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Abreviaturas 
 
 
 

6-OHDA 6-Hidroxidopamina (2,4,5 trihidroxifeniletilamina) 

CAT Catalasa 

DA DA 

DAT Sistema de recaptura de dopamina 

DMT-1, DCT-1,  nramp-2 Transportador de metales divalentes 

EP Enfermedad de Parkinson 

EROs Especies reactivas de oxigeno 

FCE Fluido cerebroespinal 

GABA Ácido gamma aminobutírico 

GB Ganglios basales 

GPe Globo pálido externo 

GPi Globo pálido interno 

GSH-Px Glutatión peroxidasa 

H2O2 Peroxido de hidrógeno 

IL-1ß Interleucina 1ß 

INF- γ Interferón γ 

MAO Monoaminoxidasa 

Mn Manganeso 

Mn+2 Ion manganoso 

Mn+3 Ion mangánico 

MnCl2 Cloruro de manganeso 

Mn(OAc)3  Acetato de manganeso 

MPTP 1-Metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina 

NE Núcleo estriado 

NF-κB Factor nuclear-κB 

NO Óxido nítrico 

NOSn Óxido nítrico sintasa neuronal 

NST Núcleo subtalámico 

O2.- Anión superóxido 

OH     Radical hidroxilo 

ONOO- Peroxinitrito 

SN Sustancia nigra 

SNc Sustancia nigra compacta 

SNr Sustancia nigra reticular 

SOD Superóxido dismutasa 

SQ Semiquinona 

TH Tirosina hidroxilasa 

TNF- Factor de necrosis tumoral- 

TNFR1 Receptor para TNF-α 
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Resumen 

 

La Enfermedad de Parkinson (EP) es un problema de salud a nivel mundial y se ha sugerido 

que en las proximas décadas incrementará su incidencia, por lo que es necesario contar con 

nuevos modelos experimentales que permitan diseñar estrategias farmacológicas adecuadas 

para su tratamiento. Los modelos experimentales existentes han sido de gran ayuda sin 

embargo ninguno de ellos reproduce completamente esta patología, la mayoria de ellos son 

agudos y el grado de degeneración de las neuronas dopaminérgicas que provocan 

corresponden a estadíos avanzados de la enfermedad en humanos. En nuestro laboratorio 

encontramos que la inhalación de cloruro de Manganeso (MnCl2) y Acetato de Manganeso 

(Mn(OAc)3) produjo cambios ultraestructurales, degeneración de las neuronas 

dopaminérgicas de la SNc, y algunas alteraciones motoras de manera progresiva y bilateral, 

similares a lo descrito en los pacientes con EP, lo cual podría representar una ventaja sobre 

otros modelos. El presente trabajo pretende continuar con la carecterización del modelo 

mediante la correlación entre la neurodegeneración dopaminérgica con las alteraciones 

motoras, determinar si el tratamiento con L-DOPA mejora la conducta motora para asegurar 

que las alteraciones son de origen dopaminérgico, y establecer la especificidad del Mn por las 

neuronas de la Sustancia Nigra compacta (SNc) mediante la inmunocitoquímica anti NeuN y 

la medición de las concentraciones de dopamina y sus metabolitos en otras estructuras 

cerebrales. Para ello se utilizaron ratones macho de la cepa CD1, se formaron dos grupos: un 

grupo fue expuesto a agua desionizada (grupo control; n= 20), mientras que el segundo grupo 

(n= 20) fue expuesto a la mezcla de MnCl2 0.04 M y Mn(OAc)3  0.02 M por vía inhalada en 

una caja de acrílico, 1 hora, 2 veces por semana. De acuerdo a nuestros resultados observamos 

en los animales expuestos que mostraron alteraciones en la coordinación motora y mejoría 

significativa tras la administración de L-DOPA, pérdida del 67.58 % de las neuronas 

dopaminérgicas de la SNc, pérdida celular en el Estriado y Globo Pálido, no así  en los otros 

núcleos evaluados. Ultraestructuralmente, observamos alteraciones del neuropilo, 

disminución de los contactos sinápticos axoespinosos, aumento de las sinapsis perforadas en 

el estriado, alteraciones nucleares, necrosis y apoptosis en la SNc y en menor medida en el 

estriado. Finalmente  se encontró disminución significativa de la dopamina y sus metabolitos 

en la SNc, el estriado y el Globo Pálido tras la inhalación de MnCl2/Mn(OAc)3. Dichas 

alteraciones son similares a lo reportado en pacientes parkinsónicos. De esta manera, la 

inhalación de la mezcla de compuestos de manganeso es un modelo adecuado para el estudio 

de la EP, sensible, reproducible y de fácil aplicación, con el cual  pretendemos brindar una 

herramienta más para el estudio de la enfermedad así como la evaluación nuevos tratamientos. 
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Abstract 

 

Parkinson's disease (PD) is a worldwide health problem and it has been suggested that in the 

next decades will increase their incidence, so that, is necessary to have new experimental 

models that allow to design appropriate pharmacological strategies for its treatment. The 

existing experimental models have been helpful, however none completely reproduces this 

disorder, most of them are acute and the degeneration degree of dopaminergic neurons that 

they cause correspond to advanced stages of the disease in humans. In our laboratory found 

that inhalation of manganese chloride (MnCl2) and manganese acetate (Mn (OAc)3) produced 

ultrastructural changes, degeneration of dopaminergic neurons in the SNc, and some motor 

impairment progressively and bilaterally, similar to the described in PD patients, this 

characteristics could be an advantage over other models. The aims of this paper is to continue 

the model carecterización through the correlation between dopaminergic neurodegeneration 

with motor impairment, improves of motor impairment behavior with L-DOPA to ensure that 

alterations are due to dopamine loss, and establish the specificity of Mn of the substantia nigra 

compacta (SNc) neurons using anti NeuN immunocytochemistry and measuring dopamine 

concentrations and its metabolites in basal ganglia. For this were used CD1 male mice, 

divided into two groups: one group was exposed to deionized water (control group, n = 20), 

while the second group (n = 20) was exposed to a mixture of MnCl2 0.04 M and Mn(OAc)3 

0.02 M by inhalation in an acrylic box, 1 hour, 2 times per week. According to our results, 

exposed animals showed alterations in motor coordination and significant improvement after 

administration of L-DOPA, 67.58% loss of dopaminergic neurons in the SNc, cell loss in the 

striatum and globus pallidus but not in other evaluated nuclei. Ultrastructurally, we observed 

abnormalities in the neuropil, decreased in axoespinosos synaptic contacts, increases of 

perforated synapses in the striatum, nuclear changes, necrosis and apoptosis in the SNc and 

lesser extent in the striatum. Finally we found significant decrease of dopamine and its 

metabolites in the SNc, striatum and globus pallidus after inhalation of MnCl2/Mn(OAc)3. 

These alterations were similar to those reported in parkinsonian patients. Thus, the inhalation 

of manganese compounds mixture is a suitable model for the PD, sensitive, reproducible and 

easy to apply, with which we intend to provide a tool for the study of disease and the 

evaluation new treatments. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





1 

 

Introducción 

 

En las últimas décadas la prevalencia de las enfermedades neurodegenerativas ha mostrado un 

incremento. En México, se espera que aumente la proporción de habitantes mayores de 60 

años y por consiguiente las enfermedades asociadas a la senectud (Góngora-Alfaro et al., 

2005). Según datos obtenidos del INEGI la cantidad de personas mayores de 60 años en la 

República Mexicana creció entre el 16 y el 17 % por lo que en este contexto se ha propuesto 

que la tasa de incidencia de las enfermedades neurodegenerativas aumentará de 120 al 230 %, 

siendo la Enfermedad de Parkinson (EP) y las demencias el mayor componente de este 

incremento (Otero-Siliceo, 1996). 

 

Esta enfermedad fue descrita por James Parkinson en 1817, en su publicación “Essay on the 

shaking palsy” (Ensayo sobre la parálisis agitante), como movimientos involuntarios con 

disminución de la  fuerza muscular en segmentos que están en reposo. El paciente con EP 

desarrolla temblor, rigidez, bradicinesia y alteraciones de los reflejos posturales  (Gilmans-

Winans, 1994; García-Martínez, 2003; Tolosa et al., 2006; Jankovic, 2008; Lees et al., 2009; 

Guilarte, 2010). Las líneas de la cara del paciente son lisas, su expresión es fija, y casi no hay 

prueba manifiesta de respuesta emocional espontánea (Gilmans-Winans, 1994).  

 

En 1966 Hornykiewicz analizó cerebros de pacientes con EP y encontró reducción 

significativa de Dopamina (DA), serotonina y noradrenalina principalmente en el núcleo 

estriado (NE) y la sustancia nigra (SN), además puntualizó que de las tres aminas biogénicas, 

la más reducida era la DA (Hornykiewicz, 1993; 2006). Posteriormente se demostró que las 

neuronas que estaban degenerando principalmente eran las neuronas dopaminérgicas de la 

porción compacta de la sustancia nigra (SNc) (Yurek y Sladek, 1990; Gibb y Less, 1991), con  

pérdida moderada de la porción dorsal de la misma (Gibb y Less, 1991; Otero-Siliceo, 1996; 

López-Pousa et al., 2003). De esta forma una de las características mas relevevantes de la EP 

es muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNc con la consecuente disminución de las 

concentraciones de DA en el NE (Bové et al., 2005). A partir de estoy hallazgos se propuso el 

uso de la L-DOPA es el fármaco sinomatico más efectivo en el tratamiento de la EP ya que es 

el precursor de la DA (Barbeau, 1981), además es uno de los criterios empleados en el 

diagnóstico definitivo de enfermedad de Parkinson (Hughes et al., 1992; Gelb et al., 1999). 

 

De esta manera, desde que se comprendió que las alteraciones observadas en la EP se deben 
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principalmente a la disminución en la concentración de DA en los ganglios basales 

(Hornykiewicz, 1993) producto de la degeneración de las neuronas de la SNc (Yurek y 

Sladek, 1990; Gibb y Less, 1991) se han propuestos diversos modelos animales de 

degeneración nigral, los cuales  permiten estudiar los mecanismos básicos que regulan la 

función neural o conductual con la finalidad de recrear los eventos que se presentan en esta 

enfermedad (Anaya, 1997; Hirsch, 2006).  

 

Algunos de los modelos de la Enfermedad de Parkinson son los siguientes:  

 

 Reserpina: Carlsson y colaboradores (1957) observaron que la administración sistémica de 

reserpina causa la depleción de catecolaminas en el cerebro llevando a un estado acinético 

en conejos. Posteriormente, mostraron que la administración de L-DOPA alivió el estado 

acinético inducido por la reserpina, indicando que la recuperación conductual es dependiente 

de DA. Esto llevó a la primera hipótesis que posteriormente fue confirmada en humanos 

(Hornykiewicz, 1993; 2006) acerca de que los síntomas de la EP son el resultado de la 

depleción dopaminérgica estriatal (Bernheimer et al., 1973). El descubrimiento de que la 

deficiencia dopaminérgica estriatal resulta en los signos clínicos de la EP permitieron el 

desarrollo de la reserpina como un modelo animal. La administración sistémica de reserpina 

produce la depleción de DA a nivel de la terminal nerviosa e induce un estado hipocinético 

en roedores. Este déficit de movimiento es debido a la pérdida de la capacidad para 

almacenar DA en las vesículas intracelulares (Carlsson et al., 1957; Hornykiewicz, 1966; 

Betarbet et al., 2002). 

 

Se ha reportado que los cambios inducidos por la reserpina son temporales sin degeneración 

de las neuronas dopaminérgicas de la SNc (Gossel et al., 1995). Además se observó que 

varios fármacos que revierten el déficit motor inducido por éste fármaco en modelos 

animales han sido ineficientes en el tratamiento de pacientes (Betarbet et al., 2002). 

 

 MPTP: Varios estudios han demostrado que en humanos y monos, el MPTP produce un 

síndrome parkinsónico agudo irreversible caracterizado por signos clínicos de la EP que 

incluyen temblor, rigidez, enlentecimiento de los movimientos, inestabilidad postural y el 

“congelamiento” (freezing; Dauer y Przedborski, 2003), degeneración de las neuronas 

dopaminérgicas y agregación de α-sinucleína (pero no cuerpos de Lewy), además, respuesta 

positiva al tratamiento con L-DOPA (Shimohama et al., 2003) y gliosis reactiva (Barcia et 
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al., 2004). Sin embargo, la degeneración neuronal en un lapso muy corto (agudo o 

subagudo) es una de las principales dificultades con el uso del MPTP como modelo, ya que 

la EP es un padecimiento lento y progresivo, además, ratones y ratas son menos sensibles 

que los primates a la neurotoxicidad inducida por esta molécula, en estos animales se 

requieren altas dosis de esta toxina para producir la depleción de DA y los signos 

conductuales del parkinsonismo aparecen raramente (Shimohama et al., 2003). 

