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ABREVIACIONES

CAT Catalasa

CPU Caudado y putamen

DA Dopamina

D, y D, Receptores Dopaminérgicos
EA Enfermedad de Alzheimer

EH Enfermedad de Huntington
ELA Esclerosis lateral amiotrofica
EP Enfermedad de Parkinson

ERN Especies reactivas de nitrogeno
ERO Especies reactivas de oxigeno
GB Ganglios Basales

GD Giro Dentado

GP Globo palido

GPe Globo palido externo

GPi Globo palido interno

GPx Glutation peroxidasa

GRD Glutatién reductasa

SNc Sustancia nigra compacta

SNr Sustancia nigra reticulada

SNP Sistema nerviosos periférico
SOD Superoxido dismutasa

S1 Corteza sensorial primaria

6-OHDA 6-hidroxidopamina

GSH Glutation

H,0, Peroxido de hidrogeno

*HO, Hidroperoxilo

MT; y MT, Receptores de melatonina
acoplados a proteinas G

MTj; Enzima quinona reductasa

M1 Corteza motora primaria

Nacc Nucleo acumbens

NEM Neuronas espinosas medianas
NST Nucleo subtalamico

OHe Radical hidroxilo

O,°- Aniodn superoxido

0, Oxigeno

ROO- Radical peroxilo

SNC Sistema nervioso central

SN Sustancia nigra



INDICE

1. Introduccion

L N TS 13§

1.2 Hipotesis del envejeCimiento. .. ..u.u ittt it tett et et e et et e eee et eraeeaeeaeenenans
1.1.1 EStrés OXIdatiVo. ... ettt
1.1.2 Disfuncion mitocondrial........... oo

1.1.3 HOomeostasis del CalCio. .......oviiiiiiiiiiii it e,

2. Estructuras cerebrales implicadas en la actividad motora y los procesos cognitivos
2.1 Corteza Cerebral. ... ..ottt
2.1.1 Elementos NeUronales. .. .......ooieiuiitiitiitiit it e
2.1.2 Corteza Frontal.. ... ..ot
2.1.2.1 Corteza MOtOTA. .. e vttt e
2.1.3 Corteza Parietal. ... ..ot
8 = 61010 7o 11110 T
2.2.1 Elementos NeUronales. .. .......ouuiu it
2.3 Ganglios Basales. .. ...o.uiiii it e e
2.3.1 Anatomia Funcional............. i
2.3.2 Sustancia Nigra COmPACTa. .......uteuriinte ettt e ettt eieaateeeeeareneeanaieeeenns
2.3.3 CUeIPO EStriado. .. .ouuiit it e e
2.3.3.1 Elementos Neuronales. .. .........o.evuieiiiitineinii e
2.3.3.2 Aferencias del cuerpo estriado........ovviieieiiiiiii e
2.4 ESPINas DendritiCas. ... .uuuuiitt ittt e e e e

2.4.1 Pérdida de espinas dendritiCas. ........oouverriinieit it

B ANLOXIAANEES ... ..o e e

3.1 AntioXidantes ENZIMALICOS. ... ..uiiett ittt eieie ettt ettt et et et e ete et ette et eaeeaeannenns
3.2 AntioXidantes N0 ENZIMALICOS. . .c.uuinte et ittete ettt et e ete et ateeeeeeeeaneeneeanaeanns
TR LY, 15) U210 130T
3.4 Receptores de Melatonina. ... ...ooueieiiniiit ettt et et e e et eere e e eaaanans

3.5 Propiedades antioXidantes. ... ....c.uiuuiite ittt e



3.5.1 Barredor de RadiCales......co.vvviiiiiiiii 37

3.5.2 Estimula el Sistema AntioXidante...........c.ovuiiiireiiiiiiiiiiiieieeerieeiiee e 38
4. JuStHICACION. ... e 40
5. Hipotesis Experimental............. ... i e 40
6. Objetivo General........... .o i 41

6.1 ODJetiVos PArtICULAIES. ..\ttt ettt e et et e ettt e e e re e eaaeans 41
ToMaterial y MEtOdO. ..o e e 41
B RESUITAOS. .. ... 44
0. DHSCUSTON. ... 56
10, ConClUSION. ..o e e 65

11. Referencias

12. Anexo



RESUMEN

El estudio del envejecimiento humano comenz6 a centrarse en la pérdida neuronal a partir
de la década de los 50’s. La hipotesis de los radicales libres explica el proceso de
envejecimiento como resultado de la acumulacion de dafio oxidativo en la célula y sus
compartimentos. A pesar de que la neurona cuenta con un sistema antioxidante para
remover el dafio producido por la oxidacion, en el envejecimiento este sistema pierde su
capacidad de sintesis. El desequilibrio entre los factores oxidantes y antioxidantes produce
degeneracion e incluso muerte neuronal.

Las espinas dendriticas son protrusiones especializadas en la transmision sindptica,
vulnerables a situaciones de estrés oxidativo las cuales son mas susceptibles de perderse en
el envejecimiento. Se ha considerado que la degeneracion neuronal se encuentra implicada
con el déficit motor y cognitivo, procesos que dificultan las actividades cotidianas de los
adultos mayores y deterioran la calidad de vida. La melatonina es una neurohormona que
ha mostrado poseer propiedades antioxidantes y neuroprotectoras; sin embargo su sintesis
disminuye con el envejecimiento.

El objetivo del presente estudio consistié en comparar el efecto de la melatonina sobre la
conservacion de neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta (SNc), de
espinas dendriticas de neuronas piramidales de la corteza, del hipocampo, de neuronas
espinosas medianas del estriado, y el desempefio motor fino evaluado mediante la prueba
de viga en ratas Wistar envejecidas. Nuestros resultados muestran que las areas mas
susceptibles al dafio durante el envejecimiento son las neuronas piramidales del hipocampo,
de la corteza y las neuronas dopaminérgicas de la SNc. El tratamiento con melatonina
conserva las espinas dendriticas de todas las estructuras analizadas; previene la muerte de
las neuronas dopaminérgicas de la SNc y beneficia la actividad motora fina en ratas
envejecidas. Las estructuras mas beneficiadas fueron el hipocampo y la SNc. El tratamiento
con melatonina durante el envejecimiento puede retardar o prevenir el dafio citoldégico
beneficiando la actividad motora, también podria complementar la terapia farmacologica en
las enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson y de Alzheimer.

Palabras clave: envejecimiento, corteza, hipocampo, ganglios basales, melatonina, espinas
dendriticas, actividad motora.



1. INTRODUCCION

El envejecimiento es un proceso gradual que se caracteriza por modificaciones
morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas y psicoldgicas, propiciadas por los cambios
inherentes a la edad y a la interaccion del organismo en un ambiente determinado (Sanchez,
2003; Angeles ef al., 2011; Beltran et al., 2011). La poblacién del pais es de 112.3 millones
de personas, de las cuales el 9% (10 millones) corresponden a personas de 60 afios en
adelante, porcentaje que ha incrementado con el tiempo (Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia, México 2011).

El envejecimiento no es sinonimo de enfermedad, diversas patologias inician en etapas
tempranas de la vida y persisten en la vejez (Murray y Lopez, 1977; Miller y O'Callaghan,
2005; Gonzalez et al., 2007). La prevalencia de la discapacidad se incrementa
gradualmente a partir de los 45 afios pero alcanza niveles significativamente altos a partir
de los 70, modificando el desempefio motor y repercutiendo en la ejecucion de actividades
cotidianas (Brown, 1991; Vandervoort, 1992; Smith, 1999; Krampe, 2002; Ulthake, 2002;
Hortobagy, 2003; Programa de Accion Especifico 2007-2012 Envejecimiento; Lara, 2012).
Otras caracteristicas del envejecimiento son el déficit de memoria y el deterioro de los
sentidos (Mora y Martinez, 2001; Ugalde, 2010), funciones que han sido asociadas a la
modificacion de la morfologia neuronal (Flood, 1985; Ugalde, 2010), la disminucién de la
sustancia gris y blanca (Resnick et al., 2003; Ota et al., 2006; Langenecker et al., 2007;
Smith ef al., 2007) y la disminucion en la sintesis de neuroquimicos (Cham et al., 2007;
2008).

Una de las diferentes hipotesis para explicar el origen del envejecimiento, propone el estrés
oxidativo como la causa principal. De acuerdo a este modelo los radicales libres son la
fuente directa de dafio oxidativo a las macromoléculas, produciendo un desbalance entre los
estados O0xido y reduccion del metabolismo celular, que se manifiesta en la generacion de
dafio oxidativo y en su acumulacion a lo largo de la vida del organismo (Zentella, 2002),
teniendo la capacidad de desencadenar procesos neurodegenerativos (YiSun, 1990).

Las neuronas tienen sistemas antioxidantes que disminuyen o neutralizan el dafio oxidativo
inducido por los radicales libres (Simonian y Coyle, 1996). Se ha descrito la propiedad

antioxidante de la melatonina, la cual es una neurohormona sintetizada principalmente en la



glandula pineal (Sanchez, 2003). Sin embargo la produccion de melatonina en el organismo
se pierde gradualmente a lo largo de la vida (Reiter, 1983; Reiter et al., 1987; Reiter ef al.,
2000; Pang, 2005). Este decremento se ha reportado en humanos (Reiter, 1986; Sharma et
al., 1989), ratas (Pang et al., 1984; Dax y Sugden, 1988) y otros animales (King et al.,
1981; Pang y Tang, 1983), principalmente en la corteza parietal, el hipocampo y la médula

espinal, y en menor grado en el cerebelo y el estriado (Laudon, 1988).
1.1 Antecedentes

Distintos estudios han encontrado que el envejecimiento representa reduccion progresiva de
algunas estructuras celulares principalmente de control motor y procesos cognitivos (Colon,
1972; Shefer, 1973; Devaney y Johonson, 1980; Henderson et al., 1980; Anderson et al.,
1983).

A principios de la década de los 40’s el estudio del envejecimiento comenzé a centrarse en
la pérdida neuronal y su relacion con el déficit sensomotor en ratas envejecidas
(Kuhlenbeck, 1944), posteriormente se utilizaron cerebros humanos (Brody, 1955;
Coleman y Flood, 1987; Peters, 1998). El interés por estudiar el efecto del envejecimiento
en la preservacion neuronal del cerebro humano subyace por la falta de investigaciones, las
cuales estaban centradas en el decremento del peso cerebral. Analizando diversos tejidos
cerebrales, se llego a la conclusion de que la pérdida neuronal no es parcial (Brody, 1955,
1970).

Brody (1955) examind cerebros humanos (0-95 afios de edad) removidos cuatro horas
postmortem, y extrajo muestras de la corteza frontal, parietal, temporal y occipital las
cuales fueron tefiidas con violeta de cresilo. Sus resultados muestran pérdida neuronal con
el envejecimiento principalmente en la corteza frontal, parietal y temporal. Estructuras en
las cuales encontré6 menor cantidad de neuronas granulares (capa Il y 1V) y piramidales
(capa Il y V). Estudios posteriores mostraron que principalmente las neuronas piramidales
de la capa V se pierden durante el envejecimiento humano (Henderson et al., 1980; Terry
et al., 1987; deBrabander et al., 1998).

Otra estructura en la cual se ha prestado interés durante el proceso de envejecimiento es el
hipocampo, por su participacion en la consolidacion de la memoria, principalmente en

pacientes con enfermedad de Alzheimer (EA). La pérdida de neuronas piramidales del area



CA1l en la EA es significativamente mayor en comparacion con personas envejecidas
neuroldgicamente intactas. En ratas, la pérdida de neuronas en CAl esta relacionada con la

adquisicion de la memoria espacial (Deupree ef al., 1993; West ef al., 1994).

Por otra parte la sustancia nigra compacta (SNc¢) y el estriado son nucleos pertenecientes a
los ganglios basales (GB) cuya funcion principal es la generacion y el control del
movimiento. La SNc muestra menor cantidad de neuronas dopaminérgicas en ratas
envejecidas, asi como el cuerpo estriado contiene menor nimero de neuronas espinosas
medianas de proyeccion (NEM) (Crocker, 1997), también se ha encontrado disminuida la

dopamina (DA) en dichos nucleos (Keyser, 2004; Collier, 2011).

Las espinas dendriticas son sensibles a una gran variedad de condiciones patologicas, como
en un modelo de la enfermedad de Parkinson (EP), donde se ha reportado pérdida de
espinas dendriticas en las NEM del estriado (Ingham ef al., 1997), en neuronas piramidales
de la capa V de corteza cerebral, en neuronas piramidales del area CA1 del hipocampo y en
las NEM en un modelo de estrés oxidativo (Avila-Costa, 2000). Bajo la hipotesis del estrés
oxidativo o de los radicales libres, el envejecimiento al ser una condicion que favorece la
formacion de dafio oxidativo en el sistema nervioso central (SNC) (Brody, 1955), también
promueve la pérdida de espinas dendriticas en estructuras cerebrales implicadas en
procesos cognitivo-conductuales principalmente, pudiendo afectar el desempefio en las

actividades cotidianas de los adultos mayores.

En nuestro laboratorio se ha encontrado que en condiciones patologicas la medicacion con
antioxidantes puede disminuir la pérdida de espinas dendriticas. La administracion de
taurina previene la pérdida de espinas dendriticas de las NEM, las neuronas piramidales de
la corteza (capa V) y del hipocampo (4rea CAl) (Avila-Costa, 2000); la medicacion con
melatonina preserva mayor cantidad de espinas de las NEM (Gutiérrez, 2007), asi como la

bromocriptina (Anaya et al., 2012).

Se ha reportado que el tratamiento con melatonina revierte los cambios degenerativos del
SNC en modelos de la EA y de la EP (Pappolla et al, 2000; Antolin et al, 2002),
previniendo la inflamacidon neuronal y protegiendo las mitocondrias (Matsubara et al.,

2003; Thomas y Mohanakumar, 2004; Lahiri et al., 2005; Wu y Swaab, 2005; Srinivasan et



al., 2006; Feng et al., 2006). En nuestro laboratorio se ha encontrado que la melatonina en
un modelo de la EP, protege las alteraciones producidas por la inyeccion intracerebral de la
neurotoxina selectiva 6-OHDA, principalmente en el nicleo estriado donde se caracterizan
por menor numero de botones con edema, mayor prevalencia de contactos sindpticos con
espinas, bajos niveles de peroxidacion de lipidos (Gutiérrez, 2007), recuperacion de la
conducta motora fina evaluada con la prueba de viga de equilibrio y supervivencia de
células dopaminérgicas (Mayoral, 2008; Garcia, 2008; Torres, 2012). Por lo cual, el dafio
citologico y motor inducido por condiciones patoldgicas puede ser prevenido por la

administracion de antioxidantes como la melatonina.
1.2 Hipotesis del envejecimiento

Las hipotesis que explican el proceso de envejecimiento consideran las alteraciones
fisioldgicas en el organismo: dafo en las mitocondrias, acumulacion de proteinas aberrantes
en el citosol, dafio a macromoléculas, mutaciones somaticas, mayor o menor transcripcion
de genes especificos (Gil del Valle, 2011), cambios en la funciéon inmunoldgica y
desbalance entre los factores pro-oxidantes y antioxidantes (Calabrese et al., 2000). Las
hipdtesis del envejecimiento han sido divididas en dos categorias generales: estocasticas y
de desarrollo genético. Las estocasticas estan agrupadas en: hipotesis de mutaciones
somaticas y reparacion del ADN, catastrofe de error, modificacion de proteinas y radicales
libres (estrés oxidativo/ADN mitocondrial). Las del desarrollo genético consideran el
envejecimiento genéticamente programado, en este grupo se encuentra la hipotesis de los
genes de longevidad, sindrome del envejecimiento acelerado, neuroendodcrino,

inmunolégico, senescencia celular y la de muerte celular (Sohal, 2002; Hughes, 2005).
1.2.1 Estrés Oxidativo

Una hipotesis que explica el proceso de envejecimiento es la de los radicales libres o estrés
oxidativo, donde el envejecimiento es el resultado de la acumulacién de dafio oxidativo en
células y tejidos del cuerpo que se incrementa como resultado del metabolismo aerobio
(Harman, 1956; 1994). Esta hipotesis surgio en 1956 propuesta por Denham Harman, quien
considera a los radicales libres y los dafios que ocasionan, un componente integral del

envejecimiento y de enfermedades neurodegenerativas (Harman, 1956; Reiter, 1998).



El desequilibrio de antioxidantes y oxidantes conduce a la acumulacion de dafio oxidativo
en macromoléculas aumentando durante el envejecimiento y contribuyendo a la
disminucidén progresiva de la funcion celular (Gonzalez et al., 1999; Benitez, 2008;

Salomon, 2010).

