estxmad'

bajos corh6'104‘5-1O-!0"M, vc-o‘n‘ ‘o‘ que P ec1r que el an*vllbre s una fracc én muy

actividad de » una meta]oenzlma. Por,_ e_]emplo, ‘ el zxri'é .esta ,,}lirés_.‘evntg, _en ‘altas

12




ejemplo,

: (por

metal esta mvolucrado en‘ una forma incierta con

i eshldrogenasa ola alcalmo fosfatasa‘

Papel en:el metabohsmo de los acidos nuclelcos el'zinc, el cuayl esta presente en

el nucleo, nucleolo y. cromosomas es requerldo para la smtes1s de ac1do rlbonuclexco

(ARN), ac1do desoxxrrlbonuclelco (ADN) y protelnas .

vii, Z’ir_x‘cV y Superéxido Dismutasa

El ‘oxigeno es una molécula pot'

ser reducldo al radical libre superoxxdo{i O3

(SOD} én los tejidos, ha sugerido bdu'ella t.ox:cxdad‘del,oxxgepo,esqu'b‘i'c'i;_a(su ,c‘:om{eréibénbk

en superoéxido.

13



superox1do. Esta enzima se encuentra en los prmcxpales te_]ldos aeroblos en dlferentes

compartlmlentos de la célula. La forma citosolica, esta’ compuesta de dos subumdades

sxmxlares que contienen cada una un equxvalente de Cu2+ y Znﬁ*, en tanto que la enzima

mitocondrial conuene Mn2* (Sxege] y cols, 1999)

Esta  enzima antloxxdante vha }‘ sndo iﬁ’violﬁerada‘f";?en “enfermedades

neurodegeneratwas y prmc1pa1mente se encuentra alterada en lafenfer'rhedad de

Parkinson (Saggu y cols, 1989; Radunowc, 1997)

viii. Zinc y Metalotioneina

La metalotioneina (MT) es una protema de baJo peso molecular (6-7 Kda) que

enlaza zinc, contiene 61-68 resmluos de‘ammoacxdos de los cuales 25 30% son CIStema,

no contlene aminoacidos aromatxcos o enlace disulfu oiy_'enl}aza 5-7 atomos de zymc»poxj‘
mol de proteina (Sato y Bremner, ;1\99
‘En mamlferos, la familia d

desngnadas MT I-MT IV Las 1soformas

teJIdOS perlferlcos (Itoh y,‘colbs €

Aunque la concentracnon de metale

determinaﬁtesf de’

14



i desmtox:ca

*mclu endo un

. restnccuon de comlda, exposxcxon a. bajas temperaturas, etc) y qulmxcos

acumulacxo

(Sato y Bre ner, 1993 Ebadl y cols 1995 Ebadi y cols, 1996 a).

Tabla 2.- Cor'h[‘)l:ieétois ,q‘l;liryﬁti'cr:o‘s:qu‘é originan la induccion de sintesis de MT, pdr, estrés

oxidativo.

AGENfES ALQUILANTES ‘ T g DROGAS SOLVENTES v

Bromobenzeno o »:'Acetammol'en Tetracloruro 'de Carbono

Diamida “Adriamicina Cloroformo ' ' B
" Dietil maleato ' ‘ Bleomicina Etanol

lodoacetato " Cefaloridina PROOXIDANTES

lodometano - Cisplatina t-BHP

CITOCINAS Metronidazol Dimetil sulfoxido

Interleucina I ' Menadiona OTROS

Interferén ; HERBICIDAS : Acido L-ascorbico

Factor de necrosis tumoral Paraquat Endotoxinas

Diquat . Metilindol ) Estreptozotocina

(Tomado de Sato and Bremner, 1993).

La MT puede ser inducida en respuesta aI estrés oxxdatlvo y. puede func1onarv

| : pfoteglendo a Ios‘ tejxdos del dano oxidativo (Sato y Bremner, 1993 Aschner Y cols, 1997
iy, ,1996) El tratamiento con dimetil sulféxido orlgma una elevada perox:dacwn ‘
n mcremento en los niveles de MT en hlgado, sugmendo asx que la elevacxon'v
‘en’l 'erox1dacxon lipidica podria estar relaclonada con la mducc1on de MT -en ell
L hlgado (Hldalgo y cols 1988). g4 .

. : La mduccxon de la smtems de MT por procesos generédores de radlcales Ilbres ha'

llevado a la especulacwn que la MT‘ puede estar mvolucrada en: la protecc1on contra el’
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estrés oxidativo actuando como un atrapador de radicales libres (para referencias.ver Sato -

y Bremﬁér, 19‘9‘3)

evudencxas que sugle N que los re31duos de clstema, partlcularmen grupos tlolados

de la M"I‘ son el blanco pnmarlo para la reaccion de la MT con las espemes reactxvas del

oxlgeno (Maretv 1994 Valle, 1995)
Dentro del sxstema nervxoso central, la compéréﬁlo’ni ‘aq oftadidgraﬁas ha

. .revelado ‘una selectlva expreswn de MT-I en ‘elfcau’da{do putamen,’ corteza; scptl.im y

l16bulos cerebelares (Hao y cols, 1994)

Al determmar la dlStl‘l n de la MT—III en el cerebro 'm sxtu, se

encontro que el ARN mensajero (ARNm) de la MT lII es partlcu]armente abundante dentro

de la corteza cerebra] | 1pocampo amlgdala y el nucleo basal del cerebelo (Masters y cols,

1994), sugmendo q e xx te,una marcada correspondenc entre las neuronas que son

ricas en ARngd' la:MT- IIl y aquellas neuronas que almacenan zmc en sus vesiculas

. sihépticas

La M’l‘ II 'puede ser un 1mportante regulador de zmc en el snstema nervioso, y su

ausencna se ha lmpllcado en e] desarrollo de Ia‘ nfermedad de Alzhelmer (Uchlda y cols,
1991): i ’

