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Abreviaturas

6-OHDA 6-hidroxidopamina (2,3,5 trihidroxifeniletilamina)
DA Dopamina

DAT Trasnportador de dopamina

DMT-1 Transportador de metales divalentes

EP Enfermedad de Parkinson
EROs Especies reactivas de oxigeno
GP Globo palido

GABA Acido Gamma Aminobutirico

MnCl, Cloruro de manganeso

Mn(OAc), Acetato de manganeso

MPTP 1-Méetil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
NE Nucleo estriado

Mn Manganeso

027 Anion superéxido

OH’ Radical hidroxilo

SNc Sustancia nigra compacta

TH Tirosina hidroxilasa



Resumen

La enfermedad de Parkinson (EP) representa un problema de salud en todo el
mundo por la tendencia a aumentar su prevalencia e incidencia, y a la vez es un
desafio para la ciencia ya que aun no se establece su etiologia ni un tratamiento
completamente eficaz. Aunque existen modelos animales que han contribuido en
el estudio de la EP no han logrado simular todos los eventos de la enfermedad.
En nuestro laboratorio se ha encontrado que el modelo de inhalacion de
manganeso simula las principales caracteristicas de la EP, incluyendo el dafio
progresivo y bilateral, lo cual lo hace un modelo ventajoso en comparacion con
los demas. Sin embargo, dicho modelo s6lo ha sido caracterizado en ratones. Al
ser caracterizado en ratas, se contribuirdA a contar con un modelo bien
sustentado y generalizable en roedores. Por tal motivo, el objetivo de este
trabajo fue caracterizar el modelo de inhalacibn de manganeso en ratas. Los
experimentos se llevaron a cabo con 100 ratas macho Wistar que fueron
divididas en el grupo control (que inhalé agua desionizada durante 6 meses) y el
grupo experimental (que inhal6 la mezcla de MnCl, al 0.04 M y Mn(ACo), al 0.02
M 1 hora, 3 veces a la semana durante 6 meses). Los resultados mostraron que
los animales del grupo experimental tuvieron alteraciones motoras progresivas
gue fueron revertidas con L-DOPA y se mantuvieron por 4 meses posteriores a
la dltima inhalacion. Asi mismo, en el grupo expuesto se encontré pérdida de
neuronas dopaminérgicas del 75 %, disminucién del 43 % en el nimero espinas
dendriticas, deplecion significativa de dopamina (76.76 %) y sus metabolitos en
el nacleo estriado (NE), globo palido (GP) y sustancia nigra compacta (SNc).
Estos cambios son consistentes con los reportados en el modelo de raton y con
las alteraciones descritas en pacientes con EP. Se puede concluir que el modelo
de inhalacion de manganeso es una herramienta util y confiable para el estudio
de la EP ya que, al igual que en el modelo de ratdn, simula sus principales
caracteristicas y representa ventajas sobre varios modelos ya establecidos.



Abstract

Parkinson's disease (PD) is a health problem around the world because,
unfortunately there is a tendency of increase its prevail and incidence. This is a
challenge for science because it has not established yet its etiology neither a
completely effective treatment. Although there are animal models that have
contributed to the study of the EP they have not been simulating all events of the
disease. In our laboratory we have found that manganese inhalation model
simulates the main features of PD, including bilateral progressive damage,
making it an advantageous model compared to others. However, this model has
only been characterized in mice. Being characterized in rats, this model will help
to have a well supported and generalizable model in rodents. Therefore, the
purpose of this study was to characterize the pattern of inhalation of manganese
in rats. Experiments were performed in 100 male Wistar rats were divided into
control group (which inhaled deionized water for 6 months) and another
experimental group (who inhaled a mixture of 0.04 M MnCl, and 0.02 M
Mn(OAc)s 1 hour, three times a week for 6 months). The results showed that the
animals of the experimental group had progressive motor disturbances that were
reversed with L-DOPA and held for four months after the last inhalation. The
mixture of MnCI2/Mn(OAc)3 caused 75.95% loss of SNc dopaminergic neurons,
43% decrease in the number dendritic spines, significant depletion of dopamine
and its metabolites in the striatum (NE), globus pallidus (GP) and substantia
nigra compacta (SNc). These changes are consistent with those reported in the
mouse model and the changes described in patients with PD. Thus can be
concluded that the manganese inhalation model is a useful and reliable tool for
the study of PD because, as in the mouse model simulates its main
characteristics and represents some advantages over established models.



Introduccion

En la actualidad el mundo enfrenta una transformacion epidemiolégica. Este
cambio se debe al abatimiento de las causas de muerte que aquejaron a la
humanidad entre finales del siglo XIX y principios del XX, fundamentalmente
procesos infeccioso/contagiosos y fallecimientos por lesiones en combate en las
guerras. Con ello aumentd la esperanza de vida y emergieron problemas de
salud hasta entonces poco comunes, denominados cronico-degenerativos, y que
en la actualidad representan un reto para los sistemas de salud del mundo, entre

ellos esta la Enfermedad de Parkinson (EP) (Garcia, Sauri & Meza, 2008).

Actualmente, la EP afecta al 1 % de personas mayores de 60 afios y al 2 % de la
poblacion mayor de 75 afios en el mundo, ocupa el segundo lugar entre las
enfermedades neurodegenerativas, su comienzo oscila entre los 55 y 65 afios y

el riesgo de presentarla aumenta con la edad (Calne & Yoshikuni, 2004).

En México no hay estudios epidemiologicos que revelen el numero total de
pacientes con EP, algunos estudios indican cifras de 140,000 pacientes en el
afio 2000 (INEGI, 2000) aunque datos del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia refieren la existencia de 500,000 pacientes con EP en el afio 2002
(Consejo Nacional de las Adicciones, 2002). Asi también, tomando en cuenta las
cifras de crecimiento poblacional por grupos de edad notificadas por el Instituto
Nacional de Geografia e Informatica (INEGI) se estima que en el afio 2020 los
adultos con edades de 60 afios 0 mas representaran el 12% de los habitantes de
México y en el afio 2050 esta cifra se elevara al 23%. Este cambio en las
caracteristicas demogréficas del pais ponen de manifiesto que la EP tiene una

tendencia a aumentar (INEGI, 2009).


Margarita
Texto escrito a máquina
Introducción

Margarita
Texto escrito a máquina


Esta enfermedad fue descrita por primera vez por James Parkinson en 1817 en
su publicacion An essay on the shaking palsy (Ensayo sobre la paralisis
agitante), como movimientos involuntarios con disminucion de la fuerza muscular
durante el reposo. Basicamente, el paciente con EP desarrolla cuatro signos
clinicos principales: temblor, bradicinesia, rigidez y alteracion de los reflejos

posturales (Calne, Snow & Lee, 1992; Calne & Yoshikuni, 2004; Calne, 2005).

El principal hallazgo histopatolégico de la EP es la muerte selectiva de las
neuronas dopaminérgicas de la Sustancia nigra compacta (SNc), con tipicas
inclusiones eosinofilas intracitoplasmaticas denominadas cuerpos de Lewy
(Otero-Siliceo, Abascal-Arias & Alanis-Quiroga, 1996). Como consecuencia de
este dafio hay disminucién de dopamina (DA) en el nucleo estriado (NE). A partir
de estos hallazgos se ha propuesto el uso de la L-DOPA como el farmaco mas
efectivo en el tratamiento de la EP, ya que es precursor de la DA (Barbeau,
1981) ademas, su uso es uno de los criterios empleados en el diagnostico
definitivo de esta enfermedad (Hughes, Daniel, Kilford & Lees, 1992; Gelb,

Olivier & Gilman, 1999).

De esta manera, desde que se comprendié que las alteraciones observadas en
la EP se deben principalmente a la disminucion en la concentracion de DA en los
ganglios basales producto de la degeneracion de las neuronas de la SNc se han
propuesto diversos modelos animales de degeneracion nigral, los cuales

permiten estudiar los mecanismos basicos que regulan la funcién neural o



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

enfermedad (Anaya, 1997; Hirsch, 2006).

Modelo de Rotenona: es un compuesto que se extrae de plantas tropicales y es
usado como insecticida. La rotenona fue empleada por primera vez como modelo
en 1985 cuando Heikkila y colaboradores intentaban determinar si esta toxina
tenia un efecto similar al MPTP sobre el sistema dopaminérgico. Después de
inyectar rotenona en el haz medial se encontré deplecion significativa de DA asi
como inhibicion del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial (Heikkila,
Nicklas, Vyas & Duvoisin, 1985). Posteriormente, en el modelo de la rotenona se
han reportado inclusiones citoplasmaticas parecidas a los cuerpos de Lewy. Las
desventajas de este modelo son que el dafio celular se extiende a otros grupos
neuronales, asi como la susceptibilidad de los animales, ya que algunos animales
muestran alteraciones y otros no (Betarbet, Sherer, Macfenzie, Garcia-Osuna &

Greenamyre, 2002).

Modelo de MPTP (1- metil-4-fenil-2,3,6-tetrahidroxipiridina): Algunos estudios han
demostrado que en humanos y primates no humanos, el MPTP produce un
sindrome parkinsoniano agudo que es irreversible y tiene todos los signos
clinicos de la EP, disminucién significativa de las neuronas dopaminérgicas,
agregados de alfa-sinucleina (pero no cuerpos de Lewy) y respuesta positiva al
tratamiento con L-DOPA (Langston, Forno, Rebert, & Irwin,1984; Shimohama,

Sawada, Kittamura & Taniguchi, 2003).



Después de la administracion sistémica, el MPTP, que es altamente lipofilico,
cruza la barrera hemato-encefdlica en pocos minutos. En el cerebro es
metabolizado en la glia por la monoamino oxidasa B (MAO-B) a MPP" (la forma
toxica) para entonces ser liberado al espacio extracelular. Debido a que el MPP*
es una molécula polar depende de los transportadores de la membrana
plasmatica para entrar en la célula; el MPP" tiene alta afinidad por el sistema de
recaptura de alta afinidad para dopamina (DAT) (Bezard et al., 1999; Dauer &
Przebdorsky, 2003). Dentro de las neuronas dopaminérgicas, el MPP* afecta las
mitocondrias, dafiando el complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial, la cual
lleva a un decremento en los niveles de ATP y aumento en la produccién de
especies reactivas de oxigeno (EROs), especialmente del radical superoxido
(0;7). La administraciéon sistémica de MPTP reduce entre el 80 y 85% de
neuronas dopaminérgicas al igual que produce deplecion significativa de DA y
sus metabolitos (Langston, Forno, Rebert & Irwin, 1984; Hallman, Lange, Olson &
Stromberg 1985). Sin embargo, este modelo presenta algunas limitaciones como
el hecho de que la muerte neuronal se da un lapso muy corto (siendo que la EP
es un padecimiento lento y progresivo) y existe una susceptibilidad diferente entre
especies. Asi pues, se ha reportado que los ratones son mas sensibles que las
ratas al MPTP debido a que, a diferencia de las ratas, expresan mas MAO-B y
menos transportador vesicular de monoaminas tipo 2 (VMAT?2), el cual en ratas
es el que secuestra al ion MPP+ y disminuye su toxicidad (Russo, Daniels,

Viveros & Reinard, 1994). Asi también, en los ratones se ha reportado una



recuperacion espontenea por lo que se emplean altas dosis de esta neurotoxina

(Jackson-lewis & Przebdorski, 2007).

