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“El bienestar publico y los intereses de la
Humanidad ennoblecen la labor mas despreciable y
s6lo permiten a los hombres cultos darse cuenta del
entusiasmo y de la perseverancia que se necesita
para vencer los obstaculos”. Antoine Lavoisier

“La vida vive a costa de la vida misma; es cruel, pero
es la voluntad de Dios. Y es para nuestro bien,
indudablemente”. Anton van Leewenhoek

“No os dejéis corromper por un escepticismo estéril
y deprimente; no os desalentéis ante la tristeza de
ciertas horas que pasan sobre las naciones. Vivid en
la serena paz de los laboratorios y de las bibliotecas.
Preguntaos primero: ¢Qué he hecho por instruirme?
Y después, a medida que vayais progresando: ¢Qué
he hecho por mi patria? Hasta que llegue el dia en
que podais tener la intima satisfaccion de pensar en
que habéis contribuido de alguna manera al
progreso y al bienestar de la Humanidad”. Louis
Pasteur

Cada fracaso le ensefia al hombre algo que
necesitaba aprender. Charles Dickens
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pequeiio planeta escondido en una esquina de una
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la Geologia nos dio la inmensidad del tiempo y nos
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Stephen Jay Gould

“Nothing in Biology makes sense except in the light
of Evolution”. Theodosius Dobzhansky
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oportunidades para sobrevivir’. Gabriel Garcia
Marquez

“Estamos aqui para reirnos del destino y vivir tan
bien nuestra vida que la muerte tiemble al
recibirnos”. Charles Bukowski

“Es muy fAcil vivir haciendo el tonto. De haberlo
sabido antes me habria declarado idiota desde mi
juventud, y puede que a estas fechas hasta fuera mas
inteligente. Pero quise tener ingenio demasiado
pronto, y heme aqui ahora hecho un imbécil”.
Fiodor Dostoievski



AGRADECIMIENTOS

A la Vida, a la Naturaleza, al Universo, a Dios.

A mi mama, porque gracias a tu fortaleza, tenacidad, sabiduria y valentia, estamos
aqui. Mi admiracion, respeto, amor y apoyo siempre estaran para ti.

A mi papa, porqgue me ensefiaste a trabajar y por tu apoyo constante, gracias.
A mi lker, Fany y Javs, por su carifio y compafiia. Siempre estaré para ustedes.

A mi abue, a mis tias Luli, V y Chilito, por todo su apoyo, consejos, por aceptarme en
su casa.

A la sefiora Lupita, por abrirme las puertas de su casa, por todas las platicas, recetas y
sobre todo por su confianza y carifio.

Al apestoso, por los animos, apoyo, regafios, por creer en mi, por todo lo que aprendi
de ti y contigo... Por todo y por tanto, gracias.

Al CCH, por bajarme de mi nube, por la ABU y por darme los mejores afios de mi vida.

A mis amigos: Angel, Adan, Beca, Chacho, Clara, mis amigos de CU, Damian, Dulce,
Ed, Estefania, mis amigos de la fabrica, Mafer y su familia, Marcos, Monse y su
familia, Negro, Panda, Pedro, Pity, Rodrigo, mis amigos de Vans... Gracias por su
amistad, los buenos momentos, viajes, aventuras, fiestas, risas, consejos, regafos,
platicas, por todo lo que aprendi de ustedes... nunca tendré ni sabré como
agradecerles, s6lo me queda decir: Para eso estamos.

Al laboratorio de Neuromorfologia, a Ana, Maria Rosa, Enrique, Chucho, Pati, Vero,
José Luis y Lichita. No podria pedir un mejor laboratorio ni podria imaginarlo sin
alguno de ustedes, gracias por sus ensefanzas, charlas y convivencias.

A Ana, este trabajo se hizo posible gracias a ti, por todo lo que me ensefaste, por tu
paciencia, por escucharme, por los animos, por estar al pie del cafién junto conmigo.
Por todo esto y mas, mil gracias.

Quiero agradecer especialmente a mi asesora Dra. Maria Rosa Avila Costa y a mis
sinodales Dra. Norma Laura Garcia Saldivar, Dr. José Luis Ordofiez Librado, M. en C.
Enrigue Montiel Flores y al Lic. Alfonso Reyes Olivera, por su apoyo constante y
observaciones para que este trabajo se hiciera posible y, sobre todo, agradezco sus
enseflanzas y conocimientos que compartieron conmigo.

Finalmente, a mi, a las buenas y malas decisiones que he tomado, a todas las
experiencias que he tenido y que me han forjado en lo que soy; por no tirar la toalla,
por cada vez que me cai y me levanté, por los suefios, metas, aprendizajes, aventuras
y éxitos que faltan.



CRISALIDA

Hay momentos en la vida, en que
después de la tormenta, debes recoger
del suelo tu espiritu lastimado, agotado,
medio roto y llevarlo a descansar.

Asi que le construyes una crisalida, un
lugar donde pueda lamerse las heridas,
donde poco a poco pueda recuperarse,
armarse, descansar y, sobre todo,
aprender de la tormenta, que muchas
veces es lo que toma mas tiempo.

Alguna vez dije que después de la
tormenta no viene la calma, viene la
lucha por surgir de los escombros y
volver a construir todo lo que quedo en
ruinas... y justamente, eso es lo que
hacia mi espiritu en su crisalida:
reconstruirse.

Y mientras, durante la espera, uno se da
la oportunidad de dejarse cuidar por
otro, se permite cometer esos
“pecadillos” que en otro momento y en
otras circunstancias habrian estado
prohibidos. Simplemente, uno se vuelve
loco de amor y se deja llevar a esos
lugares donde no pensé algin dia
regresar.

Enloquecer no es malo, tampoco dejarse
llevar. El problema es perderse y no
poder encontrar el camino de regreso a
casa. Ese es el verdadero peligro; aunque
siempre se encuentra la manera de
regresar, nunca sera del mismo modo en
el que se fue.

Cuando regresas, te das cuenta que la
crisalida esta pronta a abrir, el espiritu
estd recuperado, ha aprendido y
aceptado sus cicatrices con orgullo,
ahora es mas sabio, no te reprochara
haberte vuelto un poco loco y apreciara
lo aprendido en su ausencia.

Ya viene el momento del reencuentro, es
emocionante, estoy ansiosa. No sé qué
vendra después. Pero sin lugar a dudas,
iré completa y decidida a entrar a ese
nuevo huracan que avecina mi vida.

RODNIE
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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad degenerativa del sistema
nervioso central, caracterizada por pérdida de las neuronas dopaminérgicas en la
sustancia nigra compacta, decremento en la concentracion de dopamina en el nucleo
estriado y presencia de inclusiones proteicas intracitoplasmicas llamadas cuerpos de
Lewy. Los procesos bioquimicos relacionados con la EP, pueden ser reproducidos
selectivamente por farmacos como reserpina, plaguicidas como rotenona y paraquat,
toxinas como 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y MPTP y metales como el manganeso;
por lo cual se han empleado para modelar esta condicion patolégica, con la finalidad
del estudio propio de la enfermedad o el desarrollo de técnicas y moléculas que
coadyuven a la terapéutica de ésta.

En este trabajo se propone la microinyeccion unilateral y/o bilateral de la mezcla de
cloruro de manganeso (MCl,) y acetato de manganeso (Mn(OAc)s) en el haz medial
del cerebro anterior como un nuevo modelo de la EP.

Para ello se utilizaron ratas macho Wistar de 180 a 200 g n= 46 ratas, las cuales
fueron divididas en cuatro grupos (control unilateral, control bilateral, lesién unilateral y
lesion bilateral) y entrenadas durante siete dias previos a la lesion en la prueba de la
viga (todos los grupos), prueba de escalera (lesion unilateral) y “reaching task” (lesién
bilateral); posterior a la evaluacién control las ratas fueron lesionadas con la
microinyeccion en el haz medial del cerebro anterior (unilateral o bilateralmente) con la
mezcla de Mn(OAc); a 0.02 M y MnCl, a 0.04 M. Dos semanas después de la lesion
todas las ratas fueron evaluadas semanalmente en las pruebas motoras y en el caso
de las ratas con lesion unilateral se realiz6 la prueba de giro inducido con apomorfina.
A los dos meses de la lesion todas las ratas fueron sacrificadas por perfusion
intracardiaca, se extrajeron los cerebros y éstos fueron procesados con la técnica
inmunohistoquimica para tirosina hidroxilasa (TH).

De acuerdo a nuestros resultados no se pudo evaluar el grado de deplecion
dopaminérgica con la conducta de giro inducido con apomorfina, debido a que la
pérdida neuronal no fue suficientemente extensa. Las ratas con lesion bilateral
presentaron incremento considerable en el tiempo total del recorrido en la prueba de la
viga. Ademas, presentaron disminucién progresiva en el nimero de aciertos obtenidos
en la prueba de “reaching task”. Las ratas con lesion unilateral no presentaron
diferencias significativas en el tiempo de recorrido en la prueba de la viga respecto al
grupo control; sin embargo, mostraron alteraciones en la conducta motora
evidenciadas por la disminucién estadisticamente significativa en el nUmero de pellets
comidos en comparacion con el grupo control en la prueba de escalera. En el grupo
con lesion unilateral se encontré pérdida de NDA en el lado ipsilateral de 68.7% y de
42.01% en el lado contralateral. Mientras que en el grupo con lesion bilateral se
encontr6 pérdida de NDA en el hemisferio izquierdo de 63.99% y de 58.3% en el
hemisferio derecho. Ambos grupos lesionados, presentaron diferencias significativas
respecto al grupo control.

Nuestros datos indican que la lesién bilateral representa la EP de poco tiempo de
evolucion, con alteraciones motoras significativas. Con este modelo se podria probar
cualquier tratamiento para los estadios iniciales de la enfermedad.