Un radical libre es una molécula (organica o inorganica) altamente reactiva que contiene un
electron no pareado en su ultimo orbital, involucrado en mecanismos de toxicidad al
reaccionar con las uniones insaturadas de los 4cidos grasos de la membrana,
desencadenando una serie de reacciones que causan peroxidacion y mayor produccion de
radicales libres afectando células y tejidos vecinos (Freeman y Crapo, 1982). Los radicales
libres se forman en el SNC como parte de los procesos metabdlicos
(Cardozo-Pelaez et al., 2000) como en la respiracion (Pierrefiche y Laborit, 1995; Ceballos
y Martinez, 2001).

Las reducciones del oxigeno producen el radical superdxido (O;e-) y perdxido, en gran
medida en los complejos 1 y III de la cadena de transporte de electrones mitocondrial
(Brand et al., 2004; Kell, 2009). Los radicales libres se caracterizan por realizar reacciones
en cadena (Benitez, 2008), reacciones autopropagadoras en las cuales un radical origina un
producto que es también un radical y que a su vez reacciona y origina otro radical. Esta fase
se conoce como propagacion, y una ultima fase llamada terminacion, donde reaccionan dos
radicales dando un compuesto no radical. Por tanto las reacciones originadas por los
radicales libres en las reacciones en cadena se dividen en: iniciacidon, propagacion y

terminacion (Cascales, 1999).

Mas tarde, Harman modificd su hipdtesis, prestando especial atencion al papel de la
mitocondria en el proceso de envejecimiento debido a que estos organelos son un sitio
importante en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) por su intensa

actividad (Harman, 1972; Sohal y Weindruch, 1996).
1.2.2 Disfuncion Mitocondrial

Poco después del descubrimiento del genoma mitocondrial (ADNmt), la hipotesis de los
radicales libres fue modificada para incorporar el papel de la mitocondria en el estrés

oxidativo y se propuso la hipotesis mitocondrial del envejecimiento (Harman, 1972).



En los afios siguientes, fue perfeccionada, sugiriendo que la acumulacién de mutaciones
somaticas en el ADNmt inducida por el estrés oxidativo es el principal contribuyente del
envejecimiento y de las enfermedades degenerativas relacionadas con la edad (Miquel et
al., 1980), como la EA, la EP, la Enfermedad de Huntington (EH) y la esclerosis lateral
amiotrofica (ELA) (Bowling y Beal, 1995). El dafio mitocondrial producido por el estrés
oxidativo se caracteriza por la transicion de la permeabilidad de la membrana celular,
causada por lipoperoxidacion membranal y acumulaciéon masiva de calcio (Ca?). El estrés
oxidativo es el resultado de la acumulacion de radicales libres derivados del oxigeno, tales
como O,*- y el OHe, los cuales son producidos en cantidades mayores de las que pueden
ser removidas por la superdxido dismutasa (SOD) y la glutation peroxidasa (GPx) (Herrero

y Barja, 1997; Chavez, 2002).

Las mitocondrias son organelos citoplasmicos que tienen funciones importantes en el
metabolismo de los lipidos, en el ciclo del acido citrico, en la cadena respiratoria y en la
fosforilacion oxidativa por lo que prove de energia (ATP) al organismo (Pefialoza, 2002).
Se caracterizan por tener una autonomia metabolica y genética, estan formadas por una
membrana externa y una interna (Chavez, 2002). La membrana externa presenta una
permeabilidad poco selectiva y contiene los receptores de las proteinas de importacion; por
otra parte la membrana interna es altamente selectiva e impermeable a la mayoria de las
moléculas y mas negativa que la externa (-170 a -200 mV), presenta un gran numero de
invaginaciones que forman las crestas mitocondriales, en donde se encuentran alojados los
complejos protéicos que participan en la fosforilacion oxidativa y en los procesos de
transporte. La matriz mitocondrial localizada dentro de la membrana interna contiene:
a) el almacenamiento de cationes principalmente Ca?, b) enzimas solubles que participan en
el metabolismo y la oxidacion de acidos grasos, ¢) ADN y la maquinaria necesaria para la
replicacion, la transcripcion y la sintesis de proteinas (ribosomas y RNA de transferencia)

(Gonzélez, 2002; Cérabez, 2002).

Estos organelos acumulan grandes concentraciones de Ca’ mediante un mecanismo de
oxidacion de sustratos por la cadena respiratoria o la hidrolisis del ATP (Chavez, 2002).
Alojados en la membrana interna se encuentran los cinco complejos multiprotéicos que

participan en la respiracion mitocondrial: el complejo I (NADH: ubiquinona



oxidoreductasa), el complejo II (sucinato: ubiquinona oxidoreductasa), el complejo III
(ubiquinol: citocromo c¢ oxidoreductasa), el complejo IV (citocromo c¢ oxidasa) y el
complejo V (ATP sintetasa) (Gonzélez, 2002). Algunos de los complejos mitocondriales

intervienen en el envejecimiento (Tuena de Goémez, 2002; Youngmok y Holly, 2009).

El principio basico de la hipotesis mitocondrial del envejecimiento se basa en el hecho de
que la cadena respiratoria mitocondrial a través de los complejos I (NADH: ubiquinona
oxidoreductasa) y el complejo III (ubiquinol-cit, oxidoreductasa), son la principal fuente
del O (Boveris y Chance, 1973; Chavez, 2002; Muller et al, 2004; Andreyev y
Kushnareva, 2005). El complejo I cataliza la transferencia de electrones desde el NADH
hasta la ubiquinona, el complejo III cataliza la oxidacion del ubiquinol y la reduccion del
citocromo-C soluble (Gonzélez, 2002). Este fallo en la cadena de respiracion mitocondrial
puede ser provocado por los inhibidores de la via respiratoria, la mutacion del ADNmt

(Dillin et al., 2002), entre otros.

A pesar de que las mitocondrias contienen un complejo sistema de defensa antioxidante que
inactiva las ERO de una forma no toxica, el equilibrio entre la generacion de ERO y la
defensa antioxidante esta afectado en el envejecimiento y con la presencia de enfermedades
degenerativas relacionas con la edad (Muller et al., 2007). Algunas de las enzimas
antioxidantes de la mitocondria son: la Catalasa (CAT), la GPx, la Glutation Reductasa
(GRD), la NADH/NADP Transhidrogenasa, la SOD entre otras (Staniek y Nohl, 2000). El
fallo en la funcion respiratoria también es capaz de alterar el sistema de enzimas
antioxidantes (Tian et al., 1998). Los principales blancos de la mitocondria susceptibles al

dafio oxidativo incluyen membranas, proteinas y el ADNmt (Mecocci ef al., 1993).

Los radicales libres que se forman como resultado colateral del transporte de electrones,
constituyen una de las principales fuentes del dafio molecular asociado al envejecimiento.
Teniendo en cuenta que durante el envejecimiento aumenta el contenido de 4cidos grasos

poli-insaturados, lo que incrementa el riesgo de la lipoperoxidacion (Zentella, 2002).

Este efecto domind es lo que hace que los radicales libres sean tan dafiinos en algunos
casos. Aunque un radical libre obtenga el electron que le hace falta de otra molécula, no

puede regresar a su estado y funcion originales (Wolff et al., 1986).



1.2.3 Homeostasis del Calcio

La concentracion de Ca’ en la célula juega un papel clave en el envejecimiento y en el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. La hipétesis del Ca® fue formulada en
1892, dirigida al estudio de los mecanismos celulares del cerebro envejecido y de la EA

(Khachaturian, 1994).

Las fluctuaciones intracelulares de la concentracion de Ca? modulan distintos procesos de
sefializacion incluyendo la excitabilidad neuronal, la integracion de la sefial eléctrica, la
liberacion de neurotransmisores, la plasticidad sinaptica, la expresion de genes, el
metabolismo y la muerte neuronal programada (Disterhoft ef al., 1994; Nikoletopoulou y
Tavernarakis, 2012). El Ca? en compartimentos celulares regula la orborizaciéon dendritica,
la retraccion dendritica, la preservacion o pérdida de espinas dendriticas (Khachaturian,
1994), un pequefio cambio en la concentracion de Ca” que se mantiene durante un periodo
prolongado producira dafio celular, asi como un gran cambio de Ca® por un periodo corto

(Khachaturian, 1994).

La hipétesis del Ca” postula que durante el envejecimiento normal las neuronas se vuelven
mas vulnerables al desequilibrio del Ca?, habiendo un posible aumento del Ca?® intracelular
y contingentemente dafio a la célula por excitotoxcicidad (Disterhoft ez al., 1994). Lo cual
podria estar relacionado con mayor tiempo de apertura de los canales de Ca” dependientes
de voltage (Landfield et al., 1992). Evidentemente los cambios durante el envejecimiento
en los canales de Ca®, en las proteinas reguladoras del Ca” entre otras estrructuras, parecen

ser un mecanismo potencial en la vulnerabilidad de las neuronas (Landfield ef al., 1992).

La elevada concentracion de Ca’ en la célula es capaz de desencadenar cascadas
destructivas: la generacion de fosfolipasa A, y del radical O,e-, activacion de la fosfolipasa C
que activa la proteina quinasa C aumentando la actividad del canal de Ca?, generacion de quinasa
Ca’® calmodulina, que fosforila la presinapsis permitiendo mayor liberacién de glutamato,
activacion de endonucleasas que causan la fragmentacion del ADN y la produccion de

oxido nitrico sintasa inhibiendo la respiracion mitocondrial (Disterhoft et al., 1994).

Inicialmente Khachaturian (Khachaturian, 1994) centré la teoria de la homeostasis del Ca’

en el dafio a las neuronas piramidales de CA1, por el incremento del Ca” debido al aumento



de la actividad de los canales de Ca” observado en el envejecimiento, y por el decremento
de la extrusion de Ca® a través de la bomba. Esta mayor vulnerabilidad de las neuronas de
CA1 al aumento de Ca” inherente al proceso de envejecimiento podria estar relacionada con

la EA (Toescu y Vreugdenhil, 2010).

Estudios recientes sobre la misma linea de investigacion se han enfocado en los organelos
intimamente relacionados con la homeostasis del Ca’: el reticulo endoplasmico (RE) y la
mitocondria (Toescu y Vreugdenhil, 2010). El RE de las neuronas envejecidas libera mayor
Ca?, por otra parte las mitocondrias presentan mayor despolarizacién afectando el equlibrio

de energia mitocondrial (Toescu y Vreugdenhil, 2010).

La sobrecarga de Ca” celular tal como la causada por la hiperestimulacion de los receptores
de glutamato NMDA, conduce al colapso del gradiente electroquimico de protones y
catastrofe bioenergética, llevando a la muerte neuronal por necrosis (Celsi ef al., 2009). Por
otra parte, una alta conductividad no selectiva del poro de permeabilidad transitoria de la
mitocondria producida por la alta concentracion de Ca®y por la liberacion de cofactores de
caspasas es capaz de desencadenar factores involucrados en la muerte celular por apoptosis

(Mattson, 2007).

El RE es un complejo sistema de endomenbranas particularmente relevante en las funciones
neuronales por su capacidad para almacenar el Ca’ y liberarlo en respuesta a la
estimulacion fisiologica. Debido a esta caracteristica, el RE contiene una variedad de
canales que participan en la homestasis del Ca’. La perturbacién de la homeostasis
beneficia las alteraciones encontradas en la EA y por ello se piensa que también participa

en el proceso de envejecimiento (Nikoletopoulou y Tavernarakis, 2012).

Basicamente, las investigaciones recientes se han centrado en la liberacion de Ca” de los
almacenes itracelualres (mitocondria y RE), produciendo la muerte celular por

excitotoxicidad.

Hemos mencionado tres hipdtesis que explican el proceso de envejecimiento, con lo cual
concluimos el primer apartado del presente estudio. El tema expuesto a continuacion esta
centrado en las neuronas involucradas en el movimiento y los procesos cognitivos, el ser

procesos susceptibles al deterioro durante el envejecimiento.



2. ESTRUCTURAS CEREBRALES IMPLICADAS EN LA
ACTIVIDAD MOTORA Y LOS PROCESOS
COGNITIVOS

Durante el envejecimiento, sin presencia de alteraciones neuroldgicas, el desempefio de la
actividad motora y la capacidad de modificar el comportamiento debido a las demandas
ambientales se encuentran disminuidas. Los circuitos corteza-Ganglios Basales estan
relacionados con la planeacion y ejecucion del movimiento (Paxinos, 2004), involucrados
en el deterioro motor en el envejecimiento (Marchand ef al., 2011), asi como el hipocampo
y el cuerpo estriado (Seidler ef al., 2010; Nieves-Marinez, 2011) estan involucrados en la

memoria motora.

Funcionalmente, el sistema motor se encuentra separado en dos subsistemas: el sistema
motor piramidal (SMP) y el sistema motor extrapiramidal (SME), el primero se relaciona
con el movimiento voluntario y el segundo con la iniciacion motora (Kandel, 2001). El
SMP se compone de neuronas piramidales gigantes de la capa V de la corteza motora
primaria en la corteza frontal, y de neuronas localizadas en el tallo cerebral (Talos ef al.,
2008), sus axones envian colaterales al estriado (Paxinos, 2004). EI SME es un conjunto de
circuitos paralelos de estructuras subcorticales, sus principales componentes son el cuerpo
estriado, el globo palido (GP), el nucleo subtalamico (NST), el ntcleo ventral anterior del
talamo y la sustancia nigra (SN) todos pertenecientes a los Ganglios Basales (GB) (Talos et

al., 2008).

Los movimientos voluntarios tales como peinarse conducir un coche o tocar el piano son
los mas complejos, se caracterizan por dos aspectos: son propositivos (dirigidos a metas) y

en gran medida aprendidos (su ejecucion mejora con la practica) (Kandel, 2001).
2.1 Corteza cerebral

La mayor entrada en el sistema de los GB proviene de las neuronas piramidales profundas
de la corteza (Paxinos 2004); la corteza cerebral es una estructura formada por sustancia
gris que procesa informacion motora, sensorial y cognitiva (Biswas, 1991). Al recibir los

estimulos de los 6rganos sensoriales, la corteza los transforma en impulsos que se dirigen a

10



las glandulas o a los musculos. Ademas almacena la informacion que no produce actividad
motora para utilizarla posteriormente. Gracias a esto el individuo puede modificar su
conducta segun experiencias pasadas y elaborar conceptos integrando percepciones nuevas
con la informacion almacenada (Guyton, 1997). En humanos, la corteza esta dividida en

areas segun su funcion (Valverde, 2002):

» Area motora. Se encuentra por delante del surco central en el 16bulo frontal,
controla los musculos de todo el cuerpo. La corteza premotora, por delante de la
anterior, se encarga de los movimientos coordinados y secuencias de
movimientos aprendidos. En la corteza premotora se encuentra el 4rea de Broca
la cual controla los movimientos coordinados de la laringe y la boca (habla).

» Area somatosensorial. Localizada en el 16bulo parietal, recibe distintas
sensaciones como tacto, presion, dolor y temperatura.

» Area visual. Se encuentra en el 16bulo occipital e interpreta la informacidn
proveniente de los conos y los bastones.

» Area auditiva. Se encuentra en el 16bulo temporal e interpreta la informacién
proveniente del sistema auditivo.

» Area de Wernicke. Procesa sefiales sensitivas del 16bulo parietal, occipital y

temporal, e interpreta la informacion sensorial.

2.1.1 Elementos Neuronales

En humanos la corteza estd formada por seis capas: capa I o plexiforme, capa I o granular
externa, capa III o de células piramidales pequefias y medianas, capa IV o granular interna,
capa V o de las grandes células piramidales y capa VI o de células fusiformes (Jones, 1986;

Douglas y Martin, 1990; Valverde, 2002) (Figura 1).

La Capa V o de neuronas piramidales internas del area motora primaria en el l6bulo frontal,
contiene células piramidales mas grandes entremezcladas con interneuronas y células de
Betz. Las neuronas piramidales de esta capa son neuronas de proyeccion las cuales envian

axones a los GB, el tallo cerebral y la médula espinal (Braak, 1980; Shepherd, 1998).
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Figura 1. Histologia de la corteza cerebral. A. Método de Golgi: muestran las capas de la corteza cerebral: capa molecular
(1), capa granular externa (2), capa piramidal externa (3), capa granular interna (4), capa piramidal interna (5) y capa
fusiforme (6). B. Dibujo: muestra el nombre de las diferentes células corticales sefialando con la letra (A) el axon de cada
célula. Tomado de Carpenter, 1991.

Las neuronas piramidales que proyectan a otras zonas del mismo hemisferio cerebral o al
hemisferio contralateral a través del cuerpo calloso, se localizan preferentemente en la capa
IIT (White, 1989; Olavarria y Van Sluyters, 1985; White y DeAmicis, 1977), y aquellas
que proyectan a centros subcorticales, fundamentalmente corticotalamicas, residen en la
capa V (Jacobson y Trojanowki, 1975).