Modelo de 6-OHDA (6-hidroxidopamina, 2,3,5-trihidroxifeniletilamina): la
inyeccion de 6-OHDA en el haz medial del cerebro anterior induce pérdida de las
células dopaminérgicas de la SNc en el 85-90%, llevando a la denervacion
dopaminérgica del NE, nucleo accumbens y corteza prefrontal (Emborg, 2004).
La degeneracion ocurre dentro de las primeras 24 horas después de la
administracion de su administracion, y la deplecion de DA estriatal se puede
apreciar 2 0 3 dias después de la inyeccion (Ungerstedt, 1968). Las principales
desventajas de este modelo son; 1) la no deteccidon de cuerpos de Lewy
caracteristicos de la EP, 2) se debe hacer mediante cirugia estereotaxica,
generalmente se emplea unilateralmente, ya que si se lleva a cabo de forma
bilateral produce adipsia, afagia y en consecuencia la muerte 3) es un modelo

agudo (Bertabet, Sherer, Macfenzie, Garcia-Osuna & Greenamyre, 2002).

Como se menciond, existen diferentes modelos animales para el estudio de la
EP, todos ellos con ventajas y desventajas, sin embargo, hasta el momento no
existe un modelo que asemeje el curso temporal de la enfermedad en humanos
(Figura 1). Se ha propuesto que un modelo ideal de la EP es aquel capaz de
reproducir los signos clinicos observados en humanos y el déficit neuroquimico
asociado a la degeneracion patolégica de las células dopaminérgicas de la SNc,
incluyendo el curso temporal (Hirsch, 2006). En nuestro laboratorio hemos
propuesto un modelo para el estudio de la EP, en el cual la mezcla de cloruro de

manganeso (MnCl,) y acetato de manganeso (Mn(OAc)s) produjo en los ratones



expuestos, déficit motor manifestado como acinesia, inestabilidad postural y

temblor, ademas estos animales perdieron 67% de las neuronas dopaminérgicas

de la SNc y tuvieron disminucion significativa de las concentraciones de

dopamina y sus metabolitos en la SNc. Dichas alteraciones fueron revertidas con

L-DOPA, asegurandonos que las alteraciones eran de origen dopaminérgico

(Ordoriez-Librado et al., 2008; 2010; 2011).

Modelo

Caracteristicas

Desventajas

Rotenona

MPTP

6-OHDA

Dafio en SNc e inclusiones citoplasmaticas

parecidas a cuerpos de Lewy.

Inhibicion de cadena respiratoria

mitocondrial.

En humanos y monos produce mismos
sintomas/histopatologia y respuesta a L-

DOPA.

Es transformado a MPP+ en la glia y entra

por el DAT.

Primer modelo establecido, degeneracion

neuronal en 24 horas

Entra via el DAT e inhibe la cadena

respiratoria mitocondrial

Selectividad neuronal y
cantidad de animales

afectados.

Menor susceptibilidad en
roedores y la
administracion es aguda o

subaguda.

Inyeccion unilateral y es un

modelo agudo.



Figura 1. Muestra las principales ventajas y limitaciones de los principales modelos de la

EP.

Modelo de inhalacién de manganeso (Mn): el Mn es uno de los elementos mas
abundantes de la corteza terrestre. Sus usos en la industria incluyen, la aleacion
de metales, manufactura de baterias, aditivo en la gasolina, asi como herbicida
en la agricultura. Es un elemento traza y nutriente esencial para humanos,
animales y plantas. Es requerido para reacciones enzimaticas que incluyen la
sintesis de proteinas, lipidos y carbohidratos (Takeda, 2003; Aschner, Erikson &

Dorman, 2005).

De todo el Mn ingerido (que es una cantidad de 2-9 mg al dia) entre el 1 y 5% es
absorbido en el tracto grastrointestinal bajo condiciones normales (Bel, Keen &
Lonnerdal, 1989). Los mecanismos fisiolégicos que regulan el paso del Mn al
cerebro son: la absorcion en el tracto gastrointestinal, la eliminacion por el
sistema hepatobiliar, la union a transferrina y otras proteinas transportadoras en
la sangre, asi como las barreras cerebrales. La acumulacion excesiva puede
ocurrir cuando estos sistemas regulatorios son sobrepasados, como en el caso
de la inhalacion (Calne, Chu, Huang, Lu & Olanow, 1994; Mergler et al., 1994;
Pal, Samii & Calne 1999). Cuando el Mn es inhalado puede alcanzar la
profundidad del arbol bronquial llegando al torrente sanguineo y después a la
vasculatura cerebral sin pasar por el sistema de excrecion hepatobiliar, por lo que
esta ruta es la mas viable para el transporte de Mn al cerebro (Santamaria &

Sulsky, 2010).
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Una vez dentro del cerebro, el Mn tiende a acumularse en regiones
dopaminérgicas, especificamente los ganglios basales (GP, NE, SNc y nucleo
subtalamico) (Aschner, 2005) por lo que se ha sugerido que la recaptura y/o
metabolismo de la DA estan involucrados. Ingersoll, Montgomery & Aposhian
(1999) evaluaron la participacion del DAT en el transporte del Mn al administrar
cocaina (un inhibidor del DAT) antes de la inyeccion intracerebral de Mn,
encontrandose reduccion significativa de este metal en los ganglios basales.
Adicionalmente, se traté a ratas con reserpina y se observd que la disminucion
de DA inducida por este farmaco produce que la concentracion de Mn en los
ganglios basales era menor. En otro estudio, llevado a cabo por Erikson, John,
Jones & Aschner (2005) en el que se utilizaron ratones knockout (KO), los cuales
no expresaban el transportador para DA (DAT-KO), encontraron decremento
significativo del 40 % en la acumulacion de Mn en el NE comparado con los
ratones silvestres (WT) que recibieron inyecciéon de Mn. Adicionalmente, en un
estudio realizado en sinaptosomas de NE los cuales fueron incubados con
GBR12909 (un inhibidor especifico del DAT), disipramina (inhibidor del
transportador de norepinefrina) o fluoxetina (inhibidor del transportador de
serotonina) solo los sinaptosomas tratados con el inhibidor del DAT mostraron
disminucién en la acumulacion de Mn in vitro. Ningun efecto fue observado en
los sinaptosomas tratados con disipramina o fluoxentina, por lo que estos
resultados demuestran que la acumulacion de Mn en los ganglios basales es

facilitada por el DAT (Anderson, Cooney & Erikson, 2007).
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La propuesta del uso de Mn como modelo de la EP comienza cuando se
descubre que en humanos, la intoxicacion por este metal (referida comiunmente
como “manganismo”) manifiesta, en etapas avanzadas, caracteristicas similares
a la EP (Harte, Holdren, Schneider & Shirley, 1991). Se pueden distinguir tres
fases clinicas en el desarrollo de la neurotoxicidad cronica por Mn (Finkelstein,
Milatovic & Aschner, 2007), pero es en la fase tardia (0 de establecimiento) en
donde se observan alteraciones extrapiramidales que incluyen rigidez muscular,
hipocinesia y temblor de las extremidades superiores (Guilarte, 2010). Se ha
relacionado la presencia de estos sintomas con la disfuncion dopaminérgica
dentro de los ganglios basales y aunque se ha propuesto que el sitio de lesion
neuroldgica primaria es el GP (Crossgrove & Zheng, 2004; Guilarte, 2010;
Guilarte, 2013; Perl & Olanow, 2007; Uchino et al., 2007), se han acumulado
evidencias de que el Mn puede causar dafio en la SNc (Archibald & Tyree, 1987,

Guilarte et al., 2006).

Los estudios sobre las consecuencias neurotoxicas del Mn realizados en las
ultimas dos décadas se han enfocado principalmente a los efectos del Mn sobre
el metabolismo de la DA y las alteraciones conductuales asociadas a éste. No
obstante, se han encontrado resultados que son objeto de discusion debido a la
discrepancia de los mismos, ya que hay estudios que reportan disminucion,
incremento o ningun cambio en las concentraciones de DA. Asi por ejemplo,
Sistrunk, Ross & Filipov (2007), encontraron que tras la incubacion de células

estriatales en diferentes concentraciones de MnCl,, fosfato de Mn (MnPQ,) y

12



sulfato de Mn (MnSQO,) hay reduccion significativa de DA y el metabolito DOPAC.
Por otra parte, O’Neal, Lee, Zheng & Cannon (2014) reportaron que ratas
inyectadas intraperitonealmente con 15 mg/kg de MnCl,, 5 dias a la semana
durante 4 semanas muestran aumento significativo en la concentraciones de DA,

DOPAC y HVA en NE.

Al respecto, resulta importante mencionar que esta diversidad de resultados se
acompafa por una variabilidad importante en la metodologia empleada ya que
factores como la valencia, solubilidad, via de administracion y tiempo de
exposicion es diferente en cada estudio. Asi por ejemplo, se ha encontrado que
el Mn en estado trivalente es mas potente inhibiendo el complejo de la cadena
respiratoria de la cadena mitocontrial en condiciones in vitro. Asi también, se ha
mostrado que la inhalacion de cloruro de Mn (MnCl,), una sal soluble, tuvo una
rapida absorcidon y aumento en concentracion en el cerebro de ratas en
comparacion con la inhalacion de 6xido de Mn insoluble (MnO;). De la misma
forma, el sulfato de Mn inhalado (SOMn,) tuvo una mayor absorcion que el
fosfato y tetradxido de Mn (Dorman et al.,, 2002). En cuanto a la vias de
administracion, se ha demostrado que la via mas eficiente para el paso de Mn al
cerebro es la inhalaion. Los modelos animales que evaltan la toxicidad de Mn en
el alimento o agua usan cantidades mayores a 1 mg/dia (Hurley, 1987). Vezér et
al. (2007) demuestran que posterior al consumo diario de 59.34 mg de MnCl,
durante 10 semanas aumenta la concentracion de Mn en el cerebro de ratas,
sobre todo en hipocampo. Estos resultados sugieren que dosis elevadas y

frecuentes de Mn pueden sobrepasar a los sistemas que regulan su paso al
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cerebro. En el caso de la inhalacién se ha establecido como limite para cuasar
dafio neurolégico en humanos 1 mg/m® (Santamaria & Sulsky, 2010). En
modelos animales de inhalacion de Mn se han establecido anomalias
respiratorias y conductuales a exposiciones que abarcan periodos desde 1 dia

hasta 10 meses en concentraciones de 0.7 a 69 mg/m* (ATSDR, 2000).

