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RESUMEN

Introduccion. Se conoce que la enfermedad de Parkinson es el resultado de
interacciones complejas entre factores ambientales y genéticos. Dos estresantes
ambientales quimicamente distintos relevantes para esta enfermedad son la
rotenona y el manganeso. Conocer si la exposicion a la primera potencia la
neurotoxicidad del segundo, contribuira al conocimiento respecto de la interaccion
de factores ambientales para el dafio de las estructuras cerebrales involucradas
con la enfermedad de Parkinson.

Hipétesis. Si la rotenona y el manganeso actlan juntos entonces provocaran un
parkinsonismo mas marcado, reflejandose en una disminucién de la conducta
exploratoria y en la cantidad de neuronas dafadas tanto en estriado como en
sustancia nigra.

Objetivo. Determinar si la exposicion a rotenona potencia la neurotoxicidad del
manganeso (MnCl,).

Material y Métodos. Se usaron 24 ratas Wistar macho de 250-300 g, distribuidas
en 4 grupos de 6 ratas cada uno para administrar: 1) vehiculo, 2) MnCl, (15
mg/kg/24), 3) rotenona (3 mg/kg/24 h) o 4) MnCl, y rotenona por 8 dias. La
conducta de reparo se evalu6é un dia después. Mas tarde, se obtuvo el cerebro
fijado y se prepararon cortes coronales para analisis histolégico con tincion de
hematoxilina-eosina e inmunohistoquimica para tirosina hidroxilasa (TH).

Resultados. El peso corporal y la conducta de reparo se afectaron con la
administracion de manganeso, tanto solo como en conjunto con rotenona. No se
encontré diferencia significativa por efecto del tratamiento en la expresion de TH
en sustancia nigra pars compacta entre ambos tratamientos. Pero si se
encontraron diferencias significativas cuando se realizd el andlisis histologico en
cuerpo estriado, globo palido y sustancia nigra.

Discusioén y conclusiones. La disminucion del peso corporal es un efecto que se
puede apreciar en tratamientos con diferentes metales pesados, debido a una
disminucién de masa muscular, como se ha reportado anteriormente. Ademas, la
disminucién en la conducta de reparo puede deberse a esa misma disminucion de
masa muscular. El no encontrar una diferencia significativa en la expresion de TH



puede deberse al tiempo que durd el tratamiento (8 dias), pues se alcanza a
observar una disminucion, asi que, si el tratamiento durara mas, probablemente se
podria observar una diferencia significativa. Esta disminucién se esperaba en el
grupo de rotenona y rotenona con manganeso, pues se ha reportado que el
manganeso no afecta las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra.

Mientras que el analisis histolégico nos muestra qué zonas fueron las mas
afectadas en cada tratamiento. Tomando en cuenta los resultados, si hay un
parkinsonismo mas marcado en el grupo combinado de rotenona y manganeso
pues es el grupo que presenta una mayor disminucion en conducta exploratoria y
presenta mas nucleos dafiados en todas las zonas, por lo tanto la hipotesis es
correcta.
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INTRODUCCION

Enfermedad de Parkinson

En 1817, James Parkinson describié esta enfermedad hoy en dia considerada la
segunda enfermedad neurodegenerativa mas prevalente, después de la
enfermedad de Alzheimer (Clarke, 2004). La edad es el factor de riesgo mas
iImportante para el desarrollo de la enfermedad de Parkinson, por lo que, teniendo
en cuenta el envejecimiento progresivo de la poblacién, su prevalencia continuara
aumentado en los proximos afios (Clarke, 2004). La enfermedad de Parkinson
aumenta la mortalidad de dos a cinco veces y conlleva un deterioro de la calidad
de vida de los pacientes que la padecen, ademas de suponer un importante costo
socioeconémico (Lang, 1998).

Se produce como consecuencia de la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la
sustancia nigra pars compacta y la consiguiente aparicion de los signos cardinales
de la enfermedad; es decir, el temblor en estado de reposo, la bradicinesia, rigidez
e inestabilidad en la postura. El diagnéstico debe ser clinico y el principal
tratamiento son los farmacos dopaminérgicos y la rehabilitacion.

La pérdida de las neuronas dopaminérgicas es causada, probablemente, por la
sobreexpresion de proteinas como la alfa sinucleina y por su mal plegamiento, lo
gue genera inclusiones intracelulares llamados cuerpos de Lewy (Chen, 2015).
Esta anormalidad lleva a la disfuncibn de la cadena respiratoria neuronal
(Lansbury, 2002). Diferentes estudios han demostrado que la formacién de
cuerpos de Lewy se debe a un proceso de mal funcionamiento iniciado por la alfa-
sinucleina que induce polimerizaciéon de la proteina TAU, conduciendo a la
hiperfosforilacion, la alfa-sinucleina hiperfosforilada se presenta hasta en un 90%
de casos de Parkinson y solo en un 4% en casos normales (Waxman, 2011). El
aumento de proteina TAU hiperfosforilada lleva a la interrupcion del proceso de
formacion de microtubulos, lo que causa aberraciones estructurales y funcionales
de la neurona (Haggerty, 2011). El resultado de dicha neurodegeneracion es la
denervacion dopaminérgica de las proyecciones de la SN hacia el nucleo estriado,
lo que condiciona una alteracién en la fisiologia normal de los ganglios basales
(GB) que origina las principales manifestaciones de la enfermedad.
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Parkinsons Disease

Non-Parkinson's

red nucleus

Substantia Nigra

Superior colliculus

Figura 1. Comparacion entre la sustancia nigra de una persona sana (arriba) y la sustancia nigra de
una persona con enfermedad de Parkinson. Imagen tomada de
https://tratamientoyenfermedades.com

Algunos factores genéticos y ambientales se han relacionado con la etiologia de la
enfermedad. Sin embargo, en la mayoria de los casos reportados (95%) las
causas son de tipo desconocido (Mizuno, 2001), por lo que el padecimiento se
conoce como Parkinson idiopatico. Diversos estudios genéticos han permitido
asociar ciertos genes especificos con la vulnerabilidad a desarrollar esta
enfermedad. Ademas, se han descrito diversos factores de riesgo para la
enfermedad, entre los que se encuentran factores ambientales, como metales
pesados, plaguicidas y farmacos.