Las neuronas piramidales representan aproximadamente el 70% de toda la poblacion
neuronal de la corteza cerebral, y son mas abundantes en las capas Il y V, concentradas
principalmente en las areas motoras del 16bulo frontal. Sintetizan glutamato por lo que sus
axones establecen sinapsis excitatorias principalmente en las espinas dendriticas (Valverde,
2002) a través de los receptores AMPA/Kainato, NMDA y los receptores metabotrdpicos.
Las sinapsis son zonas especificas de contacto entre neuronas o entre una neurona y otra

célula (De Robertis, 2001).
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Una caracteristica fundamental de las neuronas piramidales es que estan cubiertas de
espinas dendriticas, las cuales son estructuras postsinapticas plasticas implicadas en
procesos de aprendizaje y memoria (Ramon y Cajal, 1893; Rausch y Scheich, 1982; Patel
et al., 1988; Geinisman, 2000; Geinisman et al., 2001). Las espinas dendriticas son
pequefios procesos colaterales, que aumentan considerablemente la superficie receptora de
las dendritas. La ‘cabeza’ de la espina dendritica es la que recibe la mayoria de las
terminaciones axonicas formando sinapsis (Valverde, 2002). Por su importancia el tema de

las espinas dendriticas se abordara en un apartado posterior.

Un neurotransmisor que tiene efecto inhibitorio sobre las neuronas piramidales es el acido
gamma aminobutirico (GABA) de las interneuronas de la corteza, el cual ejerce su efecto a
través de los receptores GABA, y GABAg (Alger y Nicoll, 1982). La corteza también
recibe DA del éarea ventral tegmental (AVT), especialmente en la corteza prefrontal
(Douglas y Martin, 1998).

En el presente trabajo nos interesa estudiar la corteza frontal y parietal por su participacion
en procesos cognitivos y motores entre otros, y porque se considera que su deterioro esta

relacionado con la disfuncién de los procesos mencionados en el envejecimiento.

2.1.2 Corteza frontal

La corteza frontal junto con otras areas corticales de asociacidon procesa informacion de
diversas funciones cognitivas, atencidon, reconocimiento de las caracteristicas de los
estimulos, identificacion de las caracteristicas de los estimulos y la planificacion de tareas
cognitivas y respuestas motoras (Monte, 2004). En humanos, la corteza frontal se divide en
tres regiones: region motora, premotora y prefrontal. La corteza frontal izquierda esta
especializada en la funcion del lenguaje, y en la region frontal derecha predomina la
cognicion social y la emocion. También se ha dividido la corteza prefrontal en region
orbital, dorsolateral y cingulada (Miller, 2007).

La corteza frontal funciona en estrecha colaboraciéon con otras regiones cerebrales que
conforman sistemas para los procesos cognitivos (aprendizaje, atencidon, motivacion y
lenguaje) (area de Broca) (Monte, 2004), interaccion social (Amodio y Christ, 2006;

Klucharev, 2011), toma de decisiones y recompensa (Rushworth, 2011), percepcion,
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control de ejecucion, memoria de trabajo, memoria episddica y solucion de problemas
(Duncan, 2000; Egan et al., 2001).

La corteza de la rata no presenta surcos ni giros, por lo que las areas corticales no se
encuentran delimitadas como en los humanos. Sin embargo estudios de mapeo han
diferenciado regiones funcional y estructuralmente permitiendo identificar las diferentes
areas; en cuanto a la disposicion citoldgica, la corteza de la rata también contiene VI capas
(Paxinos, 2004). En ratas viejas hay mayor pérdida de dendritas en la capa V en
comparacion con la capa Il y III de la corteza frontal (deBrabander et al., 1998; Nakamura

et al., 1985).

2.1.2.1 Corteza motora

En humano, la corteza motora se compone de tres diferentes areas: la corteza motora
primaria (M1), la corteza premotora y el area motora suplementaria (M2). M1 se encuentra
en la circunvolucion precentral y en el l6bulo anterior paracentral en la superficie medial
del cerebro humano. Existe una representacion somatotopica en la corteza motora, donde la
superficie encargada de controlar los movimientos de cada parte del cuerpo varia en
proporcion directa a la precision de los movimientos que realiza cada miembro del cuerpo
(Knierim, 2007). MI se encarga de ejecutar los movimientos individuales de diferentes
partes del cuerpo. Recibe aferencias del area premotora, la corteza sensitiva, el talamo, el
cerebelo y los GB, contiene terminales dopaminérgicas involucradas en los procesos de
aprendizaje, por tanto el aprendizaje de una habilidad motora es inducido por los procesos
celulares de plasticidad en M1 (Hosp, 2011). M2 se ubica en la circunvolucion frontal
medial. El area motora de Broca esta ubicada en la circunvolucion frontal inferior, en la

mayoria de los individuos en el hemisferio izquierdo (Knierim, 2007).

En la rata, el area motora también se localizada en la corteza frontal, dividida en regiones:
Frl, Fr2 y Fr3. Frl representa la corteza motora primaria y junto a Fr3 conforman la
superficie somatotdpica, y Fr3 es equivalente a la corteza motora (Figura 2). Las tres zonas
contienen los siguientes receptores de neurotransmisor a distintas concentraciones:
glutamato, gaba, acetilcolina, noradrenalina y serotonina (Paxinos, 2004).

Citoarquitectonicamente, el drea motora se caracteriza por el tamafio reducido de la capa [V
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y la presencia de grandes neuronas piramidales en la capa V, aspecto que ha permitido

diferenciar el area motora (corteza frontal) de la corteza parietal (Paxinos, 2004).

2.1.3 Corteza parietal

La capacidad humana para atender estimulos visuales sobre la base de su ubicacion espacial
requiere de la corteza parietal, implicada en la atencion para localizar objetos en el espacio,
desempefia un papel critico en el reconocimiento espacial (Giménez, 2000).

En la region anterior del 16bulo parietal se encuentra la corteza somatosensorial primaria
(S1), en la regidn mas posterior se localizan las areas sensoriales de nivel superior y el area
de asociacion parietal posterior (Kandel, 2001). La corteza parietal junto con las areas
prefrontales, integran la informacion del movimiento, es aqui donde se toman las decisiones
(Giménez, 2000). El tacto y la propiocepcion estan localizados en S1, el tacto percibe la
textura de los objetos y su movimiento a través de la piel; la propiocepcion es el sentido de
la posicion estatica y del movimiento de nuestros dedos y miembros. S1 también se ocupa
de la nociocepcion (percepcion del dolor) la termocepcion (calor y frio) y la estereognosis
(percepcion tactil de la forma tridimensional) (Kandel, 2001). S1 proyecta a las areas
somatosensoriales secundarias (S2), donde la informacidén somatosensorial es utilizada para
el aprendizaje de nuevas discriminaciones sensoriales, y a la corteza parietal posterior,
donde la informacién somadtica se utiliza para configurar la imagen corporal y para

planificar los movimientos en el espacio extrapersonal (Colby, 1977).

En la rata, la corteza parietal se encuentra dividida en Parl y Par2. Parl contiene el area
somatosensorial primaria (S1) anteriormente, y posteriormente se encuentra la corteza
motora; Par2 contiene el area somatosensorial suplementaria o secundaria (S2) (Swanson,
1998; Paxinos, 2004) (Figura 2). La region parietal esta caracterizada por el mayor
desarrollo de la capa IV a diferencia de la corteza frontal. Contiene receptores para

glutamato, GABA, serotonina y noradrenalina (Paxinos, 2004).

Otra clasificacion de la corteza parietal de rata muestra que las areas parietales posteriores
(PtA y MPtA) coinciden con la porcion posterior de Frl y Fr2 de la corteza motora
(Paxinos ef al., 1999). En S1 se encuentra la representacion del cuerpo, dominando el area

de la cara y las vibrisas, S2 contiene el complemento de la representacion de la cara y el
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cuerpo. Parl esta involucrado en la generacion de relaciones espaciales, en el desarrollo del
movimiento guiado, basado en la informacion somatosensorial de las vibrisas. La conexion
en S1 y el area motora primaria (Frl) es reciproca; la conexiéon en el area motora
suplementaria (Fr2) se origina en las neuronas piramidales de la capa III y V del lado
contralateral. En la capa V y VI de SI se localizan las neuronas nocioceptivas y las
mecanoreceptoras en la capa Il y V (Paxinos, 2004). En ratas envejecidas se observa
modificada la estructura sinaptica en la corteza parietal, como decremento de mitocondrias,
decremento de vesiculas sindpticas y menor cantidad de espinas dendriticas (Adams y

Jones, 1982).
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Figura 2. Mapa de un corte coronal del cerebro de rata en donde se observan las distintas areas de la corteza sensorial
(ciculos negros), la corteza motora (circulos amarillos) y las areas del hipocampo (circulos rojos). Tomado de Paxinos
(2004).

La corteza cerebral trabaja en conjunto con otras areas del cerebro para llevar a cabo las
actividades de la vida cotidiana y en general los procesos cognitivos. El hipocampo es una

estructura esencial en la consolidacion de la memoria, estructura descrita a continuacion.
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2.2 Hipocampo

El hipocampo, el giro dentado, el subiculo y la corteza entorrinal son estructuras
citologicamente distintas pertenecientes a la formacion hipocampal (Paxinos, 2004). El
hipocampo es una estructura primitiva, compuesta de tres subregiones o Cornu Ammonis
(CA1, CA2 y CA3) (Duvernoy, 1998), las cuales contienen neuronas piramidales
principalmente, e interneuronas (parvalbumina, calbindina, calretinina) (Paxinos, 2004).
El hipocampo es una region de la corteza limbica localizada en el 16bulo temporal, se
extiende a lo largo del piso del asta inferior del ventriculo lateral y se continua con el fornix
por debajo del rodete del cuerpo calloso, fundamental para la consolidacion de la memoria,
por ejemplo la declarativa, necesaria para recordar acontecimiento de la vida actual
(memoria episddica) (Tulving y Markowitsch, 1998; Moser y Moser, 1998). El hipocampo
también es fundamental para la memoria de largo plazo, particularmente en el
establecimiento de asociaciones entre los componentes de un episodio en la memoria
(Moser y Moser, 1998; Kerchner ef al., 2012). En la rata, la formacion hipocampal se
localiza en el cerebro anterior rostrodorsalmente, y por encima y detras del diencéfalo; en el

l6bulo temporal caudoventral (Paxinos, 2004) (Figura 2).

El envejecimiento sin dafio neuroldgico esta asociado con la disfuncidon cognitiva (Barnes,
1979; Eichenbaum, 2001), y dificultad en la consolidacion de nuevos recuerdos episodicos
(Milner, 2005). Estos aspectos han sido relacionados con alteraciones funcionales del
hipocampo (Braak et al., 2006), las cuales probablemente podrian ser los primeros sintomas

de la EA (Kerchner et al., 2012).

El hipocampo es la region del cerebro mas vulnerable a los procesos de envejecimiento
(Miller y O' Callaghan, 2005), y de dafio oxidativo en modelos animales (Avila-Costa,
2000) encontrando mayor peroxidacion citoplasmatica de la SOD Cu/Zn y de los lipidos en
la mitocondria del area CA1l durante el procesos de envejecimiento sin presencia de

alteraciones neurolédgicas (Hayakawa et al., 2008).

Las principales aferencias y eferencias neocorticales del hipocampo se conducen a través de
la corteza entorrinal. Las neuronas de la corteza entorrinal transmiten la informacion

aferente a las cé€lulas granulosas de la circunvolucion dentada mediante un haz de axones
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llamado via perforante. Las terminales de las fibras procedentes de la circunvolucion
dentada establecen sinapsis con espinas dendriticas de las células piramidales del campo
CA3 (Carlson, 2006) (Figura 2). La subregion CA1 esta involucrada en la codificacion de
la memoria episodica (Fouquet ef al., 2012). Esta hipotesis se apoy6 en el caso de una
paciente con amnesia anterograda persistente (Zola-Morgan ef al., 1986). Estudios recientes
de imagen por resonancia magnética (IRM) en pacientes con deterioro cognitivo leve de
tipo amnésico (DCLa) (Mueller et al., 2010; Yassa et al., 2010; Fouquet et al., 2012),
amnesia global transitoria (AGT) (Quinette et al., 2006) y EA (Mueller et al., 2007, 2010;
Sarazin et al., 2012) apoyan la idea de la participaciéon de CA1l en la codificacion de la
memoria episddica (Fouquet et al., 2012) y espacial (Morgan et al., 1986; Colombo y
Gallambo, 2002; Bartsch et al., 2010), al encontrarse deterioradas las neuronas piramidales

del area CA1 (Bartsch ef al., 2010).

También se ha observado pérdida del volumen general en CA1 durante el envejecimiento
(La Joie et al., 2010). La atrofia en esta area predice el deterioro cognitivo futuro en
personas sanas (Apostolova et al., 2010) o en pacientes con deterioro cognitivo leve (DCL)
(Apostolova et al., 2006). Otros trabajos sugieren un papel especifico de CA1l en el
recuerdo de las sefales recientemente adquiridas o memoria de corto plazo (Eldridge et al.,

2005).
2.2.1 Elementos Neuronales

Tanto el hipocampo como el giro dentado poseen cortezas en tres capas. Las tres capas del
hipocampo son estrato oriens (capa polimorfica), estrato piramidal (capa piramidal) y el
estrato lacunoso molecular (area molecular). El principal tipo de neuronas del giro dentado
es la célula granular y piramidal del hipocampo (Mainen et al., 1996). Los somas de las
neuronas piramidales se encuentran en grupos de 3 a 6 células en lo profundo de la capa
piramidal, las dendritas de las neuronas piramidales estan cubiertas por espinas en donde
terminan las sinapsis excitatorias (Johnston y Amaral, 1998). Las neuronas intrinsecas o
interneuronas han sido definidas como neuronas sin espinas y con axones restringidos al
area donde se encuentran sus somas y liberan GABA. En el giro dentado el tipo de
interneuronas mas comun son las llamadas células en canasta, las cuales establecen

contacto sinaptico con los somas de las neuronas piramidales (Freund y Buzsaki, 1996).
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Otra estructura involucrada en los procesos cognitivos y motores son los GB, ntcleos que

se explican a continuacion.
2.3 Ganglios Basales

Son un conjunto de nucleos: el cuerpo estriado, el GP, la SN y el NST, se localizan en el
telencéfalo, diencéfalo y mesencéfalo. Estos nucleos constituyen la parte dorsal de los
ganglios basales; el area ventral esta formada por el nicleo acumbens (Nacc), el AVT la
zona interna del NST y la SN. La parte dorsal de los GB esta encargada de las funciones
motoras entre otras funciones, y la parte ventral esta relacionada con funciones limbicas
(Tepper, 2007). Los GB son un sitio de convergencia e integracion de multiples areas
sensoriales, motoras y de asociacion (Wilson, 1998; Bolam et al., 2000). Sin embargo,
estos nucleos no so6lo influyen en el procesamiento cortical de la informacion motora y

sensorial, también en los procesos cognitivos (Tepper, 2007).
2.3.1 Anatomia funcional

En los vertebrados superiores, el cuerpo estriado estd dividido en nucleo caudado y
putamen divididos por la capsula interna, en los roedores el estriado es un solo nucleo. El
GP consta de dos partes, el segmento externo (GPe) y el segmento interno (GPi). La
sustancia nigra se compone de dos nucleos, pars compacta (SNc) y pars reticulada (SNr)

(Tepper, 2007) (Figura 3).

El estriado, el GP y la SNr se componen principalmente de neuronas GABA¢érgicas de
proyeccion, el NST contiene neuronas glutamatérgicas de proyeccion y la SNc¢ contiene
neuronas dopaminérgicas de proyeccion. Las aferencias principales de los GB surgen de la
corteza cerebral y del talamo, y su principal destino es el cuerpo estriado (sobre todo los
nucleos intralaminares) (Wilson, 2004). La SNr y el GPi constituyen la salida de los
ganglios basales (Tepper, 2007) (Figura 4).
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estructuras glutamatérgicas y en amarillo las
estructuras  dopaminérgicas. Tomado de
Tepper (2007).



Las neuronas estriatales dan lugar a la via directa e indirecta, se distinguen por sus
caracteristicas neuroquimicas (Surmeier, 2006) las cuales describiremos posteriormente.
A través de estos circuitos los GB ejercen un poderoso control sobre los movimientos
voluntarios, las alteraciones de estos ntcleos producen trastornos del movimiento. Los GB
son esenciales para algunas formas de aprendizaje y funciones cognitivas (Ann, 2005),
también estan relacionados con aspectos de planeacion de movimientos, seleccion y

memoria motora (Parent y Hazrati, 1995).