De esta manera, parece que en exposiciones agudas el Mn aumenta la DA y los
niveles de sus metabolitos, mientras que el efecto contrario se ha observado en
exposiciones prolongadas (Chandra & Shukla, 1981; Desole et al., 1995).
Asimismo, se ha sugerido que concentraciones mayores de Mn (>1 mg/m®)
pueden acelerar significativamente la oxidacion de la DA y otras catecolaminas,
lo que amplifica la formacion de EROs (Donaldson, McGregor & LaBella, 1982;

Sloot, Korf, Koster, de Wit & Gramsbergen, 1996).

Existen reportes de que el Mn se encuentra en diferentes estados de oxidacion
(Salahi et al., 2006; Archivald & Tyree, 1987; Aschner, Erikson & Dorman, 2005).
En humanos y animales esté principalmente en los estados divalente (Mn?*) y
trivalente (Mn®") (Archivald & Tyree, 1987), siendo el Mn?* la forma predominante
(Aschner, Erikson & Dorman, 2005). Se ha demostrado que en la mitocondria el
Mn inhibe el complejo | alterando la fosforilacion oxidativa; al parecer el Mn** es
méas potente inhibiendo el complejo | que el Mn®* (Archivald & Tyree, 1987). Al
respecto, y de acuerdo con HaMai y Bondy (2004), la actividad prooxidante del
Mn?* es dependiente de las concentraciones del Mn®**, quien podria facilitar que

una pequefia porcién de Mn®* se oxide a Mn*'. Esta relacién sinérgica entre el
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Mn?*y el Mn** resulta en un ciclo redox continuo. Mas adn, se ha propuesto que
aun cuando el Mn?* no tiene propiedades oxidantes intrinsecas, la presencia de
Mn** en cantidades traza es suficiente para promover la formacién de radicales
libres y quinonas toxicas producto de la auto-oxidacion de la DA mediada por el
Mn (HaMai y Bondy, 2004). Estos hallazgos nos llevaron a considerar la
hipétesis de que si los animales son expuestos a la mezcla de Mn**y Mn®*, es
posible que encontremos alteraciones celulares y conductuales similares a las

observadas en la EP (Ordofiez-Librado et al., 2008).

En nuestro laboratorio se ha encontrado que la mezcla de MnCl, (forma
divalente) y Mn(OAc)s, (forma trivalente) es una condicion que produce
disminucién de neuronas dopaminérgicas en la SNc en un 67.58 % en ratones.
Funcionalmente, esta reduccion se ha visto relacionada con la presencia de
temblor, pérdida de la coordinacidbn motora, acinesia y alteraciones en la marcha

(Ordoriez-Librado et al., 2008, 2010, 2011).

De manera concreta, la condicion experimental empleada en dicho estudio
consistié en la inhalacion de cloruro y acetato de Mn en concentraciones de 0.04
y 0.02 M respectivamente, durante 1 hora, 2 veces a la semana, en un periodo
de 5 meses. Con este método, también se ha reportado a nivel ultraestructural,
aumento en el diametro de los botones presinapticos, disminucion significativa
de sinapsis axoespinosas y aumento en la cantidad de sinapsis perforadas en el
NE (Avila-Costa et al., 2007). Estas variables también se encuentran en modelos

de lesion unilateral con 6-OHDA, asi como en pacientes con EP (Colin-
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Barenque, Avila-Costa, Espinosa-Villanueva & Machado-Salas, 2000; Avila-

Costa et al., 2008).

Adicionalmente, la misma condicion experimental produjo la disminucion del 71
% de DA en el NE y se encontré que las alteraciones motoras inducidas por Mn
fueron revertidas con la administracion de L-DOPA (Ordofiez-Librado et al.,
2010; Ordofiez-Librado et al., 2011) demostrando que las alteraciones son de
origen dopaminérgico. Todas estas evidencias revelan con claridad la efectivad
de este modelo para estudiar la EP aunque hay condiciones que se no se han
explorado como la generalizacion en otros roedores (ratas), asi como si las
alteraciones encontradas se mantienen después de concluido el periodo de
inhalacion de Mn, es decir, determinar si podria existir una recuperacion ya que
es algo que sucede en otros modelos repesentativos de la EP como el de MPTP

en ratones (Russo, Daniels, Viveros & Reinard, 1994).

Justificacion

Se tienen evidencias sdlidas de que el modelo de inhalacion de Mn produce la
misma sintomatologia, histopatologia y respuesta positiva a L-DOPA que en
modelos representativos y establecidos de la EP. Con ventajas adicionales, el
modelo de inhalacion de Mn es progresivo y bilateral, lo cual lo hace ser mas
completo que los otros modelos. Sin embargo, el modelo de inhalacion de Mn
solo ha sido caracterizado en raton. Al ser caracterizado en ratas, se contribuira
a contar con un modelo bien sustentado y generalizable en roedores, que nos

permitira explorar nuevas estrategias de estudio y/o tratamiento de la EP.
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Hipotesis

Las ratas expuestas a la inhalacion crénica de la mezcla de cloruro y acetato de
Mn mostraran cambios conductuales, estructurales y bioquimicos similares a los

encontrados en raton expuestos a la mezcla de Mn y en otros modelos de la EP.

Objetivo general

Caracterizar un modelo de la EP por inhalacién crénica de Mn en ratas

Objetivos especificos

1. Evaluar el desempefio motor de ratas expuestas a la mezcla de MnCl, y

Mn(OAc); mediante las pruebas de la viga y reaching task.

2. Determinar si las alteraciones motoras encontradas en animales expuestos a

Mn se mantienen durante 4 meses posteriores a la ultima inhalacion de Mn.

3. Evaluar el efecto de la L-DOPA sobre el desempefio motor en las pruebas de
la viga y reaching task de los animales control y expuestos a la mezcla de MnCl,
y Mn(OAc); después de 6 meses de inhalacion.

4. Realizar el conteo de neuronas inmunorreactivas a tirosina hidroxilasa (TH) en
la SNc de los animales control y expuestos a la mezcla de MnCl, y Mn(OAC)3

5. Realizar el conteo de neuronas en diferentes ndcleos cerebrales mediante
inmunocitoquimica anti NeuN de los animales control y expuestos a la mezcla de
MnCl, y Mn(OAc); para determinar la especificidad del Mn por estructuras

dopaminérgicas.
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6. Determinar el nimero de espinas dendriticas en el NE mediante el método de

Golgi en los animales control y expuestos a la mezcla de MnCl, y Mn(OAC)s.

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

el grupo control y el experimental.
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Metodologia

Se utilizaron 100 ratas macho de la cepa Wistar con un peso inicial de 180
gramos que fueron mantenidas en ciclos luz-oscuridad 12:12, con libre acceso al
agua/comida (salvo los dias de evaluacion en la prueba de “reaching task”) y que

fueron sometidas a las siguientes condiciones:

Fase 1. Entrenamiento

Las ratas fueron entrenadas durante una semana en las siguientes pruebas:

Prueba de la viga: para evaluar la conducta motora se utilizé un aparato de
madera con dos pedestales, a los cuales va unida una viga de madera de 2
metros de largo con una inclinacion de 15°. Se utilizaron dos vigas de diferentes
anchos: 6 y 12 mm, por donde los animales debian caminar hasta alcanzar su
caja hogar desde la parte mas baja del aparato (figura 2). Se registrd0 con un
cronémetro el tiempo en que los animales tardaban en atravesar cada viga
(tiempo total) las cuales fueron colocadas en orden aleatorio. Se esperaba como
tiempo maximo 120 segundos, y si el animal no cruzaba en el tiempo estipulado
se daba por terminada esta actividad asignando el valor de 120 segundos a su

evaluacion.
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Figura 2. Muestra la prueba de la viga asi como una rata trasladandose en dicha prueba

Prueba de “reaching task” se coloc6 a cada rata dentro de una caja de acrilico
cuyas dimensiones son 20 cm de alto, 15 de ancho y 30 de largo, en la parte
frontal cuenta con una abertura de 1 cm por la cual el animal tiene que alcanzar
un trozo de comida (pellet) con la pata delantera y comerlo (figura 3). Se conto
como acierto cada vez que el animal tomaba el trozo de alimento y lo llevaba
hasta su hocico y como error si se le caia 0 no lo podia sujetar en 20 ensayos.
Esta prueba implica la realizacién de una secuencia de movimientos, se inicia a
partir de que los animales huelen el trozo de alimento en la parte delantera de la
caja de evaluacion, levantan el miembro anterior, ajustan la postura para
proyectar la extremidad hacia el pellet y lo sujetan, finalmente el movimiento
culmina con el regreso del miembro y la presentacion de la comida ante la boca
e introducirlo a la misma. Cabe mencionar, que antes de la prueba los animales
fueron privados de alimento al 90% de su peso. Los animales fueron
videograbados para el analisis posterior de la secuencia de movimientos, tanto

en la prueba de la viga de equilibrio, como en la prueba de reaching task.
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Figura 3. Muestra una rata atrapando un pellet en la prueba de reaching task

Fase 2. Inhalacion de Mn

Con la intencion de determinar las condiciones experimentales necesarias para
reproducir el modelo de inhalacion de Mn en rata se llevd a cabo un estudio
piloto empleando la misma metodologia que se reporté en el modelo de raton, es
decir, 2 inhalaciones por semana durante cinco meses. Primeramente, los
animales fueron entrenados en las pruebas de la viga de equilibrio asi como en
la de reaching task durante 1 semana. Posteriormente, fueron divididos al azar
para conformar el grupo control y grupo experimental. EI grupo control inhalo
agua desionizada 1 hora, dos veces a la semana durante 5 meses mientras que
el grupo experimental inhal6 la mezcla de MnClz al 0.04 My Mn(OAc)sz al 0.02 M
durante el mismo tiempo y nimero de veces que el grupo control inhalé agua

desionizada. La inhalacion fue en una caja de acrilico cuyas dimensiones son,
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70 cm de largo, 40 cm de alto y 25 cm de ancho, la cual fue conectada a un
ultranebulizador (Shinmed, modelo SW91810) (figura 4). La evaluacion
conductual se llevé a cabo de manera semanal en dias diferentes a los de la

inhalacion.