 

 6-OHDA: La 6-hidroxidopamina (2,4,5-trihidroxifeniletilamina; 6-OHDA) fue el primer 

modelo animal de la EP asociado con la muerte de neuronas dopaminérgicas, introducido 

por Ungerstedt en 1968. Este compuesto es un análogo hidroxilado de la DA, la cual 

produce depleción selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNc y sus terminales en 

el NE (Blum et al., 2001). Animales con lesión bilateral muestran algunos elementos de los 

síntomas motores parkinsonianos como acinesia, hipocinesia y alteraciones de la postura 

(Smith et al., 2002). Sin embargo la lesión bilateral no es un modelo comúnmente utilizado 

puesto que los animales lesionados de esta manera necesitan de cuidados intensivos ya que 

mueren fácilmente debido a que presentan marcada adipsia y afagia (Bové et al., 2005). 

Debido a estas dificultades se ha optado por la inyección unilateral de 6-OHDA en la SNc o 

el haz medial en ratas, y es este modelo el que ha contribuido en la mayoría de 

investigaciones preclínicas de la EP (Deumens et al., 2002), se ha reportado que la 6-OHDA 

produce pérdida de aproximadamente el 95 % de la DA en el NE duarante de las primeras 

24 h posterior a ser administrada. Después de la inyección unilateral de 6-OHDA, las 

terminales dopaminérgicas degeneran del lado de la lesión, el animal presenta giro 

espontáneo ipsilateral y disminuye su conducta exploratoria espontánea (Ungerstedt, 1971; 

Miller y Beninger, 1991; Fornaguera et al., 1993). Sin embargo, la inyección de esta toxina 

induce exclusivamente efectos agudos, los cuales son diferentes de la progresión lenta 

natural de los enfermos con  Parkinson (Betarbet et al., 2002).  

 

 Paraquat: El paraquat (N,N`-dimetil-4-4`-bipiridinium) es un herbicida que produce un 

modelo tóxico de la EP; muestra similitud estructural con el MPP
+
, sin embargo, esta toxina 

no penetra fácilmente la barrera hemato-encefálica (Shimizu et al., 2001). La toxicidad por 

paraquat parece que es mediada por la formación de O2
.-

 (Day et al., 1999). La 

administración sistémica de paraquat a ratones lleva a la degeneración de neuronas 

dopaminérgicas acompañado de la formación de inclusiones que contienen α-sinucleina 

(McCormack et al., 2002). Aún no se ha determinado si la toxicidad del paraquat provoca 



4 

 

solamente la degeneración de las neuronas dopaminérgicas o si otras células son afectadas 

de manera similar (Dauer y Przedborski, 2003).  

 

 Rotenona: Es un compuesto citotóxico natural que se extrae de plantas tropicales, es usado 

ampliamente como insecticida. Es altamente lipofílico por lo que tiene acceso a todo el 

organismo (Talpade, 2000). Se une e inhibe el complejo I mitocondrial. En un principio se 

pensaba que su inyección intravenosa producía la degeneración selectiva de las neuronas 

dopaminérgicas nigroestriatales, acompañado de inclusiones parecidas a los cuerpos de 

Lewy positivas para α-sinucleina (Betarbet et al., 2000). Estudios posteriores en los que se 

trató crónicamente a ratas con dosis bajas de rotenona, mostraron disminución de neuronas 

colinérgicas y células positivas para NADPH diaforasa. Estos resultados demuestran que la 

rotenona no es específica para las neuronas dopaminérgicas, es decir su toxicidad es más 

amplia de lo que originalmente se pensaba (Hoglinger et al., 2003). Ratas de la cepa Lewis 

expuestas crónicamente a través de la canulación de la vena yugular mostraron varias 

características de la EP, incluyendo la degeneración de la vía nigroestriatal y la formación 

de inclusiones intracitoplasmáticas en las neuronas dopaminérgicas que son reminiscencias 

de cuerpos de Lewy. Estas ratas mostraron bradicinesia, inestabilidad postural y algunas 

evidencias de temblor, sin embargo, la patología parkinsónica fue observada solo en la 

mitad de las ratas a las cuales se les administró rotenona y estos síntomas no fueron 

observados en otras cepas de ratas (Shimohama et al., 2003) 

 

Como se mencionó, existen diferentes modelos animales para el estudio le la EP, todos ellos 

con ventajas y desventajas, sin embargo, hasta el mometo no existe un modelo que asemeje el 

curso temporal de la enfermedad en humanos. Se ha propuesto que un modelo ideal de la EP 

es aquel capaz de reproducir los signos clínicos observados en humanos (Hirsch, 2006) y el 

déficit neuroquímico asociado a la degeneración patológica de las células dopaminérgicas de 

la SNc, incluyendo el curso temporal (Emborg, 2004). En nuestro laboratorio hemos 

propuesto un modelo para el estudio de la EP, en el cual la mezcla de cloruro de manganeso 

(MnCl2) y acetato de manganeso (Mn(OAc)3) produjo a ratones expuestos déficit motor 

manifestado como acinesia, inestabilidad postural y temblor, además estos animales perdieron 

al menos el 67 % de las neuronas dopaminérgicas de la SNc (Ordoñez-Librado et al., 2008). 
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Se propuso el uso de estos compuestos para la obtención del modelo debido a que se ha 

reportado que la inyección intraestriatal de Mn en animales de laboratorio provoca 

disminución de la concentración de DA (Witholt et al., 2000; Chun et al., 2001). También, 

varias investigaciones han reportado que este metal tiende a acumularse en regiones ricas en 

DA, por lo que se ha propuesto un posible papel de este neurotransmisor y sus mecanismos de 

recaptura en el transporte de Mn al interior de las neuronas dopaminérgicas. Los resultados 

experimentales soportan la idea de que la concentración de Mn en el mesencéfalo ventral es 

dependiente del sistema de recaptura de DA (DAT) dependiente de Na
+
/Cl

-
  (Calne et al., 

1994; Nagatomo et al., 1999; Erikson et al., 1992, 2005b). Ingersoll y cols. (1999) 

examinaron el efecto de la inhibición del DAT sobre la captura de Mn; estos investigadores 

administraron cocaína (inhibidor del DAT) a ratas a las cuales se les inyectó posteriormente 

Mn intracerebralmente. Estos autores muestran que la acumulación de Mn en los ganglios 

basales es menor en las ratas pretratadas con cocaína comparadas con ratas a las cuales se les 

inyectó el metal pero no el inhibidor del DAT. En otro estudio llevado a cabo por  Erikson y 

cols. (2005b) en el que se utilizaron ratones knockout (KO) los cuales no expresaban el 

transportador para DA (DAT-KO) encontraron decremento significativo del 40 % en la 

acumulación de Mn en el NE comparado con los ratones silvestres (WT) que recibieron 

inyección de Mn. Adicionalmente, en un estudio realizado en sinaptosomas de NE los cuales 

fueron incubados con GBR12909 (un inhibidor especifico del DAT), disipramina (inhibidor 

del transportador de norepinefrina) o fluoxetina (inhibidor del transportador de serotonina) 

solo los sinaptosomas tratados con el inhibidor del DAT mostraron disminución en la 

acumulación de Mn in vitro. Ningún efecto fue observado en los sinaptosomas tratados con 

disipramina o fluoxentina, por lo que estos resultados demuestran que la acumulación de Mn 

en los ganglios basales es facilitada por el DAT (Anderson et al., 2007). Además Chin-Chang 

y cols. (2003) evaluaron la función del DAT en la vía dopaminérgica nigroestriatal en 

pacientes expuestos crónicamente a Mn encontrando aumento en la actividad de este 

transportador, adicionalmente, se trató a ratas con reserpina, y se observó que la disminución 

de DA inducida por este fármaco, produce que la concentración de Mn en los ganglios basales 

sea menor, por lo que se ha propuesto que la concentración de Mn en la SNc es dependiente 

de la concentración de DA (Aposhian et al., 1999; Erikson et al., 2005a). Los estudios 

anteriores sugieren que la recaptura y/o el metabolismo de la DA contribuyen en el transporte 

de Mn; estas observaciones llevan a la hipótesis que el Mn puede unirse a DA y  transportarse 

como un complejo al interior de las neuronas vía el DAT y/o el Mn puede competir con el 

Na
+2

 para su co-transporte con la DA a través del DAT (Aposhian et al., 1999). 
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En humanos la intoxicación por Mn es referida comúnmente como “manganismo”; es una 

patología en la cual se observan características similares a la EP (Harte et al., 1991) causadas 

por acumulación de este metal especialmente en el caudado-putamen, globo pálido (GP), SN 

y núcleo subtalámico (NST) (Calne et al., 1994; Takeda et al., 1999). Se pueden distinguir 

tres fases clínicas en el desarrollo de la neurotoxicidad crónica por Mn (Finkelstein et al., 

2007), pero es en la fase tardía (o de establecimiento) donde se observan alteraciones 

extrapiramidales que incluyen rigidez muscular, hipocinesia y temblor de las extremidades 

superiores (Walowitz y Roth, 1999; Normandin et al., 2002; Guilarte, 2010). El desarrollo del 

síndrome extrapiramidal denota daño permanente en el sistema nervioso central (SNC) 

(Finkelstein et al., 2007). Se ha propuesto que estos signos están asociados con disfunción 

dopaminérgica dentro de los ganglios basales (Chun et al., 2001; Tapin et al., 2006) y aunque 

se ha propuesto que el sitio de lesión neurológica primaria es el GP, se han acumulado 

algunas evidencias que sugieren que la toxicidad del Mn puede causar daño a la SNc (Chun et 

al., 2001),  por ejemplo se ha descrito que tanto en el manganismo como en la EP la cantidad 

de neuromelanina se reduce en la SNc, lo cual podría deberse a la pérdida de neuronas 

dopaminérgicas (Archivald y Tyree, 1987; Tapin et al., 2006). 

 

Es importante conocer los mecanismos de absorción del Mn, puesto que de ellos depende los 

efectos que pudiera tener en el SNC. Se he demostrado que las formas divalente (Mn
+2

; ion 

manganoso) y trivalente (Mn
+3

; ion mangánico) son las especies predominantes de Mn en los 

seres vivos (Takeda, 2003). En el plasma, alrededor del 80 % del Mn
+2

 se une a β-globulina y 

albúmina, mientras que el Mn
+3

 está unido a transferrina (Critchfield y Keen, 1992; Aschner 

et al., 2005; Aschner et al., 2007). El endotelio capilar tiene la mayor densidad de receptores 

para transferrina en el cerebro (Moos, 1996), por lo que la transferrina une Mn
+3 

y es 

transportado dentro del cerebro a través de la barrera hemato-encefálica vía la endocitosis 

mediada por su receptor (Aschner y Gannon, 1994; Roth y Garrick, 2003). De acuerdo con lo 

anterior, se sabe que tanto el núcleo acumbens y el caudado-putamen, dos núcleos con gran 

cantidad de receptores para transferrina, tienen fibras aferentes al GP y la SN, áreas en las 

cuales el Mn se acumula principalmente (Aschner et al., 2005). 

 

Otros mecanismos propuestos en la captura de Mn son los canales de Ca
2+

 (Narita et al., 

1990), intercambiador de Na
+
/Ca

2+
 (Frame y Milanick, 1991), canal uniporte de Ca

2+
 (Gavin 

et al., 1990), el antiporte de Na
+
/Mg

+
 (Gunther et al., 1990; Takeda, 2003) y el transportador 
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de metales divalentes (DMT-1; Roth et al., 2000; Takeda, 2003; Benedetto et al., 2009). 

Gunshin y cols. (1997) demostraron que el DMT-1 está expresado en las células endoteliales 

de los capilares cerebrales y en las células epiteliales coroideas (Murphy et al., 1991; Rabin et 

al., 1993). Sin embargo se ha observado que aproximadamente el 60 % del Mn
+2

 y Mn
+3

 es 

transportado rápidamente al cerebro probablemente como ion libre (Sotogaku et al., 2000; 

Takeda, 2003; Zheng et al., 2003). 