Las complejas conexiones de los GB se pueden simplificar con base a circuitos intrinsecos
los cuales estdn organizados funcional y estructuralmente, relacionando corteza-GB-
talamo-corteza. Se conocen 5 circuitos principales (Alexander y Crutcher, 1990; Smith et

al., 1998): circuito motor, oculomotor, prefrontal, orbitofrontal lateral y limbico.

El circuito motor se basa en la via directa y la via indirecta para procesar, integrar y
transmitir la informacion proveniente de la corteza cerebral. La via directa se inicia en el
estriado y proyecta hacia los ntcleos de salida (GPi-SNr); asi mismo el estriado parte otra
via (indirecta), en esta se hacen relevos en el GPe y NST, para finalmente dirigirla hacia los
ntcleos de salida (GPi) (Alexander y Crutcher, 1990; Smith et al., 1998).
Dos estructuras de interés en el presente trabajo son la SNc y el cuerpo estriado, implicados
directamente en la generacion y el control del movimiento, y por su vulnerabilidad durante

el envejecimiento.
2.3.2 Sustancia Nigra Compacta

La DA del cerebro anterior se origina en las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo en
la SNc y el AVT (Dahlstrom y Fuxe, 1964). Los axones de estas areas, inervan al estriado,
que comprende el estriado dorsal (caudado-putamen, CPU) y el Nacc o caudado ventral
(Haber et al., 2000; Voorn et al., 2004). La transmision de DA es critica para el
movimiento, la motivacion, y la cognicion (Carta y Bezard, 2011; Palmiter, 2011; Redgrave
et al., 2011). La SN estd compuesta por dos partes, una parte conocida como pars
compacta (SNc) (Figura 5), y otra llamada reticulada (SNr). La SNc contiene grandes
células que sintetizan DA y proyectan al cuerpo estriado (Figura 6), conocido como sistema

dopaminérgico nigro-estriatal. La SNr utiliza GABA como neurotransmisor (Gonzélez y
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Rodriguez, 2000), y junto con el GP1, son los nucleos de salida de los GB (Utter, 2008). En
los primates la SN presenta coloracion obscura que le da la neuromelanina (Noback y
Demarest, 1975). Las dendritas de algunas células de DA localizadas en la SNc establecen
contacto con neuronas de la parte reticulada, y su funciéon mas probable es modular la
liberacion GABAérgica de estas células (Dray ef al., 1978; Scheel-Kruger, 1986; Aceves et
al., 1992). Aparte de las aferencias de la SNc hacia el estriado (Fallon y Loughlin, 1995),
también se ha sefialado la presencia de axones dopaminérgicos en el subtdlamo (Romansky
et al., 1979; Meibach y Katzman, 1979), se ha reportado que axones nigroestriatales que
parten de la zona dorsoventral de la SNc, inervan el GP (Prensa y Parent, 2001). La SNr
tiene una baja poblacion celular GABAérgica, su forma es ovoide y en su porcion
ventromedial contiene neuronas pequeias y la dorsolateral estd poblada por neuronas

medianas y grandes agrupadas en racimos (Fallon y Loughlin, 1995).

Considerando la inervacion mesoestriatal constituida por las neuronas de la SNc que
inervan al cuerpo estriado, proyecta terminales que se internan en el GPe (Lindvall y
Bjorklund, 1979), el NST (Meibach y Katzman, 1979; Carpenter, 1981; Campbell et al.,
1985), y a la SNr (Cheramy ef al., 1981). También se han identificado proyecciones de la
SNc en la corteza cerebral (Debeir et al., 2005) y en el tdlamo (Freeman ef al., 2001). Las
fibras rostrales de las neuronas dopaminérgicas de la SNc¢ proyectan a la cabeza del nucleo
caudado, mientras que las fibras del segmento caudal de las neuronas dopaminérgicas
proyectan al putamen y posteriormente al nicleo caudado (Carpenter y Peter, 1972; Szabo,
1980). Las fibras nerviosas del putamen controlan principalmente la funcion motora
(DeLong, 1973, DeLong ef al., 1986), mientras que las fibras de nucleo caudado controlan

principalmente la funcion cognitiva (Grahn et al., 2008a; 2008b).

En el envejecimiento del cerebro humano, las neuronas dopaminérgicas se degeneran a una
tasa estimada del 4-5% por década (Fearnley y Lees, 1991; Stark y Pakkenberg, 2004). La
pérdida de células en la SNc a lo largo de la vida asciende al 30-40% y se asocia con
disminucién de la funcién motora en las personas adultas (Rudow ef al., 2008; Rollo,
2009). El envejecimiento esta acompafiado de la pérdida parcial de neuronas
dopaminérgicas de la SNc, este fenomeno sugiere que el envejecimiento podria incrementar

la vulnerabilidad de éstas neuronas en la SNc (Gao et al., 2011). El nimero de neuronas
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dopaminérgicas en ratas disminuye en el segmento rostral de la SNc asi como los niveles de
Tirosina Hidroxilasa (TH) (Szabo, 1980; Gao et al, 2011). La pérdida de neuronas
dopaminérgicas en el segmento rostral de la SNc podria conducir a la disminucién de las
fibras del segmento rostral del ntcleo caudado, que podrian dar lugar a la disminucion de
las funciones cognitivas en animales de edad avanzada (Gao ef al., 2011). Por otra parte el
deterioro de las neuronas dopaminérgicas del area dorsal de la SNc¢ puede estar involucrado
con el deterioro motor, en personas adultas mayores neurolégicamente intactas. En la EP se
ha reportado degeneracion progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNc (Villar-
Ched et al., 2012). No se sabe la etiologia especifica de esta alteracion, sin embargo los
pacientes presentan pérdida de neuronas dopaminérgicas como caracteristica principal,
precedida de los sintomas motores y cognitivos. Algunas terapias farmacoldgicas en este
tipo de enfermedades neurodegenerativas se han acompafiado de antioxidantes (Cardinali et

al., 2008).
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Figura 5. Del lado izquierdo se muestra un mapa del cerebro de rata donde se localiza la sustancia nigra compacta
(SNCD) (barra roja). Del lado derecho se muestra un corte coronal sometido a inmunotincion anti-acetilcolesterasa, donde
se observa la sustancia nigra compacta dando una apariencia como de “bigote”. Tomado de Paxinos, 2004.
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Figura 6. Corte coronal del cerebro de rata a nivel del mesencéfalo procesado por el método de Inmunnocitoquimica anti-
TH, sefiala el area ocupada por las neuronas dopaminérgicas de la SNc. Tomado de http://www.avila-costa.com

2.3.3 Cuerpo Estriado

El estriado es la principal entrada a los GB (Durieux et al., 2011) (Figura 7), es
fundamental en varios tipos de comportamiento motor, de motivacion y de aprendizaje. El
Nacc o estriado ventral esta involucrado en la regulacion de la actividad motora, conducta
agresiva, el aprendizaje relacionado con recompensa/aversion asi como el efecto reforzante
de las drogas (Ferrari et al., 2003; Ikemoto y Wise, 2004; Pych et al., 2005; Nestler, 2005;
Graybiel, 2008). El caudado-putamen o estriado dorsal esta implicado en la regulacion de
la coordinacion motora y el aprendizaje de procedimientos (White y Salinas, 2003; Dang et
al., 2006). Estos comportamientos se reducen significativamente en ratones viejos (24
meses) (Vukhac et al., 2001; Groenewegen, 2003; Fetsko et al., 2005).

La plasticidad sinéptica subyace a la actividad motora y al aprendizaje (Abraham et al.,
2006; Dang et al., 2006). Estudios con registros electrofisioldgicos sugieren que el

envejecimiento estd acompafniado de disminucién significativa de la funcidon presinaptica,
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tanto en el estriado ventral como en el dorsal. Por lo que la plasticidad sindptica del cuerpo
estriado puede ser un mecanismo celular que subyace a los trastornos motores y cognitivos

relacionados con la edad (Wang, 2008).
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Figura 7. Del lado izquierdo se muestra un mapa del cerebro de rata donde se sefiala la localizacion del cuerpo estriado
(CPu) (circulo rojo). Del lado derecho se muestra un corte coronal sometido a inmunotincion anti-acetilcolesterasa, donde
se observa el cuerpo estriado. Tomado de Paxinos, 2004.

2.3.3.1 Elementos Neuronales

El 95% de las neuronas estriatales son espinosas medianas de proyeccion (NEM) (Figura8),
las cuales utilizan GABA como neurotransmisor (acido y-aminobutirico) (Tepper et al.,
2007). Contiene distintas interneuronas (GABAérgicas) y neuronas sin espinas
(acetilcolinérgicas) (Paxinos, 2004). Las NEM se encuentran densamente cubiertas de
espinas dendriticas, tienen una arborizacion dendritica esférica (didmetro 200-300 mm) y su
axon da lugar a una densa arborizacion de colaterales locales mediante las cuales establece

otros contactos sinapticos (Yelnik, 2002).
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Las NEM forman dos principales rutas eferentes. Una es la via directa formada por las
NEM que proyectan principalmente al GPiy a la SNr y expresan el receptor dopaminérgico
D, el receptor acetilcolinérgico muscarinico My y neuropéptido sustancia P (SP); por otra
parte las NEM de la via indirecta proyectan al GPe y al NST, expresan el receptor
dopaminérgico D, el receptor de adenosina Asx y encefalina (Gerfen, 1990; Graybiel,

1990; Schiffmann y Vanderhaegen, 1993; Utter, 2008).

Otras aferencias excitatorias del estriado provienen del tdlamo, las aferencias de neuronas
dopminérgicas estan localizadas en el mesencéfalo ventral, de la SNc y del AVT (Gerfen, et
al., 1987; Keyser, 2004). La DA actia principalmente como un neuromodulador en las
NEM e interneuronas colinérgicas (Surmeier, 2006). También actia para modular la

liberacion de GABA en la SN presinapticamente (Tepper, 2007).

Los receptores D; y D, estan acoplados a proteina G. Cuando la DA se une al receptor D,
la proteina G inicia una cascada de sefializacién produciendo la despolarizacion de la
neurona. Cuando la DA se une a los receptores D», en contraste, la proteina G inicia una
cascada que produce una hiperpolarizacion neuronal. Asi, la accion de los receptores D, es
excitar el circuito corticoestriatal, mientras que la accion de los receptores D; es inhibirlo
(Utter, 2008). Esta dicotomia llevo a la nocion clasica de la inhibicion del movimiento por

la via indirecta y la facilitacion del movimiento por la via directa (Gerfen y Wilson, 1996).

Aparte de las NEM en el estriado, hay interneuronas, colinérgicas y GABAérgicas (Bolam
et al., 1984; Apicella, 1991; Aosaki, 1995; Wilson, 1998; Das et al., 2001; Threlfell y
Cragg, 2011).

El cuerpo estriado tiene una estructura heterogénea, con islotes de células, el
compartimiento estriosomal, tefiildo débilmente por la acetilcolinesterasa, y un
compartimiento de matriz con fuerte tincion (Graybiel et al., 1986). Las neuronas
piramidales mas profundas de la capa V envian colaterales al compartimento de los
parches, y las piramidales de la capa V mas superficiales al compartimento de la matriz
(Paxinos, 2004). El compartimento de la matriz en la parte ventral y dorsal del estriado,

envia NEM a la SNr (Gerfen, 1985).
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Figura 8. Neurona espinosa mediana del estriado de rata impregnado mediante el método de Golgi. Se observan las
espinas en las dendritas. Tomado de http://www.avila-costa.com

2.3.3.2 Aferencias del cuerpo estriado

La mayoria de las areas corticales proyectan al cuerpo estriado: corteza motora primaria,
S1, corteza motora, y area motora suplementaria (Alexander y DeLong, 1985), aferencias
provenientes principalmente de las neuronas piramidales de la capa V, algunas de las
neuronas piramidales de la capa III y en menor cantidad de la capa VI, proporcionando al
estriado la mayor entrada excitatoria. El area frontal de la corteza envia proyecciones a la
region rostral del estriado, la corteza sensorial y motora a la region dorsal, y las aferencias
provenientes de la corteza parietal a la region caudal del estriado (Paxinos, 2004). El cuerpo
estriado esta dividido en tres areas: sensomotora, asociativa y limbica. El area asociativa
recibe colaterales de la corteza frontal y temporal, parietal inferior, preocipital, y del
hipocampo. El area asociativa principalmente el nucleo caudado y la porcion rostral del
putamen. El area limbica recibe proyecciones de la corteza limbica, la corteza paralimbica,

la amigdala y del hipocampo (Percheron y Filion, 1991; Yeterian y Pandya, 1991).
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Las entradas de DA que recibe el estriado provienen de la SNc y del AVT, su entrada
glutamatérgica proviene de la corteza prefrontal, el hipocampo, el nucleo subtaldmico y la
amigdala. El Locus Coeruleus envia proyecciones noradrenérgicas al cuerpo estriado

(Parent et al., 1983).

La DA es un factor importante en la regulacion de la funcion del cuerpo estriado, algunas
proyecciones se dirigen a las NEM. Los axones dopaminérgicos en el cuerpo estriado se
ramifican, envian colaterales al GP, al NST y a la corteza prefrontal. Las neuronas
dopaminérgicas también proyectan a interneuronas colinérgicas y GABA¢érgicas y ejercen
efectos moduladores. El glutamato de las fibras aferentes corticales también puede modular
la liberacion de DA (Tish, 2004). El nucleo del rafe envia proyecciones serotoninérgicas al
cuerpo estriado, que hacen sinapsis con las NEM con efectos excitatorios o inhibitorios,
dependiendo del tipo de receptor (Lavoie y Parent, 1990). Las proyecciones estriatales
hacia el GPe y GPi provienen en su mayoria del compartimiento de la matriz (Flaherty y
Graybiel, 1993; Gimenéz y Graybiel, 1990), forman bandas paralelas en el GPe y GPi
(Hedreen y DeLong, 1991; Hazrati y Parent, 1992).

El tema expuesto a continuacién estd referido a las espinas dendriticas al ser pilar
fundamental de la presente investigacion, por su participacion en la transmision sindptica y

su vulnerabilidad durante el envejecimiento.

2.4 Espinas dendriticas

El término espinas fue introducido por Cajal en 1888 en su primer descripcion de los
pequefios apéndices que salen de las ramificaciones de las células de Purkinje (Shepherd,
1996). Las espinas dendriticas son protrusiones membranosas de la superficie neuronal,
especializadas en la transmision sinaptica, se distribuyen a lo largo del arbol dendritico y se
ha considerado que los cambios en su forma posiblemente estdn involucrados con la
memoria y el aprendizaje (Yuste y Bonhoeffer, 2001), y en la potenciacion de largo plazo
(PLP) (Bliss y Collingridge, 1993).

Contienen receptores, organelos y sistemas de sefalizacion esenciales para la funcidon
sindptica y la plasticidad (Nimchinsky et al., 2002). Cerca del 50% de las espinas de las
neuronas del hipocampo contienen reticulo endoplasmico liso, el cual estd especializado en

formar el aparato espinoso en la mayoria de las espinas grandes (Spacek y Harris, 1997).
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Estudios de la plasticidad de las espinas han revelado que su crecimiento esta asociado con
la estimulacion sinaptica in vitro (Yuste y Bonhoeffer, 2001) y el aprendizaje de tareas
motoras in vivo (Jones y Smith, 2000).
Los receptores limitan la superficie de la espina concentrandose en la densidad
postsinaptica (DPS) (Nusser, 1998; Nimchinsky et al., 2002).
Las espinas dendriticas clasicas constan de una cabeza bulbosa conectada al asta de la
dendrita por un cuello estrecho. Morfologicamente, las espinas se dividen en categorias,
basadas esencialmente en el tamafio de la cabeza y del cuello: la espina en forma de hongo
es de cabeza larga y cuello reducido, la espina delgada tiene la cabeza pequeina y el cuello
reducido, y las espinas cortas no tienen diferencia muy clara entre la cabeza y la union al
asta (Nimchinsky et al/, 2002), la espina filopodio presenta morfologia similar a la de un
cabello (Skoff y Hamburger, 1974).
Mediante la técnica de microscopia electronica se ha estimado que el rango de espinas
dendriticas en las células piramidales del area CA1 hipocampal de un adulto, es de 2 a 4
espinas por micrémetro (Harris y Stevens, 1989; Harris et al., 1992; Sorra y Harris 1998).
Sin embargo, las espinas dendriticas se pierden durante el envejecimiento y en presencia de
algunas enfermedades neurodegenerativas.
Existen diversas teorias acerca de la funcién de las espinas dendriticas, las cuales se
resumen en los siguientes puntos:

* Existen canales de Ca’ en las cabezas de las espinas.