Figura 4. Se muestra el proceso de la inhalacion donde se destaca al nebulizador asi como a la camara de

inhalacion.

Los resultados encontrados con estas condiciones no fueron los esperados ya
gue el desempefio motor en la prueba de la viga y reaching task era muy similar
tanto en el grupo control como en el experimental (figura 5). Por otra parte, el
grupo experimental tuvo una reduccion del 48.53% de neuronas inmunopositivas

a TH en la SNc en comparacion con el grupo control (figura 5).
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Figura 5. Resultados conductuales y citolégicos encontrados en el estudio piloto. En la prueba de
reaching task, los animales que inhalaron Mn muestran disminucioén de la coordinacién motora en las
altimas semanas de inhalacion, F(1, 296)=2.09, p<0.01. En la inmunohistoquimica para TH, los

animales que inhalaron tienen una pérdida neuronal cercana al 50 %. t (124)=13.11, p < 0.001

Posteriormente, se probaron varias condiciones de exposicion a la mezcla de Mn
para inducir mayor dafio, encontrandose que la inhalacion de MnCl2(0.04 M) y
Mn(OAc)s (0.02 M), durante 1 hora, 3 veces a la semana, por un periodo de 6

meses produjo mejores resultados.

Asi pues, las ratas fueron divididas al azar en el grupo control (n=34) y el grupo
experimental (n=66). El grupo control fue expuesto a agua desionizada mientras
gue el grupo experimental inhal6 la mezcla de compuestos de Mn. La evaluacion
motora se realizO semanalmente durante este periodo, en dias diferentes para

cada prueba.
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Después de la inhalacion los animales de ambos grupos fueron anestesiados
con pentobarbital sédico en dosis letal i.p. (0.5 mg), posteriormente, se
perfundieron via aorta con solucién salina al 0.9% y se fijo el tejido con la mezcla
de glutaraldehido y paraformaldehido al 2%. Una vez perfundidos, se extrajeron
los cerebros y se colocaron en el mismo fijador por dos horas. Posteriormente se
hicieron cortes histologicos a los cuales se le realizaron inmunomarcajes: para
determinar el numero de neuronas dopaminérgicas se realizo
inmunohistoquimica anti-TH a cortes del mesencéfalo (SNc y el area ventral
tegmental, VTA); para determinar la especificidad de la mezcla de Mn se realizo
el conteo de neuronas a través de inmunohistoquimica anti-NeuN en el NE, GP,
corteza motora primaria, areas CA1 y CA3 del hipocampo asi como cerebelo.
Asi también, se tomaron cortes del NE que fueron procesados mediante el
método de Golgi y se hizo el conteo de espinas dendriticas de las neuronas

espinosas medianas.

Los conteos en la inmunihistoquimica anti-TH se realizaron en un area de 1500
um? dentro de la SNc y en 3300 pm? en el VTA directamente en el microscopio.
Para la inmunihistoquimica anti-NeuN el conteo se realizdé en un area de 3300
um? (Ver anexo 1). En el caso del conteo de las espinas dendriticas de las
neuronas espinosas medianas los cerebros se procesaron por el método de
Golgi rapido. Se obtuvieron cortes coronales de 90 um que contenian el nucleo

estriado. El analisis consistio en el conteo de las espinas dendriticas en una
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longitud de 10 um en 4 dendritas secundarias de 10 neuronas espinosas

medianas (Ver anexo 2).

Fase 3. “Recuperacion”

Una vez que se determinaron las condiciones 6ptimas para reproducir el modelo
de inhalacion de Mn en rata se evalué si las alteraciones conductuales y
celulares encontradas se mantenian o no después de finalizado el periodo de
inhalacion. Esto es, posterior al periodo de inhalacion (6 meses), un grupo de 14
ratas expuestas a la mezcla de Mn fue evaluado semanalmente durante 4 meses
con las pruebas motoras descritas en la fase de entrenamiento. Al mismo
tiempo, un grupo de ratas siguio inhalando (n=14) y otro grupo control se
mantuvo por el mismo tiempo (n=12). Después de este periodo, las ratas se

sacrificaron para realizar el analisis citologico.

Fase 4. Respuesta a L-DOPA

En una siguiente fase se queria comprobar que el origen de las alteraciones
motoras era producto de una disfuncién dopaminérgica por lo que otro grupo de
6 ratas recibio tratamiento con L-DOPA (7.5mg/kg) por via oral durante 2
semanas, periodo en el que fue evaluado semanalmente con las pruebas

motoras descritas en la fase de entrenamieto.

Fase 5. Determinacion de concentraciones de DA y sus metabolitos

Adicionalmente, otro grupo de ratas que inhalé la mezcla de Mn durante 6 meses

(n=6) asi como un grupo control, que inhalé agua desionizada durante el mismo
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tiempo (n=6) fueron usados para determinar las concentraciones de DA en el

NE, GP y SNc mediante HPLC (Anexo 3).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos en las pruebas conductuales, de inmunohistoquimica, de la
técnica de Golgi asi como la determinacion de la concentracion de DA, HVA y
DOPAC fueron sometidos al analisis de Kolmogorov-Smirnov para determinar si
tenian una distribucion normal. Una vez determinada dicha distribucion se utilizo
ANOVA de una o dos vias seguido del andlisis post hoc de Tukey para los datos
conductuales, del nUmero de neuronas, numeros de espinas. La t de Student se
uso para determinar las diferencias de dos grupos como fue en el caso de las
pruebas de inmunohistoquimica para TH, para la concentraciones de DA asi

como Neu-N.
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Resultados

Fase 2. Inhalacion de Mn por 6 meses

a) Pruebas motoras

En la prueba de la viga (de 6 y 12 mm) se hace evidente el aumento en el tiempo
de ejecucion en los animales expuestos a la mezcla de Mn. Mientras que los
animales del grupo control mantienen un promedio de 20 segundos para
atravesar la viga durante todo el experimento, los animales expuestos a Mn
llegaron a tardar en el traslado por la viga hasta 120 segundos a partir de la
décima semana (figuras 6 y 7). La prueba ANOVA de dos vias mostro diferencias
significativas en los grupos a medida que aumenta el nUmero de inhalaciones,
F(1,203)=23.52, p < 0.01. Por otra parte, las observaciones de los videos en esta
prueba permitieron identificar alteraciones motoras como dificultad para inicar el
movimiento, alteraciones de la marcha asi como periodos en los que las ratas se

guedaban inmaviles.
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Figura 6. Media del tiempo en segundos que tardaban en recorrer la viga de 6 mm los animales del grupo
control asi como los expuestos a la mezcla de MnCl,/Mn(OAc),, (F (1, 203)=23.52, p < 0.01).
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Prueba de laviga 12 mm
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Figura 7. Media del tiempo en segundos que tardaban en recorrer la viga de 12 mm los animales del grupo
control asi como los expuestos a la mezcla de MnCl,/Mn(OAc),., F(1, 263 )=3.21, p < 0.01.

Al evaluar la coordinacion motora mediante la prueba de reaching task, se
observan diferencias significativas en el grupo control y el grupo que inhalo la
mezcla de Mn, F(1, 263 )=3.21, p < 0.01 (figura 8). Mientras que el grupo control
mantiene un promedio de 16 aciertos durante todo el experimento, el grupo
experimental inicia con un promedio de 14.5 y en las ultimas semanas de
exposicion a Mn tiene una media de 5.6 aciertos. Adicionalmente, se realiz6 el
analisis de los movimientos durante la ejecucion de esta tarea. Esta prueba

implica la realizacion de una secuencia de movimientos, se inicia a partir de que

29



los animales huelen el trozo de alimento en la parte delantera de la caja,
levantan el miembro anterior, ajustan la postura para proyectar la extremidad
hacia el pellet y lo sujetan, finalmente el movimiento culmina con el regreso del
miembro y la presentacion de la comida ante la boca e introducirlo a la misma
(Taylor, Elsworth, Roth, Sladek & Redmond, 1990; Whishaw, Pellis, Gorny &

Pellis, 1991; Metz, Farr, Ballermann & Whishaw, 2001; Whishaw et al., 2002).

Reaching Task
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Figura 8. Prueba de reaching task. El grupo de animales expuestos a Mn muestra disminucion significativa
en el nimero da aciertos a partir de la doceava semana de inhalacion. F(1, 387)=5.78, p < 0.01

30



Como lo muestra la figura 9, (serie A) los animales del grupo control mostraron
este conjunto de movimientos; contrario a ello, en los animales expuestos a Mn
(series B y C) se observo que el ajuste de la postura es deficiente, ya que no se
alinean hacia la abertura de la caja, al proyectar la extremidad, los digitos

estaban abiertos sin sujecion del alimento, en lugar de ello lo jalaban al interior

de la caja para posteriormente tomarlo del piso con el hocico.

Figura 9. En el panel A se puede observar la serie de movimientos realizados por los animales del grupo
control, en donde se aprecia que €l movimiento de la extremidad anterior es dirigido especificamente al
pellet, con los digitos cerrados para solo abrirlos @l momento en que va a tomar la comida. En las series B
y C se aprecia como en los animales expuestos a la mezcla de Mn, los movimientos son deficientes, ya que
no sujetan la comida, sino que la arrastran a interior de la caja con los dedos abiertos todo el tiempo y

toman el pellet con el hocico.
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b) Inminohistoquimica

Por otra parte, se encontr0 que después de 6 meses de inhalacién el grupo
control tuvo una media de 102.14 neuronas inmunopositivas a TH en la SNc
mientras que en el grupo experimental se encontré6 una media de 24.56. Esto
representa una pérdida de neuronas dopaminérgicas de la SNc del 75.95% en
comparacion con el grupo control, t(125)=20.69, p < 0.01. En el area ventral
tegmental (VTA), que también es dopaminérgica, el grupo control tuvo una
media de 126.93 de neuronas inmunopositivas a TH, mientras que en el grupo
experimental se encontr0 en promedio 132.73 neuronas, lo cual no muestra

diferencias significativas, t(105)=1.13, p = 0.26 (Figura 10).
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Figura 10. En A se observa el promedio de neuronas dopaminérgicas delaSNcy el VTA en cada grupo. El
conteo de las neuronas se realizo en un area de 1500 um? dentro de la SNc y en 3300 um? en el VTA. Se
encontro una reduccién significativa de neuronas TH en la SNc (t(125)=20.69, p < 0.01), mientras que en €l
VTA no hubo diferencias en el grupo control y experimental (t(105)=1.13, p = 0.26). En B se muestran
cortes representativos a nivel del mesencéfalo de ambos grupos donde se puede observar dicha pérdida de

neuronas en la SNc¢ de los animales expuestos a Mn en comparacion con los animales del grupo control.
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Inmunohistoquimica anti-NeuN