ABREVIATURAS

6-OHDA | 6-Hidroxidopamina
ANOVA | Andlisis de varianza
Bl Bilateral
CB Control bilateral
CE Cuerpo estriado
Cu Cobre
Cu Control unilateral
D Derecha
DA Dopamina
DAT Transportador de dopamina
DMT 1 Transportador de metales divalentes tipo 1
EP Enfermedad de Parkinson
GABA | Acido y-aminobutirico
GB Ganglios basales
GP Globo palido
GPe Globo palido externo
GPi Globo palido interno
GSH Glutation
H202 Peroxido de hidrégeno
I Izquierda
INEGI Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
ip Intraperitoneal
LB Lesion bilateral
LU Lesion unilateral
MAO-B Monoamino oxidasa B
MDA Malondialdehido
MFB Haz medial del cerebro anterior
MMT Metil-cliclopentadineil manganeso tricarbonilo
Mn Manganeso
Mn(OAc)s | Acetato de manganeso
MnCl; Cloruro de Manganeso
MPTP 1-metil-4-fenil,6-tetrahidropiridina
NDA Neuronas dopaminérgicas
NMDA N-metil-D-aspartato
NO Oxido nitrico
NOS Oxido nitrico sintasa
NST Nucleo subtaldmico
Ox Superdéxido
OH- Hidroxilo
ONOO- Peroxinitrito
PB Buffer de fosfatos
PPN Nucleo pedunculo pontino
PQ Paraquat
ROS Especies reactivas de oxigeno
SN Sustancia nigra
SNc Sustancia nigra compacta
SNr Sustancia nigra reticulada
SOD-Mn | Superéxido dismutasa de manganeso
SPCAl Ca-ATPasa 1
TH Tirosina hidroxilasa

UNI

Unilateral




INTRODUCCION

1.1Enfermedad de Parkinson

La EP es una enfermedad degenerativa del sistema nervioso central. Esta enfermedad
se caracteriza por la pérdida del 50 al 70% de las neuronas dopaminérgicas (NDA) en
la sustancia nigra compacta (SNc), reduccién en los niveles de dopamina (DA) en el
cuerpo estriado (CE) y la presencia de inclusiones intracitoplasmicas llamadas cuerpos
de Lewy, que se componen principalmente de a-sinucleina y ubiquitina (Blesa et al.,
2012).

La EP es una de las enfermedades neurodegenerativas mas comunes en el adulto
mayor, siendo la segunda més frecuente después del Alzheimer (Secretaria de salud,
2010). En la actualidad, México no cuenta con estudios epidemiologicos acerca de la
prevalencia o incidencia de la enfermedad; sin embargo, se estima de forma mundial
que se presenta entre el 1 y 2% de la poblacion mayor a 60 afios de edad (Rodriguez-
Violante et al., 2011) y se ha calculado que la duracién media de la enfermedad es de
10 a 13 afios (Secretaria de salud, 2010). De acuerdo al conteo de poblaciéon y
vivienda realizado en 2005; por parte del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI) el 8.1% de la poblacion en México se encontraba en este grupo de edad, lo
cual implicaria una prevalencia aproximada de 83,000 y 166,600 personas con EP en
México (Rodriguez-Violante et al., 2011). Mientras que para el afio 2015 el porcentaje
increment6 a 10.5% (INEGI Encuesta Intercensal, 2015). Se calcula que para el afo
2030 esta cifra sera duplicada por lo que conlleva a un problema de salud publica.
(Secretaria de salud, 2010)

Ademas, se ha reportado alta prevalencia de casos en paises industrializados, entre
sujetos que trabajan o han trabajado en cultivo de vegetales donde se emplean
pesticidas (por ejemplo, paraquat y rotenona) e industrias metallrgicas. Estudios de
cohorte retrospectivos han correlacionado la exposicion a pesticidas con un 8.1% de
probabilidad de presentar la EP, mientras que la exposicién al plomo y al cobre
confiere un 3.9% de probabilidad (Hurtado et al., 2016).

Los primeros sintomas de la EP son evidentes posteriores a la deplecion
dopaminérgica de aproximadamente el 80% (Tanner, 1989; Shoulson et al., 2002).
Esto sugiere gran neurodegeneracion antes de que los primeros sintomas de la
enfermedad se hagan presentes. Por lo general esta neurodegeneracion inicia varios
afos antes de ser sintomatica siendo entonces muy dificil discriminar con exactitud las

causas (Hurtado et al., 2016).


http://www.beta.inegi.org.mx/programas/intercensal/2015/

Los signos cardinales de la EP son acinesia (ausencia sustancial de movimientos),
temblor en reposo, rigidez, aumento de la tensibn muscular y resistencia al
movimiento, incapacidad para iniciar movimientos e inestabilidad de la postura por
pérdida del equilibrio, que lleva a frecuentes caidas y algunos otros sintomas que
incluyen disartria (dificultad para articular sonidos y palabras) y bradicinesia

(disminucién en la velocidad de los movimientos) (Hurtado et al., 2016)

Se pueden observar otros sintomas como la micrografia y dificultad para realizar
tareas finas. Estos sintomas inician de forma asimétrica y gradualmente se va
afectando el lado contrario. El sintoma inicial mas frecuente es el temblor en reposo
con frecuencia de 4 a 6 ciclos por segundo y aunque es el sintoma mas visible no es el

mas incapacitante (Secretaria de salud, 2010).

Por otra parte, diversos reportes sefialan que en algunos casos la pérdida
dopaminérgica se acompafia de deficiencias colinérgicas y de otros neurotransmisores
que implican la expresién de otros sintomas no motores, principalmente en estadios
avanzados afectandose funciones ejecutivas, habilidades visoespaciales, memoria,
lenguaje e inclusive pueden llegar a presentarse cuadros demenciales (Castafieda-
Achutigui et al., 2015). Los sintomas no motores son frecuentes en el 90% de los
casos y en particular la hiposmia (reduccion en la capacidad de percibir olores),
trastornos del suefio, trastornos neuropsiquiatricos y sintomas gastrointestinales
disautonémicos que pueden preceder a las manifestaciones motoras. El resto de los
sintomas no motores de la EP correlacionan con la edad y severidad de la enfermedad
(Rodriguez-Violante et al., 2011; Blesa et al., 2012).

1.2 Ganglios basales

Los ganglios basales (GB) constan de cuatro nucleos, los cuales desempefan una
funcién importante en el movimiento voluntario. Sin embargo, al contrario de la
mayoria de los demas componentes del sistema motor, no tienen conexiones directas
de entrada o de salida con la médula espinal. Estos nucleos reciben informacion de la
corteza cerebral y envian sefales al tronco encefalico y, a través del tAlamo, de nuevo
a las cortezas prefrontal, pre-motora y motora. Las funciones motoras de los GB por lo
tanto estan reguladas, en gran parte, por areas motoras de la corteza frontal. Los
trastornos en los GB pueden provocar reduccién de los movimientos (como en la EP) o
movimientos excesivos (como en la enfermedad de Huntington). Ademas de las
alteraciones del movimiento, se han asociado con trastornos neuropsiquiatricos
cognitivos y del comportamiento, que reflejan relaciones funcionales mas amplias de

estos nulcleos en relacion con las funciones de los I6bulos frontales (Kandel, 2001).



Los cuatro nucleos principales de los GB son: Cuerpo estriado (CE), el cual tiene tres
importantes subdivisiones: Nucleo caudado, Putamen y Estriado ventral (el cual
incluye al Nucleo accumbens), Globo palido (GP) que es una estructura compuesta
por dos segmentos: el segmento interno (GPi) y el externo (GPe), Sustancia nigra (SN)
la cual consta de una parte reticulada (SNr) y una parte compacta (SNc) y el Nucleo
subtalamico (NST) (Kandel, 2001).

En los primates, el CE esta dividido en nucleo caudado y putamen por la capsula
interna, un importante conjunto de fibras que conectan funcionalmente la neocorteza y
el talamo en ambas direcciones. El CE recibe aferencias procedentes de la corteza
cerebral, el tAlamo y el tronco encefélico. Sus neuronas envian prolongaciones al GP y
la SN. Aunque el CE contiene varios tipos diferentes de células, del 90% al 95% de
ellas son neuronas GABAérgicas de proyeccion, llamadas neuronas espinosas
medianas (Kandel, 2001).

El GP se encuentra fuera de la capsula interna, como se mencion6, se divide en un
segmento externo (GPe) y otro interno (GPi), mientras que en mamiferos inferiores se
presentan el GP y el nucleo entopeduncular (De Long y Georgopoulus, 1981). El GPi
esta relacionado funcionalmente con la SNr, la cual se encuentra en el mesencéfalo,
en el lado interno de la capsula interna. Las células del GPiy la SNr sintetizan acido y-

aminobutirico (GABA) como neurotransmisor (Kandel, 2001).

La SNc esta en el mesencéfalo, junto a la SNr, sus neuronas son dopaminérgicas, sélo
en el caso de los primates contienen neuromelanina, un pigmento obscuro derivado de
la DA oxidada y polimerizada, este pigmento brinda el color caracteristico de esta
estructura, aunque se desconoce si el pigmento tiene alguna funcion (Coté y Crutcher,
1991). También se encuentran células dopaminérgicas en el area ventral tegmental, la

cual es una extension interna de la SNc (Kandel, 2001).

El GPi y la SNr, cuyos cuerpos celulares son morfolégicamente similares, forman las

principales prolongaciones de salida de los GB (Kandel, 2001).

El NST esta conectado anatdbmicamente con ambos segmentos del GP y la SN. Se
encuentra por debajo del talamo y por encima de la parte anterior de la SN. Las
células glutamatérgicas de este nicleo son las Unicas con prolongaciones excitadoras
de los GB (Kandel, 2001).



1.3 Etiologia de la EP

La etiologia aun no ha sido dilucidada, en mas del 90% de los casos se ha establecido
como esporadica o idiopatica (Secretaria de salud, 2010; Hurtado et al., 2016;
Rodriguez-Violante et al., 2011). Algunos factores genéticos y ambientales han sido

relacionados con la etiologia de la enfermedad (Hurtado et al., 2016).

1.3.1 Factores ambientales. Estudios epidemiolégicos han indicado que hay varios
factores que pueden aumentar el riesgo de desarrollar EP. Estos incluyen la
exposicion al agua de pozo, pesticidas, herbicidas, quimicos industriales, fabricas de
pasta de madera, agricultura y vivir en un entorno rural. Varias toxinas exdgenas se
han asociado con el desarrollo del parkinsonismo, incluidos los metales traza, cianuro,
diluyente de lacas, disolventes organicos, monoxido de carbono y disulfuro de
carbono. Asi mismo ha ido en aumento los reportes del posible papel de las toxinas

endoégenas, tales como tetrahidroisoquinolinas y 3-carbolinas (Olanow y Tatton, 1999).

Los reportes indican que la exposicion a factores ambientales desempefia un papel
importante en la etiologia de la EP. Especificamente, estudios epidemiolégicos han
demostrado que rotenona, paraquat y organoclorados se han vinculado con la EP
(Chhillar et.al., 2013; Weisskopf et al., 2010; Firestone et al., 2005; Nandipati y Litvan,
2016). Dichos estudios sugieren, que el dedicarse a la actividad agricola por largo
tiempo se puede asociar con el desarrollo de la EP en los agricultores. Sin embargo,
es necesario entender que la exposiciébn prolongada a un determinado agente es
peligrosa, porque la mayoria de los datos que se tienen estan limitados a exposiciones
altas y sustanciales y no a tasas de exposicibn mas bajas; ademas, de si los efectos

de los toxicos pueden ser 0 no sinérgicos (Nandipati y Litvan, 2016;).