Metales pesados.

Los metales son componentes de la corteza terrestre y tienen un papel muy
importante en los organismos pues son parte fundamental de las funciones
bioldgicas, quimicas y fisiolégicas. Por ejemplo, en la defensa antioxidante, el
metabolismo energético y la funcion inmune entre otras. Existen metales que son
necesarios para que un organismo se mantenga saludable, por ejemplo, el hierro
en la sangre. Pero también pueden actuar como potentes toxicos, no sélo para los
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seres vivos sino también para su ecosistema sin importar la via de exposicion, la
dosis absorbida, la naturaleza quimica del metal, entre otras cosas (Llobet, 2000).

Como se mencioné, la mayoria de los metales suelen venir de la corteza, pero
existen también por procesos antropogénicos, como las actividades industriales,
agricolas, minerales y ganaderas o inclusive, el propio trafico, que también son
considerados como fuente de metales pesados (Chapman, 2003).

Exposicion a metales pesados

Los metales poseen un caracter acumulativo y de permanencia y con esto logran
encontrarse en diversos compartimientos ambientales (tales como el aire, agua,
suelos, flora y fauna) y son detectados en el organismo humano (Zhao, 2006). La
poblacion puede estar expuesta a estos metales como consecuencia de su amplia
difusion en el ambiente. Una de las vias mas importantes de exposicidén suele ser
la alimenticia, es decir, consumir los alimentos que los contienen, ya sea de
manera natural o por contaminantes (Bocio, 2005). Los metales no pueden ser
degradados y por lo tanto se incorporan al organismo a través del agua potable, ya
sea por ingestion o por medio de absorcion dérmica al tomar un bafio (Rodrigues,
2005) En cuanto al aire, la contaminacion ambiental de particulas que contienen
una gran variedad de metales, implica una variedad de potenciales efectos
adversos para la salud (Bukowiecki, 2007).

Mecanismos de toxicidad de los metales pesados

Cada metal y cada elemento quimico contaminante tiene un mecanismo de accion
y un lugar de acumulacion preferido. Por ejemplo, el manganeso puede inducir
multiples problemas neurolégicos y a diferencia del manganeso inferido, el
manganeso inhalado es transportado directamente al cerebro antes de que pueda
ser metabolizado en el higado (Davis, 1998). Ademas, esta toxicidad es mediada
por el dafio a la mitocondria iniciando la muerte celular, ya sea por apoptosis o
necrosis al formar especies reactivas de oxigeno.

Efectos toxicos de los metales pesados

Entre estos efectos adversos encontramos: anemia, disfuncion renal, calculos
renales, osteoporosis, osteomalacia, trastornos respiratorios, hipertension,
trastornos nerviosos, pérdida de peso, cancer, lesiones en la piel, lesiones
vasculares e incluso la muerte (Londofio, 2016). Uno de los metales pesados que
podemos encontrar comunmente en el ambiente o en los alimentos es el
manganeso.
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Manganeso.
Propiedades fisicoquimicas

El manganeso es el doceavo elemento mas abundante en la corteza terrestre y
esta presente, de forma natural, en rocas, suelo y agua. Existe en componentes
organicos e inorganicos, siendo las formas inorganicas las mas comunes en el
ambiente. El manganeso tiene 2, 3,4 ,6 y 7 de numeros de oxidacion y 2
electrones de valencia. El manganeso es un elemento quimico, simbolo Mn, de
namero atomico 25 y peso atémico 54.938 g/mol. el manganeso se caracteriza por
su elevada dureza, el tener puntos de ebullicion y fusion elevados y ser buenos
conductores de la electricidad y el calor. El estado del manganeso en su forma
natural es sélido (generalmente no magnético). El manganeso es un elemento
quimico de aspecto plateado metélico y pertenece al grupo de los metales de
transicion. El punto de fusion del manganeso es de 1517 grados Kelvin o de
-272,15 grados celsius o grados centigrados. El punto de ebullicion del
manganeso es de 2235 grados Kelvin o de 1962,85 grados celsius o grados
centigrados.

Usos

El manganeso inorganico se usa en la produccion de hierro y acero en la
manufactura de baterias, la produccién de permanganato de potasio, manufactura
de vidrio, blanqueamiento de textiles, cerillos y fuegos pirotécnicos Sustancias
guimicas que contienen manganeso presentan diversos usos, por ejemplo, el
aditivo de combustible llamado metilciclopentadienilo tricarbonilo manganeso
(MMT), algunos fungicidas como el maneb y mancozeb) y como agentes de
contraste en las imagenes de resonancia magnética (Santamaria, 2007).

Absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion del manganeso

El manganeso se encuentra naturalmente en frutos secos, semillas, chocolate,
leguminosas, almejas, frutas y vegetales con hojas (espinacas) y su consumo
diario va de 0.9 a 10 mg/dia para adultos (Farina, 2013), mientras que el consumo
recomendado es de 2.3 y 1.8 mg/kg para hombre y mujeres, respectivamente
(Sistrunk, 2007). Aproximadamente del 3-5% del manganeso ingerido se absorbe
por el tracto gastrointestinal, y se transporta al higado por la vena portal, el resto
es excretado en las heces. Esta absorcion estd muy regulada y cualquier exceso
de manganeso ingerido se excreta a través de la bilis (Au, 2008). Se sabe que el
manganeso tiene once estados oxidativos (Takeda, 2003), aunque, en ambientes
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biolégicos, el manganeso existe cominmente como Mn#*y Mn*, el 80% de Mn*
en plasma esta unido a la B1-globulina y albumina (Foradori, 1967) y una fraccién
menor de manganeso se une a la transferrina. Cuando forma un complejo con
transferrina, el manganeso se encuentra presente exclusivamente como Mn®**
(Aisen, 1969).