Por otra parte, se evaluo el posible dafio en otras areas con el fin de determinar
la especificidad del Mn por estructuras dopaminérgicas. En el NE el grupo
control tuvo un promedio de 73.65 neuronas positivas a NeuN y en el grupo
experimental se encontr6 un promedio de 76.85. Al aplicar la prueba t de
muestras independientes no se encontraron diferencias significatavas, t(104)=
1.23, p = 0.22. Asi mismo, en el GP el grupo control mostré un promedio de
17.4 neuronas positivas a NeuN mientras que el grupo experiemental tuvo 18.7
como promedio, lo cual no es diferente en términos estadisticos, t(81)=1.04, p =

0.30 (figura 11).
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Figura 11. Muestra que no hay diferentecias en el nimero de células inmunorreactivas a NeuN del nucleo
estriado y globo pélido del grupo control y el grupo que inhalé la mezcla de manganeso t(104)=1.23, p =
0.22
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Por otra parte, en las areas de CA1 y CA3 del hipocampo el grupo control mostré
una media de 52.64y 48.78 contra 56.48 y 51.11 del grupo experimental,
respectivamente. La prueba t de muestras independientes no mostro diferencias
significativas en estas dos area (CA1l, t(47)=1.05, p =0.29; CA3, 1(52)=0.77,p =

0.44) (figura 12).
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Figura 12. Células inmunorreactivas a NeuN de las regiones CA1y CA3 del hipocampo del grupo control,
y € grupo que inhal6 la mezcla de manganeso. No se encontraron diferencias significativas entre el grupo
control y el experimental.

De manera similar, tampoco se encontraron diferencias significativas en la
corteza motora, el grupo control tuvo una media de 95.64 mientras que la del
grupo experimental fue de 95.13, (1(99)=1.13, p = 0.25). Finalmente, en el
cerebelo se observd una media de 366.41 en el grupo control mientras que en el

grupo experimental se obtuvo una media de 382.57; el analisis estaidstico
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también demostré ge no hubo diferencias en este nucleo, t(96)=0.13, p = 0.89)

(figura 13).
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Figura 13. Células inmunorreactivas a NeuN de la corteza motora 'y cerebelo del grupo control, y €l grupo
gue inhal 6 la mezcla de manganeso. No se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y el
experimental .

c) Espinas dendriticas

También se realizo el conteo de espinas dendriticas de las neuronas espinosas
medianas en el NE del grupo de animales del grupo control y de los que
inhalaron Mn durante 6 meses. Los resultados mostraron que en el grupo control
hubo un promedio de 18.02 espinas dendriticas mientras que en el grupo
experiemental se observdo un promedio de 9.17 espinas, lo cual indica una
reduccion aproximada del 40% de espinas dendriticas en el grupo que inhal6 la

mezcla de Mn (t(438)=21.20, p <0.01). En la misma figura se muestran imagenes
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representativas de espinas dendriticas del grupo control y el grupo experimental

(figura 14).
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Figura 14. Media del nimero de espinas dendriticas en las neuronas espinosas medianas en los grupos de
inhalacién de 6 meses, post-inhalacion asi como de inhalacion de 10 meses. A y C son fotografias de
dendritas del grupo control donde se puede apreciar una gran densidad de espinas dendriticas en

comparacioén con el grupo expuesto aMn (B y D).

Fase 3. “Recuperacion”

Una vez que se establecieron las condiciones para reproducir las alteraciones
motoras y citologicas en los animales expuestos a la mezcla de Mn se evaluo si
dichas alteraciones se mantenian aun después de terminado el periodo de
inhalacion de Mn. Los resultados mostraron que tanto en el grupo de ratas que
inhald Mn durante 10 meses (grupo “expuestos”) como el grupo que inhalé Mn
durante 6 meses y, posteriormente, se evalué si habia recuperacién motora a lo
largo de 4 meses (grupo “post-inhalacion”) tuvieron aumento significativos en el
tiempo para atravesar la viga de 6 y 12 mm que se mantuvo desde la semana 10
hasta la semana 40 (F(2, 484)=9.25, p < 0.01) (figuras 15 y 16). En ambos
grosores de la viga se observa que el grupo control, el grupo “expuestos” asi
como el grupo de “post-inhalacion” tienen medias aproximadas de 20 segundos
en la evaluacion inicial y al terminar el experimento los grupos que inhalaron Mn

tuvieron medias de 120 segundos.
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Figura 15. Se encontré que los animales que dejaron de inhalar y fueron evaluados durante 4 meses
muestran un desempefio similar a de los animales que siguieron inhalando durante ese periodo ya que el
tiempo para desplazarse en la viga de 6 mm es significativamente mayor a de los animales del grupo
control (F(2,484) = 9.25, p < 0.01).
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Figura 16. Al igua que en la prueba de la viga de 6 mm, los animales que dejaron de inhalar y fueron
evaluados durante 4 meses muestran un desempefio similar a de animales que siguieron inhalando durante
ese periodo ya que el tiempo para desplazarse en la viga de 12 mm es significativamente mayor a de los
animales del grupo control, F (2, 571) = 6.23, p < 0.01.

En la figura 17 se observan resultados similares en la prueba de reaching task,
el promedio de pellets atrapados de forma correcta en el grupo control fue de
15.37 a lo largo de todo el experimento mientras que en el grupo de “expuestos”
y el de “post-inhalacion” se observo una reduccion del promedio de aciertos a
medida que avanzaron las semanas de inhalacion hasta llegar a una media de
1.75 y 0 en la ultima semana de evaluacion, respectivamente. El analisis de
ANOVA de dos vias confirmé que esta reduccidon de pellets atrapados

correctamente en los animales que inhalaron Mn es significativa (F(2, 686) =
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5.98, p < 0.01). Es decir, las alteraciones motoras encontradas en las pruebas
motoras se mantienen, al menos, durante 4 meses después de concluidas la
inhalaciones. Adicionalmente, el analisis de los videos reveld que las
alteraciones mostradas tanto en la prueba de la viga como en la prueba de

reaching task se mantuvieron durante el periodo de post-inhalacién de 4 meses.
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Figura 17. Mientras que el promedio de aciertos en la prueba de “reaching task” se mantiene similar
durante 10 meses en los animales del grupo control la dificultad para retirar alimento en la plataforma
persiste durante 4 meses después de la Ultima inhalacién a igua que en los animales que siguieron
inhalando, F (2, 686) = 5.98, p < 0.01.
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Asi mismo, tanto en el grupo “expuestos” como en el grupo “post-inhalacion” se
encontré una disminucion significativa de neuronas inmunopositivas a TH (F(2,
192) = 339.1, p < 0.01). En la figura 18 se observa que, a pesar de que los
animales dejaron de inhalar por 4 meses, la pérdida de neuronas persistio, dicha
pérdida es comparable con lo observado en los animales que siguieron

inhalando.
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Figura 18. Se observa el promedio de neuronas inmunopositivas a TH dela SNcy el VTA. En la SNc €
grupo control tuvo una media de 98.64, mientras que el grupo expuestos 24.81 y e grupo de post-
inhalacién 24.97, F(2, 192) = 339.1, p < 0.01. En la VTA las medias para € grupo control, expuestos y
post-inhalacion fueron de 117.40, 110.83 y 113.87, respectivamente; no se encontrar6n diferencias
significativasenlaVTA, F(2, 102)=1. 35, p = 0.37.
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En cuanto al nimero de espinas dendriticas, se encontré que durante el periodo
de post-inhalacién de 4 meses el porcentaje de pérdida se mantuvo en niveles
similares (cerca del 40 %) a los encontrados en el grupo de ratas expuestas a

Mn (figura 19).

Espinas dendriticas

Promedio espinas dendriticas + ES

Figura 19. Muestra el promedio de espinas dendriticas en el grupo control (18.02), el grupo de
post-inhalacién (9.07) y el grupo que inhal6 la mezcla de Mn durante 10 meses (8.8). De esta
forma, se demuestra que la disminucion de espinas se mantiene durante 4 meses después de la

altima inhalacion, F(2, 606)=270.6, p < 0.01.
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Fase 4. Respuesta a L-DOPA

Un grupo de ratas que inhalaron la mezcla de Mn durante 6 meses fue tratado
durante dos semanas con L-DOPA con el fin de determinar el efecto de este
farmaco sobre el desempefio motor y asegurarnos que las alteraciones son de
origen dopaminérgico. Los resultados muestraron que los animales tratados con
L-DOPA mejoraron significativamente su desempefio en la prueba de la viga ya
gue el grupo tratado con este farmaco tuvo un promedio de 31 segundos al
cruzar la viga de 12 mm, un promedio similar al del grupo control (20.91)
mientras que el grupo que siguié inhalando Mn tuvo un promedio de 118.3
segundos (F(2, 344) = 7.13, p < 0.01) (figura 21). Asi también, en el grupo que
se administré L-DOPA hubo un aumento en el promedio de aciertos. Antes de la
administracion de L-DOPA tenia una media de 5.33, sin embargo, después
tratamiento tuvo una media de 13 aciertos; esta media es parecida a la del grupo
control que fue de 16 mientras que la del grupo ue sigui6 inhalando Mn fue 5.4
Los andlisis hechos a través de las grabaciones pusieron en evidencia que los
animales tratados con L-DOPA tuvieron una secuencia motora parecida a la
ejecucion de los animales del grupo control. Asi también, en la prueba de la viga
se encontré que el tiempo de inmovilidad y las alteraciones para iniciar el

movimiento no se presentaron en dicho grupo (figuras 20, 21y 22).
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Figura 20. Después de 6 meses de inhalacién, a un grupo de ratas se le administrdo L-DOPA (LD). A partir
de lasemana 24, €l tiempo de recorrido de las ratas que inhalaron la mezcla de Mn y fueron medicadas es
parecido a de los animales del grupo control. El grupo sin tratamiento sigue mostrando aumento en el
tiempo de recorrido de laviga de 6 mm (F(2, 203) = 15.25, p < 0.01).
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Figura 21. Se observa que el tiempo de recorrido de las ratas que inhalaron la mezcla de Mn y recibieron L-
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DOPA es parecido a de los animales del grupo control. El grupo sin tratamiento sigue mostrando aumento
en €l tiempo de recorrido de lavigade 12 mm, F(2, 344) = 7.13, p < 0.01.