1.3.2 Factores genéticos. Se han localizado algunos genes relacionados con la
enfermedad, hasta la fecha se han identificado 13 loci (Rodriguez-Violante et al.,
2011). Cabe mencionar que después del criterio de edad, la historia familiar
permanece como el riesgo mayor para desarrollar EP. Se ha descrito que mas del
15% de los pacientes con EP tienen historia familiar positiva (Secretaria de salud,
2010). Esto sugiere que los factores genéticos son importantes en pacientes con inicio
temprano de la enfermedad, pero no es probable que desempefien un papel

importante en pacientes con EP esporadica (Olanow y Tatton, 1999).

Algunos estudios han determinado polimorfismos. en los genes que codifican
CYP2D6, MAO-A y MAO-B. Sin embargo, estos marcadores genéticos representan
s6lo un pequefio niumero de casos de EP, ya que las frecuencias alélicas son

relativamente poco comunes. Recientemente, se han demostrado las correlaciones



entre la EP y la presencia de un fenotipo acetilador lento; esta asociacion fue mas
evidente en pacientes con EP familiar en comparacion con pacientes con EP

esporadica, lo que sugiere mayor carga génica (Olanow y Tatton, 1999).

Lo anterior indica que los factores ambientales o genéticos pueden causar EP. Sin
embargo, es poco probable que en la mayoria de los casos la EP sea explicada por
una sola causa. Este concepto ha dado lugar a la "hipotesis de doble acierto”, que
sostiene que la EP puede resultar de la interaccion entre multiples mutaciones
genéticas y/o la combinacién de un gen mutante y una o varias toxinas ambientales
(Olanow y Tatton, 1999).

1.3.2 Estrés oxidativo. El estrés oxidativo ha recibido la mayor atencién en la EP,
debido al metabolismo oxidativo de la DA para producir peréxido de hidrégeno (H-0,)
y otras especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) (Halliwell y
Gutteridge, 1985; Olanow, 1990; 1993). El estrés oxidativo y la consiguiente muerte
celular podrian desarrollarse en la SNc en circunstancias en las que se produce
aumento en el recambio de DA, lo que resulta en la formacién excesiva de H.Og;
ademas de la baja concentracion de enzimas antioxidantes como glutation (GSH), lo
que disminuye la capacidad del cerebro para eliminar el H.O2; y el aumento en el
hierro reactivo, puede promover la formacion de radicales hidroxilos (OHe). De hecho,
estudios postmortem en cerebros de pacientes con EP muestran aumento de hierro,
disminucién de GSH y dafo oxidativo a lipidos, proteinas y ADN, lo que sugiere que la

SNc se puede encontrar en un estado de estrés oxidativo (Jenner y Olanow, 1996).

Hay evidencia de dafio oxidativo en los cerebros de los pacientes con EP. Se han
encontrado altos niveles de productos de la peroxidacion de lipidos como
malondialdehido (MDA) e hidroperéxido de lipidos en la SNc (Dexter et al., 1994).

Ademas, se ha encontrado incremento de grupos carbonilo en las proteinas y 8-
hidroxi-2-desoxiguanosina, reflejan el dafio oxidativo a las proteinas y al ADN,
respectivamente, en la SNc, asi como en otras regiones cerebrales de pacientes con
EP (Alam et al., 1997). Estos resultados sugieren que el dafio oxidativo se generaliza
en la EP. Sin embargo, aln queda por determinar si el dafio oxidativo que se produce
en la EP es un evento primario o si se produce de forma secundaria a una etiologia

alternativa, el uso de medicamentos o a eventos postmortem (Olanow y Tatton, 1999).

1.3.3 Excitotoxicidad. Es una posible causa de neurodegeneracion que se ha visto
implicada en la EP basandose en dos posibles mecanismos. El primero resulta de la
liberacion descontrolada de glutamato; las NDA de la SNc son ricas en receptores a

glutamato, ya que reciben extensas inervaciones de la corteza y el NST, ademas,
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fisiologicamente presentan un patrén de disparo en rafaga en respuesta al glutamato
administrado de forma exdgena (Rothstein et al 1994). La lesion de la SNc conlleva a
la disminucién en el nivel de DA en el CE, lo que provoca la desinhibicién del NST
aumentando la velocidad de disparo de las neuronas excitadoras. Se puede postular
que a medida que las fibras del NST aumentan su actividad glutamatérgica sobre la
SNc lesionada, hay disminucion progresiva en la concentracion de DA estriatal, lo cual
hace que la deplecion de DA promueva dafio excitotdxico adicional (Rodriguez et al.,
1998).

Beal en 1992 sugirié que disminucién en el metabolismo energético, provocado por
alteraciones en la funcién mitocondrial da como resultado pérdida del bloqueo de
magnesio dependiente de ATP en los receptores glutamatérgicos de tipo NMDA (N-
metil-D-aspartato), asi como incremento en la concentraciéon y permeabilidad del calcio

hacia la célula (Olanow y Tatton, 1999).

Se ha reportado que el dafio excitotdxico esta regulado, a través del 6xido nitrico (NO),
ya que éste se forma por la conversién de arginina en citrulina en una reaccién
catalizada por la 6xido-nitrico sintasa (NOS, por sus siglas en inglés). El aumento en el
calcio citosolico regulado por el glutamato da como resultado la activacion de NOS con
mayor produccion de NO. EI NO reacciona con el radical superdxido (O2") para formar
el peroxinitrito (ONOQO?) y radicales OHe, ambos agentes pro-oxidantes. EI NO también
podria contribuir a la degeneracion celular al desplazar el hierro de los sitios de unién
a la ferritina, de modo que pueda patrticipar en la reaccién de Fenton, y por inhibicion
del complejo IV mitocondrial, convierte un defecto reversible del complejo | en un

defecto irreversible de la cadena respiratoria (Olanow y Tatton, 1999).

1.4 Modelos de la EP

Se ha demostrado que la EP esta relacionada con estrés oxidativo cominmente a
consecuencia de dafio o alteraciones mitocondriales, procesos neuroinflamatorios,
excitotoxicidad, alteracion del citoesqueleto neuronal y disfuncién proteosomal que
conllevan a la muerte celular. Estos procesos bioquimicos pueden ser reproducidos
selectivamente por algunos plaguicidas como rotenona y paraquat, toxinas como 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) y MPTP y metales como el manganeso; motivo por el que
se han empleado para reproducir rasgos de la EP, con la finalidad del estudio propio
de la enfermedad o el desarrollo de técnicas y moléculas que coadyuven a la

terapéutica de ésta (Castafieda-Achutigui et al., 2015).

1.4.1 Rotenona. Es un isoflavonoide de origen vegetal derivado de raices de plantas

tropicales de los géneros Derris y Lonchocarpus. Se utiliza como plaguicida e



insecticida natural, también se ha empleado para controlar poblaciones de peces en
lagos y reservas naturales (Alarcén et al., 2010). Presenta alta liposolubilidad por lo
que se facilita su transporte a través de barreras bioldgicas y membranas celulares
(Castafieda-Achutigui et al., 2015). La rotenona es ampliamente conocida como
inhibidor del complejo | mitocondrial, ademés, la acumulacion de dafio por estrés
oxidativo conduce a la apoptosis dependiente de la caspasa 3 en las NDA (Alarcén et
al., 2010).

Dentro de las caracteristicas que comparte con la EP se encuentra la acumulacion y
agregados endégenos de a-sinucleina, a-sinucleina poliubiquitinizada, cuerpos y
neuritas de Lewy, activacion de microglia temprana y sostenida, modificacion oxidativa
y translocacion de la proteina DJ-1 (la cual se localiza en el citoplasma, se asocia con
la mitocondria y el nucleo tras la oxidacion, se ha demostrado que participa en la
proteccion frente al estrés oxidativo), acumulacién de hierro en la SNc a través del
transportador transferrina y su receptor 2, déficit en las funciones gastrointestinales
ocasionados por desordenes de la a-sinucleina en neuronas entéricas, cuya
acumulacién en el duodeno e ileon ocasionan gastroparesis caracteristica de la
enfermedad. Se ha reportado que la administracién sistémica de rotenona puede
presentar ademas otras afecciones caracteristicas de la EP, como alteraciones en la
retina, pérdida de testosterona y algunos trastornos del suefio. El modelo se ha podido
reproducir exitosamente en murinos, insectos (Drosophila) y nematodos
(Caenorhabditis elegans), aunque aun se discute si la rotenona presenta o no,
toxicidad selectiva de las NDA (Castafieda-Achutigui et al., 2015).

Es importante sefialar que la tasa de mortalidad es muy alta, ya que la rotenona es
altamente tdxica para varios 6rganos como el corazén, higado, riflones y el tracto
intestinal. También se ha descrito que la rotenona no sélo afecta a las neuronas
dopaminérgicas de la SNc, sino que también induce la muerte celular de neuronas de

otros nucleos dentro de los GB (Blandini y Armenteno, 2012).

1.4.2 Paraquat. (Dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo) es un compuesto cuaternario
de amonio utilizado ampliamente como herbicida. Actualmente, sigue siendo uno de
los herbicidas mas utilizados, a pesar de que los reportes lo relacionan con la EP
(Alarcén et al., 2010). El paraquat (PQ) produce cambios subcelulares ligados a la EP
disminuye la actividad del complejo | mitocondrial y por consecuencia aumento en la
produccion de ROS (especies reactivas de oxigeno, por sus siglas en inglés),
agregados de a-sinucleina que forman los cuerpos de Lewy y muerte de las NDA de la

SNc; lo que ocasiona el cuadro clinico caracteristico de la EP (Castafieda-Achutigui et



al., 2015). Se ha propuesto que el PQ en su estado de catidon divalente (Paraquat++)
participa en la via redox en la microglia a través de diaforasas como la NADPH
oxidasa y NOS, lo que da como resultado un cation monovalente (paraquat+)
acompafiado de la produccion de superédxido que conlleva a estrés oxidativo y por
ende puede causar citotoxicidad (Castafieda-Achutigui et al., 2015). Sin embargo, el
vinculo molecular entre el estrés oxidativo y la muerte celular en este modelo aun se
desconoce. Por lo tanto, la importancia del PQ en la investigacion de la EP a menudo
se limita al estudio del proceso de formacién de los cuerpos de Lewy en las neuronas

DA, asi como al papel de la a-sinucleina (Blesa et al., 2012).

1.4.3 MPTP. (1-metil-4fenil,6-tetrahidropiridina) es un compuesto altamente liposoluble
que atraviesa facilmente la barrera hematoencefalica y es oxidado en las células de la
glia, principalmente en los astrocitos. La enzima responsable de este proceso es la
monoamino-oxidasa-B (MAO-B), la cual convierte el MPTP en MPDP+, que a su vez
se transforma en MPP+ por oxidacion no enzimatica. EI MPP+ sale de los astrocitos y
es selectivamente incorporado por las NDA a través del transportador de dopamina
(DAT), inhibe el complejo | mitocondrial. Una de las limitantes iniciales de este
compuesto es que no se observan los caracteristicos cuerpos de Lewy, aunque
recientemente se ha visto que la administracion continua de dosis bajas de MPTP
durante largos periodos si logra producir dichas marcas histopatoldgicas. (Alarcon et
al., 2010).