* Las espinas son compartimentos individuales de Ca’.

* Las espinas se pierden ante procesos patoldgicos y aumentan ante mecanismos de

plasticidad cerebral como el aprendizaje y la memoria (Avila-Costa, 2000).

En la teoria de las espinas dendriticas como neuroprotectores, se postula que el papel de las
espinas es prevenir a su dendrita de los incrementos del Ca” niveles que en ocasiones
pueden ser toxicos para la célula. El principal mecanismo de la espina al parecer es atrapar
el Ca’ en el reticulo endoplasmico, particularmente en el aparato espinoso (Segal, 1995a).
Se ha considerado el importante papel del Ca” en la plasticidad cerebral, pero también en la

pérdida de espinas dendriticas y muerte neuronal al ser capaz de producir excitotoxicidad.
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2.4.1 Pérdida de espinas dendriticas

La regulacion de la transmision sindptica estd mediada por los cambios intracelulares de la
concentracion de Ca’, tanto en la terminal presinéptica como en la postsinaptica (Nicholls y
Martin, 2001). La hipotesis de la PLP descrita en sinapsis glutamatérgicas de CA1l da
fundamental importancia al incremento de las concentraciones de Ca’ en la terminal
postsinaptica (espina dendritica) a través de los receptores NMDA, produciendo una
cascada de sefializacion de segundos mensajeros, como la activacion de la calcio-
calmodulina-dependiente de la kinasa II (CaMKII) y el AMPc-dependiente de Kinasa.
Estos segundos mensajeros adhieren nuevos canales de NMDA a la membrana
postsinaptica, aumentando la sensibilidad y la superficie de la espina dendritica (Nicholls y
Martin, 2001).

La hipétesis de la homeostasis del Ca” postula que el equilibrio del Ca” esta alterada durante
el envejecimiento, afectando el funcionamiento celular (Satrastegui et al., 1993).

Se ha propuesto que el envejecimiento estd asociado con el aumento de Ca” dando lugar a
la excitotoxicidad y a la pérdida neuronal, ocasionando la despolarizacion cronica de la
membrana, como la mitocondrial, lo que favorece el aumento de las ERO inducidas por el
dafio de los complejos de la cadena respiratoria; el dafio es inducido a nivel del ADNmt. Si
bien tal despolarizacion mitocondrial cronica podria tener algunas desventajas metabolicas
(Toescu, 2007). Se ha mencionado que la neurona y los compartimentos subcelulares como
las mitocondrias, contienen sistemas antioxidantes especializados en impedir o disminuir el
dafio, como en la produccion de estrés oxidativo inherente al metabolismo celular, sin

embargo dichos antioxidantes disminuyen con el envejecimiento.
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3. ANTIOXIDANTES

Las enzimas antioxidantes son una defensa que impide el dafio oxidativo en
macromoléculas (Rao et al., 1990), juegan un papel crucial en la proteccion del organismo

contra el estrés oxidativo (Chance ef al., 1979; Reiter et al., 1998; Leon et al., 2004).

El cerebro es muy susceptible a los dafios de los radicales libres debido a sus altas
concentraciones de acidos grasos poliinsaturados y los metales de transicion tales como
fierro (Cardozo-Pelaez et al., 2000; Escames ef al., 2010). Mas aun, el sistema antioxidante
se ve afectado durante el envejecimiento (Vanella ef al., 1989; Erden-Inal et al., 2002;
Kregel y Zhang, 2007; Gemma et al., 2007; Alabarse et al., 2011), asi como la sintesis de

melatonina pineal (Gonca, 2008).

Se han descrito diversas sustancias con propiedades antioxidantes, para nuestros fines
destacaremos la melatonina. Esta indolamina es sintetizada principalmente en la glandula
pineal, se concentra en compartimentos subcelulares, incluyendo el ntcleo y las
mitocondrias (Escames ef al., 2010; Venegas ef al., 2012). Las propiedades antioxidantes
de la melatonina incluyen: a) barredor directo de radicales libres, b) estimulacion de las
enzimas antioxidantes, c¢) aumento de la eficiencia de la fosforilacion oxidativa
mitocondrial y reduccion de la fuga de electrones (lo que reduce la generacion de radicales

libres) (Reiter et al., 2003; Oztiirk et al., 2012).

La hipotesis de los radicales libres postula que durante el envejecimiento aumenta la
produccion intracelular de ERO y disminuye la defensa antioxidante (Harman, 1956, 1983,
2003; Kumar et al., 2011; Alabarse ef al., 2011), aspecto estrechamente asociado con la
disfuncion mitocondrial (Guevara et al., 2011; Long et al., 2009).

Las mitocondrias juegan un papel central en la vida y muerte celular. Estos organelos son
esenciales para la produccién de ATP y los principales generadores de ERO intracelulares
(Beckman y Ames, 1998). Las ERO incluyen el Oe-, el H,O, y OHe¢ (Harman, 1956;
Rodriguez et al., 2008). Por lo tanto, el envejecimiento implica cambios en el equilibrio del

estado redox de la mitocondria (Harman, 1972; Miquel et al., 1980).
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Las enzimas antioxidantes GPx, GRD y la SOD juegan un papel crucial contra el estrés
oxidativo producido en el envejecimiento (Oztiirk et al., 2012).

La melatonina es un potente barredor de radicales libres, protege las células de dafios
inducidos por una diversidad de oxidantes incluyendo OHe y los productos de la
peroxidacion lipidica (Reiter et al., 1994). El tratamiento con melatonina en ratas
envejecidas (24 meses) impide la reduccion de la SOD, GPx, GRD y GSH (Oztiirk et al.,
2012). Se concentra por compartimentos celulares incluyendo al nucleo y la mitocondria
(Escames et al., 2010; Venegas et al., 2012), y desempefia un papel importante en la
homeostasis mitocondrial, especialmente en respuesta al dafio mitocondrial (Acufia-
Castroviejo et al., 2007).

Antes de exponer la propiedad antioxidante de la melatonina, se precede a explicar algunos

antioxidantes del SNC.

3.1 Antioxidantes Enzimaticos

Un antioxidante es una molécula o un ion relativamente estable, capaz de retardar o
prevenir la oxidacion incluso de otras moléculas (Halliwell y Gutteridge, 2007). Las células

cuentan con sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos para hacer frente a los
dafios producidos por los radicales libres (Dickinson y Forman, 2002). Las vitaminas y
minerales antioxidantes y otros compuestos funcionan de distintas formas: determinadas
vitaminas antioxidantes donan sus electrones o moléculas de hidrogeno a los radicales
libres para estabilizarlos y reducir los dafios producidos por la oxidacion. El sistema de
enzimas antioxidante promueve que haya mas antioxidantes vitaminicos, incluye la SOD
(Cu, Zn, Mn, Fe), CAT y GPx (Matés, 2000); el sistema no enzimdtico estd formado por
pequefias moléculas tales como el a-tocoferol (vitamina E), 4cido ascorbico (vitamina C),
B-caroteno y GSH (Dickinson y Forman, 2002).

La SOD catalizan la disminucion del Oe- para producir H,O; y O, se ha encontrado en
mayores concentraciones en el citosol de las células, aunque también puede estar presente

en el nucleo, en la mitocondria, protegiendo a este organelo de los O,¢- producidos durante

el transporte electronico mitocondrial (Halliwell y Gutteridge, 2007).
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La CAT cataliza la reduccion del H,O, a H,O y O,. La mayoria de las células contienen
catalasa en los peroxisomas, organelos que, por otra parte contienen muchas de las enzimas
generadoras de H,O; de las células (Dunlop et al., 2003).

La GPx cataliza la reduccion del H,;O, y de hidroperdxidos organico, localizada
fundamentalmente en el citosol de las células, aunque también puede localizarse en las
mitocondrias (Jackson et al., 2002). La GRD cataliza la reduccion de glutation oxidado
utilizando equivalentes redox en forma de NADPH. Su localizacion es citosolica y

mitocondrial (Jackson et al., 2002; Dunlop et al., 2003).

3.2 Antioxidantes no Enzimaticos

Ademas de las enzimas descritas anteriormente, existe otra linea de defensa antioxidante
que funciona sin intervencidon enzimatica, secuestrando a los radicales libres que escapan
de las enzimas antioxidantes. Dentro de este grupo se encuentran diversas proteinas como
el glutation, la vitamina C, el 4cido turico y la taurina entre otros (Gil, 2010).

El glutation (GSH) puede reaccionar con especies como el H,O, u otros peroxidos
organicos, con radicales libres como O,- y OHe (Gil, 2010).

La vitamina C o &cido ascorbico reacciona con el O;e-, el OHe y diversos hidroperoxidos
lipidicos, restauran las propiedades antioxidantes de la vitamina E (Thompson ef al., 2008;
Gil, 2010). La vitamina E es un conjunto de compuestos denominados tocoferoles. De
todos estos el que posee una mayor actividad antioxidante es el a-tocoferol. La vitamina E
se ha encontrado en la membranas de la mayoria de las células. La molécula de tocoferol es
capaz de reaccionar con especies reactivas de oxigeno como los radicales peroxilo (ROOv)
(Thompson et al., 2008).

El B-caroteno, que es un precursor de la vitamina A, se encuentra en elevadas
concentraciones en las membranas de distintos tejidos. Este carotenoide ademas de
secuestrar oxigenos, es capaz de reaccionar con los radicales peroxilo que se generan
durante la peroxidacion de lipidos. (Thompson ef al., 2008; Gil, 2010).

La melatonina posee propiedades antioxidantes, la cual no entra en la categoria de

antioxidantes mencionada.
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3.3 Melatonina

La melatonina es una neurohormona liposoluble sintetizada principalmente en la glandula
pineal por los pinealocitos (Hardeland er al., 2011), también es secretada a través de la
glandula pineal al tercer ventriculo (Tricoire et al., 2002; Tricoire et al., 2003), se difunde
en los capilares de la sangre y el liquido cerebroespinal. Como la melatonina pasa a través
de todas las membranas biologicas con facilidad, el tejido cerebral puede tener mayores
niveles de melatonina que otros tejidos del cuerpo (Tan et al., 2010). Sin embargo, en la
mayoria de las partes del sistema ventricular y en el canal espinal, las concentraciones de
melatonina son menores en comparacion con la glandula pineal (Hardeland, 2010b).

La melatonina esta involucrada en multiples procesos bioldgicos. Posee funciones
adicionales como un factor tisular local y acciones paracrinas y autocrinas (Tan et al.,
2003).

Es una indolamina (N-acetil-5-meto-xitriptamina) (Figura 9), la cual regula los ritmos
circadianos por el efecto que ejerce sobre el hipotdlamo en el nucleo supraquiasmatico
(NSQ) durante la fase obscura del fotoperiodo. Sin embargo, sus funciones son mucho mas
amplias, en términos de los sitios de biosintesis y accion (Tan ef al., 2003; Hardeland et al.,

2011).

Melatonin
(N-acetyl-5-methoxy
tryptamine)
|
/CH3 N _CHs
g1 \n/
o

N
7 |
Figura 9. Dibujo de la molécula de la Melatonina. Tomado de Reiter et al. (2003).
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La melatonina se sintetiza de la serotonina en dos pasos, N-acetilacion a N-acetilserotonina
seguido por O-metilacion (Leu-Semenescu et al., 2010).

Su principal via de catabolismo es mediante 6-hidroxilacion por monooxigenasas hepaticas,
los tejidos pueden ser vias alternas de catabolismo, pero son de menor importancia
cuantitativa (Pandi-Perumal et al., 2006).

La melatonina estd presente en numerosos Organos y cé€lulas, tales como el tracto
gastrointestinal, la médula 6sea, varios leucocitos, la membrana de la coclea, la piel, y otras
regiones (Bubenik, 2002). Cantidades altas de melatonina entrar en la sangre desde el tracto
gastrointestinal en respuesta a factores nutricionales (Bubenik, 2002).

Durante el envejecimiento, el pico de secrecion nocturna de melatonina decrece, aunque
con variabilidad individual (Cardinali et al., 2008). La disminucion del metabolito principal
de la melatonina (6-sulfatoximelatonina), se ha detectado en las concentraciones de plasma,
en la glandula pineal de humanos, en saliva, en liquido cerebroespinal, y en orina
(Youngstedt ef al., 2001; Kripke et al., 2005; Mahlberg et al., 2006). Se excreta por la orina
en forma de su principal metabolito 6-sulfato-hidroximelatonina en estrecha relacion con
las concentraciones séricas de melatonina (Rufo-Campos, 2002). En humanos la
administracion oral de 2 y 4 mg de melatonina tiene una vida media de aproximadamente 1
hora, y su biodisponibilidad es del 15% aproximadamente, pues el 85% es metabolizado en
el higado (DeMuro et al., 2000).

Aparte de regular los ritmos circadianos, la homeostasis del suefio, la neuromodulacion de
la retina, y las respuestas vasomotoras. Las propiedades antioxidantes de la melatonina
pueden ser directas e indirectas (Seithikurippu ef al., 2012). Directamente es un barredor de
radicales libres, neutraliza carbonato hidroxilado y varios radicales organicos, asi como
especies reactivas de nitrogeno (ERN). Indirectamente mejora el potencial antioxidante
mediante la estimulacion del sistema enzimatico antioxidante incluyendo la SOD, la GPx, y
GRD, y mediante el aumento de los niveles de GSH. Preserva la homeostasis mitocondrial,
reduce la generacion de radicales libres y protege las mitocondrias (Galano et al., 2011).
Contiene efectos sedantes, antiexcitatorios y anticonvulsivos que comprenden diferentes
acciones, tales como la modulacion de receptores de glutamato entre otros (Hardeland y

Poeggeler, 2008).
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La melatonina actua a través de dos receptores de membrana acoplados a proteina G: MT, y

MT; (Dubocovich et al., 2010).

3.4 Receptores de Melatonina

A través de sus receptores, la melatonina ejerce efectos sobre la secrecion de varias
hormonas, directamente o indirectamente influyendo en el SNC y SNP (Hardeland, 2012).
Los receptores MT; y MT; estan acoplados a proteinas G, presentes en numerosos tejidos
del SNP (Dubocovich y Markowska, 2005; Hardeland et al., 2011), en el SNC se
encuentran en la SNc, amigdala, corteza cerebral, gldndula pineal; especificamente el
receptor MT, estd presente en hipocampo y retina. MT; se encuentra en mayores
concentraciones en las capas [ a IV de la corteza cerebral, en el sistema cerebrovascular
especialmente en la arteria intrahipocampal (Savaskan et al., 2001, 2002; Brunner, 2006;
Savaskan et al., 2007; Adi et al., 2010). Ambos receptores estan presentes en el NSQ de la
mayoria de las especies (Hardeland er al., 2011). La melatonina promueve el suefio

mediante la accion del receptor M T, del NSQ (Saper et al., 2005; Fuller et al., 2006).

Los receptores MT; y MT; ejercen acciones opuestas en el sistema vascular, la activacion
de MT; causa vasoconstriccion, y la de MT, vasodilatacion (Dubocovich y Markowska,

2005).

Otros sitios de unidn de la melatonina es la familia del receptor nuclear del acido retinoico,
el receptor RORa y RORP (Carlberg, 2000). RORa se expresa en altos niveles en los
linfocitos T y B, en neutréfilos y monocitos (Lardone et al., 2011), mientras que RORJ se
encuentra en la glandula pineal, la retina, el bazo, en sitios de unidn relacionados con el

metabolismo dependiente de Ca’ y en las mitocondrias (Hardeland, 2009).

Ademas de la unién a receptores MT; y MT,, la melatonina muestra afinidad por otro sitio
de union (MT3), el cual es una enzima, quinonareductasa 2 (QR2 o NQO2) (Nosjean et al.,
2000). Protege contra el estrés oxidativo resultante de la transferencia de electrones de
quinonas, pero hay poca informacion sobre €l (Harada ef al., 2001). La melatonina también
puede actuar directamente sobre las células a través de su union a CaM (Benitez-King,
2006), tubulina (Cardinali y Freire 1975), calreticulina y, tal vez, otras proteinas de union al

Ca” (Macias et al., 2003).
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En ratones knockout MT», se ve alterada la potenciacion a largo plazo (Larson et al., 2006),
un hallazgo de interés en términos de plasticidad neuronal y aprendizaje. Ratones knockout
MT; muestran déficit sensomotor gradual y mayores tiempos de inmovilidad en las pruebas
de natacion forzada, que suele interpretarse como una indicacion del comportamiento

depresivo (Weil et al., 2006).
3.5 Propiedades Antioxidantes

La melatonina fue identificada como un potente barredor de radicales libres directo (Tan et
al., 2003) y antioxidante indirecto (Reiter et al., 2000c; Rodriguez et al., 2004). Ha sido
utilizada en un gran nimero de modelos experimentales, como en la EP, EA y EH (Retiter,
1999; Antolin et al., 2002; Gutiérrez, 2007; Mayoral, 2008; Garcia, 2008; Torres, 2012).