Reaching task LD
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Expuestos
—— Expuestos + L-DOPA
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Figura 22. De la misma forma que en la prueba de la viga, en la prueba de reaching task se encuentra que
los animales que inhalaron la mezcla de Mn y fueron tratados con L-DOPA tienen aumento en el nimero

de aciertos. El grupo que no recibié tratamiento tiene pocos aciertos en la prueba (F(2, 539)=7.45, p <
0.01).

Fase 5. Determinacion de las concentraciones de DA y sus metabolitos

De acuerdo con los datos obtenidos observamos que, posterior a 6 meses de
inhalacion de la mezcla de Mn, hubo disminucion significativa de DA y sus
metabolitos en estructuras de los ganglios basales (ver tabla 1). EI promedio de
DA en el NE del grupo control fue de 110.6 pg/mg de proteina mientras que para
el grupo experimental fue de 25.74 pg/mg de proteina, esto representd una

disminucién significativa del 76.73% (1(9)=2.77, p < 0.05). En el GP, el promedio
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de DA del grupo control fue de 31.58 pg/mg de proteina y del grupo experimental
de 5.73 pg/mg de proteina, por lo que se observd una disminucion significativa
del 81.87% (1(8)=3.16, p < 0.05). En la SNc, la concentraciones de DA del grupo
control fueron de 15.17 pg/mg de proteina y del grupo experimental de 2.99
pg/mg de proteina, que también indica una reduccion significativa en los

animales que inhalaron la mezcla de Mn del 80.29% (t(8)=2.96, p < 0.05).

NE GP SNc
DA DOPAC HVA DA DOPAC HVA DA DOPAC HVA
Grupo 110.6+30.3 75.2+23.5 54.95+26.3 315+9.8 353+11.9 24.8+9.9 15.1+6.4 15+8.4 15.9+5.4
control
Grupo 25.745.1* 24.3+9.1* 16.01+3.9* 5.7+1.9* 8.3+2.8* 5.7+1.8* 2.9+1.5* 45+2.2* 4.8+1.3*

experimental

Tabla 1. Muestra el promedio + el error estdndar de pg/mg de proteina de DA y

metabolitos del animales del grupo control y el grupo experimental en las estructuras del
NE, GP y SNc. * p < 0.05

Por otra parte, el promedio del contenido de DOPAC en el NE del grupo control
fue 76.25 pg/mg de proteina y del grupo experimental de 24.34 pg/mg de
proteina, que indicé una disminucién significativa del 68.07% (1(9)=2.99, p <

0.05). En el GP, las concentraciones promedio del grupo control fueron de 35.39
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pg/mg de proteina mientras que en el grupo experimental se encontré 8.3 pg/mg
de proteina, lo cual muestra que en los animales expuestos a Mn hubo una
reduccion significativa del 76.49% (t(9)= 5.05, p < 0.05). En la SNc se encontro
una reduccion significativa del 70% (t(9)=2.8, p < 0.05), ya que grupo control se
obtuvo una media de 15 pg/mg de proteina y en el grupo experimental de 4.5

pg/mg de proteina.

Finalmente, los contenidos del metabolito HVA del grupo control en el NE fueron
de 54.95 pg/mg de proteina, el grupo experimental obtuvo una media de 16.01
pg/mg de proteina donde se encuentra una reduccion significativa del 71.74 %
(t(9)=6.34, p < 0.05). En el caso del GP, también se encontré6 una reduccion
significativa que fue del 76.84%; los animales del grupo control obtuvieron una
media de 24.85 pg/mg de proteina y el grupo experimental 5.76 pg/mg de
proteina (t(9)=2.01, p < 0.05). En la SNc, las concentraciones de HVA del grupo
control fueron de 15.91 pg/mg de proteina y del grupo experimental de 4.8
pg/mg de proteina. El porcentaje de pérdida de HVA del grupo experimental en

la SNc fue del 69.83% (1(9)=2.27, p < 0.05).
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Figura 23. Esta gréfica representa el poncentaje de pérdida de DA, DOPAC y HVA en € nlcleo estriado
(NE), globo pdlido (GP) y sustancia nigra compacta (SNc) de los animales del grupo expuesto a 40

inhalaciones de MnCl, — Mn(OAc),; comparados con el grupo control. * p < 0.05.
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Discusion

En ciencia se entiende que un modelo consiste en la simulacion de los aspectos
mas representativos de un fendmeno, de tal forma que resulte ser una
herramienta fisica o conceptual que facilite su estudio. Asi pues, los esfuerzos
de contar con modelo mas completo de la EP radican en la comprension de los
mecanismos involucrados en la etiopatogénesis de la enfermedad asi como
para probar tratamientos (Emborg, 2004). De este modo, el modelo de
inhalacion de Mn empleado en este estudio puede ser considerado confiable, ya

gue ha demostrado simular los aspectos mas representativos de la EP.

Fase 2. Inhalacion de Mn

a) Alteraciones conductuales

Primeramente, a nivel conductual se observo que las ratas expuestas a la
mezcla de Mn mostraron alteraciones motoras importantes en comparacion con
los animales del grupo control. De la misma forma que en el modelo de
inhalacion de Mn en raton, algunas de estas alteraciones consistieron en la
dificultad para iniciar el movimiento, asi como pérdida del equilibro, que dieron
como resultado el aumento significativo del tiempo de desplazamiento en la
prueba de la viga conforme aumentaba el nimero de inhalaciones (Ordofiez-
Librado, 2008, 2010, 2011; Sanchez-Betancourt et al., 2012). EI aumento del

tiempo para ejecutar la prueba de la viga es una variable que también ha sido
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reportada en condiciones donde hay alteraciones del sistema dopaminérgico. Asi
por ejemplo, Truong et al. (2006) y Allbutt & Henderson (2007) reportan que
tras la inyeccion unilateral de 6-OHDA en el haz medial del cerebro anterior de
ratas hay aumento significativo en el tiempo para ejecutar la prueba de la viga
debido a la pérdida de la coordinacion motora, dificultad para iniciar el
movimiento, ademas de la presencia de la conducta de “congelamiento”. Asi
también, estos resultados coinciden con experimentos en los que ratas
depletadas de DA después de ser inyectadas con un antagonista dopaminérgico
(Haloperidol) mostraron las mismas alteraciones motoras en la prueba de la viga

(Drucker-Colin & Garcia-Hernandez, 1991).

En cuanto a la prueba de reaching task, también se encuentra evidencia de dafio
motor en las ratas expuestas a Mn. Mientras que los animales del grupo control
tuvieron una ejecucion normal durante todo el experimento los animales del
grupo experimental disminuyeron el promedio de aciertos a medida que
incrementaban las inhalaciones. Estos resultados coinciden con los de los
ratones expuestos a la mezcla de Mn, ya que a partir de los primeros meses de
exposicion es notable la disminucion en el promedio de aciertos en esta prueba
durante las inhalaciones (Ordofiez-Librado, et al., 2008, 2010, 2011). De manera
similar, en otros modelos de degeneracion dopaminérgica como el de la 6-
OHDA, se ha observado que la conducta de retirar alimento en la prueba de
reaching task en ratas lesionadas con esta toxina muestran reduccion
significativa en el nimero de aciertos cuando usan la pata contralateral a la

lesion (Metz, Farr, Ballermann & Whishaw, 2001; Miklyaeva, Martens &
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Whishaw, 1995). Asi también, en el modelo de MPTP se encontré que la
destreza manual de primates no humanos en la prueba de *“reaching
task” estuvo correlacionada con la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la

SNc (Taylor, Elsworth, Roth, Sladek & Redmond, 1990).

Ademas de la reduccion en el promedio de aciertos, el analisis de los
movimientos permite poner en evidencia que los animales del grupo
experimental presentaron alteraciones a nivel cualitativo, como dificultad para
extender el brazo hacia el pellet, para sujetarlo con los digitos asi como para
transportarlo hacia el hocico, ya que era arrastrado por la plataforma y tirado en
el piso para poder comerlo. Este punto es importante destacar porque a traves
de la prueba de reaching task se evalla la capacidad y precision para alcanzar,
sujetar y retirar pellets en especies como roedores, primates no humanos y
humanos debido a que comparten los mismos componentes anatémico y
funcional (Taylor, Elsworth, Roth, Sladek & Redmond, 1990; Whishaw, Pellis,
Gorny & Pellis, 1991; Metz, Farr, Ballermann & Whishaw, 2001; Whishaw et al.,
2002). Basicamente, esta capacidad consiste en la orientacion frontal al objetivo,
extension de la extremidad con los dedos/digitos semiabiertos, sujetar el
alimento (pronacion), levantarlo (supinacion) y llevarlo hacia el hocico. Asi pues,
se ha determinado que esta conducta y todos los componentes motores que
implica es altamente sensible a alteraciones de tipo dopaminérgico, por lo que
los mismos déficits cualitativos y cuantitativos encontrados en nuestras ratas
expuestas a la mezcla de Mn también estan presentes en otras condiciones

como en el modelo de inhalacion de Mn en raton (Ordofiez-Librado et al., 2008,
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2011), en el modelo de 6-OHDA en ratas (Miklyaeva, Martens & Whishaw, 1995)
en el modelo de MPTP en primates no humanos (Taylor et al., 1990; Redmond
et al.,, 2008) y en la misma EP en humanos (Whishaw et al., 2002; Sacrey,

Alaverdashvili & Whishaw, 2009).

b) Inmunohistoquimica

Los resultados citologicos también proporcionan solidez a nuestro modelo, ya
gue ademas de las alteraciones motoras mostradas en los animales que
inhalaron la mezcla de Mn se encontr0 pérdida del 75% de neuronas
inmunopositivas a TH en comparacion con el grupo control. La pérdida de
neuronas dopaminérgicas de la SNc es el rasgo histopatologico mas
representativo de la EP y se ha establecido que, con la aparicion de los primeros
sintomas ya hay deplecion dopaminérgica del 80% en el estriado y degeneracion
neuronal de al menos 60% en la SNc (Dauer & Przedborski, 2003). Esto
concuerda con nuestros datos ya que se encontrO0 deplecion y pérdida de
neuronas inmunopositivas a TH similares a la EP y también al modelo de
inhalacion de Mn en raton; mientras que en nuestro estudio encontramos una
deplecion significativa del 69.85 % de DA en el modelo de raton hubo una

reduccion del 71 % (Ordofiez-Librado et al. 2008, 2011).