Ademas, se han observado diferencias individuales en respuesta a dosis similares de
MPTP, lo que limita la comparacion entre diferentes estudios, se han establecido
diferencias en la susceptibilidad a la neurotoxina entre especies, ya que el ratén es
mas susceptible que la rata, los animales con lesion de leve a moderada muestran
recuperacion espontanea, que es inconsistente con las caracteristicas progresivas de
la EP (Morrow et al., 2012).

1.4.4 6 hidroxidopamina (6-OHDA). Es la neurotoxina mas utilizada en el desarrollo
de modelos experimentales de la EP en roedores. La inyeccion intracerebral produce
destruccion selectiva de las NDA (Ungerstedt, 1968), su especificidad se debe a la alta
afinidad por el sistema de transporte de catecolaminas. Diversos estudios han
demostrado que la 6-OHDA posee accion inhibidora de la cadena respiratoria
mitocondrial, su efecto neurotéxico esta ligado fundamentalmente a la formacion de
H.0,, OHe y la produccion de quinonas en su eliminacion. Las alteraciones
neuroquimicas producidas por la 6-OHDA en el CE se caracterizan por el descenso en

los niveles de DA, serotonina, encefalina y sustancia P (Alarcon-Aguilar et al., 2010).
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Después de la lesién unilateral en el haz medial del cerebro anterior (MFB, por sus
siglas en inglés) o bien en la SNc con la 6-OHDA, las ratas comienzan a girar hacia el
lado lesionado después de la administracion de medicamentos que aumentan la
actividad dopaminérgica del sistema nigrostriatal. Incluso con la administracion
unilateral directa de DA en el CE las ratas muestran asimetrias motoras (Ungerstedt y
Arbuthnott, 1970).

La administracion de apomorfina (agonista dopaminérgico), estimula los receptores de
DA e induce giro en la direccidén opuesta a la lesién en comparacién con la anfetamina.
Por lo tanto, el estriado denervado es mas sensible a la apomorfina que el inervado, lo
que se interpreta como una supersensibilidad post-sinaptica, debido a la sobre-
expresion de receptores a DA, que se produce como resultado de la denervacion
nigroestriatal (Ungerstedt, 1971a; 1971b).

De acuerdo a esto, si a un animal con deplecion unilateral de DA se le administra
apomorfina y se registran 200 giros o0 mas durante 30 minutos, se puede afirmar que la

denervacion de DA estriatal es de un 95% o mas (Gutiérrez-Valdez, 2007).

A pesar de que es uno de los modelos mas utilizados, la 6-OHDA no reproduce varias
caracteristicas neuropatologicas de la EP, esta toxina no induce la agregacion de
inclusiones eosindéfilas que contienen proteinas ubiquitinizadas como la a-sinucleina
(Dauer y Przedborski, 2003), por lo que no es un modelo apropiado para explorar
algunos de los mecanismos moleculares asociados a la degeneracion de las NDA.
Ademas, no muestra alteraciones progresivas ya que se considera un modelo agudo.
La administracion bilateral de 6-OHDA en el MFB aumenta la tasa de mortalidad
debido a que los animales presentan afagia y adipsia (Armentero et al., 2006), por lo

que frecuentemente sélo es administrada de forma unilateral.

1.4.5 Modelo de inhalacién con manganeso. En nuestro laboratorio se desarroll6 el
modelo de inhalacién de la mezcla de cloruro de manganeso (MnCl,) y acetato de
manganeso (Mn(OAc)s) en roedores. El modelo es bilateral y progresivo (5 meses de
inhalacién para ratones y 6 meses de inhalacién para ratas). Los animales expuestos
presentaron pérdida del 67.58% de las NDA en la SNc en ratones (Ordofiez-Librado et
al., 2008) y del 75.95% en ratas (Sanchez-Betancourt et al., 2012), ademas, no se
encontré pérdida celular en el globo pélido y en el CE (Ordofiez-Librado et al., 2008;

Sanchez-Betancourt et al., 2012).

Los animales presentaron alteraciones en la coordinacion motora y mejoria
significativa tras la administracién de L-DOPA, lo que afirma que las alteraciones son

de origen dopaminérgico (Ordofiez-Librado et al., 2010). Ultraestructuralmente,
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presentaron alteraciones del neuropilo, disminucién de los contactos sindpticos
axoespinosos, aumento en las sinapsis perforadas en el CE, alteraciones nucleares,
necrosis y apoptosis en la SNc y en menor medida en el estriado (Ordofez-Librado,
2012). Finalmente, se encontré disminucion significativa en los niveles de DA y sus
metabolitos en la SNc, el CE y el globo palido tras la inhalacion de la mezcla de
MnCl2/Mn(OAc)s. Dichas alteraciones son similares a lo reportado en pacientes
parkinsonicos. De esta manera, la inhalacion de la mezcla de compuestos de
manganeso es un modelo adecuado para el estudio de la EP, sensible, reproducible,
economico y de facil aplicacion (Ordofiez-Librado et al., 2008; Sdnchez-Betancourt et
al., 2012).

Desafortunadamente, en algunos casos no es viable para el investigador esperar
hasta 6 meses para obtener los resultados sobre el trabajo que esté realizando,
ademas, los animales utilizados envejecen, lo cual puede entorpecer su habilidad para
realizar las evaluaciones que el investigador haya elegido, de esta forma los
resultados obtenidos no serian 100% confiables ya que las deficiencias motoras por el

envejecimiento podrian confundirse con las ocasionadas por el modelo.

1.5.1 Manganeso (Mn)

Es un metal pesado paramagnético que se distribuye ampliamente en el ambiente,
esta presente en el aire, el agua y los alimentos. Es el doceavo elemento mas comun
en la corteza terrestre y el cuarto metal mas usado en el mundo. Mas de 8 millones de
toneladas de Mn son extraidas anualmente, y mas del 90% es utilizado en la
manufactura de acero para aumentar su dureza, también se utiliza para la manufactura
de baterias, purificacion del agua, como agente bactericida y fungicida (Olanow, 2004),
como oxidante en la produccion de hidroquinonas, en la manufactura de vidrio y
ceramica, fésforos y pirotecnia, blanqueamiento textil, como agente oxidante en el
recubrimiento de electrodos en varillas para soldadura, curtido de cuero y decolorante
de vidrio (Kwakye et al., 2015).

La exposicién a Mn en la poblacién puede ocurrir por el consumo de agua de pozo que
contiene niveles altos del metal, por féormulas infantiles a base de soya y posiblemente
de Mn liberado a la atmdsfera como resultado de la adicion a la gasolina de
metilciclopentadienil manganeso tricarbonilo (MMT) como agente “anti-knock”
(Aschner et al., 2009). La exposicion a Mn es la principal causa de intoxicacion
humana en individuos que trabajan en industrias tales como la mineria y la fabricacion
de baterias secas, acero, aluminio, metales de soldadura y fungicidas organoquimicos
(Aschner et al., 2009; Racette et al., 2017).
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El Mn es un nutriente traza, se puede encontrar en todos los tejidos y se requiere para
el metabolismo normal de aminoécidos, lipidos, proteinas y carbohidratos. Las familias
de enzimas Mn-dependientes incluyen a la arginasa, glutamino sintasa,
fosfoenolpiruvato descarboxilasa y SOD-Mn. Se ha relacionado con la funcion de
diversos sistemas organicos, como la funcion inmune normal, regulacién de azucar en
sangre y energia celular, reproduccion, digestion, crecimiento éseo y como auxiliar en
los mecanismos de defensa contra los radicales libres. Ademas, el Mn junto con la
vitamina K ayuda en la coagulacion de la sangre (Kwakye et al., 2015; Aschner et al.,
2005; 20009).

El Mn presenta 11 estados de oxidacion diferentes. Los estados de oxidacion con
importancia ambiental son el Mn?*, Mn* y Mn™. En tejido vivo el Mn se puede
encontrar como Mn?* o Mn®" y posiblemente como Mn**; el Mn®*, Mn®", Mn’* y otros
complejos de Mn con un alto estado de oxidacion, generalmente sélo se reconocen en

materiales inorganicos (Mahalakshmi et al., 2014).

El Mn, se ha relacionado con la formacién acelerada de ROS a los estados divalentes
y trivalentes del metal (De Rycker y Halliwell, 1978; Soliman et al., 1995). Sin
embargo, otros reportes han mostrado que el ion de Mn divalente (Mn?*) elimina las
ROS, las especies reactivas de superdxido y OHe cuando la actividad de la SOD-Mn
esta inhibida; inclusive disminuye la toxicidad del oxigeno en el Lactobacillus
planetarium y en bacterias con deficiencia de la enzima SOD-Mn (HaMai et al., 2001,
Archibald y Fridovich, 1982).

Asi mismo se ha reportado que concentraciones muy bajas de ion Fe®*" atentan el
potencial oxidativo de Mn?*, mientras que cantidades pequefias de Mn®" promueven la

capacidad del Mn?* para generar ROS (HaMai et al., 2001).

El Mn puede inducir reacciones no deseadas para generar radicales libres, sin
embargo, la dinamica redox entre sus estados de valencia difiere de la de otros
metales pro oxidantes. Es necesario resaltar, que la presencia de un ion metalico
trivalente en cantidades traza, es necesaria para la actividad pro-oxidante asociada
con el exceso de Mn?*. El efecto catalitico de las concentraciones nanomolares del ion
trivalente sobre la oxidacién de Mn?* y el ciclo redox, podria explicar las propiedades

oxidativas de las sales de Mn (HaMai et al., 2001).

Lo anterior llevé a tomar la decision de utilizar la mezcla de Mn en el modelo de
inhalacién, con la cual se obtuvieron buenos resultados. Por lo cual, en este trabajo se
utilizé la misma mezcla de Mn en las siguientes concentraciones: acetato de

manganeso (Mn(OAc)s) al 0.02 M y cloruro de manganeso (MnCly) al 0.04 M.
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1.5.2 Manganismo.

La exposicion constante y excesiva al Mn que se encuentra en el ambiente es un
riesgo ocupacional bien documentado, puede provocar el sindrome extrapiramidal
referido como manganismo. El manganismo esta asociado con niveles elevados de Mn
en el cerebro, principalmente en areas donde hay concentraciones altas de fierro no
hemo, especialmente en el CE, GP, SNc y NST (Mahalakshmi et al., 2014).

Multiples lineas de evidencia, han revelado que la exposicion a largo plazo en el
entorno laboral a niveles altos de Mn, induce alteraciones cognitivas tempranas como:
depresion y alucinaciones; seguidas de trastornos del movimiento como: rigidez,
postura flexionada, distonia y deterioro de la marcha (Cersosimo y Koller, 2006;
Aschner et al., 2009).