Las razones por las cuales la melatonina tiene la mayoria de las caracteristicas deseables de
un buen antioxidante son: 1) se distribuye ampliamente en el organismo y estd presente en
concentraciones adecuadas, 2) es un antioxidante de amplio espectro, 3) se transporta
facilmente a través de las membranas celulares; 4) se puede regenerar después de
inactivacion de radicales y las propiedades antioxidantes de sus metabolitos permanecen;

5) tiene una toxicidad minima (Galano ef al., 2011.).

Se ha reportado el efecto neuroprotector de la melatonina, el cual se puede explicar por su
propiedad como barredor de radicales libres y estimulante del sistema antioxidante (Reiter,
2003), al disminuir los niveles de peroxidacion de lipidos (Gutiérrez, 2007), como el
malondialdehido (MDA) en la corteza frontal (Mogulkoc et al., 2006; Gonca, 2008) y

aumentando los niveles de enzimas antioxidantes (Oztiirk et al., 2012).
3.5.1 Barredor de Radicales Libres

El estrés oxidativo producido por la disfuncion mitocondrial durante el envejecimiento esta
involucrado con diversas enfermedades neurodegenerativas, como EP, EA y la EH, las
cuales incrementan la apoptosis en diferentes areas del SNC (Cardinali ef al., 2011). En el
caso de la EA los agregados de B-amiloide generan ERO produciendo muerte neuronal por
los dafios a los lipidos de las membranas, proteinas y acidos nucleicos. Se ha observado que

la melatonina protege la toxicidad producida por la B-amiloide a nivel mitocondrial (Olcese

37



et al., 2009; Dragicevic et al., 2011). Siendo ésta la base para el uso de un antioxidante

como la melatonina en pacientes con la EA (Cardinali et al., 2008).

En el modelo de la EP con MPTP (Castroviejo, 1997; Jin, 1998; Terzioglu y Galter, 2008),
la administracion de melatonina (20 mg/kg) reduce significativamente la actividad de las
ERN estimuladas por el MPP+ (1-metil-4-phenilpiridinium, metabolito glial activo del
MPTP). La administracion de melatonina (10 mg/kg) en el modelo de la EP con 6-OHDA,
mejora el desempeio motor en viga de equilibrio e impide la peroxidacion de lipidos en el
cuerpo estriado, preservando mayor numero de neuronas dopaminérgicas de la SNc
(Gutiérrez, 2007, Mayoral, 2008; Garcia, 2008; Torres, 2012). Por lo cual se ha
considerado a la melatonina como un candidato para complementar la medicacion a los
pacientes con EP (Cardinali ef al., 2011). En un modelo de EA con ratones, los cuales
fueron tratados un mes con melatonina, se encontré que los niveles de la B-amiloide
decrecieron de un 25 a un 50 en las mitocondrias del cerebro. Esto fue acompafiado por una
restauracion casi completa de las tasas respiratorias mitocondriales, potencial de membrana,
y los niveles de ATP de las mitocondrias aisladas del hipocampo, la corteza y el estriado
(Dragicevic et al., 2011). La melatonina disminuye el dafio mitocondrial inducido por la -
amiloide en las neuronas del hipocampo de ratas envejecidas (Dong et al., 2010). Puede ser
util para tratar el deterioro cognitivo leve y para prevenir la progresion de EA (Cardinali et

al., 2011).

Numerosos estudios han demostrado que desempefia un papel eficaz en la regulacion de la
homeostasis mitocondrial, ademds de eliminar los radicales libres, reduce el ON generado
dentro de las mitocondrial (Acuna-Castroviejo et al., 2011; Srinivasan et al., 2011c).
Reacciona con radicales como OHe y O,s-. Es un eficaz inhibidor de la peroxidacion
lipidica por barrido de especies altamente reactivas, tales como OHe, que inician el proceso
de degradacion (Galano et al., 2011). Protege la cadena de transporte de electrones

mitocondrial y el ADNmt, de las ERO y las ERN (Acufna-Castroviejo et al., 2011).
3.5.2 Estimula el sistema antioxidante

Ademas de ser un antioxidante, la melatonina promueve la sintesis de GSH mediante la

estimulacion de la actividad de la enzima y-glutamilcisteina sintetasa (Urata et al., 1999) y
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también a través de sus efectos sobre la expresion del gen de la GPx, GRD, SOD y CAT
(Rodriguez et al., 2004).

La melatonina desempena un papel importante en la defensa antioxidante a través de la
regulacion de las enzimas implicadas en la ruta redox y directamente a través de los
antioxidantes no enzimaticos, efecto eliminador de radicales que la melatonina y algunos
de sus metabolitos (especialmente AFMK y AMK) tienen para secuestrar ERO, ERN y los

radicales organicos (Reiter et al., 2009).

Con los diversos estudios realizados sobre el efecto antioxidante de la melatonina, se espera
que ésta sea un neuroprotector eficaz, especialmente en personas de edad avanzada

(Cardinali et al., 2011).

Ya sea por sus efectos directos o indirectos, la melatonina protege a las neuronas,
disminuyendo significativamente la pérdida de espinas dendriticas de las NEM del estriado
(Garcia, 2008) e incrementando significativamente los contactos con espinas dendriticas de
las NEM en un modelo de la EP en ratas (Gutiérrez, 2007). Por otra parte, el tratamiento
con melatonina en un modelo de isquemia cerebral aumenta la densidad de espinas
dendriticas y reduce la muerte de neuronas piramidales del hipocampo (Gonzalez et al.,
2007). En animales pinealectomizados los cuales muestran pérdida de neuronas piramidales
en CAl y CA3, y el tratamiento con melatonina preserva mayor numero de neuronas (Butte

y Pappas, 2007).
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4. JUSTIFICACION

Durante el envejecimiento se presenta deterioro motor y pérdida neuronal en estructuras
cerebrales relacionadas con actividades motoras y cognitivas, ademas de las alteraciones
fisioldgicas que conllevan la disminucion de los sistemas antioxidantes, estas alteraciones
son probablemente una condicion farmacoldgicamente tratable con melatonina debido a sus
propiedades como barredor de radicales libres y su efecto neuroprotector. Es importante
investigar el efecto de la melatonina sobre la preservacion de las estructuras cerebrales
involucradas en el desempeiio motor y los procesos cognitivos en el envejecimiento, ya que
estas funciones se ven deterioradas en los adultos mayores y aumentan la probabilidad de la

aparicion de enfermedades neurodegenerativas.

Cabe mencionar que el promedio de vida de una rata es de 3 afos, por lo cual una rata de 2

afos es una rata de adad avanzada o vieja, equivalente a 65-70 afios de una persona.
5. HIPOTESIS EXPERIMENTAL

Si el envejecimiento produce cambios citologicos en la corteza cerebral, el estriado, el
hipocampo y la SNc y estos cambios se relacionan con la actividad motora, es probable que
la administracion de melatonina ejerza un efecto neuroprotector debido a sus propiedades
antioxidantes, conservando mayor numero de neuronas dopaminérgicas, asi como de

espinas dendriticas en las neuronas piramidales y en las NEM de las ratas viejas.

Al verse beneficiadas las neuronas mencionadas tras la administracion de melatonina, es
probable que haya un mejor desempefio en la actividad motora fina, evaluada mediante la

prueba de viga, de las ratas viejas.
Hipotesis Nula

El tratamiento con melatonina no ejercerd un efecto neuroprotector en las neuronas
dopaminérgicas, ni en las espinas dendriticas de las neuronas piramidales y las NEM de las

ratas viejas.

El tratamiento con melatonina no beneficiard el desempefio de la actividad motora fina

evaluada mediante la prueba de viga en las ratas viejas.
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6. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto protector de la administracion oral de Melatonina en la actividad
motora y en la citologia de neuronas piramidales de hipocampo del area CA1, capa V de las
cortezas frontal y parietal, neuronas espinosas medianas de proyeccion del estriado y

neuronas dopaminérgicas de la SNc en ratas hembras de 24 meses de edad.

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES

* Evaluar la efectividad de la melatonina sobre el desempefio de la actividad motora

fina mediante la prueba de viga de equilibrio de los grupos con y sin tratamiento.

* Evaluar la efectividad de la melatonina en la preservacion del nimero de neuronas
dopaminérgicas de la SNc, de los grupos con y sin tratamiento mediante el conteo
de neuronas marcadas con inmunocitoquimica antitirosina hidroxilasa (TH enzima

limitante de la sintesis de catecolaminas).

* Evaluar la efectividad de la melatonina sobre la preservacion de las espinas
dendriticas en el area CA1 de neuronas piramidales de hipocampo, de la capa V de
las cortezas frontal y parietal, y de las neuronas espinosas de proyeccion del
estriado, en los grupos con y sin tratamiento marcando las neuronas mediante el

método de impregnacion argéntica de Golgi.

7. MATERIAL Y METODO

Se utilizaron 7 ratas hembras de la cepa Wistar de 24 meses de edad, mantenidas en
condiciones de laboratorio con foto periodo de 12/12h, con libre acceso al alimento y agua.
También se utilizaron datos citologicos de ratas hembras de la misma cepa de 6 meses de

edad.

Tratamiento. El grupo de ratas de 24 meses se divisié al azar en dos grupos, el grupo de
viejas-control y el de viejas-experimental. Se administraron 10 mg/kg de Melatonina

mezclada con Cerelac de Nestlé®, diariamente por via oral en las mananas (10:00am)
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durante 56 dias, a las ratas pertenecientes al grupo de viejas-experimental (n=4), el grupo

viejas-control (n=3) permanecio6 por el mismo tiempo sin tratamiento.

Prueba de viga. En esta prueba el desplazamiento ascendente exige mantenerse sobre la
viga y avanzar sin caer. En esta actividad es evaluada la funcion motora fina (Phillips et al.,
1997) permitiendo observar la coordinacion (Jinnah y Hess, 2004), disfuncion motora,
sensorial y cognitiva (Allbutt y Henderson, 2007). Se utilizé una viga de 24 mm de ancho
con 2 m de longitud colocada a 180° con respecto al suelo, la cual los animales recorrian de
un extremo a otro hasta llegar a su caja hogar (Anexo 1). Se entrend una semana a los dos
grupos antes del tratamiento y posteriormente se administré la melatonina al grupo
experimental y se evalué una vez por semana el desempefio en la viga a los dos grupos,

registrando el tiempo que cada animal tardaba en recorrer la viga.

Después de 56 dias de tratamiento y evaluaciones una vez por semana, se realizo la
perfusion intracardiaca por via adrtica, inicialmente con solucion salina isoténica (0.9%
NaCl) seguida de fijador (glutaraldehido al 2% y paraformaldehido al 2% en buffer de
fosfato salino (PBS) 0.1 M) (Avila-Costa et al., 2007a). Una vez perfundidas las ratas se

extrajeron los cerebros y se colocaron en fijador.

Analisis mediante el método de Golgi. Se realizaron cortes coronales de 100 um de espesor
en un microtomo mecanico, se tomaron muestras del hipocampo, las cortezas frontal y
parietal, y del estriado para procesar el tejido con la técnica de Golgi (Anexo 2). Se
contaron las espinas dendriticas de cuatro dendritas secundarias de 5 neuronas piramidales
del area CA1 del hipocampo, capa V de las cortezas frontal y parietal, neuronas espinosas
medianas del estriado, en un segmento de 10 pm posterior a los diez primeros micrémetros
de la dendrita secundaria a partir de la primera bifurcacion de la dendrita primaria (Figura
10). Se realizd el mismo procedimiento en tejido de ratas hembras jovenes (6 meses) las
cuales no recibieron medicamento (grupo jovenes-control) con el fin de comparar las ratas

viejas con y sin tratamiento y el grupo de jovenes.
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Figura 10. NEM procesada por el método de Golgi. La barra blanca muestra el segmento de 10 um posterior a los diez
primeros micrémetros de la dendrita secundaria. Tomado de Garcia (2008) (40X).

Analisis inmunocitoquimico. Para la tincion inmunocitoquimica anti-tirosina hidroxilasa
(TH) se realizaron cortes coronales de 50um de espesor en un vibratomo (Pelco 101 Ted
Pella Ine 1000) para obtener muestras del mesencéfalo. Estas muestras se procesaron para
la tincidn selectiva con el anticuerpo anti-TH (TH 1:1000 AB 152, Chemicon International;
Anti-Mouse IgG 1:200 (H+L) hecho en caballo; Elite Vectastain ABC Kit, Biotinylated)
(Anexo 3). Se cont6 el nimero de neuronas inmunoreactivas a TH en 1500 um2 de la SNc
en 5 cortes de cerebro de cada animal (Figura 11) (Avila-Costa et al., 2007a). Se realiz6 el
mismo procedimiento en tejido de animales jovenes con el fin de compararlo con las ratas

viejas con y sin tratamiento.

Figura 11. Corte coronal de una seccion del mesencéfalo procesado por el método de anti-TH. El rectangulo amarillo
muestra el area de 1500 um?2 de la SNc. Tomado de Gutiérrez (2007) (10X).
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Analisis estadistico. Para el analisis de los cambios morfoldgicos y el tiempo en la prueba

de viga, se aplico la prueba t de Student para muestras no pareadas.
8. RESULTADOS

Al analizar el desempefio motor mediante la prueba de viga en los grupos de ratas viejas-
melatonina y viejas-control, se observan diferencias significativas, ya que el grupo
melatonina redujo los tiempos para recorrer la viga en comparacion con el grupo viejas-
control (Grafica 1). En cuanto al andlisis citologico en general se observaron diferencias
significativas entre los tres grupos; el grupo de ratas viejas tratadas con melatonina
conservo mayor numero de espinas dendriticas y neuronas dopaminérgicas en comparacion
con el grupo de viejas-control. Evidentemente el grupo de ratas jovenes-control preserva
mayor numero de espinas y de neuronas dopaminérgicas que los dos grupos de viejas
(Tabla 1) (Gréfica 2 y 3) (Fuguras 12-17).

Al comparar el grupo jovenes-control y viejas-control se observd que las estructuras mas
vulnerables a la pérdida de espinas dendriticas en el envejecimiento son: el hipocampo
(X=10.60 + 0.46 jovenes-control y 4.31 + 0.15 viejas-control) (Grafica 2C) (Figuras 13 y
16), la corteza frontal (X= 9.80 + 0.54 jovenes-control y 5.07 £ 0.15 viejas-control) (Grafica
2A) y la corteza parietal (X= 9.30 + 0.36 jovenes-control y 4.55 + 0.12 viejas-control) (Grafica
2B) (Figuras 12 y 15). En cuanto a las neuronas dopaminérgicas de los grupos controles,
observamos que también son muy vulnerables al proceso de envejecimiento (X= 72.77 +
1.91 jovenes-control y 34.83 + 1.61 viejas-control) (Grafica 3) (Figura 17). Por otra parte, el
estriado es vulnerable y pierde espinas en el envejecimiento pero en menor medida (Grafica
2D) (Figura 14).

Encontramos que el tratamiento con melatonina en el envejecimiento disminuye la pérdida
de espinas dendriticas principalmente en el hipocampo (X= 7.15 + 0.18 viejas-melatonina y
4.31 £ 0.15 viejas-control) (Grafica 2 B y C) (Figura 13 By Cy 16 B y C), y conservaciéon
mayor numero de neuronas dopaminérgicas (X= 56.95 + 1.21 viejas-melatonina y 34.83 +
1.61 viejas-control) (Grafica 3) (Figura 17). En las otras estructuras también conserva mayor
numero de espinas dendriticas pero no tan marcado como en las ya mencionadas. A

continuacion presentamos los resultados correspondientes a cada grupo (Tabla 1).
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Espinas Dendriticas

Estructura J-C V-C V-M

. Tablal. Media del numero de espinas dendriticas y de
Hipocampo 10.6 4.31 7.15 neuronas dopaminérgicas de los grupos: Jovenes-
Cx Frontal 9.8 5.07 5.66 Control (J-C), Viejas-Control (V-C) y Viejas-

. Melatonina (V-M).
Cx Parietal 9.3 4.55 5.6
Estriado 7.94 5.1 6.75
Neuronas Dopaminérgicas

SNc ‘ 72.77 ‘ 34.83 ‘ 56.95

Prueba de Viga de Equilibrio

Aun cuando el desempefio de los animales en la viga durante la evaluacion control (dia 0)
fue similar, el grupo de ratas viejas que recibio tratamiento disminuyo6 el tiempo para
recorrer la viga, en comparacion con el grupo sin tratamiento (Grafica 1).