La absorcion de manganeso a traves de los pulmones ocurre principalmente por
exposicion ocupacional, que se considera la fuente principal de toxicidad de
manganeso en humanos. Solamente las particulas con un didmetro aerodindmico
menor que 5 pm llegan a los alvéolos pulmonares. Ahi, el manganeso se absorbe
en forma iénica y pasa al flujo sanguineo para ser transportado a diferentes
tejidos. El estado de oxidacion que se absorbe mas rapido es Mn? (Andersen,
1999) y del 60 al 70% del manganeso inhalado es expulsado del pulmén por
movimientos mucociliares y es tragado (Mena, 1974)

Papel biolégico del manganeso

El manganeso es un ion metal ubicuo esencial necesario para un crecimiento
normal, para un buen desarrollo y para la homeostasis celular (Erickson, 2005). Es
importante para la mineralizacion de los huesos, energia celular y regulacién del
metabolismo, respuesta inmunoldgica, y proteccién celular contra especies
reactivas de oxigeno. Tanto en humanos como en animales, el manganeso tiene
un papel fundamental en el desarrollo y funcionamiento del cerebro como cofactor
de varias enzimas involucradas en la sintesis y metabolismo de
neurotransmisores, por ejemplo, la glutamina sintetasa (Takeda, 2003), arginasa
(Shishova, 2009), piruvato descarboxilasa (Zwingmann, 2004) y superéxido
dismutasa mitocondrial (Hearn, 2003).

Bioacumulacion del manganeso

El manganeso se acumula principalmente en el cerebro, a donde puede entrar por
tres rutas: 1) las células endoteliales de los capilares cerebrales de la barrera
hematoencefalica (Rabin, 1993), 2), el plexo coroideo hacia el fluido
cerebroespinal y después hacia el cerebro (Murphy, 1991), y 3) el nervio olfatorio
hacia la cavidad nasal directo al cerebro (Brenneman, 2000).

Parkinsonismo

El parkinsonismo se refiere a un cuadro clinico caracterizado por temblor,
bradicinesia y rigidez, que comprende una amplia gama de trastornos
neuroldgicos; la importancia de conocerlo radica en distinguirlo de la enfermedad
idiopéatica de Parkinson; tiene sintomas mas diseminados que los de la
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enfermedad idiopatica de Parkinson ya que generalmente afecta diferentes
sistemas y organos. El parkinsonismo tiene sus bases anatomicas y fisiolégicas en
los circuitos de los ganglios basales y, sobre todo, en las vias dopaminérgicas
(Tisch, 2004). Técnicamente, cualquier circunstancia que altera la funcion
dopaminérgica en estos niveles de integracion podra semejar un cuadro clinico
similar al de la enfermedad idiopatica de Parkinson. El sistema nigroestriatal tiene
receptores D1 y D2 para la dopamina, se encarga de la modulacion y ejecucion de
programas motores y su lesién experimental produce lentitud en el movimiento y
prolongacion de los tiempos de respuesta, un cuadro de parkinsonismo (Missale,
1998). Estrictamente, la enfermedad idiopatica de Parkinson explica el 80% de los
casos (Hughes, 1992), se diagnostica incorrectamente en 25% (Rajput, 1991) y
10% de los que vivieron con este diagndstico sera reclasificado por autopsia
(Hughes, 1992).

Existen diferentes tipos de parkinsonismo: parkinsonismo mas demencia,
parkinsonismo inducido por farmacos, parkinsonismo asociado a toxicos,
parkinsonismo asociado a otras causas. Se sospecha parkinsonismo cuando hay
“caracteristicas atipicas” de la enfermedad idiopéatica de la enfermedad de
Parkinson como la falta de respuesta a la levodopa, alucinaciones en ausencia de
farmacos alucinégenos, inestabilidad postural o demencia prominente durante el
primer afio de diagndstico, suspension abrupta de la marcha, disautonomias
tempranas y severas, paralisis de la vista hacia arriba, y movimientos anormales
diferentes al temblor (Joachim, 1987).

Entre los factores de riesgo asociados al parkinsonismo mas ampliamente
estudiados se encuentra la exposicion a pesticidas y herbicidas, la exposicion
ocupacional a metales pesados, exposicion a solventes y la exposicion a multiples
infecciones virales (Castro, 2014).

Rotenona

Aunque esta sustancia natural esta presente en diferentes plantas, la fuente mas
importante de la rotenona (Rot) es la raiz seca de Derris sp., que viene de América
Central y América del Sur. Se formula como polvos y aerosoles (menos del 5% del
ingrediente activo) para su uso en jardines y en cultivos alimentarios. Varios
productos contienen butoxido de piperonilo como sustancia sinérgica; en algunos
productos comerciales, se incluyen otros pesticidas. La rotenona se degrada con
rapidez en el ambiente. Las emulsiones de rotenona se utilizan en lagos y lagunas
para eliminar peces.
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ANTECEDENTES

El manganeso es esencial, pero a pesar de esto, la exposicibn excesiva a
manganeso por periodos de seis meses a dos afios esta asociado con desordenes
psiquiatricos, motores y cognitivos y a esta enfermedad se le conoce como
manganismo (Perl y Olanow, 2007). La neurotoxicidad del manganeso puede ser
causada por inhalacion crénica de aire con concentraciones de manganeso
mayores a 5 mg/m?® (Pal, 1999). También puede ser causada por nutricion
parenteral (Hardy, 2009), consumo de agua potable con una alta concentracion de
manganeso (Bouchard, 2007) y en falla crénica del higado (Rose, 1999).

Neurotoxicidad del manganeso

El primer registro que se tiene de la neurotoxicidad del manganeso data de 1837
por James Couper (1837), quien describié a cinco pacientes que trabajaban en
una planta de extraccion de manganeso en Francia que presentaban debilidad
muscular, mala postura, hablaban con murmuro, temblor de extremidades y
salivacion (Couper, 1837). En 1941, se reportaron los primeros casos de
intoxicacion ambiental ocasionada por el consumo de agua contaminada
(Kawamura, 1941). Después, varios casos de intoxicacion por manganeso se
reportaron en mineros, soldadores, fundidores, y trabajadores en fabricas de
baterias (Greenhouse, 1971). Los sintomas de la toxicidad del manganeso se
pueden observar hasta dos afios después de la exposicion y puede progresar
lentamente (Calne, 1994).