La myeccién ihtracei-ebrovéntricul

idrbxidopaniina; una. sustancia B

plexos coroxdeos y la capa granular del cerebelo (Rojas y cols, 1996)
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Con todos estos’ éstﬁudios Se‘liva"d

ix. Neurotoxicidad del zinc

Existen grandes cantxdades de zmc presentes en las vesxculas sinapticas de los

botones excitatorios y al parecer 'son’ hberada ' durante'la acthdad smaptlca Ademas, las

elevaciones transitorias de la concentracion:de;zinc: extracelular, pueden acompariarse de

excitacion neuronal mtensa (Itoh y:Ebadi;
La exposxcmnf,de celula orticales:ia” oncentracxones altas de zinc ongma un

extenso dafo neuronal 'y glial;"que‘es dependiente .de. la -oncentracmn y del tlempo de,

expoSicic‘m (Choi y coi»s,‘?'1988).- as myecclones‘de cloruro de zmc en e] hlpocampo causan

Todos estos resultados proporcmnan ev1denc1a dxrecta de que el zmc puede ser:
una neurotoxina y gliotoxina, relativamente potente y de raplda accién en el sxstema

nervioso central.

x. Neuroproteccion y propiedades antioxidantes del zinc
En los tltimos arfos se ha reconocido la propiedad del zinc para retardar procesos
oxidativos. En general, los mecanismos de antioxidacién pueden ser divididos-en-efectos -

cronicos y agudos. Los efectos crdnicos involucran la exposicion a largo:plazo de un

17



_su]f"drllo. rlgmando un obstaculo estérico; o (3) en]ace a algun otro sitio de ]a protema,‘

R provocando un cambio conformacional, y como resultado neto una reduccién en la

reactividad del grupo sulfidrilo (Powell, 2000},

 xi. Enfermedades neurodegenerativas y su posible relacién con el zinc

La etiologia de la muerte neuronal en las enfermedades neurodegenerativas
permanece en incognita. Avances recientes en genética molecular y neuroquimica‘} han
contribuido al descubrimiento de dos procesos fundamentales involucrados en:la r;nuer‘te

celular: el estrés oxidativo y la disfuncién mitocondrial.
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metabélica oxidai't‘w ‘
' de catalasa, gluta
. kneuroqulmxcas

: Lees, 199\3).’]

_menos

creciente numero de:

de zinc.”

En la enfermeda

intracelk,u’]akr déizbinc en varias regiones del cerebro (Cuajungco y'_‘Lé_véys,»’ 997b Danscher y
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(Huang y cols, 200(:)).

os estudlos postmortem en cerebros

De acuerdo” c‘on"'Dexter y: (1"989‘),7_

“humanos con :':erifermedafc'l de Vril;ar};’i:ﬁeon. reyelan que los niveles de acndos grasos
poliinsaturados en la sustancia rzigro'es‘tén" redocidos en comparacién con otras regiones
del cerebro y con cerebros normélés,‘ y‘fpo'r el contrario, los niveles de malondiaidehido :
estan elevados en esta region, ‘s-ugi‘riendo la eparicién de peroxidacidn lipidica.- » ‘

El zinc, fierro y la acthdad de la SOD cxtoplasmatlca y mltocondnal tamblen se

,mtracerebrovent_cular (1cv) : 1drox1dopamma, una droga que produce radicales

llbres (Kaakko]a y Teravamen, 1990) reduce la concentracién de zinc en la sustancia
nigra y de 'MT en el caudado-putamen pero no tiene efecto en otras regiones del cerebro

(Rojas y cols, 1996).

C. ENFERMEDAD DE PARKINSON

i. Generalidades y posibles factores de riesgo

La enfermedad de Parkinson (EP) es conside‘rédé uno de ]()L"st.fn:ayore‘s 'désorde‘rree

dificultad para iniciar los mov1m1cntov _(acmesna) Estos smtomas son atrlbuldos ala

20




perdxda de neuronas dopammerglcas en la pars compacta de;la sustancxa rugra ¥y por la,wy’

presencxa de mc]usxones citoplasmaticas mtraneuronales Ilamadas cuerpos de Lewy

Las causas de la degeneracién de ]as neuronas dopammerglcas ‘aur

conoc1das Sm ernbargo se asume que las mteraccxones entre’ toxmas externas (las cuales” .

'surgen de factores amblentales dletetxcos

'metabollsmo normal) que ocurren contmuamente,

enfermedad (Prasad y cols, 1999)

Incluso, varios estudlos epldemlologlcos ha suger o como factores*potenc‘iéles

de nesgo para la EP-a la v1da ural vel consumo de agu de pozos o blsternas y la

:Nto‘ncos de’la: MPTP. en’las neurona ~dopammerglcas es- medxado por radxcales Ilbres"

(Ba]]ard y cols 1985)
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te a toxmas externas e internas en el

Las neuronas estan expuestas con t ntem

cerebro. Uno de los mecamsmos de accién mas comunes de dichas toxinas esta mediado
por estrés oxxdatlvo debldo a’'una produccwn exces:va de espec1es reactivas del oxigeno y

especies reactlvas de] mtrogeno

Dstas especxes pueden causar mutacxones puntuales y/o sobreexpresion de

ciertos genes lo cuales pueden mxclar la degeneramon y eventualmente la muerte de las

neurona ' dopan

'nerglcas en la EP 1dlopat1ca ' Sm embargo tales defectos genetlcos alin

“ no se ha dem str do en ]a EP ldxopatlca

producto protemlco normal de este gene podrla estar relaclonado con:la: familia de’la

g ubnqumna;' , cuyas : a]terac1ones han’ sido’ asocxada : ~“muchos " desérdenes"

neurodegeneratwos 1nc1uyendo la enfermedad de Parkm on

de que los factores de rxesgo externos en’la mcxdenc:a de la EP no han £

constantemente formados extra e mtracelular como parte del metabohsmo‘

normal enla euronas dopammergxcas

Los 51stemas de defensas ant10x1dantes epresentados por enznmas ant10x1dantes,‘

anllowldantes Slntetlzados y antxox1dantes de la dxeta pueden atacar a ]os radlcales hbres,