 

Hay reportes contradictorios acerca del efecto del Mn dentro de los ganglios basales, algunos 

autores reportan un papel antioxidante de este metal; se ha demostrado que a bajas 

concentraciones el Mn
+2

 protege a las células en contra del estrés oxidativo, y que este efecto 

neuroprotector deriva del hecho de que el Mn
+2

 puede catalizar la dismutación del O2
.-
 y del 

H2O2 bajo condiciones fisiológicas (Oubrahim et al., 2001; HaMai et al., 2001; HaMai y 

Bondi, 2004a), en cuanto al papel pro-oxidante otros estudios reportan que el Mn
+2

, produce 

el aumento en la generación de especies reactivas de oxígeno (EROs), sin embargo su 

actividad pro-oxidante fue bloqueada en la presencia de DFO, un quelador de metales 

trivalentes, por lo que se ha propuesto que aún cuando el Mn
+2 

no tiene propiedades oxidantes 

intrínsecas, la presencia de Mn
+3 

en cantidades traza es suficiente para promover la formación 

de radicales libres y quinonas tóxicas producto de la auto-oxidación de la DA mediada por 

Mn (Sava et al., 2004; HaMai y Bondi, 2004b).  
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Justificación 

Existe controversia acerca de las alteraciones producidas por el Mn; mientras algunos autores 

reportan que el Mn altera la función dopaminérgica, específicamente en los ganglios basales y 

produce un síndrome muy similar a la enfermedad de Parkinson, otros señalan que la 

intoxicación por Mn parece ser diferente de la EP en cuanto a la etiología y patología, 

especialmente en la conservación de los somas dopaminérgicos de la SNc. Según varios 

autores, lo más importante entre estas diferencias es la falta de respuesta clínica a la L-DOPA. 

Recientemente en nuesto laboratorio, reportamos que ratones que fueron expuestos durante 5 

meses a la mezcla de Mn divalente y trivalente desarrollaron alteraciones de movimiento y 

pérdida significativa de las neuronas dopaminérgicas de la SNc, proporcionando evidencia de 

que las alteraciones motoras son debidas a la deficiencia de la vía de dopaminérgica 

nigroestriatal, estableciendo un posible modelo experimental de la EP. Como siguiente paso, 

se busca determinar si después de 5 meses de inhalación de Mn, los trastornos de movimiento 

mejoran con la administración de L-DOPA para garantizar que el origen de alteraciones es 

dopaminérgico, y demostrar mediante inmunohistoquímica anti NeuN la diferente 

susceptibilidad entre distintas regiones cerebrales. 

Con ello pretendemos brindar un modelo para el estudio de esta enfermedad en el cual la 

degeneración de la vía nigroestriatal sea gradual, bilateral el cual nos permita comprender la 

patogénesis de la enfermedad así como establecer terapias para su tratamiento. 

 

 

Hipótesis 

 

Al parecer existe sinergía entre el MnCl2 y el Mn(OAc)3, ya que al inhalarlos mezclados 

producen temblor, rigidez, bradicinesia y otras alteraciones motoras debidas, muy 

probablemente, a la pérdida de dopamina y sus metabolitos dentro de los ganglios basales 

producto de la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNc, por lo que es posible que los 

animales, después de haber inhalado durante 5 meses dicha mezcla, presenten mejoría motora 

después de la administración de L-DOPA brindando un modelo experimental para el estudio 

de la Enfermed de Parkinson. 
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Objetivo General 

 

Examinar los efectos de la inhalación de la mezcla de MnCl2 y Mn(OAc)3 en ratones sobre las 

posibles altaraciones en la concentración de dopamina y sus metabolitos, alteraciones 

ultraestructurales y citologicas de los ganglios basales, así como sus posibles alteraciones  y el 

efecto de la L-DOPA sobre la actividad motora para fundamentar un modelo para el estudio 

de la Enfermedad de Parkinson.   

 

Objetivos específicos 

 

1. Evaluar la conducta motora de ratones expuestos a la mezcla de MnCl2 y Mn(OAc)3  

mediante las pruebas de la viga y reaching task.  

2. Evaluar el efecto de la L-DOPA sobre el desempeño motor en las pruebas de la viga y 

reaching task después de 40 inhalaciones. 

3. Realizar el conteo de neuronas inmunorreactivas a TH en al SNc de los animales control 

y expuestos a la mezcla de MnCl2 y Mn(OAc)3. 

4. Realizar el conteo de neuronas en diferentes núcleos cerebrales mediante 

inmunocitoquímica anti NeuN de los animales control y expuestos a la mezcla de MnCl2 

y Mn(OAc)3. 

5. Determinar el número de espinas dendríticas en el NE mediante el método de Golgi en 

los animales control y expuestos a la mezcla de MnCl2 y Mn(OAc)3. 

6. Realizar un análisis ultraestructural de la SNc, NE y GP de los animales control y 

expuestos a la mezcla de MnCl2 y Mn(OAc)3. 

7. Determinar las concentraciones de DA en el NE, GP y SNc mediante HPLC. 
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Metodología 

Los experimentos se llevaron a cabo con ratones macho de la cepa CD1 con peso inicial de 

33±2 g, los cuales se mantuvieron en ciclos de luz/oscuridad 12:12, con agua y alimentación 

ad libitum. Antes de la exposición a Mn los animales fueron entrenados para las pruebas de 

coordinación motora durante una semana (Anexo 1). Posteriormente se formaron dos grupos: 

un grupo fue expuesto a agua desionizada (grupo control; n= 20), mientras que el segundo 

grupo (n= 20) fue expuesto a la mezcla de MnCl2 0.04 M y Mn(OAc)3  0.02 M por vía 

inhalada en una caja de acrílico, 1 hora, 2 veces por semana. Después de 40 inhalaciones, los 

animales expuestos a Mn se dividieron en 2 grupos, uno de ellos siguió inhalando y se les 

administró L-DOPA (15 mg/Kg), mientras que el segundo dejó de inhalar y recibió el 

tratamiento con L-DOPA; cada semana se evaluó la coordinación motora de todos los 

animales mediante las pruebas de viga y prueba motora fina (reaching task) hasta finalizar los 

tratamientos (Ordoñez-Librado et al. 2008; 2010; 2011).  

 

Animales control y expuestos bajo las condiciones mencionadas fueron sacrificados a  las 40 

inhalaciones, 10 controles y 10 expuestos se perfundieron vía aorta y se fijaron con 

glutaraldehído y paraformaldehído al 2 %, se extrajeron los cerebros y se tomaron fragmentos 

del NE, SNc y GP para analizarlos ultraestructuralmente (Anexo 2), además se hicieron cortes 

histológicos a los cuales se les realizaron inmunomarcajes en el siguiente orden: para 

determinar el número de neuronas dopaminérgicas se realizó inmunihistoquímica anti-TH a 

cortes del mesencéfalo; para evaluar la especificidad de la neurotoxicidad de la mezcla de Mn 

se realizó el conteo de neuronas a través de inmunohistoquímica anti-NeuN en el NE, GP, 

Corteza motora primaria y corteza frontal, áreas CA1 y CA3 del hipocampo y la corteza 

cerebelosa (Anexo 3), además se tomaron fragmentos del NE para procesarlos mediante el 

método de Golgi y se hizo el conteo de espinas dendríticas de las neuronas espinosas 

medianas (Anexo 4). Por otra parte, a las 40 inhalaciones se obtuvo el tejido fresco de 10 

animales control y 10 expuestos para determinar la concentración de DA y sus metabolitos 

mediante HPLC en el NE,  SNc y  GP (anexo 5).   

 

Los datos obtenidos en las pruebas conductuales y la determinación de la concentración de 

DA, HVA y DOPAC serán analizados mediante ANOVA seguido de un análisis post hoc de 

Tukey mientras que la comparación del número de neuronas, espinas dendríticas y el análisis 

ultraestructural será a través de pruebas de T. 
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Resultados 

 

Dentro de las características de la enfermedad se encuentra el déficit motor, para estudiar este 

aspecto se evaluó en la viga de 3mm a los animales de todos los grupos. En la figura 1 se 

observa que el tiempo promedio que tardaron los animales control en atravesar la viga fue de 

8 segundos, mientras que los animales expuestos a la mezcla de MnCl2 y Mn(OAc)3 a partir 

de la décima y hasta la cuadragésima inhalación mostraron aumento en el tiempo de 

realización de la prueba. Con la administración de L-DOPA a las 40 inhalaciones los animales 

expuestos a Mn mostraron disminución significativa en el tiempo en el cual recorrieron 1a 

viga alcanzando los tiempos registrados por los animales del grupo control.  

 

 

 

 

Figura 1: Media del tiempo en segundos que tardaban en recorrer la viga los animales del grupo control así como los 

expuestos a la mezcla de MnCl2 - Mn(OAc)3  tratados con L-DOPA. ANOVA * = P< 0.05 vs grupo control. 
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Posteriormente se evaluó la coordinación motora (reaching task), mediante el conteo de 

aciertos y errores. Como se observa en la figura 2, en promedio los animales control 

obtuvieron 13 aciertos durante todo el periodo de evaluación, mientras que los animales 

expuestos a la mezcla de MnCl2-Mn(OAc)3 a partir de la vigésima y hasta la cuadragésima 

inhalación mostraron disminución significativa en el número de aciertos. A partir de la 

cuadragésima inhalación, cuando se les administró L-DOPA mostraron recuperación en esta 

tarea casi a nivel de los animales del grupo control. 
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Figura 2: Media del número de aciertos tanto del grupo control así como de los animales expuestos a la mezcla de MnCl2 - 

Mn(OAc)3  tratados con L-DOPA. ANOVA * = P< 0.05 vs grupo control 

 
 
 
 

 

Adicionalmente se realizó el análisis cualitativo de los movimientos durante la ejecución de 

esta tarea. Esta prueba implica la realización de una secuencia de movimientos, se inicia a 

partir de que los animales huelen el trozo de alimento en la parte delantera de la caja de 

evaluación, levantan el miembro anterior, ajustan la postura para proyectar la extremidad 

hacia el pellet y lo sujetan, finalmente el movimiento culmina con el regreso del miembro y la 

presentación de la comida ante la boca e introducirlo a la misma. Como lo muestra la figura 3, 

los animales del grupo control (serie A) mostraron todo este conjunto de movimientos; 

L-DOPA 
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contrario a ello, en los animales expuestos a Mn (serie B) se observó que el ajuste de la 

postura es deficiente, ya que no se alinean hacia la abertura de la caja, al proyectar la 

extremidad, los dígitos estaban abiertos sin sujeción del alimento, en lugar de ello lo jalan al 

interior de la caja para posteriormente tomarlo del piso con la boca. En contraste con este 

hecho en los animales expuestos a Mn que recibieron L-DOPA a las 40 inhalaciones (serie C)  

se observa mejoría significativa en la ejecución de la tarea, ya que son capaces de realizar 

todos los movimientos necesarios para la presentación del alimento en su boca. 

 

 

 

 

 

Figura 3.- En el  panel A se puede observar la serie de movimientos realizados por los animales del grupo control, en donde 

se aprecia que el movimiento de la extremidad anterior es dirigido específicamente al pellet, con los dígitos cerrados para 

sólo abrirlos al momento en que va a tomar la comida. En la serie B se aprecia como en los animales expuestos a la mezcla 

de Mn, los movimientos son deficientes, ya que no sujetan la comida, sino que la arrastran al interior de la caja con los dedos 

abiertos todo el tiempo. En contraste con ello, en la serie C los animales expuestos que recibieron L-DOPA, son capaces de 

realizar nuevamente dichos movimientos de manera adecuada. 

 

 

 

 

A 

B 

C 

A 
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Los animales expuestos a 40 inhalaciones mostraron disminución del 67.58 % en el número 

de neuronas inmunopositivas a TH en la SNc respecto a los animales del grupo control, 

mientras que no hubo pérdida de neuronas en el VTA de los animales expuestos a MnCl2-

Mn(OAc)3 comparados con los controles (figura 4 B). En la figura 4 A se aprecia la 

disminución en el número de neuronas de la SNc, no así en el VTA de los animales expuestos 

a Mn en relación a los animales del grupo control. 

 

 
 
Figura 4.- A: Cortes representativos a nivel del mesencéfalo de ambos grupos donde se puede observar la pérdida de 
neuronas en la SNc de los animales expuestos a Mn en comparación de los animales del grupo control, además no hay 
diferencia en la marca dentro del VTA. En B se observa el número promedio de neuronas dopaminérgicas de la SNc y el VTA 
en cada grupo; para calcular el pocentaje de pérdida se tomó la media del grupo control como el 100 %. El conteo de las 

neuronas se realizó en un área de 1500 μm2 dentro de la SNc y en 3300 μm2 en el VTA. Prueba de T * = P< 0.001 vs grupo 

control.  

A 

B 



15 

 

Una de las características que deben tener los modelos animales es la especificidad por los 

núcleos que se ven afectados en humanos, por lo que para determinar si la mezcla de Mn 

afecta otras estructuras cerebrales se realizó inmunohistoquímica anti NeuN, una proteína 

nuclear específica de las neuronas. 

 

Uno de los núcleos a los cuales inerva principalmente la SNc es el NE por lo que podría verse 

afectado por la depleción de DA. En la figura 5A se observa el número característico de 

neuronas en los animales control, la  figura 5B corresponden a animales del grupo expuesto a 

Mn, en donde se observó pérdida neuronal significativa del 19 % en comparación con los 

animales del grupo control (figura 5C). 