Manganismo

A la primera fase de los sintomas psiquiatricos se le llama “locura manganica”, la
cual se caracteriza por manias, conducta compulsiva o violenta, alucinaciones,
problemas para comer y dormir, problemas sexuales y muy pocos (0 muy sutiles)
efectos motores. Después, ocurre una fase conocida como “estable”, la cual se
caracteriza por la aparicion de sintomas motores como la bradiquinesia, rigidez
junto con temblor, inestabilidad en la postura, problemas al hablar (Rodier, 1955),
problemas al caminar que pueden ser seguidos por disartria y escritura
deteriorada, asi como distonia axial y en las extremidades (Calne, 1994). Una
caracteristica particular es lo que se conoce como “cock walk®’, en la que los
pacientes caminan sobre los dedos de sus pies, con los codos flexionados y la
espalda derecha. Ademas, los pacientes con manganismo desarrollan un aumento
en la disfuncion neurolégica mucho tiempo después de que ceso la exposicion y el
manganismo se volvio irreversible (Huang, 1993). Aunque el manganismo puede
ser reversible si se diagnostica adecuadamente en etapas tempranas y se trata
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con quelantes (Huang, 2007). El manganeso también se ha considerado como una
neurotoxina potencial que participa en la patogénesis de encefalopatia hepatica
(Layrargues, 1998). En pacientes con enfermedad cronica de higado, el
manganeso se acumula en la sangre y en el cerebro, lo que se correlaciona con la
presencia de sintomas extrapiramidales. Un trasplante de higado hace que los
sintomas desaparezcan.

Epidemiologia del manganismo

Dentro de los estudios epidemiolégicos, Lucchini et al. (1999) examinoé los efectos
neurotoxicos del manganeso en trabajadores italianos, encontrando una
disminucién en la funcion motora, en la memoria, en la funcién cognitiva y la
presencia de temblores en comparacion con sujetos control. Ademas, observaron
una correlacion positiva entre las concentraciones del manganeso transportado
por aire en el polvo total y en manganeso en sangre. Debido a los sintomas que
presenta, el manganismo se clasifica como un parkinsonismo asociado a toxicos.

Misc. Cortex

A

Globus
Pallidus

Caudate/
Putamen

Lost in
Manganism

Lost in
Parkinson’s
Substantia
Nigra
—{ = Excitatory Motor Cortex

-~ -4 = Inhibitory

Figura 2. Esquema que muestra la diferencia entre la pérdida de vias tanto en manganismo como
en Parkinson. En el manganismo, la via inhibitoria es la mas dafiada pues el manganeso afecta a
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las neuronas GABAérgicas mientras que en Parkinson es la via excitatoria al dafiar principalmente
las neuronas dopaminérgicas.

Plaguicidas

Los plaguicidas, también conocidos como pesticidas, son sustancias destinadas a
combatir plagas o pestes (FAO, 2011). El empleo de plaguicidas es la actividad
mas frecuente para controlar organismos no deseados en los campos agricolas o
en estanques pesqueros. Ademas de que su uso afecta a los trabajadores, de una
manera menos notoria suele involucrar practicamente a la totalidad de la poblacion
y por lo tanto, es un riesgo de salud publica como consecuencia de los residuos de
pesticidas que pueden presentarse en los alimentos.

Los plaguicidas pueden clasificarse de acuerdo al organismo que controlan, al
modo en el cudl actdan, a los usos a los que estan destinados, 0 a su composicion
guimica. Quimicamente se dividen a los plaguicidas en organicos, inorganicos y
bioldgicos. La siguiente tabla, tomada de Ortiz (2013) muestra una clasificacion de
los plaguicidas:

Organismos que Uso al que se Modo de accién Compuestos
controlan destinan quimicos
Insecticida Agricolas Por contacto Orgénicos
Acaricida Forestales Por ingestion Inorganicos
Fungicida Urbanos Sistémico Biologicos
Bactericida Jardineria Fumigante
Antibidtico Pecuarios Repelente
Herbicida Domeésticos Defoliante

Rodenticida Industriales
Molusquicida

Tabla 1. Tomada de Ortiz, 2013. Clasificacion de los plaguicidas.
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Una de las principales fuentes de exposicion a los plaguicidas y a sus residuos es
el medio ambiente. Una vez que se realiza la fumigacion, los residuos de
plaguicidas se depositan en el suelo y a través de procesos de infiltracidn, los
compuestos pueden ser arrastrados por la lluvia hasta alcanzar cuerpos de agua
con la constante transferencia a los organismos acuaticos o eventualmente
pueden llegar a mantos freaticos de donde pueden extraerse a través de pozos
para el aprovechamiento humano. Por otro lado, a través de la dispersion por aire,
los plaguicidas pueden entrar por contacto directo con los insectos, animales de
granja, frutas, verduras, semillas y asi incorporarse en la cadena alimenticia.
Adicionalmente, debido a sus propiedades lipofilicas, algunos pesticidas tienen la
capacidad de bioacumularse, por lo que el consumo de alimentos ricos en grasa
representa otra ruta de exposicion.

Sin embargo, el mayor riesgo se encuentra por la exposicion directa; los
trabajadores agricolas y las personas que viven cerca de los sitios donde se
realizan su aplicacidbn en cultivos se encuentran en contacto con diversos
plaguicidas de forma permanente y por periodos prolongados. Una vez que los
plaguicidas entran en contacto con el ambiente, estos son susceptibles a procesos
de degradacion fisicos, quimicos Yy biolégicos, sin embargo, bajo ciertas
condiciones los productos quimicos pueden mantenerse en el ambiente por largos
periodos, por ejemplo, en las aguas freéaticas o en los tejidos de los organismos
incrementando el riesgo potencial al ambiente y a la salud humana (Sherine, 2010)

Un dafio cronico se presenta cuando se ha estado en contacto con
concentraciones bajas de un producto, el efecto se manifiesta después de varios
meses e incluso afos; por el contrario, un dafo agudo se presenta cuando por
algin evento extraordinario el organismo entra en contacto directo con la
sustancia téxica a altas concentraciones, tal es el caso de derrames e ingestion.
Un ejemplo de plaguicida que tiene un gran efecto adverso sobre la salud es la
rotenona.