~-sin embargo: s: esto

adlcales son p ducxdos en exceso o los niveles de antioxidantes -

estan reducxdos puede ocurrxr dano 'neurona]

22

te 1dent1ﬁcados es muy c1erto q ‘e los radxcales libres, potencxalmenter L



neuronas dopammerglcas (figura 2). ; i

’ i ean T o
Antlomdantes f S R Radicaleslibr,esextracelulargs

atacan ; . .
Dafo membranal

Deprenll

Radicales libres
intracelulares Metabohsmo de dopamina

usbluod

-

Oxldaclon de L-Dopa

|

EP idiopatica
/1

Mutaciones en el
gene alfa sinucigina

\

Mutaciones en el \

dano

rl)dll() Pplq(-n(-tutu
(disfuncidn initocondiial,
dafio imembhranal.

O\ modificacian de proteinas)

gene PA/RKIN Elevada
2 sensibilidad
. e a esIrés
Meurodegeneracién Neurodegeneracibn a———————0¢xidativo

Muerte neuronal (EP idiopatica) ~~ Muerte rieuronal

Flgura 2. Vlsta esquematnca de la partlclpacnon de los- radxcales libres como un factor comun de
riesgo para muchos eventlos neurotéxicos en la patogenesns de la enfermedad de Parkinson (Tomado
~de Prasad, 1999)
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Se han propuesto varias:hipétesis: para exphcar el mecamsmo de degeneramon o

neuronal en la EP.

Estas incluyen: (a) ‘.jél‘fdd'

1'987). El fierro esta

Dexter.’y "’-éo:ls,

enzimas ant10x1dantes (catalasa v glutatlon peroxndasa) (Rlederer y cols, 1989, Perryy
cols, 1982; Sofic y cols, 1992). S
Todos estos estudios revelan que el estrés oxidativo puede jugar un ?‘ﬁapei chificb K

en la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas en la EP.

ii. Tratamientos de la Enfermedad de Parkinson

Uno de los tratamientos de la EP avanzada incluye a la L-‘dihideXiféﬁiiélaﬁiﬁé (L-"'

dopa), un precursor de la sintesis de dopamina. La administrééié’ri',de.L-dopa_.;puefd‘if":‘ ¢1ei{ar

la generacién de radicales libres (Ogawa y cols, 1994) aunque esto no. h : 1d vdeﬁrho‘strado

en pacientes con la EP
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Los efectos colaterales que han sido’ observados despues de” cmco arnos de terapia

con L dopa pueden ser-debxdos a:un ncremento en la produccwn de radicales libres

durante cl 'mg:

efectos'secundal

evaluaron clini

contra la'EP

se elevan (Ogawa y cols, 1994)

El deprenil usado con_)untamente con L-dopa podrla reducxr lo niveles’ elevados-

de radicales libres que surgen de la oxidacién de dopamina, pero no aquellos que se )

originan de la ox:damon de L- dopa

El tratamiento con a- tocoferol puede ejercer algunos efectos neuroprotectores
probablemente atrapando radlcales llbres y de ‘esta forma mhlbxendo los procesosb‘
~c1totox1cos como la perox1dac1on prldxca Sin embargo, hasta la fecha no se han

demostrado beneficios clmlcos despues de la ingestion oral (Parkinson Study Group,'

1993);

iii. Procesos que generan estrés oxidativo en el cerebro
El' cerebro consume una gran cantidad de O., y deriva su energia casi

exclusivamente. del metabolismo. oxidativo de la cadena respiratoria. La mitocondria se

encuentra en los cuerpos neuronales:pero también se distribuye a través de las dendritas,
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- axones y botones smaptxcos, donde las A’I‘Pasas mantlenen os’. gradxentes 1omcos a

en la mltocondrla genera 1

~hidrégeno " (Hz20,). Recxentes ev1denc

(Schapira y Cooper, 1992).

Varias enzimas presentes

Dl radxcal hldroxllo no es genera

."conocxda Sm embargo el HzOz lentamente a OH en ','L_;rj_,,ppOCéso que es

: ace]erado por la presenc1a de l‘el’l cig’)n"d 2 Fenton (para-referencias ver

: Facchmettl y cqls, 1998).
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iv. Modelos experimentales de la Enfermedad de Parkinson

Con el fin de conocer a fondo los mecanismos celulares y bioquimicos que
ocurren en la EP idiopatica, se han desarrollado varios modelos experimentales, que se

asemejan a la EP idiopatica en la destruccién de las neuronas de la via nigroestriatal.

temblor (Duvmsm 1976)

La reserpma e

. humanos y otros prlmates que estan aSOCladOS con una perdlda relatlvamente selectlva
gde ce]ulas en Ia pars compacta de la sustanc1a nigra ademas de’ notables reducc1ones en

: las concentracnon de dopamma, noradrenalma y serotonina en el cuerpo estrlado (Gerlach

y cols 1991)

De todos ]os modelosvmencwnados antenormente, el mas usado y que mas se’

aseme_]a con las alteracxones e ontradas en la EP 1dxopat1ca es ]a admmlstramon de la

MPTP. -
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D. LA ADMINISTRACION DE LA MPTP COMO UN MODELO EXPERIMENTAL DE LA
ENFERMEDAD DE PARKINSON
i. Parkinsonismo inducido por la administracién de la MPTP

Los primeros estudios que mencionan la aparicion de sindromes parkinsénicos
en pacientes jévenes en la bahia de San Francisco, se remontan a 1979 (Davis y cbls,"" ;

1979). Estos trabajos reportan que la MP’I‘P ‘una impureza formada duranvte'v la-

produccxon ilicita de una droga Ilamada ‘nueva’ heroma, tlene la propled d

197

humanos (Davis y col's,'v

actualidad porsu 'i‘ sem Janza con la EP 1d10patlca

Una ‘de. las.dos prmc1pa1es hxpote51s sobre la causa. de:la destruccxon en las )

i neuronas‘ dopammerglcas por 'la MPTP, suglere que’e dan puede~~,resultar de ]a

: fgeneracnon mtraneuronal de superodxidos y otros radlcales llbres cxtotoxxcos (Gerlach yo

cols, 1991).

ii. Bioactivacién y metabolismo de la MPTP
La figura 3 muestra los pasos del metabolismo de la MP’I‘P (Sayre, 1989 Txpton y -

Singer, 1993; Przedborski y cols, 2000).