 

Figura 5.- A: corte representativo del NE de un animal del grupo control, en el recuadro se observa el número característico 
de neurnas en este núcleo; B: corte representativo del NE de un animal del grupo expuesto a la mezcla de Mn, en le recuadro 
se percibe disminución del número de neuronas (barra foto panoramica 100 µm, barra en el recuadro 25 µm); C: media del 
número de neuronas en donde se observa disminución de neuronas en el grupo expuesto a 40 inhalaciones de MnCl2 y 
Mn(OAc)3. Prueba de T * = P< 0.001 vs grupo control. 
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En el GP, los animales expuestos a Mn mostraron pérdida significativa del 17 % con respecto 

a los animales del grupo control (figura 6 C), esto se puede apreciar en la figura 6 A donde se 

muestra un corte representativo de un animal del grupo control comparado con la figura 6 B 

que corresponde a un corte de un animal expueto a Mn. 

 

 
 
 
Figura 6.- A: corte representativo del GP de un animal del grupo control, en el recuadro se observa el número normal de 
neurnas en este núcleo; B: corte representativo del GP de un animal del grupo expuesto a la mezcla de Mn, en le recuadro se 
percibe disminución del número de neuronas (barra foto panoramica 100 µm, barra en el recuadro 25 µm); C: media del 
número de neuronas en el GP, en la gráfica se observa que hay disminución de neuronas en el grupo expuesto a 40 
inhalaciones de MnCl2 y Mn(OAc)3. Prueba de T * = P< 0.001 vs grupo control. 
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Con el fin descartar que la deficiencia motora observada en los animales expuestos a Mn se 

debiera a alteraciones de la vía piramidal, se realizó el conteo de neuronas en la corteza 

motora primaria, especificamente en la capa piramidal interna, ya que son estas neuronas las 

que proyectan al NE. Como lo muestra la figura 7 C no existe diferencia estadísticamente 

significativa en el número de neuronas en la corteza motora entre ambos grupos. La figura 7 

A y B son imágenes representativas de los animales del grupo control y expuesto a Mn 

respectivamente. 

 

Figura 7.- A y B: cortes representativos de la Corteza Motora de un animal del grupo control y un animal del grupo expuesto a 
la mezcla de Mn, en el recuadro se observa el número normal de neurnas en esta área (barra foto panoramica 100 µm, barra 
en el recuadro 25 µm); C: media del número de neuronas en la corteza motora primaria. No existe diferencia significativa 
entre ambos grupos. Prueba de T * = P< 0.001. 
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Como se mostró anteriormente, no hay pérdida de neuronas en el VTA, sin embargo, esto no 

significa que la transmisión sináptica no pudiera estar afectada y que haya alteraciones en las 

áreas que son inevadas por esta estructura. Por ello se realizó el conteo de neuronas en la 

corteza frontal, ya que esta área es inervada ampliamente por las neuronas dopaminérgicas del 

VTA. Nuestros resultados muestran que al igual que en la corteza motora, no existe diferencia 

estadísticamente significativa en el número de neuronas en esta estructura en el grupo de 

ratones expuestos comparado con los animales del grupo control (figura 8). La figura 8 A y B 

muestra cortes representativos de esta área donde se puede apreciar el número característico 

de neuronas en esta estructura. 

 

 

Figura 8.- A y B: cortes representativos de la Corteza Frontal de un animal del grupo control y un animal del grupo expuesto 
a la mezcla de Mn, en el recuadro se observa el número normal de neurnas en esta área (barra foto panoramica 100 µm, 
barra en el recuadro 25 µm); C: media del número de neuronas en la corteza frontal. No existe diferencia significativa entre 
ambos grupos. Prueba de T * = P< 0.001. 
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Se ha reportado que el Mn produce excitotoxicidad; el hipocampo es muy labil al daño 

mediante este mecanismo, por ese hecho es importante evaluar si la mezcla de Mn pudiera 

estar provocando daño en esta estructura. La figura 9 C se observa que no hay pérdida 

neuronal significativa en las áreas CA1 y CA3 de los animales expuestos a Mn en relación a 

los animales del grupo control. En la figura 9 se presentan cortes representativos del 

hipocampo de los animales control (serie A) y de los animales expuestos a Mn (serie B), 

como se puede observar en los recuadros, el número de neuronas es muy similar en ambos 

grupos. 

 
 

Figura 9.- Corte representativo del hipocampo de un animal del grupo control (A) y un animal del grupo expuesto a la mezcla 
de Mn (B), en los recuadros se observa el número característico de neurnas en el área CA1 y CA3 de ambos grupos (barra foto 
panoramica 100 µm, barra en el recuadro 25 µm); C: media del número de neuronas el área CA1 y CA3, no existe diferencia 
significativa entre ambos grupos en ninguna de estas áreas. Prueba de T * = P< 0.001. 
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Una de las estructuras cerebrales implicadas en el control del movimiento es el cerebelo, por 

ello es importante evaluarlo. En la figura 10 A y B se muestran cortes representativos del 

cerebelo de los animales del grupo control y expuestos a Mn respectivamente, el los recuadros 

se puede apreciar que el número de neuronas de Purkinje en ambos grupos es muy similar, en 

la figura 10 C se muestra que no hubo diferencia significativa entre los grupos. 

 

Figura 10.- Corte representativo del cerebelo de un animal del grupo control (A) y un animal del grupo expuesto a la mezcla 
de Mn (B), en los recuadros se observa el número característico de neurnas de Purkinje de ambos grupos (barra foto 
panoramica 100 µm, barra en el recuadro 25 µm); C: media del número de neuronas de Purkinje, no existe diferencia 
significativa entre ambos grupos en ninguna de estas áreas. Prueba de T * = P< 0.001. 
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Se realizó el conteo de espinas dendríticas de las neuronas espinosas medianas del NE de 

animales del grupo control y expuestos a 40 inhalaciones de Mn madiante la impregnación de 

Golgi. La figura 11 C muestra que en los animales expuestos a la mezcla de Mn hay pérdida 

significativa del 52.24 % en el número de espinas dendríticas en estas neuronas comparadas 

con el grupo control. Esto se puede apreciar de mejor manera en la figura 11 A y B, donde se 

muestra en los recuadros un acercamiento de las dendritas de animales de ambos grupos.  

 
 

Figura 11.- A: Neurona espinosa mediana perteneciente a un animal del grupo control, se puede apreciar el número 
característico de espinas dendríticas en estos animales. En el recuadro se observa la magnificación de algunas dendritas en 
donde son más evidentes estas estructuras.  B: Neurona espinosa mediana de uno de los animales expuestos a Mn, se aprecia 
la pérdida de espinas dendríticas con respecto a las neuronas de los animales del grupo control. El recuadro muestra el 
acercamiento de algunas dendritas de esta célula. C: Media del número de espinas dendríticas en las neuronas espinosas 
medianas tanto de los animales del grupo control, así como de los animales expuestos a la mezcla de Mn. Prueba de T * = P< 
0.001 vs grupo control. 
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Análisis ultraestructural 
 

Se han reportado ampliamente los cambios ultraestructurales que se dan en los pacientes con 

EP, por lo que a fin de evaluar si dichos cambios se asemejan a los producidos por la 

exposición a Mn, se realizó el análisis ultraestructural en el tejido proveniente del NE, el GP y 

la SNc de nuestros animales expuestos y controles. 

 

Núcleo Estriado 

En el análisis ultraestructural del tejido estriatal obtenido de los animales de los grupos 

control y expuestos a Mn se determinó el diámetro de los botones sinápticos. Las figura 12 C 

y D muestran que hay aumento significativo en el diámetro de los botones sinápticos del 

grupo expuesto a la mezcla de MnCl2 y AcMn3. La media del diámetro es de 1203 ± 19 μm
2 

en el eje mayor y 980 ± 13 μm
2
 en el eje menor en los animales expuestos, comparado con el 

grupo control cuya media fue de 837 ± 19 μm
2 

y 713 ± 16 μm
2
, respectivamente. En la figura 

12 A se observa un botón característico del estriado de los animales del grupo control, 

mientras que la figura 12 B muestra un botón con edema observado en los animales expuestos 

a Mn. 

 
 
Figura 12.- Micrografía Electrónica en donde se observa el tejido estriatal de: A.- Animal control, donde un botón 
presináptico (b) establece contacto con una espina dendrítica (e). También se puede observar el neuropilo bien conservado. 
B.- Animal expuesto a la mezcla de MnCl2 y Mn(OAc)3, donde se observa un botón presináptico (b) haciendo contacto con una 

dendrita (d). Se observa el botón hinchado, así como botón y neuropilo vacuolado ( ). Barra= 0.25 μm. C, D: Media del 
diámetro de los botones sinápticos en μm ± SE, tanto eje mayor como eje menor en el grupo de animales control y ratones 
expuestos a 40 inhalaciones de MnCl2 y Mn(OAc)3. Prueba de T * = P< 0.001 vs grupo control 

e 
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Con respecto a la estructura posináptica, en el grupo expuesto,  los contactos realizados con la 

cabeza de la espina prevalecen, miestras que los contactos con el cuello de la espina 

dendrítica se vieron disminuidos en el tejido proveniente del NE de los animales expuestos a 

MnCl2 y Mn(OAc)3 con respecto a los animales del grupo control (figura 13 C y D ). En la 

figura 13 A se observa un contacto sináptico con el cuello de una espina dendrítica de un 

animal del grupo control, mientras que en la figura 13 B se observa un contacto con la cabeza 

de la espina de un animal expuesto a Mn. 

 

 

 
 
 
Figura 13.- Micrografías Electrónicas en donde se observa: A.- Estriado de un animal control, donde un botón presináptico (b) 

establece contacto con el cuello de una espina dendrítica (e), se aprecia perfectamente el aparato espinoso ( ). B.- 
Estriado de un animal expuesto a mezcla de Mn, donde se muestra un botón presináptico (b) haciendo contacto con la cabeza 
de una espina dendrítica (e). Barra= 0.25 μm. C y D: Media del número de contactos sinápticos que se realizan con la cabeza 
y con el cuello de la espina dendrítica en el tejido estriatal de los ratones control y expuestos a 40 inhalaciones de MnCl2 y 
AcMn3. Prueba de T * = P< 0.001 vs grupo control 

 

 

 

 
e 
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También se analizó el número de sinapsis perforadas. La figura14 B muestra aumento 

significativo en el número de este tipo de contactos en los animales expuestos a la mezcla de 

MnCl2 y Mn(OAc)3 comparados con los animales del grupo control. La figura 14 A muestra 

una sinapsis perforada, la cual se caracteriza por la invaginación de la membrana del botón 

potsináptico hacia el botón presináptico. 

 

 

 
 
 
 
Figura 14.- A: Micrografía Electrónica en donde se observa una sinapsis perforada en el tejido estriatal de un ratón expuesto 
a 40 inhalaciones de MnCl2 y Mn(OAc)3. El botón sináptico (b) establece contacto con la cabeza de una espina dendrítica (e). 

Se observa la invaginación del botón posináptico hacia el botón presináptico ( ), el aparato espinoso (§) y el neuropilo 
dañado (*). Barra= 0.25 μm. B: Media del número de sinapsis perforadas contadas en el tejido estriatal proveniente de los 
ratones expuestos a 40 inhalaciones de MnCl2 y Mn(OAc)3, comparados con los animales control. Prueba de T * = P< 0.05 vs 
grupo control 
 

 

 

Globo Pálido 

 

 En el análisis ultraestructural del GP observamos que no hay aumento significativo en el 

diámetro de los botones sinápticos del grupo expuesto a la mezcla de MnCl2 y Mn(OAc)3 

(Figura 15 C). La media del diámetro es de 983 ± 14 μm
2 

en el eje mayor y 790 ± 16 μm
2
 en 

el eje menor en el grupo expuesto, y 877 ± 18 μm
2 

y 789 ± 13 μm
2 

en el grupo control, 

respectivamente. En la figura 15 A se observa un botón característico del GP de los animales 

del grupo control, mientras que la figura 14 B muestra un botón observado en los animales 

expuestos a Mn. 

 

 

 

e 
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Figura 15.- Micrografía Electrónica en donde se observa el tejido palidal de: A.- Animal control, donde se aprecian dos 

botónes presinápticos (b) estableciendo contacto con una dendrita. B.- Animal expuesto a la mezcla de MnCl2 - Mn(OAc)3, 

donde se observan multiples contactos sinápticos (b) con una dendrita (d). También se puede observar el neuropilo bien 

conservado en ambos grupos de animales. Barra= 0.25 μm. C: Media del diámetro de los botones sinápticos en μm ± SE, tanto 

eje mayor como eje menor en el grupo de animales control y ratones expuestos a 40 inhalaciones de MnCl2 y AcMn3. Prueba 

de T * = P< 0.001 vs grupo control. 