Sin embargo, es importante sefialar que estos resultados no coinciden con otros

estudios donde se evalla la neurotoxiocidad del Mn ya que se ha propuesto que

el dafio se produce en otros nucleos de los ganglios basales, como el GP o NE
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(Calabresi et al., 2001; Olanow, 2004; Perl & Olanow, 2007). Al respecto, es
necesario tomar en cuenta que asi como existen discrepancias por el sitio donde
el Mn origina dafio celular, también hay una gran variedad de condiciones
experimentales usadas, ya que algunos parametros importantes como la
valencia del compuesto, solubilidad, concentracion, asi como la via de
administracion difieren en cada experimento. Asi pues, en nuestro modelo se
emplearon parametros que no se habian utilizado antes, ya que se usé una
mezcla de Mn en estados divalente y trivalente. De acuerdo con Aschner (2005),
el estado de oxidacion del Mn es importante, ya que es un factor que determina
su toxicidad. Al respecto se ha descrito que el M*™ tiene mayor afinidad por el
complejo | de la cadena mitocondrial, mientras en el Mn*? es la especie
predominante in vivo, ademéas de que el Mn*? es oxidado al reaccionar con el
O,". Por lo que es posible que el Mn™® desacople la cadena de electrones
generando O,", el cual es capaz de reaccionar con el Mn*? y ser oxidado a Mn*?,
aumentando la disponibilidad de este ion para daflar mas mitocondrias. Esto
provocaria un ciclo de oxidacién del Mn, donde el Mn*® provoca un evento inicial
y el Mn*? méas el O, lo amplificarian mediante la produccién de EROs, lo cual
llevaria a las neuronas a un estado de estrés oxidativo, con la subsiguiente
muerte neuronal. También se ha mencionado que el cerebro es un blanco
importante de los metales de transicion, como el Mn, debido a su alta
concentracion de catecolaminas (Stokes, Hastings & Vrana, 1999). Al respecto,
se ha sugerido que el Mn interactua con grupos catecoles de las neuronas

dopaminérgicas causando deplecion de DA y dafio en dichas
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neuronas (Archibald & Tyree, 1987; Donaldson McGragor & LaBella, 1982). Por
tanto, es posible que la oxidacion de DA inducida por Mn resulte en la
generacion de EROs, estrés oxidativo y citotoxicidad (Archibald & Tyree, 1987;
Graham, 1984; Hussain Slikker & Ali., 1997; Simonian & Coyle, 1996). Asi pues,
se han propuesto muchas explicaciones para dilucidar la vulnerabilidad de las
neuronas dopaminérgicas al Mn, como la deficiencia de defensas celulares
antioxidantes (Desole et al., 1997) y dafo en el metabolismo

mitocondrial (Morello et al., 2008).

Ademas, hay que considerar otros factores como la concentracion y la ruta de
administracion. Por una parte, en nuestro modelo los niveles de Mn en la camara
de inhalacién fueron 2676 mg/m*® (Sanchez-Betancourt et al., 2012) y el tiempo
de exposicion (6 meses); lo anterior fue suficiente para producir alteraciones
citolégicas y conductuales, lo cual es consistente con reportes que indican que
los niveles téxicos del Mn se encuentran en concentraciones mayores a 1 mg/m?®
y en exposiciones a largo plazo (Pal, Samii, & Calne,1999). Por otra parte, la ruta
de administracién es un factor determinante para la disponibilidad del Mn en el
cerebro. Asi pues, Roels et al. (1997) investigaron las concentraciones de Mn en
el cerebro de ratas después de ser expuestas a la forma soluble (MnCl,) e
insoluble (MnO,). Estos se administraron por inyeccion intratraqueal (como una
forma anéloga de inhalacion) y por via intragastrica (como una forma analoga de
la via oral). La administracion intratraqueal de MnCl, (1.22 mg), que se di6 una

vez por semana durante 4 semanas resultd en el incremento de concentracion
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de Mn en sangre del 68% (500 ng/g en el grupo control y 700-800 ng/g de Mn en
el grupo expuesto). Esto llevo al aumento significativo de Mn en el estriado del
205% (300-400 ng/g en el grupo control y 1000-1200 ng/g de Mn en el grupo
experimental) y en corteza del 48% (400 ng/g en el grupo control y 600-700 ng/g
de Mn en el grupo experimental. Por otra parte, la administracion intragastrica de
MnCl, (24.3 mg/kg una vez a la semana durante 4 semanas) también produjo
aumento del 68% de Mn en sangre aunque su concentracion fue menor en el
cerebro, ya que hubo aumento del 22% en la corteza y no hubo cambios
significativos en el NE. Asi, la liberacion pulmonar de Mn es mas eficiente que la

ingesta para aumentar la concentracion de Mn en el cerebro.

La susceptibilidad de las neuronas dopaminérgicas al Mn ha sido explicada por
el posible papel de la DA y su recaptura en el transporte de Mn al interior de la
neurona (Chen, Cheng, Lin, Chen & Huang, 2006). Asi pues, Ingersoll,
Montgomery & Aposhian (1999) evaluaron la participacion del DAT en el
transporte del Mn al administrar cocaina (un inhibidor del DAT) antes de la
inyeccion intracerebral de Mn, encontrandose reduccion significativa de este
metal en los ganglios basales. Erikson, John, Jones & Aschner (2005)
encontraron que ratones que no expresan el DAT (DAT-KO) mostraron
reduccion del 40% en la acumulacion de Mn en comparacion con ratones del
grupo control que recibieron inyecciones de Mn. Ademas, se ha reportado que
ratas pretratadas con reserpina, un inhibidor de la liberacion de DA, mostraron
menor concentracion de Mn en los ganglios basales, por lo que se podria

considerar el DAT como responsable de la entrada de Mn a la neurona y la
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cantidad de DA como un “activador” de la entrada de Mn (Aposhian, Ingersoll &
Montgomery, 1999). Estos estudios, soportan la idea de que el transporte del Mn
al interior de las neuronas dopaminérgicas es dependiente de la recaptura y/o
metabolismo de la DA; asi pues, estas observaciones llevan a la hipotesis de
gue el Mn puede unirse a la DA y transportarse como un complejo al interior de
las neuronas via el DAT, y/o el Mn puede competir con el Na* para su co-
transporte con la DA a través del DAT (Aposhian, Ingersoll & Montgomery,

1999).

Otro punto importante a considerar en el dafio celular inducido por el Mn es la
integridad encontrada en las neuronas del VTA, ya que son dopaminérgicas
y también se encuentran preservadas en otros modelos de la EP y en la misma
enfermedad (Bernheimer, Birkmayer, Hornykiewicz, Jellinger & Seitelberger,
1973; Blanchard et al., 1994; Uhl, 1998). Al respecto, se ha propuesto que uno
de los mecanismos que influencian la susceptibilidad especifica de las neuronas
dopaminérgicas a varias sustancias es la recaptura de DA por el DAT, ya que
varias moléculas tienen acceso a estas neuronas por medio de este
transportador, entre ellas el Mn, ya que se ha sugerido que su concentracion en
la SNc depende de su captura a través del DAT (Ingersoll, Montgomery &
Aposhian, 1999; Erikson et al., 2005; Roth, Li, Sridhar & Khoshbouei, 2013). En
contraste, las neuronas dopaminérgicas mesolimbicas del VTA, son menos
afectadas en la EP ya que se ha propuesto que la corteza prefrontal, el sitio
primario de proyeccion para estas neuronas, la recaptura y catabolismo de la

DA, al parecer depende mas de otros transportadores monoaminérgicos y
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enzimas como la catecol-O-metiltransferasa (COMT) o el transportador vesicular
de monoaminas tipo 2 (VMAT2) que del DAT, mientras que en el NE el
mecanismo de “limpieza” de DA del espacio sinaptico parece depender
principalmente de este transportador (Ingersoll, Montgomery & Aposhian, 1999;
Erikson et al., 2005). Estas diferencias son importantes para entender la
resistencia de las neuronas dopaminérgicas del VTA a la neurodegeneracion en

comparacion con las neuronas de la SNc.

Adicionalemente, nuestros resultados revelaron que no hay disminucion en el
namero de células inmunopositivas a NeuN (marcador neuronal) en el NE, GP,
corteza motora, hipocampo y cerebelo mostrando asi especificidad del efecto

toxico del Mn por la SNc.

c) Pérdida de espinas dendriticas

Otra de las variables evaluadas en nuestro modelo fue la de las espinas
dendriticas en las neuronas espinosas medianas del NE. Esta variable resulta
de interés debido a que las espinas dendriticas disminuyen ante cualquier tipo
de agresion en el sistema nervioso (Ferrer et al., 1986; Avila-Costa et al., 1999;
Lescaudron Jaffard R. & Verna, 1989; Ingham, Hood S. H. & Arbuthnott, 1989;
Muller, Gahwiler, Rirtschin & Thompson, 1993; Sunanda, Rao & Raju, 1995) pero
también porque en algunos modelos, como el del MPTP en primates no
humanos existe correlacion de degeneracion nigral y deplecion dopaminérgica

severa con la disminucion de al menos el 50% de espinas dendriticas en
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neuronas espinosas medianas del estriado (Villalba, Lee & Smith, 2009). Asi
también, en el caso de pacientes con EP la pérdida de DA estriatal esta
asociada con la disminucién de espinas dendriticas en un 20-30% asi como
reduccion en el tamafio del arbol dendritico en éstas mismas neuronas (Zaja-
Milatovic et al., 2005). Datos similares fueron obtenidos en nuestro trabajo, ya
que posterior a la exposicién de Mn*?/Mn*? observamos pérdida tanto de espinas

dendriticas como en el contenido de dopamina en el NE, GP y SNc.

Se ha establecido que el cuello de las espinas dendriticas de las neuronas
espinosas medianas establecen contactos sinapticos de tipo simétrico con
neuronas dopaminérgicas provenientes de la SNc mientras que la cabeza de las
espinas establecen contactos asimétricos de tipo excitatorio provenientes de
neuronas glutamatérgicas de la corteza (Mensah, 1980; Tanaka, 1980; Smith et
al.,, 1998). En este sentido, la disminucion de espinas dendriticas que
encontramos en los animales expuestos a Mn puede deberse a la pérdida de
contactos dopaminérgicos en el cuello debido a la muerte de las neuronas
dopaminérgicas de la SNc, ya que las espinas quedarian expuestas a un
proceso excitotoxico por la inervacion de los contactos excitatortios

provenientes de la corteza (KucuKKaya Haklar & Yalcin, 1996; Sheperd, 1996).

Fase 3. “Recuperacion”

Otra de las variables que se evaluaron en este estudio fue la posible presencia

de recuperacion en los animales expuestos a Mn en ambas pruebas motoras.
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Este punto resulta importante debido a que en algunos modelos de la EP se ha
visto que los efectos de toxinas o farmacos sobre la funcién dopaminérgica y
alteraciones del movimiento son temporales, como es el caso del modelo de
MPTP en ratones o el de la reserpina (Kasahara et al., 2003; Betarbet, Sherer,
Macfenzie, Garcia-Osuna & Greenamyre, 2002; Alamo, Lépez-Muiioz, Bhatara
& Cuenca, 2004). En el caso del modelo de inhalacibn de Mn en rata no se
encontré recuperacion a nivel conductual o celular confirmando que el efecto del

Mn persiste al menos 4 meses mas después de la ultima inhalacion.