Este compuesto es altamente hporhco y puede rapxdamente atravesar la barrerav

hematoencefallca Despues de tan solo un mmuto ';de ]a myeccmn de la MP’I‘P se han

detectado mveles\conmderables de esta neurotoxma en el cerebro (Makey y cols,‘1984)
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Astrocito Neurona

_’—-‘!dmhl a
azingol ‘//.

= MPP*

= MpP*

1ltio de
recaptura
de la

Joparmina Mitocondria

] ’_\/\h

Capliar
Endotelio

capllar

Figura 3. Bioactivacion y metabolismo de la-MPTP (Tomado de Kopin, 1986).

Una vez Iocahzada en-el cerebro, la MP’TP es.entonces metabollzada a] 1- met11 4—

fenil-2,3- dlhldropmdmo (MPDP’) por la: enzxma MAO B en-la mltocondrla de‘las celulas»‘

: astroghales (Jawtch y Snyder '1984 ) én las neuronas serot

la MPDP‘ es ox1dada

Vmcent 1986) Despues de_este paso metabolito’ activo:de‘la:

MP’I‘P el 1- metxl 4 femlpl"ldl : (MPP‘) (l‘gura 4) De esta form

el espacxo extrace]ular, 'tomado por ]os transportadores de dopamma y se

concentra dentro e as neuronas dopammergxcas donde e_lerce sus efectos’ toxncos (Sayre,-

1989; Tlpton y Smger, '1993) - ,
, 29
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Oxidacion anzimatica o l

~‘meop MPP* mpp @

Figura 4. Activacion toxica de la MPTP (Tomado de Sayre, ‘19'89).

iii. Evidencias del MPP* como‘ metabolii‘.b téxiéb~

Aunque el papel de los- metabohtos n esarrollo de la neurotoxxcxdad de la

MPTP aun no ha sido: probado ex1sten A untan hama e] MPP* como el

responsable de los efectos tox1cos :

“toxica para las:

a) . La myeccxon mt

neurona_s;dqpammergx_cas (Schneidéry Denaro, 1988

1. 1a biosintesis de

es enzu'nas mvoluvra :

’ lav formacnon de radlcales beres a partxr de la ox1dac1on de -

la dopamma dentro del c1toplasma para después desplazarse’ desde los smos de-

a0




“cols, 1984)

g) El contenido estriatal de MPP* correlacioxjaijIihéalrﬁ’gnte conlos efectos

téxicos dopaminérgicos en ratones (Giovanni y cols, 1991)."

iv. Mecanismos de neurotoxicidad

Una de las dos principales hipédtesis de la’destruccmn de. las neuronas’
dopaminérgicas por el MPP* propone como responsables a los radxcales h1drox1lo y
superoxido, generados durante la reduccién y reoxidacién de la neurotoxina'

a) Se ha propuesto que la sobrepr oduccién de especies reactlvas del oxxgeno es

un 1mportante mecamsmo que contribuye a la citotoxicidad del MPP+ (Przedborsk1 y cols.

1996). Algunos estudlos han mostrado que algunas dosis de MPP* capaz de danar hasta

- eli70% de neuronas dopammerglcas en cultivo, producen un: mcremento en‘los: radlcales '
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: 'HzOz (Sandrlycols 1990

i Ya que e] 02
del’ spm) para formar Hz0

produccwn de radlcales u

ser mediada’a través de'las ‘especies reactivas del

tiva 'éhtefen las céklu]as‘db’p’aminéx‘gic’aspof medio® "

a muerte de ]as neuronas opa

mo’la rotenona, es un. mhxbxdor de /la NADH

,c'ols,'f

‘amb"n causa la generacxon*de radlcales‘”

“superox1d e ndv S (R 'a’ y>Rxos, 1993)

Las espec1es -eactivas:del: oxigeno:y:la: perdxda de ATP estan 1mp]1cadas en la'”

muerte celulap 1nduq1(ja por g:l 2
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nH* MpPPt o *

'\ NADH DESHIDROGENASA l ] 1 S L
: heat: Citocromos - . Citocromo
: (grup‘os Fe-S) [:/\ Q [> [ D ! Jel D ‘oxidasa <

+4'1 0 .
‘2H + 7% H,O

Succinato
deshidrogenasa
(3 grupos Fe-S)

f

Succinato

Figura 5. Sitio de reaccién del MPP' en la cadena respxratorla mltocondrlal (Tomado de Smg,er y
‘Ramsay, 1990}. ; . )

De acuerdo con esta ai“rmamon ratones transgemcos que sobreexpresan la SOD

cobre-zinc: (Przedborskl vy cols, 1992)‘7:y los‘ ratones mutantes que carecen de la o6xido

carrecto funcmnamlento de la cadena'resplratorla en la mxtocondna Sm embargo Mlyako

y cols en 1997 demostraron que el MPP* isminuye: hasta una tercera parte el contemdo -

de ADN m1tocondr1a1 mhlbxendo se]ectwamente:Ia-‘rephcacxon'de material ‘genético e es’ey .

organe]o (Mlyako y cols, 1999

El clesajuste energetlco predlspone a las euronas a 1 Xcito idac ‘ due

la mltocondna representa un bla co para los mecanismos excntotoxtcos e esta forma, el -

dano mltocondnal puede agra AT el dano inicial" liberando Ca?*, especies reactlvas del
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ox1geno y factoxes esencxales para la actwac:on de la proteasa apoptotxca ( elst y Nlcotera,’ :