Mecanismo de accién de la rotenona

La accion toxica de la rotenona radica en su accion sobre la cadena de electrones
mitocondrial, ya que tiene la capacidad de inhibir al complejo | de dicha cadena (el
complejo NADH deshidrogenasa), y bloquea la respiracion celular. Tal como la
exposicion prologada a manganeso produce un parkinsonismo conocido como
manganismo, la rotenona también causa parkinsonismo y debido a esto, se utiliza
para generar un modelo experimental de Parkinson. EI modelo de Parkinson
producido por la rotenona provee ciertas ventajas, como la inhibicién sistémica del
complejo | mitocondrial, afectacion de diferentes vias (estrés oxidativo, agregacion
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y cuerpos de Lewy), degeneracién selectiva del sistema dopaminérgico
nigroestriatal, al modelar la patogénesis de esta enfermedad (Betarbet et al, 2000).
En este modelo, la inhibicién del complejo | mitocondrial produce degeneracion
selectiva del sistema dopaminérgico nigroestriatal y reproduce caracteristicas
patologicas clave de la enfermedad de Parkinson, como la pérdida de neuronas
dopaminérgicas en sustancia nigra. De hecho, la administracion de rotenona
resulta en: estrés oxidativo, fosforilacion y agregacion de alfa-sinucleina y
degradacion proteosomal de proteinas (Betarbet et al.,2006).

A pesar de que ya tiene algunos afios, el modelo de Parkinson inducido por
rotenona es relativamente nuevo en comparacion con el modelo inducido por 6-
OHDA (6-hidroxidopamina) y el de MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina)
(Tadaiesky et al., 2008). Aungque estos modelos tienen un gran valor experimental,
no imitan exactamente las caracteristicas de la enfermedad de Parkinson y por lo
tanto, no han sido exitosos para generar opciones terapéuticas capaces de
prevenir o ralentizar la progresion de la muerte celular.

BARRERA ®
HEMATOENCEFALICA

ROTENONA # Rot

6-OHDA s 6-OHDA

ASTROCITO

EHTRES APOPTOSIS

PARAQ

Zde Dopini NEURONA
DOPAMINERGICA

Figura 3. Mecanismos de accion de diferentes quimicos que funcionan como modelos de la
enfermedad de Parkinson, entre estos quimicos encontramos la rotenona. Imagen obtenida de
Castafieda- Achutigui, 2010.
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Asi, sigue latente la necesidad de contar con modelos que permitan estudiar los
mecanismos implicados en la muerte de las neuronas dopaminérgicas y la eficacia
de posibles tratamientos neuroprotectores (Obeso et al., 2017). Las principales
limitaciones del modelo de rotenona son: 1) la variabilidad en el porcentaje de
animales que desarrollan una lesién dopaminérgica nigroestriatal, 2) la magnitud
de la lesion y 3) la ubicacién de la lesion y la distribucidn en el cuerpo estriado.

La rotenona se ha utilizado previamente como potenciador para otros quimicos en
el estudio de la enfermedad de Parkinson, por ejemplo el estudio de Gao y
colaboradores en 2003 donde la usaron junto con un lipopolisacéarido inflamégeno
y observaron que si existe una sinergia entre ellos y por lo tanto, la etiologia de la
enfermedad de Parkinson es multifactorial. Asi que es posible una sinergia entre la
rotenona y el manganeso, pues ambos son dos factores de riesgo en la
enfermedad de Parkinson.

En comunidades rurales, donde se practica la mineria y la agricultura o el cultivo
de camardn, podemos encontrar a la rotenona y al manganeso como factores de
riesgo, asi que la poblacion esta mas expuesta a desarrollar un parkinsonismo
asociado a toxicos.

Tanner y colaboradores en 2011 realizaron un estudio en el que determinaron si
los pesticidas pueden causar disfuncion mitocondrial o estrés oxidativo y si esto
esta asociado con parkinsonismos en poblaciones humanas. Concluyeron que la
los parkinsonismos en esa poblacion si estan relacionados con el uso de los
pesticidas estudiados: paraquat y rotenona.

Mientras que hay varios estudios en cuanto a la exposicidon humana al manganeso
donde se muestran las distintas afectaciones que presentan los humanos al estar
expuestos al manganeso. Por ejemplo, Khan y colaboradores en 2012 observaron
que el agua potable contaminada con manganeso, provoca efectos adversos en
las funciones cognitivas de los nifios lo que puede indicar una neurotoxicidad
debido a la exposicion a manganeso.
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JUSTIFICACION

Se sabe que la enfermedad de Parkinson es el resultado de interacciones
complejas entre factores ambientales y genéticos. Dos estresantes ambientales
guimicamente distintos relevantes para esta enfermedad son la rotenona y el
manganeso. Conocer si la exposicion a la primera potencia la neurotoxicidad del
segundo, contribuira al conocimiento respecto de la interaccion de factores
ambientales para el dafio de las estructuras cerebrales involucradas con la
enfermedad de Parkinson.

HIPOTESIS

Si la rotenona y el manganeso actdan juntos entonces provocardn un
parkinsonismo mas marcado, reflejandose en una disminucion de la conducta
exploratoria y en la cantidad de neuronas dafiadas tanto en estriado como en
sustancia nigra.

OBJETIVOS

Objetivo General.
Determinar si la exposicion a rotenona potencia la neurotoxicidad del manganeso.
Objetivos particulares.

e Evaluar la conducta exploratoria en ratas tratadas con rotenona,
manganeso y en combinacion.

e Evaluar el dafio neuronal en estriado, globo palido y sustancia nigra en
ratas tratadas con rotenona, manganeso y en combinacion.

e Evaluar la expresién de TH en neuronas dopaminérgicas como indicativo de
dafo sobre la substancia nigra.
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MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentaciéon

Se utilizaron 24 ratas macho de la cepa Wistar, con un peso de 250-300 gramos
aproximadamente, mantenidas en condiciones controladas de luz-oscuridad (12
horas/ 12 horas), con agua y alimento ad libitum, provenientes del bioterio del
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”. Todos
los procedimientos que se llevaron a cabo en estos animales de experimentacion
se apegaron a la Norma Oficial Mexicana NOM 062-Z00-1999 “Especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio”.

24 ratas Wistar, machos, 250-300g

«Cuatro grupos (6 ratas cadauno): control (solucién salina), rotenona (3 mg/kg, s.c), manganeso
(15mg/kg, i.p), rotenona + manganeso(3mg/kg y 15mg/kg, respectivamente).