Fase 4. Respuesta a L-DOPA

Los datos encontrados en los animales expuestos a la mezcla de MnCl, -
Mn(OAc); mostraron alteraciones del movimiento en las dos pruebas motoras
empleadas, de forma similar a personas que han sido expuestas durante
periodos largos al Mn (Amaral et al., 2014). Debido a que los animales que
tuvieron dichas alteraciones conductuales también tuvieron reduccion de
neuronas inmunopositivas a TH y disminucion en los contenidos de DA se podria
suponer que la causa de dichas alteraciones es, precisamente, la disfuncion del
sistema dopaminérgico. Sin embargo, para confirmar que el origen de las
alteraciones motoras era el resultado de dafio en el sistema dopaminérgico se
administré L-DOPA (7.5 mg/kg) a un grupo de animales que inhalaron Mn. La L-
DOPA forma parte de los pasos intermedios en la sintesis de la DA y se ha
reportado que su administracion oral provoca efectos benéficos y sostenidos en

pacientes con EP revirtiendo el déficit motor a través de su conversion a DA, por
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lo que se esperaba que este farmaco tuviera un efecto similar en las ratas que
inhalaron Mn (Juri & Chana, 2006; Barbeau, 1981). Este hecho se confirm¢ al
observarse mejores ejecuciones en las dos pruebas motoras utilizadas en este
estudio llevando a la reduccion en el tiempo para recorrer la viga, aumento del
promedio de aciertos en la prueba de reaching task, asi como secuencias
motoras correctas en ambas pruebas, ya que la dificultad para extender el brazo,
atrapar el pellet, asi como llevarlo al hocico desaparecio al igual que la dificultad
para iniciar el movimiento en la viga de equilibrio. Estos resultados coinciden con
los del modelo de inhalaciéon de Mn en raton (Ordofiez-Librado et al., 2008,
2011), con reportes de respuesta favorable a L-dopa en personas que fueron
expuestas a Mn por periodos prolongados debido a sus actividades laborales
(Rosenstock , Simons & Meyer, 1971; Racette et al., 2001) y, principalmente, se
correlacionan con los pacientes con EP en quienes la L-DOPA es la estrategia
farmacologica para confirmar el diagndstico de EP asi como el principal farmaco

para tratar los sintomas motores (Biagio & Bernardi, 2005; Duvoisin, 1987).

Fase 5. Determinacion de contenidos de DA y sus metabolitos

Adicionalmente, con el objetivo de consolidar evidencias de que el modelo de
inhalacion de Mn en rata es una herramienta util y confiable para reproducir
aspectos representativos de la EP se midieron las concentraciones de DA y sus
metabolitos en el NE, GP y SNc. Nuestros resultados mostraron que las ratas
expuestas a la mezcla de Mn tuvieron reduccion significativa de DA y sus

metabolitos en los tres nucleos evaluados de los animales expuestos a Mn, en
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comparacion con los animales del grupo control, lo cual es parecido con el
modelo de inhalacion de Mn en ratén y con la EP (Lang & Lozano, 1998; Olanow
& Tatton, 1999). En la EP, la deplecion da la DA es una de la caracteristicas
neuroquimicas que trae como consecuencia la manifestacion de los sintomas
motores que dificultan la vida cotidiana de los pacientes (Shimohama, Sawada,
Kittamura & Taniguchi, 2003). Aunque el metabolismo y liberacion de la DA son
procesos complejos en la enfermedad, se ha logrado establecer que cuando
este neurotransmisor disminuye en un 80% en el NE existe correlacion positiva
con la presencia de los sintomas motores caracteristicos de la EP (Calne, Snow

& Lee, 1992; Calne, Chu, Huang, Lu & Olanow, 1994; Calne, 2005).

Debido a la importancia de esta variable, la deplecion dopaminérgica es uno de
los objetivos principales que se pretende alcanzar en los diferentes modelos
animales de la EP. Asi pues, tanto en el caso de la 6-OHDA (Ungerstedt, 1968;
Bloom, Algeri, Groppetti, Revuelta & Costa, 1969; Uretsky & Iversen, 1970) del
MPTP (Chiueh, Huang & Murphy, 1992; Chiueh, Miyake & Peng, 1993) o en el
modelo de la rotenona (Betarbet et al., 2000) se ha encontrado reduccion similar
de DA a la reportada en la EP. En cuanto al modelo de inhalacion de Mn también
se ha logrado reproducir este rasgo neuroquimico en ratones en donde se
encontré deplecion dopaminérgica significativa que se relaciono con dificultad
para iniciar el movimiento asi pérdida de coordinacion motora. De manera
especifica, en el modelo de ratdon los contenidos de DA de los animales

expuestos fueron de 28.008 pg/mg de proteina mientras que en el modelo de
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rata fueron de 25.7 pg/mg de proteina, lo que representa una disminucion del
71% y 76.73%, respectivamente (Ordofiez-Librado, et al., 2010). A su vez, estos
resultados concuerdan con una serie de estudios donde se evalua el efecto del
Mn sobre el sistema nitroestriatal. Asi por ejemplo, Vidal et al. (2005) observaron
gue tras la administracion intraestriatal de 2 mM de MnCl, a ratas, hubo
disminucién de los niveles extracelulares de DA. Por su parte, Erikson et al.
(1987, 1992) mostraron reduccion de la concentracion estriatal y palidal de DA y
DOPAC, pero no las concentraciones de HVA en monos expuestos a Oxido de

Mn por via subcutanea.

Conclusion

La generacion de modelos animales en investigacion resulta importante debido a
gue son herramientas que permiten el conocimiento de algun objeto de estudio
para la ciencia a partir de la manipulacién de variables. En el caso del modelo de
inhalacion de Mn en rata nuestros resultados proporcionan bases para poder
decir que se logran representar los principales eventos de la EP. Asi pues,
encontramos alteraciones motoras que empeoran con el transcurso del tiempo,
gue son irreversibles (al menos durante 4 meses) y que responden de forma
positiva al tratamiento con L-DOPA (al igual que en el contexto clinico donde la
respuesta positiva e inmediata a este farmaco confirma el diagnostico de esta
enfermedad). Ademas, los animales expuestos a la mezcla de Mn mostraron
pérdida de neuronas dopaminérgicas, cambios morfologocos en el NE (pérdida

de espinas dendriticas) asi como depleciéon de DA en los GB. De esta forma,
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tenemos elementos para decir que el modelo de inhalacion de Mn es una
herramienta valida y confiable para el estudio de la EP al simular los principales
signos clinicos e histopatolégicos de manera progresiva y bilateral (caracteristica

gue no esta incluida en los principales modelos animales de la EP).

La tarea de generalizar el modelo de inhalacion de Mn a ratas no fue del todo
facil y nos encontramos con algunas diferencias respecto al modelo en raton.
Primeramente, la frecuencia y duracion de las inhalaciones tuvo que aumentar
en las ratas por diferencias entre especies (diferencias en el metabolismo del
Mn) (Garcia-Aranda, Wapnir & Lifshitz, 1893). Ademas, también quedaria como
propuesta una mayor prolongacion del periodo de post-inhalacion para estar

seguros de que el dafio inducido por la mezcla de Mn es irreversible.
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Anexo 1

Se hicieron histoldgicos del mesencéfalo ventral a nivel de la SNc, y se realizo la técnica
inmunohistoquimica para tirosina hidroxilasa (TH) para poder hacer el conteo de las
neuronas inmunorreactivas. Los cortes fueron de 50 mm. Para su posterior analisis en un
fotomicroscopio, se hizo el conteo de las neuronas inmunoreactivas a TH en la SNc en un
area de 1500um en 10 cortes por animal a partir del inicio del nucleo terminal medial del

tracto Optico accesorio.

Hay que sefalar los datos mas importantes de la inmuno: anticuerpo primario y anticuerpo

secundario en ambos afiadir marca y concentracion usada.

Conteo de neuronas inmunorreactivas a TH en un area de 1500 pm:
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Anexo 2

Se tomaron muestras del estriado para procesarse con el método de tincion de Golgi
describe brevemente la técnica por si alguein quiere reproducir tus resultados, para el
conteo del nimero de espinas dendriticas secundarias de las neuronas espinosas medianas.
Se contaron 5 dendritas secundarias de 10 neuronas con una reglilla colocada en el ocular,

en una longitud de 10 pum.

Anexo 3

Determinacion de los contenidos de DA con la técnica de HPLC

Se obtuvieron cortes coronales de 300 pum de los que se extrajeron manualmente secciones
del ndcleo estriado, globo palido y sustancia nigra compacta. Dichos nucleos fueron
homogenizados con acido perclorico (0.01) y se obtuvieron dos fases con ayuda de una

microcentrifugaAirguge (Beckman, Fullerton CA., EUA) a 300 PSI por minuto.

La fase liquida se filtr6 en membranas de nylon con poro de 0.22 mm, y se ocupl para
medir las concentraciones de DA en un cromatégrafo LC-4C (bioanalyticalSystem, Inc.-
BAS-. West Lafayette, IN, EUA) equipado con un inyector automatico Rheodyne con asa
de 5 ml. El flujo de la fase mdvil se mantuvo a 0.9 mL/minuto; la composicion de la fase
movil fue: &cido monocloroacetico 0.1 M., acido etilendinitrilotetraacético (EDTA) 0.65
mM, acido octanosulfénico 0.9 mM. y acetonitrilo al 4.5 %, p.H. ajustado a 4.5 con
hidroxico de sodio (NaOH) y desgasificada con agitacion y vacio. La separacion de las
catecolaminas se efectud en una columna de microboro C18 (100 X 1mm) con particulas

de 3 mm (BAS-Uniger).
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La deteccion electroquimica se hizo mediante una celda con dos electrodos de carbono
vidriado colocados en serie y controlados por dos modulos LC-4C (BAS). El primer
electrodo trabajé a un potencial de +300 mV, con el fin de oxidar contaminantes; y al
segundo electrodo se le asign6 un voltaje de +750 mV, cuya sefial obtenida fue
digitalizada por una tarjeta de interfase, procesada en un PC y analizada mediante el

programa Peak Il (SRI Instruments, Torrance, CA, EUA).

La fase sélida fue resuspendida en 120 ml de NaOH 0.2N y en alicuotas de 20 ml se

cuantifico por triplicado la cantidad de proteina con el método de Bradford (1976).
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