1997)

c) Otra hipétesis;de Lo ‘*'aﬁ'tég‘drii“s'tas

afinidad. po‘r 'el"MPPfﬂy éSto'pod
nigra a los efectos toxxcos de la MP’I‘P
Estos descubrlmlentos podrxan 4

estados neurodegenerativos re]acxonados‘ corj' la edad.
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III. JUSTIFICACION

En los Gltimos anos, se ha apoyado Ia hxpotesus de que el zmc puede actuar como

un antioxidante evitando los proces x1dat1vo ’por sx rmsmo, medlante 14 estabilizacién

nducciéon de alguna otra mo]ecula antloxxdante

de los grupos sulfidrilo o por medio de

: Parkinson, "c{ueu(:aus

enfermedad y de los modelos experlmenta]es sobre los antloxxdantes mas 1mportantes" :

presentes en el cerebro
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IV. HIPOTESIS

Si se sabe que un poslble mecamsmo de neurotoxlcxdad del MPP* es el ‘estrés

: del zmc despues de ]a admmlstramon ‘del MPP*,
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V. OBJETIVOS

i. Objetivo General

Evaluar las alteraciones -del zinc en diferentes regiones del ‘cerebro y de

dopamina en el cuerpo estriado dé’x"’aténf'déspuérswdé'lar?aidniinis”t}aibcrirérri’d:é"MPP*;'

ii. Objetivos Especificos

Cuantificar la densidad optxca del’ zmc, en cortes hlStO]OglCOS de varias regxones

del cerebro, teniidos con la tmcxon de Tlmm y medlante un. sxstema de 1magenes por

computadora.

Cuantlfcar el contemdo de dopamma en el cuerpo estrlado a dlferentes tlemposW
despues de la’ admlmstramon de MPP*, por cromatografia de llqu1dos de alta resolucmn'

con cletveccmn electroqulmxca.-
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VI. MATERIAL Y METODOS

i. Animales
Se utilizaron 40 ratones macho de la cepa CS7 black (25 30 g de peso), los cuales

se mantuvieron en caJas con una cama de aserrm con una tem i21 22°C y

con un ciclo de luz- oscurxdad de 12 horas Los ratones se ahmentaron con Purma Chow y

i, Re‘é“t‘:‘ﬁ!v,os:y drogas

fue adqulrldo de Research Blochemlcals Incorporated'
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e’ mm dxatamente se

Despues de:: la perfusmn ]os Cérebro’s‘i f\'x‘éry

los cortes fueron contratemd oS- ‘con vxoleta de cresﬂo,
atarén con una serie de alcoho es graduados y ﬁnalmente se
: ~aclararon con x ]o 5 ’ e
- Para mmlmlzar la varxabxhdad en la tinéién de Txmm los cortes de ambos grupos

fueron procesados snmultaneamente

v. Densitometria

El analisis densitométrico.de la tincién de. Timm: se realizo automaticamente.

utilizando un sistema

camara fue digitalizada utilizando-un convertidor.de.flash de. 8 bits ‘conlurv{a'.fgsovlvuc:‘iéri,‘de
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ﬁtré 0 (ncis'g'i'b)y y ,:2‘55

512 por 480 pixe]es"pr,opo‘rcibr‘l'aﬁ‘c‘ly ,yal'(‘)‘,ryes‘jén‘ ’Iai‘éscala:de:gy
(blanco).

El corte baJo observacion fu ajustadc u’é:.la‘:feg”iévn'de’f"

inter es fue claramente visible en el momtor de la computador Esta imagen'se dlgltahzo y

“se” almaccno ‘hechas “sin

. correccio

upoy tiempo se cuantificé la densidadtéptiqv del cuerpo estriado,

eplteho ve triculz pléxos coroideos, capa granular del cérebélo,5'~ﬁﬁ¢léo'arcu‘ato, capas

V',orxens, pxramldal radxata _y molecular de los campos CAl ' CA2 y CAS del h\pocampo,

mcluyendo la’ capa granular del giro dentado.

L cantldad de tmmon de Timm en cada reglon .del cerebro fue exammada a un

,aumento de IOX v en todas las reglones se deter ia varlacu"m v151ble de'la

tmcnon entre todos los cortes obtemdos D ‘ensxdad optlca en cada

:,",regtox*n fue mvedlda colocando 50 arculos co 40 pm cada uno a lo largo

o de 1,0 cortes seleccionados al azar por feg' on

Finalmente, las medidas de denmdad optlca para cada area en todas las rcglones )

fueron proporcionadas en unidades arbitrarias automaticamente por el” sxstema de

imagenes.

vi. Andlisis del contenido de dopamina estriatal
Otro lote de animales también se dividié al azar en 6 grupos‘ (h=‘6 cada uno}, 3

grupos experimentales y 3 grupos control.

Los grupos experimentales y controles se adminiét‘i‘ai‘on‘ c'om'cb‘ se de'scribié*»

prevnamente en el inciso iii. Cada grupo expenmental se sacrlﬁco con su respectlvo grupo

control a las 2, 24 horas y 7 dias despues de la myeccwn icv.
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El cerebro se extrajo-rapidamente.y . se “h mo iz6 “en 500 ‘Lrl de “solucién

antioxidante (metabisulfito de sodio 0.5 mM 'y acidd'percl co 0 '1-’%‘7p/_v).f Utilizando un

sonicador Lab-line ultratxp labsomc system (Lab lme mstruments,’Mélrdse'Park IL). Las:

muestras se centrlfugaron a 4000 g durante 15 1 ‘na entrlfuga Beckman J-

21C a 4° C, el sobrenadante se ﬁltro e'

cromatografo Para determmar el contemdo de 'dopaminaise.empleo: el cromatografo de .