*Medicién de conducta de reparo
Prueba

conductual

*Obtencion de cerebro fijado para inclusién en parafina.

PO e *Preparacion de cortes coronales en cuerpo estriado, glo palido y sustancia nigra pars compacta.
tencion de

muestras

»Tirosina hidroxilasa para neuronas dopaminérgicas en sustancia nigra pars compacta
*Hematoxilina-eosina para daiio en el tejido

Histologia

+ANOVA de dos vias

UH o eBonferroni
estadistico

Figura 4. Disefio experimental
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Tratamiento de los animales

Las 24 ratas se dividieron en cuatro grupos, con 6 ratas cada uno: 1) Control, al
que se le administré 1 mL de solucion salina (PISA, Ciudad de México, México); 2)
Rot, al que se le administré rotenona (Sigma-Aldrich 45656, Darmstadt, Germany)
3 mg/kg/24 h por 8 dias via subcutanea; 3) Mn, al que se le administré cloruro de
manganeso (Sigma-Aldrich 328146) 15 mg/kg/24 h por 8 dias via intraperitoneal y
4) Rot+Mn, al que se le administr6é tanto rotenona como manganeso en las dosis
mencionadas. El tratamiento se administr6 durante ocho dias a la misma hora
(11:00-12:00 am) para lograr una diferencia de 24 horas entre cada inyeccién. La
dosis de rotenona se eligié de acuerdo al disefio experimental de Serrano-Garcia
et al. (2018), mientras que la dosis de manganeso se eligié de acuerdo al disefio
experimental de Sadeghi et al. (2018).

Medicion de conducta de reparo

Después de 24 horas de la ultima administracion de
rotenona y/o manganeso se midié la conducta de
reparo utilizando un cilindro de acrilico de 20 cm de
didmetro y 30 cm de alto, de acuerdo con el protocolo
previamente descrito por Gharbawre et al. (2004). La
prueba se realiz6 en un cuarto oscuro a las 7 de la
mafiana, utilizando luz roja ya que la longitud de onda
de la luz roja no es percibida por los animales. Cada
animal se coloc6 individualmente dentro del cilindro por
cinco minutos y se contd el numero de veces que el
animal colocé las extremidades delanteras en la pared
Figura 5. Imagen del cilindro. El resultado se expres6 como el nimero de

demostrativa de la conducta | . /5 mi
de reparo. El animal de evantamientos/5 minutos.

estudio se coloca en un
cilindro de acrilico por cinco
minutos y se cuentan las
veces que coloca las
extremidades superiores en
las paredes del cilindro.

Analisis histolégico

Después del tratamiento y de la medicion de conducta de reparo, las ratas se
anestesiaron con pentobarbital sodico (80 mg/kg, via intraperitoneal) y se
perfundieron via intracardiaca con solucion salina seguida de paraformaldehido
(Sigma-Aldrich P6148) al 4% en PBS. El cerebro fijado se coloco en un frasco con
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paraformaldehido al 4% en PBS, para posteriormente ser deshidratado por una
serie de soluciones de etanol en concentraciones decrecientes (Histokinette 2000,
Leica,Wetzlar, Alemania) y finalmente ser incluido en parafina. Los cerebros
incluidos en parafina, se cortaron con un microtomo en las zonas de cuerpo
estriado, globo pélido y sustancia nigra, obteniendo cortes coronales de 5 pm, en
los que se analizé la morfologia celular y la expresion de tirosina hidroxilasa.

Tincion de hematoxilina-eosina

Los cortes se colocaron en portaobjetos pretratados con poli-L-lisina. Se
desparafinaron y permeabilizaron con una serie gradual de etanol a
concentraciones crecientes y se mantuvieron en hematoxilina, que tifie la
cromatina del nacleo, durante 5 minutos. Después se lavaron con agua destilada,
se sumergieron en agua amoniacal y nuevamente se lavaron con agua destilada.
Se sumergieron en eosina, colorante 4cido que se une a elementos del citoplasma
y de la matriz extracelular, por 30 segundos y se lavaron con agua destilada. Los
cortes se montaron con medio de montaje (Merck, 107961,Darmstadt, Germany).
Para la cuantificacion, se capturaron imagenes usando una amplificacion de 40X
de las &reas de interés (cuerpo estriado, globo palido y sustancia nigra) utilizando
un microscopio Eclipse E200 adaptado software Q-Capture Pro-7 (Nikon Inc.,
Melville, NY, EUA). La cuantificacion se hizo manualmente utilizando las
fotografias tomadas, contando los nucleos celulares dafiados en diferentes zonas
de las regiones estudiadas. Se consideraron “nucleos dafiados” aquellos que
presentaban ciertas caracteristicas como: deformaciéon (alargamiento tanto del
ndcleo como de toda la célula), se percibe el nucleo roto, encogido (tanto el ntcleo
como la célula completa) y condensacion de la cromatina.

Inmunohistoquimica de tirosina hidroxilasa (TH)

Para la deteccién de neuronas dopaminérgicas en sustancia nigra, los cortes se
bloquearon con una solucién de BSA 5% mas tritdbn X-100 1% en PBS por 2 horas
a temperatura ambiente y después se incubaron por 48 horas a 4°C con un
anticuerpo primario policlonal anti-tirosina hidroxilasa (dilucién 1:100). Después, se
hicieron tres lavados con PBS y los cortes se incubaron por una hora con
anticuerpo secundario biotinilado (dilucién 1:500) del kit comercial ABC Vectastain
(Vector, Laboratories, Burlingame, California, EUA) seguida de una hora con
estrepatividina-HRP (una gota/mL) del mismo kit, haciendo tres lavados con PBS
entre cada paso. La marca se visualiz6 utilizando diaminobencidina (Biogenex, HK
130-5K,Fremont, California, EUA). Para cuantificacion, se capturaron imagenes
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usando una amplificacion de 40X del area de interés, sustancia nigra, utilizando un
microscopio Eclipse E200 adaptado software Q-Capture Pro-7 (Nikon Inc.,
Melville, NY, EUA). La cuantificacién se hizo manualmente, contando el nimero de
neuronas con marca positiva a tirosina hidroxilasa a lo largo de la sustancia nigra.
Para esto, se dividio la sustancia nigra en cinco partes y se contaron las neuronas
con marca de TH en 12 diferentes cortes de un solo animal. Posteriormente, se
sumoé el total de neuronas por grupo experimental y se tomé el control como el
100%.