 

 

En lo referente a la estructura postsináptica se observó que en este núcleo existen contactos 

axosomáticos, los cuales no mostraron disminución en los animales expuestos (figura 16 B); 

por el contrario, los contactos axoespinosos se pierden en esta estructura (figura 16 D), por 

ende se puede encontrar con mayor frecuencia los contactos establecidos con las dendritas en 

el grupo expuesto (figura 16 F). En la figura 16 A se observan un par de contactos sinápticos 

(marcados con flechas) establecidos con un soma, mientras que en la figura 16 C se puede ver 
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un botón presináptico prácticamente rodeando a una espina dendrítica; en la 16 E se muestra 

una dendrita estableciendo contactos con varias terminales axónicas. 

 
 

 
Figura 16.- Las micrografías muestran A: dos contactos sinápticos ( ) establecidos con un soma (S), C: multiples contactos 

sinápticos ( ) establecidos con una espina dendrítica (e) y E: multiples contactos sinápticos ( ) establecidos con una 
dendrita (d). B: Media del número de contactos axosomáticos, D: axoespinosos y F: axodendríticos en el GP de ratones 
expuestos a 40 inhalaciones de MnCl2 y Mn(OAc)3. * = diferencia significativa vs grupo control con P< 0.001. 
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Además del análisis cuantitativo, se realizó el análisis ultraestructural cualitativo del tejido 

obtenido de los estriados de los animales de ambos grupos, encontrándose que las neuronas 

espinosas medianas en el NE de los animales control presentan un núcleo relativamente 

grande con pocas indentaciones y agregados de cromatina en la membrana nuclear, también 

presentan poca cantidad de citoplasma y pocos organelos (figura 17 A), el neuropilo bien 

conservado con una gran cantidad de contactos sinápticos (flechas en la figura 17 B); mientras 

que el neuropilo de los animales expuestos a 40 inhalaciones de MnCl2 y Mn(OAc)3 presenta 

vacuolas (marcadas con asteriscos) y axones con mielina desorganizada (figura 17 C, D, J). 

También se observaron células necróticas en los animales expuestos, comparados con los 

animales del grupo control (figura 17 E, F). Otro cambio observado fue la presencia de 

cuerpos multivesiculares (CM) y acúmulos de lipofucsina (L; figura 17 G, H), además el 

aparato de Golgi y el retículo endoplásmico presentaban edema, lo cual se observa como 

dilatación de las cisternas. 

 

Cambios Ultraestructurales en la SNc 

Las neuronas dopaminérgicas de la SNc se caracterizan por tener una gran cantidad de 

retículo endoplásmico rugoso y membrana nuclear aparentemente lisa sin invaginaciones 

(figura 18 A). En el tejido obtenido de la SNc de los animales expuestos se observó 

distribución anormal de la cromatina, la cual se acumula cerca de la membrana nuclear, 

aspecto característico de las células en apoptosis (figura 18 G, H), además de alteraciones 

nucleares muy evidentes al compararlas con las neuronas del grupo control, en este grupo se 

observan nucleos con invaginaciones (figura 18 C, D, E, F). También se observaron células 

necróticas (figura 18 I, J) y dendritas con una gran cantidad de mitocondrias (figura 18 B).  

 

Cambios Ultraestructurales en el GP  

El GP presenta neuronas grandes con nucleos indentados (n) con cromatina dispersa, también 

presentan poca cantidad de citoplasma y pocos organelos, el neuropilo bien conservado 

(figura 19 A); en los animales expuestos a Mn se observaron pocos cambios en este núcleo, 

de manera general el neuropilo se encontraba bien conservado (figura 19 D, F, G, H), sin 

embargo se encontraron algunas cálulas necróticas (figura 19 I, J, K) y dendritas vacuoladas 

(figura 19 E, L). 
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Cambios ultraestructurales en el NE 

  

 

Figura 17.- Cambios ultraestructurales en el NE. Micrografías Electrónicas en donde se observa: A.- Soma de una neurona 
espinosa mediana del tejido estriatal de un animal del grupo control (d) dendrita, (n) núcleo (Barra= 1μm). B.- estriado de un 

animal del grupo control donde se observa el neuropilo bien conservado y varios contactos sinápticos ( ) (Barra= 0.5μm). C 
y D.- neuropilo dañado del grupo expuesto a Mn con una gran cantidad de vacuolas (*) y axones con mielina desorganizada 

(Barra= 0.75m). E y F.- neuronas necróticas del tejido obtenido del estriado de los animales expuestos (Barra= 1μm). G y H.- 
Lipofucsina (L) y cuerpos multivesiculares (CM) (Barra=  0.25 μm y  0.5μm respectivamente). I.- Aparato de Golgi dañado y J.- 
axón dañado con la mielina desorganizada (Barra= 0.5μm). 
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Cambios ultraestructurales en la SNc 

 

 

Figura 18.- Cambios ultraestructurales en la SNc. Micrografías Electrónicas en donde se observa: A.- Soma de una neurona 
dopaminérgica de la SNc de un animal del grupo control (Barra= 1 μm). B.- Dendrita de un animal expuesto con una gran 
cantidad de mitocondrias (Barra= 0.25μm). C,D,E,F.- Alteraciones nucleares de animales expuestos. G,H.- distribución 
anormal de la cromatina, apoptosis en animales expuestos. I,J.- Necrosis (Barra= 1μm). 
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 Cambios ultraestructurales en el GP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 19.- Cambios ultraestructurales en el GP. Micrografía Electrónica en donde se observa: A.- Soma de una neurona 
palidal de un animal del grupo control, (n)= núcleo (Barra= 1μm). B.- neurona palidal perteneciente a un animal expuesto 
donde se observa neuropilo dañado (Barra= 0.5μm), en contraste, en las imágenes C y D el neuropilo se encuentra bien 

conservado, en E,f,H se pueden observar multiples contactos sinápticos ( ) (Barra= 0.75 μm). I, J y K.- Necrosis neuronas 
del tejido obtenido del GP de los animales expuestos (Barra= 1μm). E y L, dendritas vacuoladas (d) (Barra= 0.5μm). 
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Adicionalmente se realizó el conteo de los somas que presentaban daño en cada uno de los 

núcleos analizados, en la tabla 1 se resumen estos resultados y se comparan con los obtenidos 

con las diferentes marcas inmunicitoquímicas. De acuerdo al conteo realizado duarante el 

analisis ultraestrutural se determinó que el pocentaje de neuronas dañadas en la SNc fue del 

50 al 70 % lo cual concuerda con lo observado mediante la inminocitoquímica ya que el 

promedio de la pérdida de nueonas TH positivas fue del 67 %. De igual forma, en el NE se 

observó daño neuronal entre el 15 – 30 %, mientras que en el analisis inmunocitológico el 

promedio fue del 19 %, por su parte, en el GP el intervalo se situó entre el 0 y el 15 % de 

neuronas dañadas y mediante la inmunocitoquímica para Neu N se encontró que en promedio 

hay pérdida del 17 %. 

 

 

Tabla 1.- porcentaje de pérdida neuronal en la SNc, el NE y el GP a través del análisis ultraestructural y las diferentes 
inmunocitoquímicas realizadas. 
 
 

Estructura Inmunohistoquímica Ultraestructura 

 
Sustancia Nigra 

Disminución del 67 %  
(TH) 

50 – 70 % Neuronas dañadas 

 
Núcleo Estriado 

Disminución del 19 % 
(Neu N) 

15 – 30 % Neuronas dañadas 

 
Globo Pálido 

Disminución del 17 % 
(Neu N) 

0 – 15 % Neuronas dañadas 
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Concentraciones de DA 

 

De acuerdo a los datos obtenido observamos que  posterior a las 40 inhalaciones de la mezcla 

de Mn hubo disminución significativa de DA y sus metabolitos. En el NE, GP y la SNc se 

registro pérdida significativa del 73 %, 68 % y 87 % de la DA; 52 % 61 % y 85 % del 

DOPAC y 58 %,  46 % y 56 % del HVA respectivamente (figura 20). 
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Figura 20.- Contenido de DA, DOPAC y HVA en el núcleo estriado (NE) globo pálido (GP) y sustancia nigra compacta (SNc) de 
los animales del grupo expuesto a 40 inhalaciones de MnCl2 – Mn(OAc)3 comparados con el grupo control. * = P< 0.001 vs grupo 
control 
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Discusión 

 

Uno de los objetivos de los modelos animales para el estudios acerca de la EP se enfocan en 

el entendimiento e identificación de los mecanismos involucrados en el proceso 

neurodegenerativo asociados a esta enfermedad con el fin de diseñar tratamientos y 

desarrollar estrategias para retardar o detener la pérdida neuronal; (Anaya, 1997; Betarbet et 

al., 2002; Hirsch, 2006; Potashkin et al., 2011). Idealmente, un modelo de EP idiopática sería 

de naturaleza progresiva, que permitiera la caracterización de los cambios en el cerebro y la 

aparición de los síntomas de manera gradual. De acuerdo a este aspecto, los modelos actuales 

no son muy adecuados, ya que su naturaleza aguda, la aplicación de una sola o unas pocas 

inyecciones en un período corto y la aparición rápida o inmediata de los síntomas limita su 

utilidad. Por ello es necesaria la exploración de nuevas alternativas que nos permitan realizar 

evaluaciones en las diferentes etapas de evolución de la enfermedad. Como reportamos 

previamente (Ordoñez-Librado et al., 2008), la inhalación de la mezcla de MnCl2 - Mn(OAc)3 

produce degeneración progresiva (5 meses) y bilateral de las neuronas dopaminérgicas de la 

SNc en ratones expuestos por inhalación, por lo que de momento podemos decir es un modelo 

más apegado a lo que sucede en humanos, sin embargo, como mencionan Emborg en 2004 y 

Potashkin y colaboradores en 2011, un modelo adecuado de EP debe de reproducir la 

patofisiología de la enfermedad así como el deterioro conductual.  

 

Para lograrlo inicialmente se realizaron diferentes pruebas la coordinación motora a los 

animales expuestos a la mezcla de MnCl2-Mn(OAc)3, para posteriormente administrar L-

DOPA y con ello evaluar si las deficiencias motoras presentadas por dichos animales 

pudieran deberse a la alteración de la vía dopaminérgica (Hughes et al., 1992; Gelb et al., 

1999).  

Como se observa en nuestros resultados (figura 1) los animales expuestos a la mezcla de Mn 

incrementaron el tiempo en la realización de la prueba de la viga conforme transcurria el 

número de inahalaciones. Datos similares fueron observados en modelos en los cuaes hay 

disminución de DA; por ejemplo en ratones C57 BL6/J a los cuales se les administró MPTP,  

se observó alteraciones en la coordinación de las extremidades y disminución en la longitud 

de la zancada (Ogawa et al., 1985; Fernagut et al., 2002), además, la inyección de esta toxina 

al igual que un modelo transgénico de EP (Pitx3) propician el aumento del tiempo en el cual 

los animales cruzaban la viga (Hwang et al., 2005), hechos que se relacionan con nuestros 

resultados, sin embargo las alteraciones motoras reportadas en ambos modelos son 
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contradictorias, en el modelo de MPTP en ratones se ha reportado recuperación expontanea 

mientras en el modelo transgénico hay pérdida de neurnas en el VTA (van den Munckhof et 

al., 2003). 

 

La prueba de “reaching task” ha sido ampliamente utilizada para evaluar la función de los 

ganglios basales (Whishaw et al., 1991; 2007). Mediante esta prueba se examina tanto la 

habilidad para retirar pellets, así como la exactitud para hacerlo (Biernaskie et al., 2004), la 

precisión de los movimientos de los miembros superiores tales como el alcance y la sujeción 

muestran componentes motores muy similares entre humanos y ratones, lo cual sugiere 

homología (Metz et al., 2001; Whishaw et al., 2002); por ello esta prueba es muy útil para 

conocer si el déficit motor en los modelos animales está relacionado a la depleción de DA 

(Whishaw et al., 2007). 

 

El análisis de los movimientos realizados por los roedores indica que la sujeción consiste en 

ajustes posturales, en donde el cuerpo del animal es soportado de manera diagonal por la 

extremidad posterior ipsilateral y la anterior opuesta a la que realizará el movimiento. Esta 

estrategia postural permite que el cuerpo se desplace hacia delante y hacia atrás y, al hacerlo, 

ayuda al avance de la extremidad y la sujeción del pellet. El movimiento de sujeción en sí, se 

compone de varios subcomponentes que incluyen dirigir la extremidad hacia el objetivo, 

sujetarlo, finalmente el movimiento culminaría con el retroceso del brazo hasta la 

presentación de la comida ante la boca e introducirlo a la misma (Metz et al., 2001; Whishaw 

et al., 2002; Biernaskie et al., 2004; Whishaw et al., 2007). 