~liquidos LC 250 Perkm Elmer co '

6,56 los pICOS se mtegraron auto at

_con un pI—[' e

O 8 v contra Ag/AgCl electrod d : referenc

,potencxal del detector:fu
tilizé:una’ columna: para’anallzar catecolammas de 100 X 4 8 mm con un‘,
] diémetrg "dve um,(A]ltech Deerﬁeld IL). El flu_]o utxllzado fue de l 2 ml/mm
los res'u‘lytado’s'a i;kpre como ug de catecolamma/g de tejldo humedo : ' v
vii. Analisis estadxst L

Los va]ores d den 1tometr1a fueron anahzados para determmar su sxgmﬁcanma

estadistica comparando los grupos control de

experimental utlllzando una prueba t de St

0.01 y *p< 0.05.
Para analizar el contenldo de dopamma estriatal se utilizo el analisis d‘e varianza :

(ANOVA) de una via y posterlormente los datos se: evaluaron con na: prueba post hoc de

~Tukey.
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VII. RESULTADOS
Todas las medias y los errores estandar o‘b'tenidos en’las diferentes regioﬁes del

cerebro se muestran en la tabla 1.

i. Cuerpo estriado

: La ﬁgura b). muestra un fotografa, con un aumento de\IOX ‘del cuerpo

estnado a las 2 horas, en donde se puede aprec1ar la dlsmmucxon en la mten51dad de la

tmcxon.

Cuerpo estriado
04 .
E Aok dede ek *
N 03
o
[o]
8
k=3 0.2
QO
o
B
‘@ 0.1 4
=
Q
o
0
1hr 2hr 24 hr 7 dias
msalina MPP+
Figura 1. La densidad optica (media £ error estandar) del zinc en el cuerpo estriado, disminuye

significativamente en todos los tiempos analizados después de la administracion icv de MPP*. Las -
medias fucron comparadas cstadisticamente usando una prueba t de Student. ** p< 0.01, * p<
0.05.
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ii. Ve ntnculos laterales

El analisis densitométrico en el eplteho de los ventr:cu]os laterales nos indica

"obse_ryé‘:gféct;l; oia‘,laréul/:,ikz‘ ll‘_ofas“'yi 7"d_ia“‘s de] .a

las 24 horas de la admlmstracmn Ia dens1dad optxca se reduce (p<0.05) el'l l% (ﬁgura 3).

Epitelio ventricular

09 4
0.8 ]
0.7 .
0.6
05
0.4 ]
0.3
0.2/

*k

ke *k

densidad dptica de zin

2 hr 24 hr 7 dias

msalina CMPP+

. Figura 2. Densidad éptica (media * error estandar) del zinc en el epitelio ventricular de ratones de la -

--cepa C57 black después de la administracién icv de MPP+. Todos los tiempos probados muestran
. reduccién de la densidad, incluso a las 2 hrs dicha disminucién alcanza el 44%, Las medlas fueron
e comparadas estadisticamente usando una prueba t de Student, ** p< O. 01 . )
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Plexos coroideos
0.5 4
0.4
0.3 1
0.2 4

0.1 4

densidad optica de zinc

1hr 2hr 24 hr 7 dias

W salina OMPP+

Figura 3. Densidad o6ptica (media * error estandar} del zinc en los plexos coroideos de los
ventriculos laterales de ratones de la cepa C57 black después de la administracion icv de MPP+. El
zinc histoquimicamente reactivo, solo se reduce a las 24 hrs. Las medias fueron comparadas
estadisticamente usando una prueba t de Student, * p< 0.05.

iii. Cerebelo

La administracién icv de MPP* no afecta la intensidad de la tincién de Timm en la

- capa de células granulares del éerebglq(ﬁggré’iy, -5} :

iv. Nﬁélgb arcuato
ptica:solo se ,Qiﬁséfva disminuida el 9%, tan solo 1

ho'rab(‘p<'0.65)' después’de la administracién de ‘esta ‘r'nkéur’t‘)t_éxiha (figura 6)..
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3

6
.
3

Figura 4. Fotografias dc cortes coronales, tenidos con el método de Timm, del cuerpo estriado y de
los ventriculos laterales de ratones control (A,C) y tratados con MPP* (B,D). En las secciones de
ratones tratados con MPP* se observa una disminucion significativa en la intensidad de la tincién
de Timm, lo que nos indica una perdida de zinc histoquimicamente reactivo; C.E. cuerpo estriado,
P.C. plexos coroideos, E.V. epitelio ventricular.
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Capa granular del cerebelo

0.6 -
< 0.5 4
N
€ 04l
8
g 03]
=]
8 o2,
"
=
3 014
0
7 dias !

2hr 24 hr

msalina MPP+

Figura 5. Densidad 6ptica (media * error estandar) del zinc en las células granulares del cerebelo de
ratones de la cepa C57 black después de la administracién icv de MPP+. La neurotoxina no afecta la
tincion de Timm en esta capa celular. Las medias fueron comparadas estadisticamente usando una
prueba tde Student. No existen diferencias en los grupos experimentales con respecto al control.

Nucleo arcuato
0.5 4
0.4 J *
0.3 {
0.2

0.1

densidad dptica de zin

ol
1hr 2hr 24 hr 7 dias

msalina pgMPP+
Figura 6. La densidad optica (media % error estandar) del zinc en el nucleo arcuato de ratones de la

cepa C57 black unicamente se afecta 1 hr después de la administraciéon icv de MPP*. Las medias
fueron comparadas estadisticamente usando una prueba ¢ de Student, * p< 0.05.
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v. Hipocampo

Los valores densxtometncos de’ la tmmon de Tlmm en. el hxpocampo nos muestran'

una serie de alteracmnes a lo largo de Ias cuatro capas ‘(orzens, plramldal radlata y

molecular) en las tres grandes reglones que lo constltuyen (CAl CA2 Yy CA3)

~En el campo CAlV se observa que el MPP* elev denstdad optlca en la capa

oriens 22% en hora(p<0 05) 50% a las 24 horas (p<0 01) y 4'1% a los 7 dlas (p<0 05)

. : En 'l‘ ap _radxata se encontrd una dlsmmucwn del 21% (p<0 05) a las 2 horas y

un mcremento del 39% y del 47% a las 24 horas (p<0 01) y 7. dlas (p<0 0s5)

v

respectlvamente (f'gura 7).