El manganismo puede tener algunas caracteristicas clinicas que ocurren con menos
frecuencia en la EP, como temblor cinético, alteraciones especificas de la marcha,
alteraciones del equilibrio y del habla. Los signos clinicos tienden a ser bilaterales,
mientras que la EP comienza en un lado del cuerpo y, ademas, los pacientes con
parkinsonismo inducido por Mn lo presentan en edades tempranas (Cersosimo y
Kollerb, 2006).

1.5.3 Absorcion del Manganeso.

La incorporacion de Mn hacia el cerebro es regulada por numerosos sistemas
fisiologicos, entre ellos la funcion normal del tracto gastrointestinal, el sistema
hepatobiliar, transferrina y otras proteinas transportadoras de la sangre y la barrera
hematoencefalica. La alteracibn en los niveles de Mn puede ocurrir cuando los
sistemas reguladores son parcialmente anulados como en el caso de la inhalacién, o
cuando los sistemas de control estan saturados debido a la ingestibn por niveles
extremadamente altos de Mn en el agua potable. También puede aumentar la
concentracion de Mn cuando hay compromiso hepatobiliar u otra enfermedad que

pueda alterar la homeostasis normal de Mn (Aschner et al., 2009).

El Mn es transportado dentro de las células por numerosos transportadores,
incluyendo el transportador de metales divalente tipo | (DMT1), el transportador de
solutos ZIP-8, el receptor de transferrina, canales de Ca?*, entre otros. Pero ninguno

de esos transportadores parece ser especifico para Mn (Kwakye et al., 2015).

Al entrar al cerebro, el Mn puede ser llevado dentro de los astrocitos y las neuronas.

Los astrocitos funcionan como los principales reguladores homeostaticos y sitios de
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almacenamiento de Mn en el cerebro. Sin embargo, el incremento en la acumulacion
de Mn en los astrocitos puede inducir la liberacion excesiva de glutamato provocando
excitotoxicidad. La captacion neuronal de Mn involucra a la transferrina y el sistema de
transporte especifico de dopamina el DAT (Suarez y Eriksson, 1993; Anderson et al.,
2007; Chen et al.,, 2006). A nivel celular el Mn se acumula preferentemente en la
mitocondria, donde interrumpe la fosforilacion oxidativa e incremente la generacion de
ROS (Milatovic et al., 2009).

A la fecha, se han reportado tres transportadores o bombas con capacidad de regular
el flujo de Mn: el transportador de solutos, ferroportina y SLC30A10 y la via secretora
de ATPasa tipo P Ca?-ATPasa 1 (SPCA1l). El SLC30A10 desempefia un papel
fundamental en el mantenimiento de los niveles celulares de Mn, asi como en la

proteccion contra la toxicidad del mismo en todo el organismo (Kwakye et al., 2015).

1.5.4 Mn y dafio celular.

Los reportes indican que la neurodegeneracion dopaminérgica asociada con la
exposicion al Mn y la EP comparten multiples mecanismos moleculares, como
disfuncion mitocondrial, disminuciéon de la energia celular, transduccién de sefiales
aberrantes, estrés oxidativo, agregacion de proteinas y activacién de vias de muerte
celular necrética y apoptética (Milatovic et al., 2009).

Aunqgue los mecanismos que conducen a la neurodegeneraciéon inducida por Mn auin
no se conocen bien, los iones metalicos multivalentes en particular Mn?* y Mn®*, son
capaces de reaccionar con aminas biogénicas (como la DA) a través de la reaccion de
Fenton y de esta manera producir ROS, lo que llevaria al dafio oxidativo.
Se han propuesto varios mecanismos de la auto oxidacion de DA catalizada por Mn,
gue involucran semiquinonas y compuestos intermedios de aminocromo, L-cisteina o
cobre y facilitacion de NADH (Benedetto, 2009).

La especificidad de la acumulacion de Mn conferida por DMT1 y su capacidad para
reaccionar con DA puede explicar la selectividad por las NDA en el parkinsonismo
inducido por Mn (Benedetto, 2009).

Los efectos toxicos del Mn han sido descritos en las NDA, ya que el Mn induce
decremento en los contenidos de peroxidasa, catalasa y grupos tioles en la SNc. Este
metal produce ROS como O;", H.0, y OHe, 6-OHDA y otras catecolaminas toxicas. El
Mn induce la auto-oxidacion de la DA, seguida de la formacién de (semi)quinonas
toxicas y deplecion de DA (Takeda, 2003; Archibald y Tyree, 1987).
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Ademas, el Mn activa los receptores glutamatérgicos NMDA, el cual puede contribuir a
la degeneracién neuronal (Brouillet et al., 1994). Centonze y colaboradores en el 2001,
sugirieron que los mecanismos excitotoxicos secundarios juegan un papel crucial en el
desarrollo de la neurodegeneracion inducida por Mn en el CE; observaron que la
excitacion anormal de las neuronas estriatales durante la intoxicacion por Mn,

ocasiona la hiperactividad de las neuronas corticoestriatales.

En resumen, el Mn causa en las células neuronales estrés oxidativo por el aumento
descontrolado en la cantidad de ROS, disfuncion mitocondrial y neuroinflamacién
(Milatovic et al., 2009).

16



JUSTIFICACION

Los modelos utilizados muestran varios rasgos caracteristicos de la EP, sin embargo,
los modelos agudos bilaterales llegan a ser tan agresivos que los animales presentan
adipsia y afagia y por lo tanto aumenta la tasa de mortalidad. Mientras en otros casos,
como en la inhalacién de Mn es necesaria la exposicién continua y por periodos de
hasta 6 meses para inducir el dafio requerido, desafortunadamente este tiempo en

ocasiones no es viable para algunas investigaciones.

Es por ello que proponemos la microinyeccion tanto unilateral como bilateral de la
mezcla de cloruro de manganeso (MCl,) y acetato de manganeso (Mn(OAc)s) en el

haz medial del cerebro anterior como un nuevo modelo de la EP.

OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo, es evaluar la micro-inyeccion de la mezcla de
MnCIl2/Mn(OAc)s en el haz medial del cerebro anterior como modelo de la EP
analizando el grado de lesion a nivel conductual y citoldgico.

Objetivos particulares:

+ Determinar cudl es la concentracion adecuada para producir la lesién en el haz
medial del cerebro anterior, mediante una curva dosis-respuesta para producir

un modelo de la EP.

» Analizar el grado de deplecién dopaminérgica con la conducta de giro inducido

con apomorfina.

 Analizar la conducta motora de los animales con lesién bilateral con las

pruebas de la viga y “reaching task”.

 Analizar la conducta motora de los animales con lesién unilateral con las

pruebas de la viga y la escalera.

» Determinar el nimero de neuronas inmunopositivas a tirosina hidroxilasa (TH)
en la SNc de los animales control y los que recibieron la micro-inyeccion de la
mezcla de MnCl, y Mn(OAc)s en el haz medial del cerebro anterior, unilateral o

bilateralmente.

17



MATERIALES Y METODO

Se utilizaron ratas machos (n= 46) de la cepa Wistar de 180-200 g al inicio del
experimento. Los animales fueron mantenidos en ciclos de luz-oscuridad 12:12 h, con
libre acceso al agua/alimento (con excepcion de los dias de evaluacién en las pruebas
de escalera y “reaching task”).

Con la finalidad de evaluar la conducta motora, antes de lesionarlos, los animales

fueron entrenados para las siguientes pruebas:

Fig. 1 Aparato para prueba de viga de equilibrio

Prueba de la viga de equilibrio: Todas las ratas fueron entrenadas en la viga de
equilibrio por 7 dias previos a la lesiéon, se utiliz6 un artefacto de madera con dos
pedestales, a los cuales va unida una viga de madera de 2 metros de largo con una
inclinacion de 15° (Fig. 1). Se utilizaron dos vigas de diferentes grosores: 12 y 6 mm
(Fig. 2), por donde los animales debian de caminar desde el extremo inferior hasta el
extremo superior del dispositivo donde se encontraba su caja hogar (Fig. 3). Se
registrd con cronémetro el tiempo en que las ratas tardaban en recorrer la viga (tiempo
total). Se esperaba como tiempo maximo 120 segundos, y si al término de ese tiempo
la rata no cruzaba se daba por terminada la actividad, asignando el valor de 120
segundos a su evaluacion. En esta prueba se evalla el deterioro motor en términos de
lentitud, balance y rigidez muscular, ademéas del uso alternado de las extremidades

para el desplazamiento (Sdnchez-Betancourt, 2016).
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Fig. 2 Diferentes grosores de vigas (6 mmy  Fig. 3 Rata realizando la prueba de la viga.
12 mm).

Para las siguientes pruebas motoras: las ratas se dividieron en dos grupos de acuerdo
a la lesion (lesion unilateral o lesion bilateral) para ser entrenadas durante una semana
previa a la lesidon con las pruebas correspondientes a cada tipo de lesién. Para el
entrenamiento, el alimento fue restringido a 10-15 g para mantener el peso corporal de
las ratas al 90%. Al final del entrenamiento se realizaron las evaluaciones control.

Todas las ratas fueron evaluadas y video grabadas semanalmente.

Prueba de “reaching task” para evaluar lesion bilateral: Cada rata se colocé dentro
de una caja de acrilico cuyas dimensiones son 20 cm de alto, 15 cm de ancho y 30 cm
de largo (Fig. 4). La parte frontal de la caja cuenta con una abertura de 1cm por la cual
la rata tiene que alcanzar un pellet con la pata delantera y comerlo (Fig. 5). Se cont6
como acierto cada vez que el animal tomaba el pellet y lo llevaba hasta su boca y
como error si se le caia 0 no lo podia sujetar. Se hicieron 20 ensayos por evaluacion.
En esta prueba se evalia la secuencia de movimientos motores finos de las
extremidades delanteras, se inicia a partir de que la rata huele el pellet en la parte
delantera de la caja de evaluacion, levantan la extremidad delantera, ajustan la
postura para proyectar la extremidad por la abertura, toman el pellet y lo sujetan,
encojen la pata, voltean el pellet, lo huelen y lo introducen a la boca (fig. 6). En esta
prueba se puede observar el deterioro motor en términos de lentitud en la realizacion
de los movimientos secuenciados, temblor en las extremidades, disminucion en la
fuerza y precision empleadas para la manipulacion del pellet (Sanchez-Betancourt,
2016).
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Fig. 4: Vista superior de la caja de “reaching Fig. 5: Vista frontal de la caja de “reaching
task”. task”.

Fig. 6: Secuencia de movimientos en “reching task”.