En la segunda evaluacién (dia 7) los grupos con y sin tratamiento redujeron el tiempo en
recorrer la viga. A partir de la tercera evaluacion (dia 14) y segunda semana de tratamiento
en el grupo experimental, se observan diferencias significativas en el tiempo para recorrer
la viga en comparacion con el grupo control. Sin embargo a partir de la quinta evaluacion
(dia 28) comienza a aumentar el tiempo paulatinamente hasta la novena evaluacion (dia
56). Se observa en ambos grupos aumento progresivo en el tiempo para recorrer la viga a
partir de la cuarta evaluacion, en el grupo control (dia 21) y en la sexta evaluacion del
grupo con tratamiento (dia 35), aspecto constante hasta la novena y ultima evaluacion (dia

56).

Viga
35, -@- Control
- Melatonina

Grafica 1. Resultados obtenidos del tiempo para
recorrer la viga de 24 mm de espesor del grupo
con y sin tratamiento.

*= P< (.05 ratas viejas-control vs viejas-
melatonina.

Tiempo en segundos + SEM

0O 7 14 21 28 35 42 49 56

Dias

45



Citologia: Método de Golgi

La Gréafica 2 muestra las medias de la conservacion de espinas dendriticas en las diferentes
areas analizadas de los tres grupos.

La Grafica 2A muestra los resultados encontrados en las neuronas piramidales de la corteza
frontal. Al comparar los grupos control de viejas y jovenes, encontramos que la pérdida de
espinas dendriticas en el envejecimiento es amplia (X= 9.80 + 0.54 jovenes-control y 5.07 £
0.15 viejas-control) (Figuras 12-17, en las secciones A y B); el grupo experimental muestra
que la administracion de melatonina en el envejecimiento favorece la preservacion de las
espinas dendriticas (X= 5.66 + 0.15 viejas-melatonina y 5.07 + 0.15 viejas-control) (Grafica
2) (Figuras 12-17, en la foto C). En la corteza parietal sucede algo similar, la Grafica 2B
ilustra la pérdida de espinas en el envejecimiento al comparar los grupos control jovenes y
viejas (X= 9.30 £ 0.36 jovenes control y 4.55 + 0.12 viejas-control). La administracion de
melatonina beneficia la conservacion de espinas dendriticas en la corteza frontal y parietal
(Grafica 2A y 2B), la conservacion es estadisiticamente significativa (X= 5.61 + 0.16
viejas-melatonina y 4.55 + 0.12 viejas-control).

La Gréfica 2C muestra los resultados encontrados en las neuronas piramidales del
hipocampo (CA1), las cuales contienen mayor densidad de espinas en el grupo de jovenes
en comparacion con las otras estructuras analizadas, pero es muy evidente la pérdida de las
dendritas en el hipocampo durante el envejecimiento al comparar los grupos controles de
jovenes y viejas (X= 10.60 + 0.46 jovenes-control y 4.31 + 0.15 viejas-control) (Gréafica 2)
(Figuras 13 A 'y B, y 16 A y B), posicionando al hipocampo como la estructura mas
vulnerable en el envejecimiento. La administracion de melatonina en el grupo de viejas
impide esta pérdida de espinas que asciende alrededor del 50% en el grupo de ratas viejas-
control (X= 7.15 + 0.18 viejas-melatonina y 4.31 + 0.15 viejas-control) demostrando que su
efecto neuroprotector beneficia en mayor grado a las espinas dendriticas del hipocampo en
comparacion con las otras estructuras estudiadas (Grafica 2) (Figuras 13C y 16C).

La Grafica 2D muestra los resultados de las espinas dendriticas de las NEM del estriado,
observando en los grupos control que las espinas se pierden levemente en el envejecimiento
(X=7.94 + 0.21 jovenes-control y 5.10 + 0.15 viejas-control) (Fugura 14 A y B). Al comparar

el grupo de viejas-melatonina y viejas-control, encontramos que el tratamiento con
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melatonina revierte parte de la pérdida dendritica (X= 6.75 £ 0.18 viejas-melatonina y 5.10 +
0.15 viejas-control) (Figura 14 By C).

Las estructuras mas vulnerables a la pérdida de espinas dendriticas durante el
envejecimiento son la corteza y el hipocampo, la administracion de melatonina beneficia la
conservacion de espinas en la corteza, el hipocampo y el estriado; principalmente en el

hipocampo (grafica 2) (Figuras 12-17).
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Grafica 2. Media del numero de espinas dendriticas encontradas en dendritas secundarias de las neuronas piramidales del
area motora de la corteza frontal (A), del area sensorial de la corteza parietal (B), del area CA1 del hipocampo (C) y de las
NEM del estriado (D); de los grupos: Jovenes-Control, Viejas-Contro y Viejas Melatonina. *= P< 0.05 grupo de ratas
viejas-conttrol y viejas-melatonina con respecto al grupo jovenes control. @= P< 0.05 del grupo viejas-melatonina con
respecto al viejas-control.
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Figura 12. Corte coronal del cerebro de una rata procesado por el método de Golgi, donde se observan neuronas
piramidales de la capa V de la corteza parietal (drea sensorial). (A) corresponde al grupo de ratas jovenes-control, (a) es la
dendrita secuendaria de la misma neurona. (B) corresponde al grupo de ratas viejas-control, (b) es dendrita secuendaria de
la misma neurona. (C) corresponde al grupo de ratas viejas tratadas con melatonina y (c) es la dendrita secuendaria de la
misma neurona (A,B y C 40X; a, b, y ¢ 100X).
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Figura 13. Corte coronal del cerebro de una rata procesado por el método de Golgi, donde se observan neuronas
piramidales del area CA1 del hipocampo. (A) corresponde al grupo de ratas jovenes-control, (a) es la dendrita secuendaria
de la misma neurona. (B) corresponde al grupo de ratas viejas-control, (b) es dendrita secuendaria de la misma neurona.
(C) corresponde al grupo de ratas viejas tratadas con melatonina y (c) es la dendrita secuendaria de la misma neurona
(A,By C40X;a,b,yc 100X).
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Figura 14. Corte coronal del cerebro de una rata procesado por el método de Golgi, donde se observan neuronas espinosas
medianas del estriado. (A) corresponde al grupo de ratas jovenes-control, (a) es la dendrita secuendaria de la misma
neurona. (B) corresponde al grupo de ratas viejas-control, (b) es dendrita secuendaria de la misma neurona. (C)

corresponde al grupo de ratas viejas tratadas con melatonina y (c) es la dendrita secuendaria de la misma neurona (A,B y
C 40X; a, b, y ¢ 100X).
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Figura 15. Vista panoramica de un corte coronal del cerebro de una rata procesado por el método de Golgi, donde se
observan neuronas piramidales de la capa V de la corteza parietal (area sensorial). A corresponde al grupo de ratas
jovenes-control, B al de viejas-control y C al de viejas-melatonina (10X).
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Figura 16. Vista panoramica de un corte coronal del cerebro de una rata procesado por el método de Golgi, donde se
observan neuronas piramidales del area CA1 del hipocampo. A corresponde al grupo de ratas jovenes-control, B al de
viejas-control y C al de viejas-melatonina (10X).
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Citologia: Inmunocitoquimica anti-TH

La Gréafica 3 muestra el nimero promedio de neuronas inmunopositivas para TH en la SN¢
del los tres grupos, mostrando diferencias significativas en el numero de neuronas
dopaminérgicas conservadas del grupo de ratas viejas-melatonina en comparacion con el
viejas-control. Esta estructura es sumamente vulnerable al envejecimiento ya que se pierde
casi el 50% de la poblacion total de neuronas dopaminérgicas, resultado observado en la
comparacion del grupo jovenes-controles y viejas-control (X= 72.77 + 1.91 jovenes-control y
34.83 + 1.61 viejas-control), la administracion de melatonina en el envejecimiento previene
la muerte tan pronunciada de estas neuronas, mostrando resultados no muy alejados a los
del grupo jovenes-control (X= 56.95 + 1.21 viejas-melatonina y 72.77 + 1.91 jovenes-control)

pero significativamente diferentes (Figura 17).

Neuronas TH
100

Media del nimero de neuronas TH + ES

Control Control Melatonina
Jovenes Viejas Viejas

Grafica 3. Media del nimero de Neuronas inmunoreactivas a TH en la SNc, de los grupos de viejas-control, viejas-
melatonina y jovenes-control. *= P< 0.05 grupo de ratas viejas-conttrol y viejas-melatonina con respecto al grupo
jovenes-control. @= P< 0.05 del grupo viejas-melatonina con respecto al viejas-control.
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Figura 17. Corte coronal del cerebro de rata a nivel del mesencéfalo procesado por el método de Inmunnocitoquimica
anti-TH, donde se marcan las neuronas dopaminérgicas de la SNc. La imagen A corresponde al grupo de jovenes-control,
B al de viejas-control y C al de viejas-melatoninal (4X).
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9. DISCUSION
Prueba de Viga de Equilibrio. Con la experiencia se reduce el tiempo de desplazamiento
(Allbutt y Henderson, 2007), lo cual puede explicar la disminucion del tiempo en el que las
ratas recorrieron la viga de la evaluacion 0 a la 7, ya que este aspecto se observo en los
grupos de ratas viejas con y sin tratamiento.
Es posible comparar los presentes resultados con modelos experimentales, por ejemplo de
la EP. Avila-Costa (1996) ha reportado que las alteraciones inducidas por la neurotoxina
selectiva 6-OHDA en animales jovenes son muy similares a los cambios
neurodegenerativos causados por la degeneracion natural del SNC durante el
envejecimiento. Por ello en este apartado compararemos nuestros resultados con los
obtenidos en animales viejos, pero también compararemos con modelos de enfermedades
neurodegenerativas.
Una de las principales caracteristicas del envejecimiento es el deterioro de la actividad
motora en cuanto a rapidez y precision (Mortimer, 1988; Strong, 1988), los modelos y
pacientes con la EP presentan sintomas motores aunque en mayor medida que en el
envejecimiento.
Los resultados que encontramos en el grupo de ratas viejas-control son similares a los
reportados por Gutiérrez (2007) y Garcia (2008) en un modelo de la EP, donde las ratas
lesionadas aumentan el tiempo en recorrer la viga conforme pasan los dias después de la
lesion. Esto puede deberse a la pérdida progresiva de las neuronas involucradas en el
movimiento como las dopaminérgicas de la SNc, pérdida observada durante el
envejecimiento en humanos (Cruz-Sanchez et.al, 1995) y ratas (Crocker, 1997) y
confirmada en nuestro estudio (Grafica 3) (figura 17). Por otra parte el decremento de la
sintesis de DA durante el envejecimiento en la via nigro-estriada estd implicada con los
disturbios motores (Keyser, 2004; Mora, 2008; Collier, 2011), animales lesionados
unilateralmente en la via nigro-estriada, presentan dificultad al ejecutar movimientos finos,
mostrando un desempefio con lentitud (Whishaw et al., 1997). Lo cual podria estar
efectando el tiempo en que el grupo de ratas viejas-control recorrian la viga, siendo la DA

fundamental para la generacion y control del movimiento, entre otras funciones.

Posterior a los siete dias de tratamiento, el grupo de ratas tradas con melatonina comenz6 a

disminuir el tiempo de recorrido de la viga (Grafica 1), concordando con los resultados
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encontrados en nuestro laboratorio, donde en un modelo de la EP las ratas lesionadas con 6-
OHDA vy tratadas con melatonina disminuyen el tiempo de recorrido de la viga mostrando
diferencias significativas en comparacion con el grupo lesionado (Gutiérrez, 2007;
Mayoral, 2008; Garcia, 2008; Torres, 2012).

El tratamiento con melatonina pudo haber beneficiado la rapidez con la cual la rata recorrid
la viga al conservar las neuronas involucradas con el movimiento, por ejemplo las neuronas
dopaminérgicas de la SNc (Avila-Costa et al., 2007a) (Grafica 3) (Figura 17). La dopamina
modula la liberacion de glutamato en el circuito corticoestriatal (Mora, 2008), de esta
manera la conservacion de las neuronas dopaminérgicas en la SNc pudo haber mantenido el
funcionamiento de las neuronas piramidales de la corteza motora (Donzati, 1993),
modulando la entrada excitatoria al estriado y por ende la salida inhibitoria de este nucleo a
la via directa e indirecta para producir el movimiento (Donzati, 1993; Emerich et al., 1993;
Rogers, 1988). Asi, la conservacion de las neuronas dopaminérgicas pudo beneficiar la
interaccion reciproca del glutamato y del GABA (Mora, 2008).

Se ha mencionado que los circuitos corteza-GB estan relacionados con la planeacion y
ejecucion del movimiento, entre otras funciones. Para llevar a cabo un acto motor efectivo

es necesaria la integridad morfoldgica y neuroquimica de este circuito (Paxinos, 2004).

Citologia: Inmunocitoquimica anti-TH y Método de Golgi. Para discutir de una manera mas
eficaz los resultados encontrados en la citologia, es importante observar las estructuras
como un circuito integrado, en donde el beneficio o dafio a cualquiera de éstas, también
afecta a la estructura que proyecta. Las estructuras analizadas fueron: las espinas
dendriticas de neuronas piramidales de la capa V de la corteza cerebral (motora y sensorial
del lobulo frontal y parietal), neuronas piramidales del area CA1 del hipocampo, NEM del

cuerpo estriado y neuronas dopaminérgicas de la SNc.

Corteza Cerebral. La mayor entrada en el sistema de los GB proviene de las neuronas
piramidales de la capa V de la corteza, principalmente del area motora, sin embargo
también hay eferencias de la corteza sensorial, las cuales proyectan al estriado (Jacobson y
Trojanowki, 1975; Braak, 1980; Alexander y DelLong, 1985; Shepherd, 1998; Paxinos
2004).
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Anteriormente ya se ha reportado que las neuronas piramidales profundas de la corteza son
muy vulnerables al proceso de envejecimiento (Moore et al., 2005, 2006; entre muchos

otros), lo cual puede ser otro factor asociado al déficit motor (Moore et al., 2006).

La pérdida de espinas dendriticas que encontramos en el grupo de ratas viejas-control
(Gréficas 2A y 2B) (Figuras 12B y 15B) puede estar asociada a diversos aspectos, entre
ellos la modificacién de la estructura presinaptica y postsinaptica, la disminucion de la
cantidad de mitocondrias y de vesiculas sinapticas (Adams y Jones, 1982), la desregulacion
de la homeostasis del Ca’ (Khachaturian, 1994; Mattson, 2007; Celsi ef al., 2009; Toescu y
Vreugdenhil, 2010; Nikoletopoulou y Tavernarakis, 2012), entre otras aspectos inherentes

al proceso de envejecimiento.

Se ha considerado que la pérdida de espinas en las neuronas piramidales durante el
envejecimiento se encuentra asociada con el decremento de la respuesta sinaptica
excitatoria (Morrison y Baxter, 2012). Estudios de microscopia electronica en primates no
humanos han reportado que el nimero de sinapsis excitatorias se reduce en el area 46
(Peters, 1998; Peters et al., 1998b; Peters et al., 2008), la cantidad de receptores
glutamatérgicos (Luebke et al., 2004) y la sintesis de glutamato disminuyen (Dickstein,
2012). Los cambios morfolégicos de las espinas implican alteraciones en la transmision
sinaptica glutamatérgica y en la plasticidad cerebral (Dumitriu et al., 2010; Hara et al.,
2012). Por ello se considera que las espinas dendriticas de las neuronas piramidales
profundas se pierden, debido al decremento de la sintesis de glutamato en el envejecimiento

(Peters, 2008).

Otro aspecto que puede estar relacionado con la pérdida de las espinas dendriticas en el
C e . 2 . .
envejecimiento es la homeostasis del Ca”, pues al ser la corteza una estructura excitatoria

depende de éste para su despolarizacion.

La medicacion con melatonina, al remover el estrés oxidativo producido en la respiracion
mitocondrial principalmente, impedir la peroxidacion de lipidos, regular la entrada de Ca’ y
estimular el sistema de enzimas antioxidantes, puede estar influyendo en la conservacion de
las espinas dendriticas (Graficas 2A y 2B) (Figuras 12C y 15C) . Se ha considerado que las

espinas son compuertas que regulan la entrada de Ca” a la célula, aspecto que les da mayor
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vulnerabilidad al dafio por excitotoxicidad y podria ser prevenido o retardado con la
medicacion de melatonina u otro antioxidante. Por ejemplo Avila-Costa (2000) en un
modelo de estrés oxidativo inducido con ozono encontrd que la administracion de un

antioxidante (taurina) previene la pérdida de espinas dendriticas en la corteza frontal.