Analisis estadistico

Los datos son expresados como media + error estdndar de la media (ESM) y se
analizaron con una ANOVA de dos vias para los resultados del peso corporal y
una ANOVA de una via para los demés resultados seguida de una prueba post
hoc Bonferroni, usando el software Prism 5.0 (Graphpad software, San Diego, CA,
EUA).
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RESULTADOS

Peso y conducta
Peso corporal

El peso corporal es un indicador importante para la intoxicacion por sustancias
quimicas (Jacquier, 2014). Estudios previos han demostrado que la administracion
de nanoparticulas toxicas como AgNPs y ZnNPs disminuyeron significativamente
la tasa de crecimiento del peso corporal en ratas (Jacquier, 2014). Por lo tanto,
para investigar si la exposicion a MnCl, y/o a rotenona disminuye la tasa de
aumento en el peso corporal, las ratas se pesaron diario antes de la
administracion del tratamiento. Los resultados observados en la figura 2 muestran
que la curva progresiva del peso corporal fue afectada con la administraciéon de
MnCl,, ya sea administrado solo o junto con la dosis de rotenona, als er estos los
grupos con diferencias significativas respecto al grupo control y que la disminucién
del peso corporal es dependiente del tiempo. Las ratas del grupo manganeso
fueron las que mostraron una pérdida de masa muscular altamente visible, aunque
el menor peso lo tuvieron las ratas del grupo Rot+Mn, lo que nos indica que si hay
una potenciacion de dafo con estos dos quimicos.
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Figura 6. Cambios en el peso corporal durante el tiempo que duré el tratamiento.
Los resultados muestran pérdida de peso en ratas tratadas con manganeso solo o en
combinacion con rotenona. Los datos se muestran con media + error estandar (ESM).
*p0.05 vs control. **p<0.01 vs control. ***p<0.001 vs control. F= 2.49
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Conducta de reparo

La administracion de manganeso afectd la conducta de reparo de los animales ya
sea que la administracion fuera solamente de manganeso o si también se
administré rotenona, como se observa en la figura 3, donde las ratas tratadas con
manganeso registraron un menor numero de levantamientos. Se encontré6 una
diferencia significativa en el grupo de Mn y Rot+Mn, donde se presentaron en
promedio solo 17 levantamientos, mientras que para los animales del grupo
control fue de alrededor de 35 levantamientos. Ademas, estos grupos también
presentaron diferencias significativas contra el grupo de rotenona que tuvo en
promedio 32 levantamientos.
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Figura 7. Actividad motora de ratas Wistar tratadas con rotenona y/o manganeso. La
determinacion se llevd a cabo 24 horas después de la dltima administracion de rotenona
y/o manganeso. Se realizd un ANOVA de una via seguido de una prueba de Bonferroni.
“**p<0.0001 vs control. &&p<0.001 vs Rof. F=0.42
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Expresiéon de TH

Se analiz6 el efecto de la rotenona y el manganeso en el nimero de neuronas
dopaminérgicas en la sustancia nigra. Se realizé un analisis inmunohistoquimico
de tirosina- hidroxilasa (TH), y se contaron las neuronas con marcaje positivo a TH
para conocer qué tanto afectaron los tratamientos de rotenona y manganeso a las
neuronas dopaminérgicas que se encuentran en la sustancia nigra. Las imagenes
representativas de neuronas positivas a TH en la sustancia nigra se muestran en
la figura 4 A-D. No se encontraron diferencias significativas en ninguno de los
grupos comparados al control, o entre grupos experimentales. La cuantificacion se
hizo manualmente, contando el nimero de neuronas con marca positiva a tirosina
hidroxilasa a lo largo de la sustancia nigra.
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Figura 8. Efecto de la administracion de rotenonay
manganeso en la expresion de tirosina-hidroxilasa. Imagenes
representativas: A) Control, B) Rotenona, C) Manganeso y D)
Rotenona+ manganeso.

La cuantificacion (E) muestra que no hay diferencias significativas
(n= 4 por grupo). Se realizé un ANOVA de una via seguido de una
prueba de Bonferroni. F=2.82
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Tincion de hematoxilina-eosina

El andlisis histolégico de la tincion de hematoxilina-eosina mostré nucleos
celulares dafiados en cuerpo estriado, globo palido y sustancia nigra en ratas
tratadas con rotenona, manganeso o en combinacion comparado con el grupo
control, como se puede observar en la figura 5.

Al hacer la cuantificacion de nucleos celulares dafiados, se encontraron
diferencias significativas en cuerpo estriado, para las ratas que pertenecian al
grupo Mn y Rot+Mn, mientras que tanto para globo palido como para sustancia
nigra pars compacta las diferencias significativas fueron en los tres grupos
experimentales: Rot, Mn y Rot+Mn, como podemos observar en las graficas de la
figura 6. Se consideraron “nucleos dafados” aquellos que presentaban ciertas
caracteristicas como: deformacion (alargamiento tanto del nacleo como de toda la
célula), se percibe el ndcleo roto, encogido (tanto el ndcleo como la célula
completa) y condensacion de la cromatina. Se puede observar en la imagen como
tanto rotenona como manganeso causan necrosis en las células de cuerpo
estriado y globo palido mientras que en sustancia nigra se observa que las células
empiezan a perder su forma caracteristica.
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Figura 9. Cuantificacion de nucleos celulares dafados en cuerpo estriado, globo palido y
sustancia nigra. Los datos se muestran con media + error estandar (ESM). *p < 0.05 vs control.
**p<0.01 vs control. ***p<0.001 vs control &&&p<0.0001 vs Rot. Valor de F para cuerpo estriado= 18.65;
para globo palido= 16.56; para sustancia nigra= 10.47.
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Figura 10. Tincion de hematoxilina-eosina. Cortes coronales de cuerpo estriado, globo palido
y sustancia nigra a un aumento de 40X. Las flechas indican nucleos celulares dafiados.
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DISCUSION

El modelo de Parkinson inducido por la rotenona esta asociado con dafio neuronal
en las zonas de sustancia nigra y cuerpo estriado, y esto se puede manifestar en
una disminucién en la funciébn motora, cambios conductuales, pérdida del peso
corporal y una morfologia muscular alterada. El estudio realizado por Ablat y
colaboradores en 2016, muestra una disminucion en el peso corporal debido a que
las ratas que fueron tratadas con la rotenona (2 mg/kg) consumian menor cantidad
de alimento y de agua. Al igual que en nuestro estudio, Ablat hizo un seguimiento
del peso todo el tiempo que duré la administracion de rotenona. Aungue en
nuestro estudio, en las ratas tratadas con rotenona (3 mg/kg) no se observé esa
disminucién significativa de peso corporal, las variaciones son muy bajas, lo que
nos indica que en un tratamiento mas largo o con un mayor numero de ratas
podriamos encontrar estos resultados.