Prueba de la escalera para evaluar lesién unilateral: La escalera es un dispositivo
plastico con dos cajas de acrilico de diferente ancho conectadas entre si (Fig. 7), la
caja de menor area (parte frontal) contiene una plataforma intermedia, la cual a cada
lado posee una escalera con 6 escalones a diferente profundidad (Fig. 8), en cada
escalon se coloca un pellet del tamafio suficiente para ser tomado por la extremidad
anterior de la rata. La evaluaciéon dura 10 minutos, una vez dentro del dispositivo, la
rata se dirige a la parte frontal y se coloca sobre la plataforma intermedia, ello le
permite introducir la extremidad delantera a la escalera correspondiente para tomar los
pellets y comerlos (Fig. 9). En esta prueba se cuentan los pellets sujetados con cada
extremidad, con ello se analiza de forma independiente el movimiento de los miembros
anteriores; también se puede observar la presencia de temblor y la disminucién
progresiva de la fuerza y precision requeridas para realizar los movimientos (Montoya
et al., 1991).
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Fig. 7: Vista superior de la caja para la
prueba de escalera.

Fig. 8: Componentes de la caja para la
prueba de escalera.

Fig. 9: Rata realizando prueba de escalera.

Cirugia esterotaxica: Las ratas fueron anestesiadas con una dosis de 17.5 mg/Kg de
pentobarbital sodico por via intraperitoneal (ip), posteriormente se colocaron en la
camara de induccion anestésica regulando el vaporizador al 1-3% de isoflurano
(anestésico) y flujo de oxigeno (100%) a 0.5-1.0 I/min. Una vez anestesiadas, las ratas
fueron sacadas de la camara de induccion y fijadas en el aparato estereotaxico (Fig.
10) (Kopf instruments, EUA) donde se les colocé la mascarilla para continuar con la
anestesia. La cabeza de las ratas fue afeitada y desinfectada con yodo para proceder
a hacer una incision longitudinal en la parte superior de la cabeza, se separ0 y sujeto

la piel para dejar expuesto el craneo y se limpid el area de bregma.
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Se procedié a hacer uno o dos pequefios trépanos (dependiendo si era lesion
unilateral o bilateral), para ello, se usé un taladro manual para perforar el crAneo con
las siguientes coordenadas: AP= -3 mm respecto a la linea interaural, L= +1.6 mm
respecto a bregma (Paxinos y Watson, 1998) y con la coordenada V= -7.6 mm
respecto a la duramadre (Paxinos y Watson, 1998), posteriormente se introdujo la

micropipeta hasta el MFB para inyectar la mezcla de Mn.

La mezcla de Mn se prepar6 de la siguiente manera: el Mn(OAc)s a 0.02 M se disolvié
en agua bidestilada y se dejé en agitacién por 12 h continuas, posteriormente se
adicion6é el MnCl, a 0.04 M, ya mezclados se dejaron en agitacibn hasta su

administracion.

Se administraron dos diferentes volumenes (4 uly 5 pl) de la mezcla de Mn a la misma
concentracion y 4 pul al doble de la concentraciéon estandar. Con el fin de determinar el
volumen y la concentracién adecuadas para inducir la lesién se utilizaron 3 ratas para
cada grupo. De acuerdo al conteo de neuronas dopaminérgicas (inmunopositivas a
TH), se determin6 que para los grupos con lesién unilateral o bilateral se utilizarian 4 pl
por hemisferio de la mezcla de Mn, utilizando una micro-jeringa Hamilton de 10pl. La
jeringa se mantuvo en el lugar durante 5 minutos después de la administracion de la
mezcla para asegurar la difusion de ésta. Después de retirar la jeringa, las ratas se
suturaron y se dejaron recuperar. Se hizo cambio a dieta blanda y electrolitos durante
las dos primeras semanas post cirugia, con el fin de evitar la pérdida excesiva de

peso.

Quince dias después de la lesion se evalud la conducta de giro administrando
apomorfina ip (0.25 mg/kg), la cual es un agonista dopaminérgico, (Ungerstedt et al.,
1968). Esto con el propoésito de seleccionar los animales con pérdida de NDA en la

SNc; ya que se ha reportado que los animales que presenten mas de 200 giros en
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media hora tienen pérdida neuronal del 80% aproximadamente (Moore et al., 2001). La
evaluacion se realiz6 a los 15, 30, 45 y 60 dias después de la lesion, para determinar

la pérdida neuronal progresiva.

Perfusién e inmunohistoquimica positiva a TH: Al mes y a los dos meses post
lesion, todos los animales fueron perfundidos por via intracardiaca, para ello se les
administré6 una dosis letal de pentobarbital sédico ip (Fig. 11). Primero se perfundio
con solucién salina al 0.9% y después con solucién fijadora de paraformaldehido al 2%
en solucion buffer de fosfatos (PB) 0.1 M (Fig. 12). Posteriormente los cerebros fueron

removidos y embebidos en la misma solucién fijadora por una hora.

Figura 12: Soluciones y bomba utilizados para la perfusion intracardiaca.
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Se obtuvieron cortes histolégicos coronales del mesencéfalo ventral a nivel de la SNc
de 50 pm de grosor con un microtomo de congelacion (Leica SM2010R)
posteriormente los cortes fueron procesados con la técnica inmunohistoquimica para
tirosina hidroxilasa (TH), empleandose el anticuerpo anti TH (1:1000, Chemicon
International Inc. CA, EUA) y se complement6 con el método ABC (Vector Lab M,
EUA) para la deteccién de NDA. Para determinar el nUmero de NDA remanentes en la
SNc se contaron las neuronas inmunopositivas a TH en la SNc del lado ipsi y
contralateral a la lesiébn por microscopia de luz, se utiliz6 una camara (Cannon
PC1087) acoplada a un microscopio 6ptico (Nikon, Japon). Se tomaron 10 cortes al
azar de la SNc a nivel del mesencéfalo ventral de cada hemisferio por rata (Fig. 15).
Esto nos permitié cuantificar el nimero de neuronas dopaminérgicas remanentes en
toda la SNc (Fig. 13).

Los datos obtenidos en las pruebas conductuales y de inmunohistoquimica se
analizaron con el programa GraphPad Prism V5, donde se realizd el andlisis de
varianza (ANOVA) de una via con a = 0.05, seguido de la prueba post hoc de Tukey;

se consideraron como diferencias significativas cuando P<0.05.

Fig. 13: Area donde se realizé el conteo de las neuronas
remanentes de la SNc en cortes de mesencéfalo ventral (10x).
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RESULTADOS

Para determinar la concentracion y volumen adecuados de la mezcla de Mn para
producir la lesion nigroestriatal se realiz6 una curva dosis-respuesta. Se administro
unilateralmente 4 pl y 5 pl de la mezcla de Mn(OAc)s al 0.02 My MnCl; al 0.04 M en el
haz medial del cerebro anterior y un mes después, con el volumen de 4 ul se encontré
el 37.7% de neuronas remanentes en el hemisferio ipsilateral (lado lesionado) y el 61%
de neuronas remanentes en el hemisferio contralateral (lado no lesionado), mientras
que con el volumen de 5 ul se encontrd 41% de neuronas remanentes en el hemisferio
ipsilateral y el 64% de neuronas remanentes en el hemisferio contralateral, no
mostrando diferencias estadisticamente significativas con el volumen de 4 pl (Grafica
1). Posteriormente, con el propésito de inducir mayor pérdida neuronal se
administraron unilateralmente 4 pl de la mezcla de Mn al doble de la concentracion
estandar (0.04 M de Mn(OAc); y 0.08 M de MnCl;), al mes observamos que esta
concentracion fue demasiado agresiva ya que la SNc estaba perforada, por ello este
tejido no se procesd para inmunohistoquimica para TH; también observamos que los

cerebros presentaron dilatacion considerable del ventriculo lateral izquierdo (Fig. 14).
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Gréfica 1: Media (+ ES) del nimero de neuronas inmunopositivas a TH en la SNc izquierda y
derecha con las cuatro dosis probadas.

En donde: * = p < 0.05 entre Experimental vs Grupo control. # = p < 0.05 entre UNI der 4 pl y

UNI der 5 pl vs UNI izg 4 pl, UNI izg 5 pl, Bl der 4 ply Bl izq 4 pl.
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Figura 14: Fotografia donde se observa dilatacion del
ventriculo lateral izquierdo en ratas lesionadas con 4 pl
con concentracién de 0.04M de Mn(OAc)z y 0.08 M de
MnCla.

De acuerdo con estos resultados, la concentracion de Mn(OAc)s a 0.02 My MnCl,; a
0.04 M en un volumen de 4 ul es el mas adecuado para inducir la lesién en la via
nigroestriatal. Ademas, con el propésito de evaluar la pérdida dopaminérgica estriatal
se realizé la prueba de giro inducido con apomorfina, sin embargo, las ratas con lesion
unilateral de 4 pl y 5 pl no presentaron conducta de giro (Tabla 1).

Tabla 1: Conducta de giro inducido con apomorfina en ratas con lesioén unilateral.

Mezcla de Mn (volumen I\_Iumero de Numero de Giros | NOmero de Giros a
-, Giros alos 3 : :
y concentracion) dias alos 15 dias los 30 dias
0 0 5
4 ul de Mn(OAc)s al 0.02 > 1 16
My MnCl; al 0.04 M
16 2 17
3 2 1 contralateral
2 ipsilaterales
5 ul de Mn(OAc); al 0.02 0 0 4 contralateral
My MnCl; al 0.04 M 1 ipsilateral
4 contralateral
0 0 o
5 ipsilateral
54 No se realizo la 24 contralaterales
4 pl de Mn(OAc)s al 0.04 prueba 1 ipsilateral
My MnCl; al 0.08 M
0 11 ipsilaterales 1 ipsilateral
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Con estos resultados, observamos que la lesion con la mezcla de compuestos Mn no
es tan agresiva en comparacion con otros modelos agudos, por ello decidimos hacer
también lesiones bilaterales con 4 pl de Mn(OAc)s al 0.02 M y MnCl; al 0.04 M, en las
cuales se encontré 15% de neuronas remanentes en el hemisferio izquierdo y 25% de
neuronas remanentes en el hemisferio derecho (Grafica 1), asi como aumentar el
tiempo de exposicion a dos meses, para observar si la pérdida neuronal aumentaba
con el tiempo. Debido a que ninguno de los casos se observé conducta de giro
inducido, se emplearon las pruebas motoras para determinar el grado de dafio motor

ocasionado por este modelo.

Después de determinar la concentracion de la mezcla de Mn, dosis, y tiempo, se
procedié a realizar los entrenamientos en las pruebas conductuales para los grupos:
lesion unilateral, lesion bilateral y control, para posteriormente realizar la lesién con la
mezcla de Mn; quince dias después de la lesién, una vez por semana se evalud la

conducta motora de las ratas de los 4 grupos.

Prueba de giro inducido con apomorfina.

Los giros hacia el lado contralateral a la lesion presentan una ligera tendencia al
incremento conforme avanza el tiempo post lesién, sin embargo, no se observé
conducta de giro, a partir de la semana 7 se observa decremento y en la semana 8 se

observa casi como en la semana 3 (Grafica 2).