'En el’campo CA2 la capa oriens tamblen se. encuentra afectada reportando

incx_‘emen os e 13°/ y: 25% despues de 1 hora y 7 dxas (p<0 05) respectlvamente

En este ampo la densxdad Gptica’de la capa radlata se eleva sngmﬁcatlvamente

pueden apreciaren la figura 11, -
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" administracién icv de MPP‘

Region CA1 del Hipocampo

Capa Oriens -

05
e

N 04
@
]

3 o3
a

5 02
3}
k-]

@ 01
3

[

2hbr 24 hr 7 dias

msana QMPP+

Capa Piramidal

06
g o5
N
8 o4
'g 03
-
B 02
h-1
g 01
-l
-]
2hr 24 hr 7 dias
msalina OMPP+
Capa Radiata
06 *
g os
N
8 04 .
% 03
3
o
.{_g 02
@
S 0.1
-]
[}
1 hr 2hr 24 br 7 dias
msalina gMPP+
Capa Molecular
03
o
&
~
4 o2
8
a
o
R o4
h=4
a
[
o
o
[} L
24 hr 7 dias

msatna OoMPP+
Figura 7, La densidad éptica (media % error estandar) del zinc, se altera en-las capas:oriensy
radiata de " la region CAl del hipocampo de ratones de la cepa CS57 black después:de la
Las medias fueron comparadas estadisticamente usando una prueba t

de Student. ** p< 0.01, * p< 0.05.

48

TESIS CON
FALLA DE CBIGEN




Region CA2 del Hipocampo

Capa Oriens
04
o
&
@ 03
o
i}
G 02
Q
B
9 01
&
g
0
24 hr 7 dias
msalina oMPP+
Capa Piramidal
06

densidad optica de zinc
o
b

1hr 2br 24 hr 7 dias

msahna CIMPP+

Capa Radiata
05
o
5 04
1]
©
g 03
g
2 o2
1
2 o4
g
o
24 hr 7dias
msalna omPP+
Capa Molecular
03
u
]
8 o2
8
a
o
‘é’ 01
2
()
o
]

24 hr 7 dias

msahna OMPP+

Figura 8. En esta region, al igual que en el CAl y CA3, el zinc aumenta en las capas oriens y radiata
después de la administracion icv de MPP'. Las medias (¢ error estandar) fueron comparadas
estadisticamente usando una prueba t de Student. ** p< 0.01, * p< 0.05.
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Region CA3 del Hipocampo

Capa Oriens
04 "
£ .
e 03
a
2 02
g o
2
3 o4
S o
[~
g
® 0
1hr 2hr 24 hr 7 dias
msana aMmPP+
Capa Piramidal
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@ 05
o
g o4
& o3
b
8 o2
[
the 2hr 3hr 7 dias
msabna amePpP+
Capa Radiata
*
£ *
]
@
1
3
a
©
3
b}
e
&
b=
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msana OMPP+
Capa Molecular
03
2
N
8 02
Ja
-1
a
8
g 0.1
2
5
°
[
1hr 2hr 24 hr 7 dias

msalna aoMPP+

Figura 9. La tincion de Timm se altera en las capas oriens y radiata de la region CA3 del hipocampo
después de la administracion icv de MPP+. Las medias (¢ error estandar) fueron comparadas
estadisticamente usando una prueba t de Student, * p< 0.05.
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Capa granular del giro dentado

0.8 .
0.7 |
0.6 4
0.5
0.4 ]
0.3 ]
0.2 ]
0.1

densidad 6ptica de zin

1hr 2 hr 24 hr 7 dias

msalina OMPP+

Figura 10. Densidad optica (media  error estandar) del zinc en la capa granular del giro dentado.
La administracion icv de MPP* no tiene ningun efecto sobre la intensidad de la tincién de Timm en
esta capa celular. Las medias fueron comparadas estadisticamente usando una prueba t de

Student.
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Figura 11. Fotografias de cortes coronales, tenidos con ¢l método de Timm, del hipocampo de
ratones control (A) y tratados con MPP' (B). En las sccciones de ratones tratados con MPP* se
observa un incremento considerable en la intensidad de la tincion de Timm; O. capa oriens, P. capa
piramidal, R. capa radiata, M. capa molecular,
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~ vi, Dopamina estriatal

La administracién de MPP* a 2 horas no provocé efectos en el contenido de

dopamina en el cuerpo estriado; sin embargo, después de 24 horas:-se observé una

disminucién significativa dé‘dgpa‘m'ina:l del 40 %'y de 37 % a los 7 dias cuando se comparé

con él'grupo control (figura 12).

147
—_ 12 4
2
Kl
£ 10
Q
'g 8 A *h e
£
a8
g 97
8
o 4 4
b1
=
2 2 4
S
S L,
2 hr 24 hr 7 dias

Esalina OMPP+

Figura 12. Contenido de dopamina estriatal a diferentes tiempos después de la administracién icv
de MPP*. Los resultados muestran una disminucién de dopamina a las 24 hrs y 7 dias de la
administraciéon y estan expresados como el promedio en pg/g + error estandar. ** p< 0.01 respecto
al control en prueba de Tukey.
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VIII. DISCUSION

El zinc es considerado un elemento traza esencial para los Sistemas biolégicos y

es el cuarto i6n mas abundante en el'cex‘ebrd(.Ni:elsén 1984; Ebad1

i y Hama, 1986)

La deﬁcxenma de zmc durante el desarrollo fcausa malformacwnes y afecta la

memona a corto .y largo plazo (Sandstea
. suglere'n que una consecuencia de la défic d ] ; nt(_) del dano
'oxidativo ‘El zinc puede estar invovlu C

,‘;V‘antloxldante (Bray y ‘Bettger, - 1990)

]‘ZSOD cobre zmc 2) por medlo de ST

del zinc en el cuerpo estriado po
de proteinas, como. por. 6j
MPP* reduce la con‘c‘éynt‘:r

que el MPP* puede red

concentracién de enzimas antioxidantes que atrapan zinc como la MT, "
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la dxsmmuc n e

,—*forma, .