 

Como se describe en nuestros resultados (figura 2), los ratones expuestos a la mezcla de 

MnCl2 - Mn(OAc)3 muestran alteración en la coordinación motora ya que cometen más 

errores al momento de tomar la comida en la caja de evaluación. Además se observó que los 

movimientos eran realizados de manera incorrecta. En los animales expuestos a Mn (figura 3, 

serie B) se observó que al proyectar al brazo la mano presenta los dígitos abiertos y ya no hay 

sujeción del alimento, en lugar de ello lo jalan al interior de la caja para posteriormente 

tomarlo del piso con la boca, estas alteraciones motoras indican daño en la función de los 

ganglios basales responsables de estos movimientos (MacLellan et al., 2006), la pérdida de 

neuronas en la SNc, disminución de DA y sus metabolitos en los ganglios basales de nuestros 

animales corroboran esta asevearación; aunado a estos resultados, descartamos que el déficit 

motor mencionado pudieran estar relacionado a la alteración de los mecanismos sensoriales o 
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zonas de la corteza motora involucradas en esta actividad. De acuerdo a los datos obtenidos a 

través del conteo celular en el VTA y en la corteza motora primaria y corteza frontal se 

demuestra que no hubo cambios importantes en estos núcleos, por lo que suponemos están 

intactos ya que no se ve pérdida aparente de neuronas en esta área después de la exposición a 

Mn, aunado a ello los resultados de la prueba de la viga son sensibles a las alteraciones en la 

vía nigroestriatal (García-Hernández et al., 1993).  

 

Cabe resaltar que los resultados de la prueba de Reaching task concuerdan con lo descrito en 

pacientes con EP, quienes a menudo se les describe con destreza manual pobre que empeora a 

medida que progresa la enfermedad (Castiello et al, 1999; Jackson et al., 2000). Ellos 

experimentan dificultad para la ejecución de tareas que requieren movimientos secuenciales 

unilaterales o bilaterales de los brazos, o bien actividades que alternen el movimiento de las 

diferentes extremidades y los movimientos realizados por los segmentos corporales distales 

están más afectados que los movimientos realizados por los segmentos corporales proximales 

(Whishaw et al., 2002). 

 

Los datos conductuales observados en nuestros animales en ambas pruebas sugieren analogía 

con el déficit motor observado en humanos, puesto que varios estudios han reportado que tras 

la exposición prolongada a Mn, este metal se podría acumular en las neuronas dopaminérgicas 

nigroestriatales (Tomas-Camardiel, 2002; Vettori et al., 1999), por lo que el resultado de la 

alteración en las concentraciones de DA está relacionado con los efectos del Mn sobre las 

funciones extrapiramidales motoras (Calabresi et al., 1997) datos también observados en 

nuestros animales, en los cuales hubo disminución en el número de neuronas dopaminérgicas 

y disminución en la concentración de DA en los Ganglios Basales. Sin embargo, con el fin de 

corroborar esta teoría, en nuestro trabajo administramos L-DOPA a los animales expuestos a 

la mezcla de Mn posterior a las 40 inhalaciones. Como se muestra en los resultados, hay 

recuperación significativa en los animales expuestos posterior a la administración del 

fármaco, ya que registran menos tiempo en la viga y mayor número de aciertos en la prueba 

de reaching task, además se observa mejoría significativa en la ejecución de esta tarea ya que 

son capaces de realizar toda la serie de movimientos necesarios para la presentación del 

alimento hasta su boca (figura 3, serie C). La L-DOPA, se forma como uno de los pasos 

intermedios en la síntesis de DA por lo que se ha reportado que su administración oral 

provoca efectos benéficos sostenidos y dramáticos en pacientes con EP (Cotizas; 1967) 
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reviertiendo los déficit motores de dicha enfermedad, a través de su conversión a DA (Jenner 

y Olanow, 1996).  

 

Inmunocitoquímica anti TH 

 

Posterior a las evaluaciones conductuales, los animales fueron sacrificados y se realizó 

inmunocitoquímica anti TH con el fin de realizar el conteo de las neuronas dopaminérgicas de 

la SNc. Varios estudios han demostrado que el Mn se acumula en los ganglios basales, 

particularmente en el GP, el NE y la SNc en donde causa neurodegeneración; la exposición 

crónica a Mn puede inducir parkinsonismo similar a la EP (Vezér et al., 2005). Los pacientes 

con esta enfermedad presentan rigidez, temblor, acinesia y alteraciones de la postura, estos 

signos, son el reflejo de la pérdida de las neuronas dopaminérgicas de la SNc (Otero-Siliceo et 

al., 1996). En esta enfermedad hay un umbral, en donde los síntomas motores aparecen 

cuando la depleción de DA en el estriado es de alrededor del 80 % y cuando 

aproximadamente el 60 % de las neuronas dopaminérgicas de la SNc se han perdido (Dauer y 

Przedborski, 2003; Sherer et al., 2003). Esto concuerda con nuestros resultados, los cuales 

muestran que a las 40 inhalaciones de MnCl2 y Mn(OAc)3 hay disminución del 63 % en el 

número de neuronas TH positivas de las SNc y disminución en los contenidos de DA en los 

nucleos estudiados, lo cual podría explicar las alteraciones motoras observadas en las 

evaluaciones conductuales.  

 

Al respecto de la degeneración de las neuronas dopaminérgicas se han propuesto varias 

teorías acerca de cómo el Mn puede provocar daño a estas células. Se ha establecido que el 

Mn tiene acceso a las neuronas dopaminérgicas a través del sistema de recaptura de alta 

afinidad para DA (DAT) (Calne et al., 1994; Nagatomo et al., 1999; Erikson et al., 1992; 

2005a) e intracelularmente se acumula dentro de la mitocondria vía el canal uniporte de Ca
2+

 

(Gavin et al., 1990; Gunter et al., 2004; Zhang et al., 2004), en donde puede inhibir al 

complejo I propiciando la formación de radicales libres, principalmente O2
.-
 (Erikson et al., 

2004) y aunque el Mn
+2 

mostró habilidad aparente para promover la formación de EROs 

dentro de la fracción sinaptosomal de las mitocondrias corticales, su actividad pro-oxidante 

fue bloqueada en la presencia de un quelador de metales trivalentes. Por lo que se ha 

propuesto que, aun cuando el Mn
+2 

no tiene propiedades oxidantes intrínsecas, la presencia de 

Mn
+3 

en cantidades traza es suficiente para promover ciclos redox tipo Fenton con Mn
+2 

o 

Fe
+2

 (HaMai y Bondi, 2004b), de esta manera se ha sugerido que el Mn
+3

 es la forma activa 
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en los mamíferos (Ali et al., 1995), y que además es requerido en cantidades traza para la 

aparente actividad pro-oxidante asociada con la actividad del Mn
+2

, indicando que el Mn
+3

 

podría tener un efecto catalítico sobre la oxidación del Mn
+2 

(HaMai et al., 2001) produciendo 

un ciclo de oxidación del Mn, en donde el Mn
+3

 provoca el evento inicial, y el Mn
+2

 más el 

O2
.-
  amplifican este efecto mediante la producción de EROs, lo cual llevaría a las neuronas a 

un estado de estrés oxidativo, con las subsiguiente muerte neuronal (Dauer y Przedborski, 

2003; Malecki, 2001). 

 

En nuestro estudio encontramos que a diferencia de la degeneración mostrada en la SNc, las 

neuronas del VTA no se vieron afectadas mostrándose la especificidad del Mn por las 

neuronas de la SNc. Se ha propuesto que uno de los mecanismos que influencian la 

susceptibilidad específica de las neuronas dopaminérgicas a varias sustancias es la recaptura 

de DA por el DAT, ya que varias moléculas tienen acceso a estas neuronas por medio de este 

transportador (Thoenen y Tranzre, 1973; Haber et al., 2009; Ingersoll et al., 1999; Shimizu et 

al., 2001; Dauer y Przedborski, 2003; Erikson et al., 2005; Anderson et al., 2007), entre ellas, 

el Mn, ya que se ha sugerido que su concentración en la SNc depende de su captura a través 

del DAT (Calne et al., 1994; Nagatomo et al., 1999; Erikson et al., 1992; Ingersoll et al., 

1999; Erikson et al., 2005a).  

 

En contraste con este hecho, las neuronas dopaminérgicas mesolímbicas en el VTA, cuyos 

cuerpos neuronales son adyacentes a la SNc, son mucho menos afectadas en la EP (Uhl et al., 

1985) ya que se ha propuesto que corteza prefrontal, el sitio primario de proyección para estas 

neuronas, la recaptura y catabolismo de la DA al parecer depende más de otros 

transportadores monoaminérgicos y enzimas como la catecol-O-metiltransferasa (COMT) que 

del DAT, mientras que en el NE el mecanismo de “limpieza” de DA del espacio sináptico 

parece depender principalmente de este transportador (Mundorf, et al., 2001). Estas 

diferencias son importantes para entender la resistencia relativa de las neuronas 

dopaminérgicas del VTA a la neurodegeneración en comparación con las neuronas de la SNc 

(Dauer y Przedborski, 2003).  
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Inmunocitoquímica anti Neu N 

 

Una de las características de los modelos animales para el estudio de cualquier enfermedad 

debe ser la similitud con la patología que se pretende estudiar (Emborg, 2004; Potashkin et 

al., 2011); en el caso concreto de la EP hay deterioro específico tanto de la función como de 

la anatomía de la SNc y el NE. Es por ello de suma importancia, en términos de validar 

nuestro modelo, determinar si la mezcla de Mn afecta otras estructuras cerebrales. Para ello se 

realizó inmunohistoquímica para NeuN, una proteína nuclear especifica de las neuronas 

(Mullen et al., 1992), en diferentes estructuras cerebrales que incluyeron al NE, GP, Corteza 

motora primaria, Corteza frontal, áreas CA1 y CA3 hipocampales y corteza cerebeloza. 

 

De acuerdo al conteo realizado en las diferentes áreas cerebrales no encontramos pérdida 

neuronal excepto en el NE (19 %) y en el GP (17 %). Aunque la mayoría de los estudios 

reportan la degeneración especifica de las neuronas dopaminérgicas, algunos autores también 

han encontrado pérdida de neuronas en el NE de pacientes con EP (Kish et al., 1988; 

Machado-Salas et al., 1990; O'Brien et al., 1990; Colín-Barenque, 1994; 2000). Machado-

Salas y colaboradores (1990) reportan cambios en la ultraestructura del NE de pacientes 

parkinsónicos, encontraron principalmente degeneración axonal, dendritas hiperdensas y 

degeneración neuronal dentro de este núcleo. Datos similares fueron reportados por Colín-

Barenque (2000) quien analizó cerebros de personas con enfermedad de Parkinson y observó 

muerte celular dentro de este núcleo. Por su parte O'Brien y colaboradores (1990) reportan los 

resultados de un paciente parkinsónico que presentaba degeneración estriatal; la resonancia 

magnética y los estudios neuropatológicos revelaron atrofia putaminal.  

 

El mecanismo implicado en la degeneración neuronal en los pacientes con EP dentro del NE y 

el GP aún no es claro, pero podría estar implicado un proceso excitotóxico, ya que como es 

sabido, ambos núcleos reciben gran cantidad de aferencias glutamatérgicas, por ejemplo el 

NE recibe glutamato proveniente de todas las áreas de la corteza, con excepción de la corteza 

visual y auditiva primaria (Tisch et al., 2004; Nambu, 2008; Bolam et al., 2009), estas 

aferencias son derivadas de neuronas piramidales que inervan principalmente el estriado 

ipsilateral y en menor medida el estriado contralateral (Lei et al., 2004; Bolam et al., 2009), 

mientras que el GP recibe aferencias del NST (Wichmann y DeLong, 1996; Magill et al., 

2001; Tisch et al., 2004). 
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De manera similar, se ha sugerido que un mecanismo excitotóxico juega un papel crucial en la 

neurotoxicidad inducida por Mn, ya que el Mn
+2

 puede sustituir al Ca
2+

 en el proceso 

excitotóxico o inducir la liberación de Ca
2+

 de los almacenes intracelulares (Takeda et al., 

2002).  