Durante las evaluaciones semanales se observé que las ratas presentaban tendencia
a girar hacia alguno de los lados (ipsilateral o contralateral) pero no completaban los
giros, se quedaban dormidas durante el periodo de observacion después de la
administracién de la apomorfina. Ademas, se pudo identificar que todas las ratas
lesionadas presentaban movimientos orolinguales y temblor en extremidades
delanteras; tras observaciones detalladas, las ratas presentaban pérdida del pelaje en
las patas, lo cual podria atribuirse al aumento del acicalamiento por la presencia de

temblor.
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Grafica 2: Media (x ES) en el nimero de giros contralaterales en ratas con
lesidn unilateral con 4 pl de la mezcla de Mn.
Prueba de la viga.

En la prueba de equilibrio se observo rigidez muscular, alteracién en la alternancia en
de las patas al avanzar y fuerza de agarre. En la viga de 12 mm de grosor las ratas
con lesion unilateral presentaron tiempos de recorrido similares a los del grupo control,
no mostrando diferencias estadisticamente significativas. Las ratas lesionadas
bilateralmente incrementaron significativamente el tiempo de recorrido con respecto al
grupo control y lesién unilateral, es importante mencionar que en la semana 8 las ratas
parecian olvidar cbmo completar la prueba, ya que se dirigian a la meta, paraban a la
mitad de la viga y volvian al punto de salida (Grafica 3).

Viga 12mm

- Control
-®- Unilateral
-®- Bilateral

120+
1104 d
100+
90+
80+
704
604
504
404

Promedio en segundos = ES

Semanas post-lesion

Gréfica 3: Promedio (+ ES) en segundos del tiempo en el que las
ratas tardaron en recorrer la viga de equilibrio.

*~ p < 0.05 entre Grupo control y Lesién unilateral vs Lesién
bilateral.
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En la viga de 6 mm se observé nuevamente que las ratas lesionadas unilateralmente
no presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo
control. Las ratas con lesién bilateral presentaron un comportamiento similar a la viga
de 12 mm, es decir, incrementaron el tiempo de recorrido significativamente durante
las 8 semanas en comparacion con el grupo control y el grupo lesion unilateral. En
estos animales se observd rigidez, resbalones al caminar, torpeza en sus

movimientos, en lugar de mover las patas traseras las arrastraban (Gréfica 4).

Viga 6mm

-e- Control
-® Unilateral
-®- Bilateral

1201
1104
1004

Promedio en segundos = ES
(2]
'

Semanas post-lesion

Graéfica 4: Promedio (x ES) en segundos del tiempo en el que
las ratas tardaron en recorrer la viga de equilibrio.

* = p < 0.05 entre Grupo control vs Lesion bilateral.
@ = p < 0.05 entre Lesion unilateral vs Lesion bilateral.

Prueba de escalera (lesion unilateral).

Como se ha reportado la respuesta motora es cruzada, es por ello que si se lesiona el
hemisferio izquierdo se veran afectados los movimientos de la extremidad derecha. En
la grafica 5 se muestra la media de pellets tomados con la extremidad ipsilateral (lado
lesionado) y después comidos, se observa que las ratas del grupo control y la
extremidad ipsilateral a la lesion mantuvieron en promedio el mismo numero de
aciertos a los basales de 5-5.3 aproximadamente durante todo el estudio y no
presentaron diferencias significativas. Asimismo, cualitativamente observamos que las
ratas lesionadas y las del grupo control, presentaron los movimientos tipicos para
lograr tomar los pellets: 1) se preparaba para tomar el alimento, 2) estiraba la
extremidad, 3) tomaba el pellet (movimiento de pronacion), 4) retiraba y giraba la

mufieca (supinacion) y 5) comia el pellet (Grafica 5).
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Gréfica 5: Media (+ ES) del nimero de pellets tomados y comidos
con la extremidad ipsilateral a la lesion unilateral en la prueba de la
escalera.

Con respecto a la extremidad contralateral (grafica 6) las ratas lesionadas
unilateralmente mostraron alteraciones en la conducta motora evidenciadas por la
disminucion estadisticamente significativa en el numero de pellets tomados y comidos
en comparacion con el grupo control. De manera cualitativa observamos que dichos
animales realizaban pocos esfuerzos para alcanzar los pellets, sus movimientos eran
torpes al intentar tomar el alimento de los escalones, presentaban alteraciones al
orientar el pellet para llevarlo hacia la boca y carecian de fuerza suficiente para
hacerlo, parecian incapaces de extender los digitos, en vez de sujetar el pellet lo
arrastraban lanzandolo a la parte baja de la escalera, utilizaban los dientes y la lengua
para tomar el pellet en lugar de las extremidades. Mientras que en la semana 8

presentaron comportamiento similar al grupo control (Gréfica 6).
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Gréfica 6: Media (x ES) del numero de pellets tomados y comidos
con la extremidad contralateral a la lesién en la prueba de
escalera.

* = p < 0.05 entre Grupo control vs Lesion unilateral.

“Reaching task” (lesion bilateral).

En esta prueba se evalla la secuencia de movimientos que las ratas realizan para
llevarse el pellet a la boca, en la grafica 7, se observa la media del nimero de aciertos
obtenidos. Los animales del grupo control presentaron 14 aciertos en promedio
durante todo el estudio en comparacion con las ratas del grupo lesionado
bilateralmente, donde se observé disminucion estadisticamente significativa en el
namero de aciertos con respecto al grupo control, dicha disminucién se observé a
partir de la semana 3 posterior a la lesién y hasta la Ultima semana de evaluacién. Las
ratas lesionadas bilateralmente se observaban indiferentes al alimento, al intentar
tomarlo no podian sujetarlo con los dedos y sélo lo tocaban con la palma repetidas
veces sin lograr tomarlo, sacaban la extremidad mas alla del lugar donde estaba el
pellet e incluso sacaban ambas extremidades para conseguir tomarlo, jalaban el pellet
hacia ellas arrojandolo dentro de la caja, cuando tomaban el pellet se les caia antes de
llegar a la boca, intentaban tomar el pellet con la lengua en repetidas ocasiones
(Grafica 7).
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Gréfica 7: Media (x ES) del niamero de aciertos en la prueba de
“Reaching Task”. * = p < 0.05 entre Grupo control vs Lesion bilateral.

Conteo de neuronas TH+.

En el grupo con lesion unilateral se encontré pérdida en el lado ipsilateral de 68.7% y
del 42.01% en el lado contralateral. Mientras que en el grupo con lesién bilateral se
encontré pérdida en el hemisferio izquierdo de 63.99% y del 58.3% en el hemisferio
derecho (Gréfica 8 y figura 15). Los grupos lesionados presentan diferencias

significativas respecto al grupo control.
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Gréfica 8: Media (+ ES) del nimero de células inmunopositivas a TH dos meses después de
la lesion.
* = p < 0.05 entre Grupo experimental vs
Grupo control.
# = p < 0.05 entre UNI der vs UNI izg.

@ = p < 0.05 entre UNI der vs Bl der.
+ = p < 0.05 entre UNI izq vs Bl der.
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Figura 15: Cortes representativos de la SNc ipsilateral (1= izquierda) y contralateral
(D=derecha) del mesencéfalo ventral en cerebros de ratas de los grupos: control
unilateral (CU), control bilateral (CB), lesion unilateral (LU) y lesién bilateral (LB).
Magnificacion 3.2X
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DISCUSION

Giro inducido con apomorfina.
En este trabajo no se observé conducta de giro. Sin embargo, en las evaluaciones los
animales mostraron cierta tendencia al giro (sin direccion determinada) aunque estos

no llegaban a completarse.

Esta prueba conductual es una de las ma&s ampliamente utilizadas, ya que se
fundamenta en la hipersensibilidad de los receptores a DA estriatal que se sobre
expresan en el lado donde se realiz6 la administracion de la toxina (comdnmente con
la administracion de 6-OHDA), ya que involucra la pérdida unilateral de la proyeccion
dopaminérgica ascendente (LaHoste y Marshall,1990). Los animales con este tipo de
lesibn giran hacia el lado con la menor actividad dopaminérgica, cuando se
administran agonistas dopaminérgicos (como apomorfina), ya que existe asimetria
hemisférica en la sensibilidad de los receptores dopaminérgicos (Moore et al., 2001;
Hudson et al., 1993; Truong et al., 2006).

La hipersensibilidad de los receptores dopaminérgicos postsinapticos del estriado, se
evalla a través de la induccion del giro después de la administracion de apomorfina, la
cual solo ocurre cuando se destruyeron del 80 al 90% o méas de las neuronas
nigrostriatales y se relaciona con mas de 200 giros en media hora (Hefti et al., 1980;
Moore, 2001).

En los cerebros con lesiones nigroestriatales menores al 60% no hay una distribuciéon
desigual de DA ni supersensibilidad unilateral de los receptores de DA, por lo tanto, la
apomorfina afecta a ambos hemisferios sin causar la conducta de giro (Moore, 2001).
Esto concuerda con nuestros resultados, ya que no se obtuvo pérdida mayor al 68%,
por lo cual no hubo denervacién suficiente para que las ratas lesionadas presentaran

hipersensibilidad de los receptores dopaminérgicos y, por lo tanto, el giro esperado.
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Viga de equilibrio.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas con el grupo control vs
lesion unilateral en ambas vigas; sin embargo, las ratas con lesién bilateral
incrementaron considerablemente el tiempo total del recorrido, el cual presenta

diferencias significativas con el grupo control y lesion unilateral.

Dado que la EP es un trastorno motor, esta prueba es til para examinar los déficits en
la locomocién y la capacidad de iniciar el movimiento en los modelos experimentales
de la enfermedad. Con esta prueba se puede observar el tiempo que requieren los
animales para iniciar el movimiento cuando se colocan en la viga (como indice de
acinesia en animales parkinsonianos) y también el tiempo necesario para cruzar la
viga (como medicidon de bradicinesia, equilibrio e inestabilidad postural en animales
parkinsonianos) (Allbut y Henderson 2007).

Nuestros resultados concuerdan con lo observado por Allbut y Henderson (2007),
quienes reportan que en la comparacion del grupo lesionado con 6-OHDA vy el grupo
control, tanto la latencia como el tiempo total para cruzar la viga fueron cuatro veces
mayores en el grupo lesionado. También observaron que las ratas lesionadas inician la
prueba, pero se detienen y luego la reinician o permanecen sin movimiento, lo cual es

similar a las conductas de congelacion observadas en los pacientes con EP.

Sanchez-Betancourt en el 2016 reporta que en las pruebas de viga de 6 y 12 mm, hay
incremento en el tiempo de ejecucidén en los animales expuestos a la mezcla de Mn.
Mientras que los animales del grupo control presentan 20 segundos en promedio para
atravesar la viga durante todas las evaluaciones, los animales expuestos a la mezcla
de Mn llegaron a tardar en el traslado por la viga hasta 120 segundos a partir de la
décima semana. En esta prueba se identificaron alteraciones motoras como dificultad
para iniciar el movimiento, alteraciones de la marcha, asi como periodos en los que las

ratas se quedaban inmdviles.