'oxldatlvo (Otelza y cols 1995)

El cuerpo estrlado es una: eglon altamente vuln rable al estres oxldatwo y esta

vulnerabllldad se mcrement manera’con iderable como resultado de la reduccxon de

3 ntes_, como el,‘

antioxidantes celulares ;mp :»1‘ y la MT despues de la administracién de

elqu‘e‘éxiste uria relacién entre el estado

al "mducxdopor radxcales hbres y~

muy mportante ya que se han reportado

m nggneso  ; :
en e] cuerpo es n‘ 1'9‘95:)':y7MPP‘
- (Alcaraz y cols 2001)
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telenéef_a@li‘ca(s como_la:neocorteza; hipocampo,: bulbo olfatono, septum, caudado putamen v




: reglones telencefallcas como el hlpocampo

os efectos benéficos’ del increm

prmcxpalmente la induccién! de alg
como ant:oxxdante

Numerosos estudlos h

Cousxns;' '1982)..

concentracion de zinc'y la sintesis de ARNm de:l
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'drhi istracion de la neurotoxiné p mmerglca 6-

La enfermedad de Parkmson es. una enfermedad neurodegeneratwa que: tiene

mc1denc1a en nuestra poblamon por esta razén es muy mportante, onocer a fondo la

jpartxcxpamon de todos los antloxldantes conomdos n: los mecamsmos neurotoxxcos de :

drogas como la MPP‘ y postenormente en el desarrollo de la enfermedad de Parkmson )

idiopatica.
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IX. CONCLUSION

La administracién del MPP* reduce la concentracién de zinc en el cuerpo estriado,

por lo que esta estructura es mucho mas susceptible al estrés oxidativo.

El MPP*, caixéé:'.d minucién de zinc en el epltello ventrlcular, este efecto quzza

altere la recaptura Yy.transporte'del zinc:hacia el cerebro

para

antioxidante.”

La densxdad optlca del zmc dlsmmuye en el nucleo arcu to; sm embargo, aun no

'se ha encontrado relacxon entre esta regxon y los mecamsmos de neurotox:cxdad del MPF'+

Dl MPP* no altera la denSIdad optlca de ]a tmc on del zmc en el cerebelo gll‘O

dentado y las capas plramldal y molecular del hlpocampo e

La ‘administracion de MPP* esta asociada con la -disminucién ‘de dopamina

estriatal.

"El MPP‘ mduce alt raclones del contemdo de znl 'c en varlas regxones del cerebro,

quiza. estos camblos ‘estos cambzos podrlan estar relacwnados .con los mecamsmos de

" accion de esta neurotoxma
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X. APENDICE

i. Especies reactivas del oxigeno

Cerca del 15% del flujo sangumeo que sale dely corazon se. dmge hacxa el cerebro
Esto corresponde a una sorprendente cpns n

gramos de tejido cerebral /minuto Cerc “del29

especies reactivas del oxxgeno (ERO) las u

(Boverls y Chance, 1973).

Cuando el -oxigeno molecular (0O2) adqmere_ un. electron, s:efv l’o‘x"'fn‘af‘ él"i'adical('

superox1do (Oz) )
o 02 + e _— 02
La superox1do dlsmutasa (SOD) y el H* pueden reacctonar con el: 02 para formar -

peroxxdo de hldrogeno H202

202 +2H*

‘Op-+H' o' HOp (radical hidroperoxi) =

2 HOz

Las formas ferncas y ferrosas del: f‘erro p de eaccmnar con el radical

superoxtdo y con e] peroxido de hxdrogeno para producn‘ ox1geno molecular y el radical

hldroxllo (OH) ; respectlvamente

Fe3+ + 02”;‘ = Fe2’ + 02

Fe2* + H20;, - Fe-”‘ + OH ¥ OH (reacc1on de Fenton)
El radxcal hldl‘OXllO tambxen puede ser formado a partlr del radlcal superoxxdo

medlante la reaccién de Haber-Weiss:

O + Ha0s — Oz + OH-+ OH-

60



Tanto en_la. rea
metal de transicié

una corta vxda

orgémicos, lo ‘que. rlgma la produccxon de mas compuestos radlcales

: RH (compuesto organico) + OH — 'R (radncal organico) + H20

yR+0: — RO (radical‘ peroxi)

ii. Especies reaéti#&s del' nitrégeno

El oxido nxtrlco (ON) es smtetlzado por la enzxma ox1do mtnco smtasa a partir de

la L- argmma, y en el cerebro actiia como un neurotransmxsor y en. cantldades excesivas

actiia como un, ‘neurotoxma El ON puede combmarse con’ el rad1ca1 superoxxdo para

formar peroxmxt to;un poderoso ox1dante

ON + 02
Cuando el peroxm1tr1to se protona espon aneamente se descompone en radlcalesk

nitroso e hndroxx]o.

ONOO + H*
’I‘odos estos datos revelan que dlfere tes. e radicales ‘son. co stantemente
formados en el cerebro. Sus respectivos niveles puedgn‘ 'ser.ivnit:rementado}, “pdr‘llba_;}‘:f’évx"di:d‘aﬁ
de .dopamina, elevacion en los niveles de fierro libre, d'e‘saju‘stei en las funmones

mitocondriales, disminucién en los niveles de glutatién (Prasad y cols,y 1999); L
iii. Mecanismos de proteccién contra los radicales libres

Las enzimas antioxidantes, las cuales pueden proteger a la célula contra los

efectos nocivos de los radicales libres, incluyen a la catalasa, superéxido dismutasa y
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favor de los oxidantes, se puede iniciar Ia deg, eracion y eventualmente causar la muerte

celular.
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