Hipocampo. Esta estructura es fundamental en la consolidaciéon de la memoria, muestra
pérdida de neuronas en CA1 durante el envejecimiento (Bartsch ef al., 2010; La Joie et al.,
2010) (Graficas 2C) (Figuras 13 Ay B, y 16 A y B) y se ha relacionado con la adquisicién
de la memoria espacial (Morgan et al., 1986; Deupree et al., 1993; West et al., 1994;
Colombo y Gallambo, 2002; Bartsch ef al., 2010) y episodica (Fouquet et al., 2012).

El dafio en CA1 predice el deterioro cognitivo futuro en personas sanas y en pacientes con
deterioro cognitivo leve (DCL) (Apostolova et al., 2010). Se ha sugerido la relacion de
CA1 con la memoria de corto plazo (Eldridge et al., 2005). En el presente trabajo no fue
posible evaluar la memoria, sin embargo la conducta motora fina evaluada mediante la
prueba de viga, también puede estar influenciada por la preservacion de espinas dendriticas
en CAl, porque como ya se ha mencionado, el hipocampo proyecta al estriado y recibe
inervacion dopaminérgica de la SNc, de esta manera la melatonina pudo probablemente
modular el nivel de excitacion en el estriado al preservar las espinas del hipocampo, ya que
establecen colaterales. Por otro lado, la prueba de viga aunque evalua el movimiento fino,
requiere del aprendizaje o memoria de largo plazo, pues la rata aprendio a recorrer la viga
para llegar a su casa habitacion. Se ha encontrado que la melatonina esta implicada en la
memoria, por ejemplo, en ratones que carecen del receptor MT, (Larson et al., 2006) y MT;
(Weil et al., 2006), se ve afectada la memoria de largo plazo y muestran déficit sensomotor
asi como comportamiento depresivo evaluado mediante la prueba de nado forzado. En este
ultimo estudio, la deficiencia de melatonina se encuentra relacionada con mayores tiempos
de inmobilidad. Ratones pinealectomizados muestran pérdida de neuronas piramidales en
CAl y CA3, y el tratamiento con melatonina conserva mayor numero de neuronas
piramidales (Butte y Pappas, 2007). En ratas envejecidas se ha encontrado dafio inducido
por la B-amiloide en las neuronas del hipocampo y este efecto es disminuido con la
administracion de melatonina, disminuyendo el dafio mitocondrial (Dong et al., 2010). En

un modelo de isquemia cerebral el tratamiento con melatonina aumenta la densidad de
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espinas dendriticas y reduce la muerte de neuronas piramidales del hipocampo (Gonzalez et

al., 2007).

En nuestros resultados también mostramos que el tratamiento con melatonina conservan las
espinas dendriticas en el area CAl (Grafica 2C) (Figuras 13C y 16C). Las referencias
citadas y nuestros resultados nos permiten pensar que, el hipocampo al ser una estructura
excitatoria y en constante trabajo durante la vida del organismo, requiere de mayores
concentraciones de antioxidantes para reparar los posibles dafios producidos por su intensa
actividad. Por ello la administracion de melatonina conserva mas espinas dendriticas en el
hipocampo en comparacion con otras estructuras, resultados que concuerdan con los
documentados por Avila-Costa (2000), quien también encuentra mayor conservacion de
espinas dendriticas en el hipocampo en comparacidon con otras estructuras como la corteza,

en el grupo de ratas tratadas con un antioxidante.

Distintos estudios ya han considerado la posibilidad de utilizar la melatonina como un
neuroprotector eficaz que puede complementar la terapia farmacologica en los pacientes
con EA (Cardinali ef al., 2011), EP (Cardinali ef al., 2008) y en personas de edad avanzada
(Cardinali et al., 2011).

Estriado. Es la principal entrada a los GB (Wilson, 2004; Durieux et al., 2011), parten
varios circuitos como el motor (via directa e indirecta) (Alexander y Crutcher, 1990; Smith
et al., 1998), y la via nigro-estriatal fundamental en el presente trabajo (Gonzilez y
Rodriguez, 2000). El envejecimiento estd acompafiado de disminucion significativa en la
funcion presinaptica en el estriado; caracteristica asociada con trastornos motores y
cognitivos (Wang, 2008). En nuestro estudio, la preservacion de espinas dendriticas en las
NEM se pudo deber a distintas razones (Grafica 2D) (Figura 14). Por un lado el beneficio
que pudo haber ejercido el efecto neuroprotector y antioxidante de la melatonina en la
corteza y el hipocampo, probablemente modulo6 la entrada de glutamato al estriado, y por
ende la salida inhibitoria del estriado al circuito motor, lo cual no sé6lo se vid reflejado en
la preservacion de espinas dendriticas de las NEM, también en el tiempo en que las ratas

tardaron en el recorrido de la viga.
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Otra situacion que pudo haber preservado las espinas dendriticas en este nucleo fue la
conservacion de las neuronas dopaminérgicas de la SNc, las cuales proyectan DA al
estriado funcionando principalmente como neuromodulador (Haber et al., 2000; Voorn et
al., 2004). Mora (2008) ha reportado que la dopamina de la SNc¢ modula los niveles de
glutamato en la via corticoestriatal, influyendo directamente en la respuesta inhibitoria de

las NEM y en la actividad motora.

Nuestros resultados concuerdan con los encontrados por Gutiérrez (2007), donde la
administracion de melatonina previene la pérdida de espinas dendriticas en las NEM en un
modelo de la EP, y mejora el desempefio motor en la viga de equilibrio aunado a la
preservacion de mayor nimero de neuronas dopaminérgicas en la SNc¢ (Gutiérrez, 2007;
Mayoral, 2008; Garcia, 2008; Torres, 2012) (Figura 14C). Por ello al principio de la
discusion se pidid al lector comprender la interpretacion de los resultados en base a
circuitos, en donde el beneficio o dafio a uno, repercute globalmente y se refleja en la

conducta.

Sustancia Nigra Compacta. Se ha encontrado que los axones de la SNc envian DA a
distintos sitios de los GB (Dray et al., 1978; Romansky et al., 1979; Lindvall y Bjorklund,
1979; Meibach y Katzman, 1979; Meibach y Katzman, 1979; Carpenter, 1981; Campbell et
al., 1985; Scheel-Kruger, 1986; Aceves et al., 1992; Prensa y Parent, 2001; Freeman et al.,
2001; entre otros), en el presente estudio fue de nuestro interés la inervacion al estriado

(Fallon y Loughlin, 1995) y a la corteza cerebral (Debeir ef al., 2005).

Se ha reportado que la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la SNc¢ a lo largo de la vida
asciende al 30-40% y se asocia con la disminucion de la funcion motora en las personas
adultas (Rudow et al., 2008; Rollo, 2009). También se ha encontrado decremento de
neuronas dopaminérgicas en ratas (Szabo, 1980) lo cual ha sido asociado al deterioro de las
funciones cognitivas en animales de edad avanzada (Gao ef al., 2011). Los pacientes con
EP presentan degeneracion progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNc (Villar-
Ched et al., 2012). En nuestro laboratorio, se ha documentado que la pérdida de las
neuronas dopaminérgicas esta relacionada con el tiempo en el cual las ratas realizan el

recorrido de la viga (Gutiérrez, 2007; Mayoral, 2008; Garcia, 2008; Torres, 2012).
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Posiblemente por ello el grupo de ratas viejas-control tardé mas tiempo en el recorrido de la
viga que el tratado con melatonina, pues las neuronas de la SNc¢ son muy vulnerables al
proceso de envejecimiento; aspecto comprobado en nuestros resultados al comparar los

grupos de ratas control jovenes y viejas (Grafica 1) (Figura 17).

En nuestros resultados, la conservacion de las neuronas dopaminérgicas se puede asociar al
efecto neuroprotector de la melatonina y a su capacidad como barredor de radicales libres
(Figura 17C). Esta preservacion, permitio que las neuronas de la SNc continuaran enviando
DA al estriado y a la corteza, entre otras estructuras del cerebro, fungiendo como un
neuromodulador en las NEM e interneuronas colinérgicas (Surmeier, 2006) y en las
neuronas piramidales de la corteza (Mora, 2008), beneficiendo en conjunto con las otras

estructuras la via motora y por ende el desempefio en la viga de equilibrio.

Una caracterisitca durante el envejecimiento es el decremento en la sintesis de DA, lo cual
hace mas vulnerables a las neuronas dopaminérgicas (Peters et al., 2008). En nuestros
resultados la pérdida de estas neuronas ascendié a mas del 50% (Figura 17 Ay B) y el
tratamiento con melatonina disminuye la pérdida de estas neuronas, o probablemente la
retarda, esto puede deberse a que su efecto neuroprotector preserva su morfologia,
funcionamiento y por ende su sobrevivencia, beneficiando las estructuras a las cuales

proyecta.

Por otra parte, también se ha reportado que la homeostasis del Ca® es un proceso implicado
en los dafios producidos durante el envejecimiento. La entrada masiva de Ca® a la
mitocondria produce su despolarizacion cronica y la muerte celular por excitotoxicidad
(Satrtstegui et al., 1993; Toescu, 2007). La melatonina tiene un efecto antiexcitatorio al
modular los receptores de glutamato (Hardeland, 2008), si regula la entrada de Ca” a través
de los receptores de NMDA puede estar previniendo la despolarizaciéon de la membrana
mitocondrial y por ende la acumulacion de dafio oxidativo que se produce en el proceso de
envejecimiento.

Teniendo en cuenta que las espinas dendriticas son sensibles a una gran variedad de
condiciones patologicas causadas por estrés oxidativo (Ingham et al., 1997, Avila-Costa,

2000), la medicacion con melatonina puede estar preservando las espinas al modular el
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nivel de Ca’ que entra, ya que las espinas son compartimentos independientes de Ca’ y
contienen gran cantidad de mitocondrias.

Otra manera en la cual el tratamiento con melatonina puede estar preservando las espinas
dendriticas y las neuronas dopaminérgicas es mediante su propiedad como barredor de
radicales libres (Tan ef al., 2003), disminuyendo los niveles de peroxidacion de lipidos en
el estriado y la corteza (Mogulkoc et al., 2006; Gutiérrez, 2007; Gonca, 2008) al neutralizar
los radicales libres como el OHe y el O,e- (Chavez, 2002; Galano et al., 2011). Se ha
considerado que los complejo I y III de la cadena respiratoria mitocondrial, son una fuente
importante en la generacion de estrés oxidativo durante el envejecimiento (Tuena de
Gomez, 2002; Chavez, 2002; Muller et al, 2004; Andreyev y Kushnareva, 2005;
Youngmok y Holly, 2009). El tratamiento con melatonina, al reducir la produccion de
radicales libres, no so6lo impide la peroxidacion de lipidos, también puede estar
beneficiando la respiracién mitocondrial y por ende los procesos metabolicos de la célula.
Otra ruta por la cual la administracion de melatonina puede conservar las estructuras
celulares es por su propiedad como antioxidante indirecto (Reiter et al., 2000c; Rodriguez
et al., 2004), al estimular la sintesis de la SOD, GPx, GRD y GSH (Urata et al., 1999,
Rodriguez et al., 2004; Galano et al., 2011; entre otros). La administracion de melatonina
en ratas envejecidas aumenta las concentraciones cerebrales de estas enzimas (Oztiirk et al.,
2012) lo cual podria impedir la formacion de radicales libres en los complejos I y III de la
cadena respiratoria, ya que estas enzimas se encuentran en la mitocondria (Acuia-
Castroviejo et al., 2007) entre otros compartimentos subcelulares. Asi la eliminacion del
O,¢” por la SOD (Halliwell y Gutteridge, 2007), del HO, y el OHe por la GPx (Chance et
al., 1979; Reiter, 1998; Jackson et al., 2002; Leon et al., 2004), podria proteger la cadena
de transporte de electrones mitocondrial, el ADNmt, e impedir la acumulacion de dafio
oxidativo (Acufa et al., 2011) y la muerte celular.

Con la discusion basicamente intentamos poder dilucidar el efecto que probablemente tuvo
la melatonina en el circuito cortico-GB, nigro-estriatal y el circuito limbico del estriado,
cuyas proyecciones provienen del hipocampo entre otras areas. La administraciéon de
melatonina pudo actuar como neuroprotector, barredor de radicales libres, estimulador del
sistema antioxidante y modulador de la concentracion de Ca?, permitiendo la conservacion

de estructuras como las espinas dendriticas en la corteza, el estriado y el hipocampo, y las

63



neuronas dopaminérgicas de la SNc, facilitando el funcionamiento adecuado de los
circuitos en las ratas envejecidas y beneficiando el desempefio motor. La melatonina tiene
la mayoria de las caracteristicas deseables de un buen antioxidante, porque: 1) se
distribuye ampliamente en el organismo y estd presente en concentraciones adecuadas, 2)
es un antioxidante de amplio espectro, 3) se transporta facilmente a través de las
membranas celulares; 4) se puede regenerar después de inactivar radicales y las
propiedades antioxidantes de sus metabolitos permanecen; 5) tiene una toxicidad minima

(Galano et al., 2011).
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10. CONCLUSION

El tratamiento con melatonina preserva las espinas dendriticas de las neuronas piramidales
de la capa V del area motora y sensorial de la corteza frontal y parietal, del area CA1 del
hipocampo y de las NEM del estriado; previene la muerte de las neuronas dopaminérgicas
de la SNc y beneficia el desempefio de la actividad motora fina evaluada mediante la
prueba de viga en ratas viejas (24 meses). Estos resultados nos permiten aceptar nuestra
hipdtesis experimental y descartar la hipotesis nula.

La melatonina puede ser utilizada durante el envejecimiento, es capaz de preservar
neuronas involucradas en funciones motoras y cognitivas, aspecto que estaria beneficiando
la calidad de vida de los adultos mayores.

Es recomendable que en estudios posteriores se evaltie la funcion cognitiva, como la
memoria, ya que la mayoria de las evidencias analizan la funcidon cognitiva o la motora,
pero no las dos conjuntas, y la corteza frontal por ejemplo, no s6lo se encarga de funciones

cognitivas como la solucion de problemas, también del movimiento voluntario.
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ANEXOS



Anexo 1
Evaluacion de la conducta motora con la Viga de Equilibrio.

Para evaluar la conducta motora se utiliza un aparato de madera con dos pedestales, a los
cuales va unida una viga de madera de 2m de largo. En esta actividad es evaluada la
funcion motora fina (Phillips ef al., 1997) permitiendo observar la coordinacion (Jinnah y
Hess, 2004), disfuncion motora, sensorial y cognitiva (Allbutt y Henderson, 2007). Se
utilizd una viga de 24 mm de ancho con 2 m de longitud colocada a 180° con respecto al
suelo, la cual los animales recorrian de un extremo a otro hasta llegar a su caja hogar. Se
entreno una semana a los dos grupos antes del tratamiento y posteriormente se administro la
melatonina al grupo experimental y se evalu6 una vez por semana el desempeio en la viga
a los dos grupos, registrando el tiempo que cada animal tardaba en recorrer la viga. Se
espera como tiempo maximo 120 segundos, y si el animal no cruza en el tiempo estipulado
se da por terminada esta actividad asignando el valor de 120 segundos a su evaluacion.

Anexo 2
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, H20 300ml) durante 7 dias a temperatura
ambiente en la obscuridad (se utilizaran 10ml de mezcla para cada cerebro).

2.- A continuacion las muestras se lavan rapidamente 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 bafia en alcohol al 95% y
se realizan los cortes de 120um, lubricando constantemente la cuchilla con alcohol.

4.-Los cortes se deshidratan en 2 banos 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.
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Anexo 3
Método de Inmunohistoquimica para TH

Inmunohistoquimica: Se realizaron cortes histologicos del mesencéfalo ventral (SNc¢) y del
nucleo estriado de los animales control y expuestos, y se realiz6 inmunohistoquimica para
TH. Para lo cual se realizaron cortes de entre 50-100 um. 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 peroxido de hidrogeno
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 triton (durante 1 h), todos
con agitacion, posteriormente se incubaron los cortes en una alicuota de anticuerpo
primario anti-TH en amortiguador TRIS 1:1000 con 1 % de suero normal de cabra por 3
dias a 4 °C. Posteriormente se lavaron los cortes 3 veces en amortiguador TRIS con 1 % de
suero normal de cabra durante 10 min con agitacion. 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 agitacidn se revelo la tincion en los tejidos con 3-3 Diaminobencidina
(DAB) al 0.05 % y 0.003 % de perdxido de hidrogeno. El tejido se lava una tltima vez en
TRIS por 10 min y se montan en portaobjetos previamente gelatinizados, se dejan secar un
dia. Para cubrir con resina se realizo la deshidratacion 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 andlisis en un fotomicroscopio, haciendo un conteo de las neuronas
inmunorreactivas a TH en la SNc en un area de 1500 pm2 en 10 cortes por animal.
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