Allbut y Henderson (2007) sugieren que la deplecion de DA en el estriado causa mayor
retraso en el inicio del movimiento y menor velocidad en el cruce de la viga, lo que
seria compatible con la acinesia y la bradicinesia observadas en los pacientes con

esta enfermedad.

De igual manera, Truong y colaboradores (2006) reportan que los animales lesionados
con 6-OHDA con pérdida neuronal del 40 al 85%, mostraron en la prueba de la viga de
equilibrio, evidentes dificultades en la locomocion, equilibrio y postura, lo cual esta

correlacionado con la pérdida de células dopaminérgicas.
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Prueba de la escalera.

Como se pudo observar en este trabajo, las ratas lesionadas unilateralmente
mostraron alteraciones en la conducta motora en la extremidad contralateral a la

lesion.

Las pruebas para evaluar la conducta motora fina son necesarias para detectar
deficiencias sutiles que no se pueden observar en las pruebas estandar, estas
deficiencias en humanos, podrian afectar de manera negativa el rendimiento de

habilidades manuales importantes (Samsam et al., 2004).

Se ha reportado, que la prueba de escalera, es una prueba simple y eficiente para
evaluar las preferencias de cada pata y las medidas cuantitativas de alcance
especifico para las dos extremidades anteriores de forma independiente (Montoya et
al., 1991).

Olson y colaboradores en 1995, observaron que al lesionar ratas con 6-OHDA en la
via mesoestriatal dopaminérgica ascendente, éstas presentaron deficiencias marcadas
en la funciébn de la pata contralateral a la lesion, el déficit fue estadisticamente
significativo en comparacion con los del grupo control. Por otro lado, la pata ipsilateral

a la lesién, no presenté diferencias significativas respecto al grupo control.

Whishaw y colaboradores en 1997, reportaron que las ratas con lesion unilateral en el
MFB con 6-OHDA, presentaron dificultades para alcanzar los pellets del lado
contralateral a la lesién; mientras que en los movimientos del lado ipsilateral no se
presentd ninguna alteracion comparado con el grupo control. Asimismo, reportan que
se observaron conductas compensatorias, es decir, que las ratas con deplecion
dopaminérgica unilateral, usaron principalmente las extremidades ipsilaterales para
realizar ajustes posturales y también usaron la lengua para alcanzar los pellets del

lado contralateral a la lesion.

Klein y Dunnet en el 2012, reportaron que ratas no lesionadas, primero intentaron
tomar los pellets con la lengua, solo los pellets de los primeros escalones se pueden
alcanzar de esta manera, para el resto de los escalones es indispensable el uso de las
patas anteriores para tomar los pellets. El tomar los pellets de los primeros escalones
con la lengua en los modelos de ratas hemiparkinsonicas, proporciona una medida
simple acerca de si los animales mantienen la motivacion basica para responder a

esta prueba.

Lo anterior, concuerda con lo encontrado en este trabajo, ya que sélo se obtuvieron

diferencias estadisticamente significativas en el lado contralateral a la lesion; ademas
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se observaron posturas compensatorias y el uso de la lengua para tomar los pellets de

los primeros escalones.
Reaching Task.

Se observaron diferentes alteraciones motoras en los animales lesionados

bilateralmente que los incapacitaban para realizar la prueba de forma adecuada.

Desde los primeros experimentos de Peterson (1932-1937), dirigidos a establecer la
localizacién cortical del uso de las extremidades, el “reaching task” se ha adoptado
como una forma de evaluacién que analiza el desarrollo y la lateralizacion del control
motor, la recuperacion funcional después del dafio cerebral y el control neuronal del

movimiento especializado (Whishaw et al., 1990, 1991).

Sanchez-Betancourt (2016) reporté alteraciones motoras en ratas expuestas a la
inhalacién de la mezcla de compuestos de Mn y evaluadas en la prueba de “reaching
task”, mientras que los animales del grupo control tuvieron una ejecuciéon normal
durante todo el experimento, los animales del grupo experimental disminuyeron el

promedio de aciertos a medida que incrementaban las inhalaciones.

Whishaw y colaboradores (1991) sugieren que el deterioro aparente en el uso de los
digitos probablemente esta relacionado con alteraciones en la orientacion de la pata
para tomar el alimento. Cada vez que la pata entraba en contacto con el alimento, el
agarre con los dedos parecia normal, asi mismo, se sugiere que la rata pierde ciertos
movimientos y que cualquier coordinacion exitosa del uso de la extremidad que
reaparece después de lesiones muy extensas se logra mediante una variedad de
ajustes posturales compensatorios para sustituir completamente los movimientos

perdidos.

Lo anterior podria explicar las observaciones hechas en este trabajo, ya que para
tomar el alimento las ratas presionaban el pellet con la palma antes de tomarlo con los
digitos. En nuestros resultados se muestra que la disminuciéon en el nimero de
aciertos no aumenté drasticamente respecto al tiempo, ello puede deberse, a que las
ratas aprendieron a compensar la destreza pérdida del miembro contralateral a la

lesion.
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Numero de neuronas inmunopositivas a TH.

Sanchez-Betancourt (2016) reporté que en los animales que inhalaron la mezcla de
Mn presentaron pérdida del 75% de neuronas inmunopositivas a TH en comparacién
con el grupo control. La pérdida de las NDA de la SNc es el rasgo histopatolégico mas
representativo de la EP y, se ha establecido que, con la aparicion de los primeros
sintomas, se observa degeneracidén neuronal de al menos 60% en la SNc, por lo tanto,

ya hay deplecion dopaminérgica del 80% en el (Dauer y Przedborski, 2003).

Por otro lado, Roedter y colaboradores (2001) reportaron que la administracion
unilateral intrastriatal de 6-OHDA produce pérdida del 80% de NDA en la SNc.
Mientras que las lesiones bilaterales intrastriatales con 6-OHDA resultaron en una
extension similar de la degeneracion nigrostriatal en comparacién con los animales
con lesiones unilaterales, pero, ocasionaron déficit de comportamiento mas extensos,
como reduccion en la actividad locomotora y el comportamiento exploratorio, pérdida
temporal de peso debido a la reduccidon del consumo de comida y deterioro

significativo a largo plazo en la habilidad de las extremidades bilaterales.

En este trabajo, la pérdida neuronal encontrada en el lado ipsilateral a la lesion
unilateral (68.7%) y la pérdida en el hemisferio izquierdo en la lesién bilateral (63.99%)
son muy similares, de igual manera, las pruebas motoras mostraron que las ratas con

lesion bilateral tienen mas alteraciones motoras que las ratas con lesion unilateral.

Roedter y colaboradores (2001) proponen que hay regulacién interdependiente entre
el sistema nigroestriatal derecho e izquierdo, el cual puede proporcionar una especie
de apoyo compensatorio para el desempefio en el comportamiento y la funcién del
lado lesionado a través del lado no lesionado, dicha compensacion se pierde en

animales con lesiones bilaterales del sistema nigroestriatal.

Por otro lado, Avila-Costa (1996) reporté que en ratas lesionadas unilateralmente con
6-OHDA en el MFB, presentaron alteraciones ultra estructurales en el CE contralateral,
como: incremento en el tamafio de los botones sinapticos, alteracion en la distribucion
de las vesiculas sinapticas e incremento en el nUmero de contactos dobles. Lo anterior
podria deberse a las evidencias de que la via dopaminérgica nigroestriatal proyecta
tanto ipsi como contralateralmente, siendo la proyeccién contralateral
aproximadamente del 5 al 10% (Fass y Butcher, 1981; Loughlin y Fallon, 1982). Por lo
cual la lesion unilateral podria provocar alteraciones en el CE contralateral a través de

la pequefia proporcién de células que proyectan al CE no lesionado.
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Aunado a ello, la disminucion en el nimero de NDA en el lado contralateral a la lesion
unilateral, puede deberse a la conexién entre la SNc derecha e izquierda que se da a
través del nucleo pedunculo pontino (PPN) el cual, esté involucrado en el control del
movimiento y constituye la parte central de la "regiébn locomotora mesenceféalica",
ademas de que establece conexiones reciprocas con los ganglios basales (Mena-
Segovia et al., 2004).
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CONCLUSIONES

De acuerdo con nuestros resultados podemos resumir que:

e EI volumen y la concentraciobn para inducir la muerte de neuronas
dopaminérgicas fueron 4 pl de la mezcla de acetato de manganeso al 0.02 My

cloruro de manganeso al 0.04 M.

e Debido a que la pérdida de neuronas dopaminérgicas fue del 68.7%, los

animales con lesién unilateral no mostraron giro inducido con apomorfina.

e Las ratas con lesion bilateral presentaron incremento considerable en el tiempo
total del recorrido en la prueba de la viga, también presentaron ciertas
caracteristicas motoras como: rigidez, lentitud y torpeza en los movimientos al
recorrer las vigas. Ademas, presentaron disminucién en el nimero de aciertos

en la prueba de “reaching task”.

e Las ratas con lesion unilateral no presentaron diferencias significativas en el
tiempo de recorrido en la prueba de la viga con respecto al grupo control. Sin
embargo, mostraron alteraciones en la conducta motora en la prueba de la
escalera, la cual fue evidenciada por la disminucién estadisticamente
significativa en el niumero de pellets comidos en comparacién con el grupo

control.

e En el grupo con lesién unilateral se encontrd6 pérdida de neuronas
dopaminérgicas en el lado ipsilateral del 68.7% y del 42.01% en el lado
contralateral a la lesién. Mientras que en el grupo con lesion bilateral se
encontr6 pérdida del 63.99% en el hemisferio izquierdo y del 58.3% en el

hemisferio derecho.

De acuerdo con lo anterior, podemos concluir que la inyeccién bilateral de la mezcla
de MnOAc: y MnCl; en el haz medial en ratas representa un modelo de la EP de poco
tiempo de evolucion con pérdida de neuronas dopaminérgicas que conlleva a
alteraciones motoras significativas; este modelo podria brindar una herramienta para el
estudio de la EP asi como para probar diferentes tratamientos en etapas iniciales de la

enfermedad.
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PERSPECTIVAS DEL MODELO

Con el fin de aumentar la muerte neuronal y conocer los resultados del modelo bajo
nuevas condiciones, se sugiere variar el volumen (reducir a 3 pl), la concentracion
aumentarla de 0.04 a 0.06 de MnCl; y de 0.02 a 0.03 de MnOAcs; y que el sitio de
lesion sea en la SNc o en el CE; asimismo se podria buscar otra sustancia que facilite
la disolucion de las sales de manganeso y que no sea heurotdxica para lograr mejor
difusién intracerebral. Por otro lado, se recomienda evaluar el giro con D-anfetamina,

la cual requiere pérdidas neuronales menores para provocar esta conducta.
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