 

Pérdida de espinas dendríticas (Impregnación de Golgi) 

 

Además de todas las funciones realizadas por la DA en el NE, este neurotransmisor también 

juega un papel muy importante mediando la plasticidad sináptica a largo plazo dentro de este 

núcleo (Smith et al., 2009), por lo que la degeneración del sistema dopaminérgico 

nigroestriatal en la EP no sólo afecta directamente la actividad de las neuronas espinosas 

medianas, sino que también dispara una serie de cambios secundarios en la morfología 

sináptica y función en el NE (Calabresi et al., 2007; Raju et al., 2008; Smith et al., 2009; 

Villalba et al., 2009). Al respecto se sabe que la transmisión dopaminérgica regula la 

morfogénesis de las neuronas espinosas medianas estriatales (Deutch et al., 2007; Smith et 

al., 2009). Por ejemplo, en modelos murinos de la EP, la pérdida de DA estriatal está asociada 

con la reducción de la densidad de espinas dendríticas en estas neuronas (Ingham et al., 1989; 

1998). Además, algunos autores utilizando la técnica de Golgi, reportan que personas quienes 

padecieron EP presentan reducción de entre el 20 % y 30 % en la densidad de espinas 

dendríticas en el NE además de reducción en el tamaño del árbol dendrítico de estas mismas 

neuronas (Zaja-Milatovic et al., 2005), de igual forma, primates no humanos tratados con 

MPTP muestran pérdida de estas estructuras del 50 % cuando la depleción de DA es severa 

(Villalba et al., 2009). Datos similares fueron obtenidos en nuestro trabajo, ya que tras la 

exposición a la mezcla de Mn observamos pérdida tanto  de las espinas dendríticas (52 %) y 

del contenido de DA en el NE y la SNc. Los datos obtenidos a través del análisis 

ultraestructural apoyan esta teoría, ya que observamos pérdida de contactos axoespinosos, 

principalmente los establecidos con el cuello de la espina y aumento de contactos 

axodendríticos. 

 

Análisis Ultraestructural 

 

En nuestros resultados se observan cambios ultraestructurales en el NE de los ratones 

expuestos a MnCl2 y Mn(OAc)3, en donde el neuropilo mostró vacuolas y axones con mielina 

desorganizada, el aparato de Golgi de las células estriatales presentaba edema, lo cual se 
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observa como dilatación de las cisternas, así como la presencia de cuerpos multivesiculares y 

cúmulos de lipofucsina, además de células necróticas. Estos resultados concuerdan con los 

obtenidos por Colín-Barenque (2000) quien analizó cerebros de personas con EP y observó 

que las neuronas estriatales de estos pacientes mostraban núcleos distorsionados, axones 

degenerados, cisternas dilatadas de retículo endoplásmico, vacuolas y gránulos de lipofucsina. 

Otros autores han reportado la presencia de cuerpos multivesiculares, mitocondrias hinchadas 

y células obscuras (Jedrzejewska et al., 1990), cambios en los tipos de contactos sinápticos 

(Forno y Norville, 1979; Ingham et al., 1993; Avila-Costa et al., 1998; 2008) además de la 

proliferación astrocítica, degeneración axónica y neuritas densas (Forno y Norville, 1979; 

Machado-Salas et al., 1990).  

 

Otras alteración que pudimos observar fue el aumento del diámetro de los botones sinápticos 

del NE con respecto a los botones del grupo control, así como incremento en el número de 

sinapsis perforadas. Estudios realizados en núcleo caudado de pacientes con EP (Colín-

Barenque, 2000) mostraron aumento de tamaño y vacuolas en los botones sinápticos, además 

de incremento en el número de sinapsis perforadas. Del mismo modo, ratas con depleción 

dopaminérgica con 6-OHDA a diferentes tiempos postlesión presentaron aumento en el 

tamaño de los botones presinápticos, cambios en los blancos postsinápticos y aumento en el 

número de sinapsis perforadas (Hökfelt y Ungerstedt 1969; McNeill et al., 1988; Avila-Costa, 

1996; Avila-Costa et al., 1998). 

 

También observamos cambios en el sitio del contacto sináptico, en donde hay mayor cantidad 

de contactos con la cabeza de la espina con respecto a los contactos con el cuello de las 

espinas dendríticas. En el NE, la mayoría de las sinapsis excitatorias se establecen con la 

cabeza de las espinas dendríticas, las cuales son largas con especialización de membrana 

asimétrica. Las espinas dendríticas de las neuornas espinosas medianas reciben también una 

segunda entrada sináptica, la cual, usualmente es pequeña con especialización de membrana 

simétrica; se ha propuesto que este tipo de sinapsis es dopaminérgica (Freund et al., 1984; 

Groves et al., 1994; Ingham et al., 1998), además, se ha demostrado que terminales sinápticas 

inmunoreactivas para TH establecen contactos simétricos con el cuello de las espinas 

dendríticas en el NE de ratas (Linder et al., 1995). Ingham y cols. (1998) reportaron que la 

lesión de la vía dopaminérgica nigroestriatal con 6-OHDA produce la disminución de las 

sinapsis simétricas de las espinas dendríticas en el NE de ratas lesionadas. En nuestro modelo 

observamos la disminución del 63 % en el número de neuronas dopaminérgicas de la SNc, 
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además de la disminución de las sinapsis con el cuello de las espinas dendríticas, por lo cual 

podríamos inferir que los contactos sinápticos que se perdieron corresponden a la inervación 

dopaminérgica de la SNc al NE.  

 

Respecto al aumento en el número de sinapsis perforadas se ha sugerido que ocurre un 

incremento en la proporción de sinapsis perforadas con respecto a las no perforadas en el 

putamen de pacientes con EP, en el modelo con 6-OHDA y después del bloqueo de los 

receptores dopaminérgicos con haloperidol (Meshul y Tan, 1994; Anglade et al., 1996; Avila-

Costa et al., 2005). También se ha reportado que en pacientes con EP hay incremento 

significativo en la longitud de la densidad posináptica y número de sinapsis perforadas del 24 

y 88 % respectivamente, datos que sugieren hiperactividad de las aferencias corticales sobre 

las neuronas GABAérgicas estriatales (Anglade et al., 1996). Además, en roedores, varios 

estudios han reportado cambios morfológicos en el NE de ratas con depleción de DA, los 

cuales siguieren un posible incremento en la transmisión sináptica glutamatérgica (Smith et 

al., 2009) y este incremento obedece al aumento de las sinapsis perforadas (Avila-Costa et al., 

2005; Harris y Kater, 1994; Meshul et al., 1999; 2000).  

 

Existen evidencias acerca de que las sinapsis perforadas incrementan la eficiencia de la 

transmisión y han sido implicadas en la remodelación sináptica en el hipocampo donde su 

número aumenta con el LTP (long-term potentation) incrementando el área del contacto 

sináptico (Lisman y Harris, 1993; Harris y Kater, 1994). Sin embargo, la pérdida de las 

sinapsis dopaminérgicas acompañado del aumento de las sinapsis perforadas podría tener 

consecuencias funcionales importantes, las cuales participan en el desarrollo de la EP (Avila-

Costa et al., 2008). Si tomamos en cuenta que hay sobreactividad de la vía corticoestriatal 

posterior a la denervación dopaminérgica (Greenamyre y O’Brien, 1991) ya que los 

receptores D2 localizados en las terminales de las neuronas corticales regulan la liberación de 

glutamato, por lo tanto, la depleción de DA en este núcleo, propiciaría la liberación excesiva 

de glutamato de las neuronas de la corteza cerebral (Calabresi et al., 2001), aunado al 

aumento en la cantidad de receptores glutamatérgicos como resultado en el incremento del 

área de contacto, indicado por las sinapsis perforadas, las cuales corresponden a sinapsis 

glutamatérgicas, cuya estimulación lleva al incremento en el contenido de Ca
2+

 intraneuronal, 

provocando muerte de las neuronas estriatales por excitotoxicidad (Lisman y Harris, 1993; 

Harris y Kater, 1994). Además, se ha reportado que el Mn se acumula en los astrocitos, los 

cuales son esenciales para neutralizar la acción del glutamato liberado por las sinapsis 
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glutamatérgicas (Normandin y Hasell, 2002); se ha demostrado que la captura de glutamato es 

atenuada significativamente en cultivos primarios de astrocitos posterior a la adición de Mn 

en el medio de cultivo. Por lo que se ha sugerido que el Mn afecta a los genes de los 

transportadores de glutamato (por ejemplo el GLAST) posiblemente a través de la generación 

de EROs (Erikson et al., 2002; Erikson y Aschner, 2003). De esta manera, estos eventos 

propician la degeneración neuronal, disparada por la estimulación excesiva, producto del 

aumento de glutamato en el espacio sináptico, así como de su receptor (Mehta y Dawson, 

2001). La excesiva estimulación, principalmente de los receptores glutamatérgicos NMDA, 

desencadenan una serie de eventos que incrementan la concentración intracelular de Ca
2+

 

(Saransaari y Oja, 2000). 

 

Por otra parte, además de analizar al NE, realizamos el análisis ultraestructural de las 

neuronas dopaminérgicas de la SNc. En 1983 Domesick y cols. realizaron una descripción 

ultraestructural de las neuronas dopaminérgicas de la SNc, ellos muestran que estas neuronas 

se caracterizan por tener una gran cantidad de retículo endoplásmico rugoso bien organizado 

en pilas y membrana nuclear aparentemente lisa (sin invaginaciones), similar a lo que 

encontramos en los animales control; por otro lado, observamos alteraciones nucleares en las 

neuronas dopaminérgicas de la SNc de los animales expuestos a Mn las cuales se hacen muy 

evidentes al compararlos con los animales control. Dichos cambios podrían ser explicados por 

la interacción de este metal con algunas proteínas encargadas de la organización del 

citoesqueleto. Evidencias farmacológicas y bioquímicas indican que el Mn inactiva la RhoA, 

la cual es una GTPasa que funciona como molécula “switch”, quien hace converger señales 

intra y extracelulares para la reorganización del citoesqueleto. De esta manera la disrupción 

de la arquitectura del citoesqueleto por el Mn indica el decremento de la actividad de RhoA 

(Chun-Jung et al., 2005) 

 

También se observaron dendritas con una gran cantidad de mitocondrias, Stanic y cols. (2003) 

reportan que ratas lesionadas con 6-OHDA presentan incremento en la cantidad de 

mitocondrias en las terminales sinápticas como un mecanismo regulador que asegura que la 

concentración de DA esté cercana a lo normal. Se ha sugerido que presumiblemente el 

sistema nigroestriatal tiene una considerable capacidad para resistir el déficit dopaminérgico 

de más del 50 % sin presentar manifestación clínica, lo cual es debido a mecanismos 

compensatorios (Anglade et al., 1995), se ha reportado aumento metabólico del recambio de 
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DA, y por lo tanto elevada actividad de las neuronas dopaminérgicas remanentes 

(sensibilización) lo cual requiere de mayor generación de energía (Seeman y Niznik, 1990).  

 

Además, se observó distribución anormal de la cromatina en las neuronas dopaminérgicas de 

la SNc en los animales expuestos a Mn, la cual se acumula cerca de la envoltura nuclear, 

característico de las células en apoptosis. Algunos estudios postmortem en humanos han 

reportado que las neuronas dopaminérgicas mueren por apoptosis en la EP (Hartmann y 

Hirsch, 2001), además, se han observado células apoptóticas en modelos experimentales de 

esta enfermedad como el del MPTP y el de la 6-OHDA (Ochu et al., 1998; Spooren et al., 

1998; Lotharius et al., 1999). De igual manera se ha propuesto que el Mn produce muerte 

celular por apoptosis, como ocurre en la EP idiopática (Tatton y Kish, 1997; Hirata et al., 

1998). Hay varias evidencias de que este tipo de muerte celular es debida a la toxicidad del 

Mn, ya que muchas de las vías clásicas de señalización asociadas a la muerte por apoptosis 

son activadas en las células tratadas con Mn; se ha observado que estas células muestran 

incremento en la marca del TUNEL, ruptura internucleosomal, activación de proteínas cinasas 

como JNK y p38, además de caspasa 3 (Roth y Garrick, 2003). También se ha demostrado 

que la caspasa 12 media la apoptosis inducida por el estrés del retículo endoplásmico (RE; 

Chun et al., 2001).  

 

Por todo lo anterior, cabe la posibilidad de que mecanismos provocados por el Mn como la 

generanción de EROs, depleción de ATP o bien por el aumento de glutamato en el NE pueden 

llevar a la muerte de las neuronas del NE y las de la SNc como se observa en el análisis 

ultraestructural. 

 

Concentraciones de DA, DOPAC y HVA 

 

La enfermedad de Parkinson se caracteriza principalmente por la pérdida selectiva de 

neuronas en la SNc y la reducción significativa del contenido de DA neostriatal y sus 

principales metabolitos, el ácido dihidroxifenilacético (DOPAC) y el ácido homovanílico 

(HVA) (Serra et al., 2000).  

 

En nuestros resultados observamos pérdida significativa de DA y sus metabolitos en los tres 

núcleos evaluados de los animales expuestos a Mn en comparación con los animales del 

grupo control. Estas observaciones demuestran que el sistema dopaminérgico es un blanco 
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importante para la toxicidad del Mn. De acuerdo a lo anterior se ha reportado que en personas 

expuestas a Mn, la concentración de DA estriatal se redujo notablemente (Bernheimer et al, 

1973). Por su parte, modelos para el estudio de la EP, dentro de sus características 

neuropatológicas incluyen reducción de DA estriatal y sus metabolitos (Tillerson et al., 2002). 