El manganeso provoca pérdida de peso, reduce las funciones motoras, disminuye
el numero de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra y activa la microglia.
Un estudio realizado por Li y colaboradores en 2017, muestra una disminucién de
peso dependiente de la dosis de manganeso administrada. El presente estudio
también mostré esta disminucion en el peso corporal en las ratas que fueron
administradas con manganeso. En el caso del grupo tratado con rotenona y
manganeso, se observa una disminucion en el peso corporal que puede ser
adjudicada unicamente al manganeso pues es el grupo que mas bajé de peso.

Mientras que en este modelo de Parkinson inducido por rotenona se ha reportado
la disminucion de la conducta de reparo como el estudio de Fleming y
colaboradores en 2014, en nuestro estudio no se observan diferencias
significativas en el grupo de rotenona y esto puede ser explicado por el tiempo del
tratamiento, aunque se observé una tendencia a la disminucion pero sin llegar a
ser significativa. Por lo tanto, se recomienda utilizar un tratamiento mas largo, para
poder observar esta disminucion con un nimero de animales reducido.

La exposicion a manganeso acelera y exacerba déficits motores, como lo ha
demostrado el estudio realizado por Langley y colaboradores en 2017, quienes
mostraron una disminucién significativa en la conducta exploratoria erguida en
aguellos animales tratados con manganeso. En el presente trabajo, también se
observé esta disminucion significativa tanto en el grupo de manganeso como en el
grupo manganeso-rotenona, lo que nos indica que el manganeso es el causante
principal de esta disminucién y no la rotenona como se dijo en la hipétesis.
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En este estudio se analizaron especificamente las neuronas dopaminérgicas de la
sustancia nigra y a diferencia de lo reportado previamente por Pan-Montojo en
2010, donde mencionan que encontraron una reduccion significativa en el nimero
de neuronas dopaminérgicas en ratones tratados con 5 mg/kg via oral con
rotenona por seis meses, en el presente estudio no se encontrd esta reduccion
significativa. La diferencia puede deberse a las dosis utilizadas, los autores usaron
una dosis mayor que la que se utilizé en el presente estudio (3 mg/kg) y el
tratamiento duré 8 dias, un tiempo mucho menor que el del estudio de Pan-
Montojo.

En el caso del manganeso, se ha demostrado que las neuronas dopaminérgicas
de la sustancia nigra, permanecen intactas en la exposicion a manganeso
(Guilarte, 2010), asi que nuestros resultados en la inmunohistoquimica de tirosina
hidroxilasa en las ratas tratadas con manganeso concuerdan con esto.

El nimero de nucleos dafiados encontrados en las ratas tratadas con rotenona es
evidencia de la importancia de la rotenona como modelo de estudio de las
primeras etapas del Parkinson (Johnson et al, 2015). Sin embargo, estudios
previos muestran que la mayor zona afectada en este tratamiento es el cuerpo
estriado (Serrano-Garcia et al. 2018) pues es la region del cerebro que recibe las
proyecciones de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra. En las zonas
de globo palido si se encontraron diferencias significativas pues es parte de la via
dopaminérgica nigroestriatal y la sustancia nigra también presenta esta diferencia
por ser el lugar donde se encuentran las neuronas dopaminérgicas.

En las ratas tratadas con manganeso, se encontraron diferencias significativas en
el numero de nucleos dafiados comparados con los nucleos sanos en el grupo
control, en las tres zonas de estudio. Reportes previos (Huang, 2007) muestran
que el manganeso se acumula en globo pélido, asi que esto concuerda con lo
encontrado en el andlisis histologico. Sin embargo, falta conocer como afecta el
manganeso a otros tipos celulares en cuerpo estriado o cémo afecta a neuronas
dopaminérgicas en sustancia nigra pues se encontraron nucleos dafiados mientras
gue no se encontré una disminucion significativa al hacer la inmunohistoquimica
de tirosina-hidroxilasa.

En el grupo de ratas tratadas con rotenona y manganeso, se encontraron
diferencias significativas en las tres zonas, y esta diferencia es mayor que en los
tratamientos individuales, asi que puede deberse a una potenciacion de ambos
quimicos.
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Se sabe que tanto la rotenona como el manganeso causan un parkinsonismo por
separado, y en este estudio se ha mostrado que en el grupo de ratas tratadas con
rotenona y manganeso juntos si se ven caracteristicas de parkinsonismo mas
marcadas, como la conducta exploratoria y la cantidad de neuronas
dopaminérgicas.

CONCLUSION

En este estudio, analizamos el efecto del manganeso y la rotenona tanto por
separado y en conjunto.

El peso corporal disminuyé significativamente en los grupos de Mn y Rot+Mn,y en
estos mismos grupos se observo una disminucion significativa en la conducta de
reparo. En cuanto a la inmunohistoquimica de TH, no se observaron diferencias
significativas en ninguno de los grupos pero en la tincion hematoxilina-eosina, las
diferencias significativas nos indicaron qué region cerebral es la mas afectada en
cada tratamiento. Con los resultados obtenidos, se puede observar que el
manganeso es el que potencia el efecto de la rotenona y no al revés como
planteamos al inicio del trabajo asi que si hay un mayor efecto cuando estan
juntos.

PERSPECTIVAS

Estudios posteriores nos ayudaran a comprender qué tanto el manganeso
potencia el efecto de la rotenona.
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