 

Numerosos estudios realizados en roedores y primates no humanos han demostrado que el 

agotamiento de la DA estriatal y la pérdida de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales se 

producen tras la exposición a dosis altas de Mn (Komura y Sakamoto, 1991; Bonilla, 1984).  

Por ejemplo, Vidal y colaboradores (2005) observaron que tras la administración intraestriatal 

de 2 mM de MnCl2 a ratas conscientes y libremente móviles, hubo disminución significativa 

en los niveles extracelulares de DA; por su parte Erikson y colaboradores (1987, 1992) 

mostraron reducción de la concentración estriatal y palidal de DA y DOPAC, pero no la 

concentraciones de HVA en monos expuestos a óxido de manganeso por vía subcutánea. 

Shannon y colaboradores (2007) utilizando cortes de cerebro de 350 micras que incluían NE 

expuestos a MnCl2, MnSO4 y MnPO4, reportan que la exposición a Mn no afectó la viabilidad 

del tejido, y que los niveles de DA y su metabolito DOPAC se redujeron significativamente. 

Contrariamente a los efectos significativos de Mn en la DA y DOPAC, los niveles de HVA no 

se vieron afectados. 

De esta forma, varios estudios han señalado que el Mn disminuye los niveles de DA estriatal 

y se han sugerido diferentes mecanismos de acción, los cuales incluyen la desregulación de la 

homeostasis del Ca
+
, inhibición de la TH en las neuronas dopaminérgicas (Vidal et al., 2005) 

y algunos estudios han propuesto que la disminución de la DA se da por la autooxidación 

causada por el Mn (Archivald y Tyree, 1987;  Donaldson, 1987; HaMai y Bondy, 2004b). De 

esta manera los mecanismos exactos de la neurotoxicidad de Mn son muy complejos y aún no 

se comprenden en su totalidad (Tran et al., 2002).  
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Conclusión 

 

Los resultados observados en nuestro modelo simulan algunas de las alteraciones 

conductuales, morfológicas y neuroquímicas reportadas en los pacientes con EP, entre ellas 

podemos mensionar:  

 

 Alteraciones en la activida motora de los animales expuestos a MnCl2 – Mn(OAc)3 las 

cuales son revertidas tras la administración de L-DOPA, por lo que consideramos que se 

deben a la pérdida de DA.  

 Pérdida del 67.58 % de las neuronas dopaminérgicas de la SNc. 

 Pérdida celular en el Estriado y Globo Pálido, no así  en los otros núcleos evaluados.  

 Ultraestructuralmente observamos alteraciones del neuropilo, disminución de los 

contactos sinápticos axoespinosos, aumento de las sinapsis perforadas en el estriado, 

alteraciones nucleares, necrosis y apoptosis en la SNc y en menor medida en el estriado. 

En el GP no observamos alteraciones. 

 Se encontró disminución significativa de la dopamina y sus metabolitos en la SNc, el 

estriado y el Globo Pálido tras la inhalación de MnCl2/Mn(OAc)3. 

 

Por lo cual concluimos que la inhalación de la mezcla Mn es un modelo adecuado para el 

estudio de la EP, que es sensible, reproducible y de fácil aplicación, con el cual  pretendemos 

brindar una herramienta para el estudio de este padecimiento así como la evaluación de 

nuevas terapias. 
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Anexo 1.- Conducta Motora 

 

Para evaluar la coordinación motora se utilizó la prueba de la viga. Todos los animales fueron 

entrenados durante una semana en un aparato de madera con dos pedestales a los cuales va 

unida una viga de madera de 1m de largo, elevada del suelo, con inclinación de 15°, la cual 

tiene un grosor de 3 mm. Se registró con un cronómetro el tiempo en que los animales 

tardaron en atravesar la viga (tiempo total).  

 

 

Prueba de la viga 

 

Paralelo al entrenamiento en la viga, se entrenó a los animales en la prueba motora fina 

“reaching task“ empleando una caja de acrílico, la cual tiene al frente una abertura de 1 cm 

por la cual el animal tiene que alcanzar utilizando el miembro preferente un pellet y comerlo, 

se cuentan como aciertos cada vez que el animal toma el trozo de alimento y lo lleva hasta su 

boca, y como error si se le cae o no lo puede sujetar, a cada animal se le dieron 10 

oportunidades, es decir, se les puso 20 pellets y se cuantificaron aciertos y errores. La 

evaluación en ambas pruebas se realizó periódicamente, una vez por semana durante 5 meses 

(20 semanas de inhalación de la mezcla de Mn). 

 

Prueba motora fina (reaching task) 
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Anexo 2.- Microscopia Electrónica 

 

Los fragmentos del cuadrante dorsomedial de la cabeza del NE y de la SNc se lavaron en 

PBS, y  fueron colocados durante una hora en tetraóxido  de Osmio al 1% preparado con PBS 

para la postfijación; posteriormente los fragmentos se lavaron con PBS en tres cambios de 10 

minutos cada uno. El segundo paso consistió en la deshidratación del tejido con alcoholes en 

concentraciones crecientes (del 50 al 96 %) durante lapsos de 10 minutos cada uno y  

finalmente, el tejido fue puesto en alcohol al 100 % por tres ocasiones de 10 minutos cada una 

para colocar el tejido en tolueno durante dos períodos de 10 minutos cada uno. Los 

fragmentos fueron infiltrados en una mezcla de resina 1:1 araldita-tolueno a 60 °C. Se 

mantuvieron  por 12 horas en una mezcla 3:1 de araldita-tolueno a temperatura ambiente, los 

fragmentos ya infiltrados se incluyeron el araldita pura a 60 °C durante 24 horas. 

Una vez que se polimerizó la resina, se procedió a realizar los cortes finos de 900 Å en un 

ultramicrotomo Reichert-Jung utilizando cuchillas de diamante. Se montaron los cortes en 

rejillas de cobre y se contrastaron en acetato de uranilo al 5 % durante 20 minutos y con 

citrato de plomo al 0.4 % por 5 minutos. Los cortes fueron observados en un microscopio 

electrónico Jeol Jem 100 CX II y se llevó a cabo el análisis ultraestructural, realizando las 

mediciones directamente en la pantalla. 

 

    

 
Análisis ultraestructural: A.-eje mayor (EM) y el eje menor (em); tipo de contacto sináptico, con la cabeza (B), o con el 
cuello de la espina dendrítica (C); y número de sinapsis perforadas  (D). 

 

 

 

 

 

 

EM 

em 

A B C D 
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Anexo 3.- Inmunohistoquímica:  

Se realizaron cortes histológicos del mesencéfalo ventral (SNc), del NE, GP, cortezas, 

hipocampo y cerebelo de los animales control y expuestos, y se realizó inmunohistoquímica 

para TH y NeuN. Para lo cual se realizaron cortes de entre 50-100 µm. Posteriormente se 

hicieron lavados sucesivos en el siguiente orden: En amortiguador PBS 3 veces por 10 

minutos; 3 lavados en amortiguador TRIS de 10 minutos; amortiguador TRIS y peróxido de 

hidrógeno 0.3 % (30 minutos); amortiguador TRIS y borohidrido de sodio 0.01 % (30 min); 

amortiguador TRIS con 1 % de suero normal de cabra y 0.3 % de tritón (durante 1 h), todos 

con agitación, posteriormente se incubaron los cortes en una alícuota de anticuerpo primario 

anti-TH o anti-NEU N (según el caso) en amortiguador TRIS 1:1000 con 1 % de suero normal 

de cabra  por 3 días a 4 ºC. Posteriormente se lavaron los cortes 3 veces en amortiguador 

TRIS con 1 % de suero normal de cabra durante 10 min con agitación. Se incubaron por 2 

horas a temperatura ambiente en el anticuerpo secundario. Anti-IGg de conejo 1:200 en TRIS 

con 1 % de suero normal de cabra. Se hizo un lavado en TRIS con 1 % de suero normal de 

cabra, para después incubar en Abidina-Biotina (2 Hrs) a temperatura ambiente. Después de 3 

lavados en TRIS con agitación se revelo la tinción en los tejidos con 3-3 Diaminobencidina 

(DAB) al 0.05 % y 0.003 % de peróxido de hidrógeno. El tejido se lava una última vez en 

TRIS por 10 min y se montan en portaobjetos previamente gelatinizados, se dejan secar un 

día. Para cubrir con resina se realizó la deshidratación de los cortes con alcoholes en 

concentraciones crecientes (60, 70, 80, 90 y 96 %) diez minutos en cada uno y 3 cambios en 

alcohol de 100 % de 10 min. y finalmente dos cambios en  tolueno de 10 min. cada uno.  Para 

su posterior análisis en un fotomicroscopio, haciendo un conteo de las neuronas 

inmunorreactivas a TH en la SNc en un área de 1500 µm
2
 en 10 cortes por animal a partir del 

inicio del núcleo terminal medial del tracto óptico accesorio, mientras que para el conteo de 

neuronas mediante NEU N se ralizo en 25 cortes en un área de 330 µm
2
 en las estructuras ya 

mencionadas. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Conteo de neuronas inmunoreactivas a TH en un área de 1500 µm2 (A); conteo de células inmunoreactivas a NEU N en un área 
de 3300 µm2 (B).  

A B 
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Anexo 4.-  Método de Golgi 

1.- Las muestras ya fijadas se lavan en buffer fosfatos y se sumergen en una mezcla de osmio-

dicromato (OsO4 1g, K2Cr207 8g, H2O 300ml) durante 7 días a temperatura ambiente en la 

obscuridad (se utilizarán 10ml de mezcla para cada cerebro). 

2.- A continuación las muestras se lavan rápidamente con agua destilada, después con nitrato 

de plata al 0.75%. Los fragmentos se colocan en nitrato de plata durante 24 horas a 

temperatura ambiente. 

3.- Para realizar los cortes, se quita el exceso de nitrato de plata con papel filtro y se encastran 

en un bloque de parafina. La parte libre de la muestra se baña en alcohol al 95% y se realizan 

los cortes de 120µm, lubricando constantemente la cuchilla con alcohol. 

4.-Los cortes se deshidratan en 2 baños de alcohol absoluto 10 minutos cada uno, 

posteriormente en esencia de clavo durante 10 minutos para ser aclarados, y después dos 

cambios de xilol, finalmente se montan en un portaobjetos con resina sintética. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 

 

 

Anexo 5.- Determinación de los contenidos de DA por HPLC  

A las 40 inhalaciones de MnCl2-Mn(OAc)3 los animales fueron sacrificados y se extrajo el 

cerebro para medir las concentraciones de DA en la SNc, el GP y NE. Utilizando un 

vibratomo se obtuvieron rebanadas coronales de 300 µm, y de ellas se disecaron secciones de 

ambos lados. Cada núcleo se homogenizó con ácido perclórico (0.1 N) y con ayuda de una 

microcentrífuga airfuge  (Beckman, Fullerton CA., EUA) a 300 PSI por minuto se obtuvieron 

dos fases.  

La fase líquida se filtró en membranas de nylon con poro de 0.22 µm, y se ocupó para medir 

las concentraciones de DA en un cromatógrafo LC-4C (Bioanalytical System, Inc. -BAS-, 

West Lafayette, IN, EUA) equipado con un inyector automático Rheodyne con asa de 5 µL. 

El flujo de la fase móvil se mantuvo a 0.9 mL/min.; la composición de la fase móvil fue: 

ácido monocloroacético 0.1 M, ácido etilendinitrilotetraacético (EDTA) 0.65 mM, ácido 

octanosulfonico 0.9 mM, y acetonitrilo al 4.5%, p.H. ajustado a 4.5 con hidróxido de sodio 

(NaOH) y desgasificada con agitación y vacío. La separación de las catecolaminas se efectuó 

en una columna de microboro C18 (100 X 1 mm) con partículas de 3 µm (BAS- Unijet).  

La detección electroquímica se hizo mediante una celda con dos electrodos de carbono 

vidriado colocados en serie y controlados por dos módulos LC-4C (BAS). El primer electrodo 

se trabajó a un potencial de + 300 mV, con el fin de oxidar contaminantes; y al segundo 

electrodo se le asignó un voltaje de + 750 mV, cuya señal obtenida fue digitalizada por una 

tarjeta de interfase, procesada en una PC y analizada mediante el programa Peak II (SRI 

Instruments, Torrance, CA, EUA).  

La fase sólida fue resuspendida en 120 µl de NaOH 0.2N y en alícuotas de 20 µl se cuantificó 

por triplicado la cantidad de proteína con el método de Bradford (1976). 

 

 

 

 

 

 

 

 


	Portada
	Índice
	Abreviaturas
	Resumen
	Introducción
	Justificación   Hipótesis
	Objetivos
	Metodología
	Resultados
	Discusión
	Conclusión
	Bibliografía
	Anexos

