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Abreviaturas. 

6-OHDA 6-Hidroxidopamina 

CAT Catalasa 

DA Dopamina  

DAT Transportador de dopamina 

EP Enfermedad de Parkinson 

GB Ganglios basales 

GDNF Factor neurotrófico derivado de la glía. 

GP Globo pálido 

GPe Globo pálido externo 

GPi Globo pálido interno 

GPx Glutatión peroxidasa 

GRd Glutatión reductasa 

H2O2 Peróxido de hidrógeno 

L- DOPA  Levodopa 

MAO-B Monoamino oxidasa B 

Mn Manganeso 

Mn(OAc)3 Acetato de manganeso 

MnCl2 Cloruro de Manganeso 

MPTP 1-metil-4-fenil,6-tetrahidropiridina 

NE Núcleo estriado 



 
 

NEM Neuronas espinosas medianas 

NDA Neuronas dopaminérgicas 

NST Núcleo subtalámico 

O2- Superóxido 

OH• Hidroxilo 

RL Radicales libres 

ROS Especies reactivas de oxigeno 

SN Sustancia nigra 

SNc Sustancia nigra compacta 

SNr Sustancia nigra reticulada 

SOD Superóxido dismutasa 

TH Tirosina hidroxilasa 
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Resumen 
 

La enfermedad de Parkinson (EP) es un proceso neurodegenerativo progresivo caracterizado 

por la muerte de neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra y pérdida de dopamina en el  

núcleo estriado, presentando como consecuencia problemas en la coordinación motora y la 

cognición; en la presente investigación se utilizó el modelo de EP mediante inhalación de la 

mezcla de cloruro (MnCl2) y acetato (Mn(OAc)3) de manganeso, que promueve la 

autooxidación de la dopamina produciendo degeneración progresiva y bilateral de las 

neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta (SNc) en ratones, por lo que es un 

el modelo más apegado a lo que sucede en humanos; por otro lado, a la melatonina se le han 

atribuido importantes propiedades antioxidantes, también, se ha encontrado que incrementa 

la  actividad del  complejo I y IV de  la  cadena respiratoria por lo que se ha sugerido que 

dicha  acción puede contribuir al efecto protector en enfermedades neurodegenerativas. Por 

ello se determinó si el pretratamiento con melatonina presenta un efecto neuroprotector 

contra las alteraciones producidas por la exposición a la mezcla de MnCl2 y Mn (OAc)3 en 

ratones. Se formaron grupos previamente entrenados para realizar pruebas motoras: 1) grupo 

control, 2) grupo expuesto a la mezcla de MnCl2 y Mn(OAc)3 sin pretratamiento y 3) grupo 

expuesto a la mezcla de MnCl2 y Mn(OAc)3 con un mes de pretratamiento con melatonina 

(10 mg/kg vía oral), se evaluó la coordinación motora mediante las pruebas de coordinación 

motora fina “reaching task” y viga de equilibrio; se realizó el conteo de espinas dendríticas 

de las neuronas espinosas medianas y el conteo de neuronas inmunorreactivas a tirosina 

hidroxilasa (TH) en la SNc. Nuestros resultados muestran que los animales pretratados con 

melatonina presentaron mejor coordinación motora, así como menor pérdida de espinas 

dendríticas y de neuronas inmunopositivas a TH, en comparación con los animales que no 

recibieron pretratamiento; por lo que el pretratamiento con melatonina tiene efecto 

neuroprotector.  
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Abstract 
 

Parkinson disease is a neurodegenerative process characterized for dopaminergic neurons 

loss of the substantia nigra and dopamine depletion in the striatum, and as consequence motor 

coordination and cognitive alterations. Here we used the experimental model of inhalation of 

the mixture of MnCl2 and Mn (OAc)3 for inducing Parkinson disease. This model promotes 

the auto-oxidation of the dopamine (DA), inducing bilateral and progressive degeneration of 

the dopaminergic neurons in the SNc in mouse, which is a more similar model to what 

happens in humans. On the other hand, melatonin has antioxidant properties, and increases 

the activity of complex I and IV of the respiratory chain, furthermore it has been suggested 

that this action contributes to the protective effect in neurodegenerative diseases. Therefore, 

in this study it was determined if the pre-treatment with melatonin have a neuroprotective 

effect against alterations produced by the exposure to the mixture of MnCl2 and Mn (OAc)3. 

Before Mn inhalation, three groups were trained for motor performance (control group, 

exposed to Mn mixture without pretreatment and pretreatment groups) for motor tests, it was 

evaluated the motor coordination through the single-pellet reaching task and in the narrow 

beam were counted dendritic spines in medium-size spiny neurons of the striatum and the 

number of TH-immunoreactive neurons in the SNc. Our findings show that melatonin 

pretreated animals had better motor coordination as well as less dendritic spines loss and TH 

immunoreactive neurons compared with the animals that received pretreatment. Therefore, 

melatonin pretreatment has a neuroprotective effect. 
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Introducción   

                                                                                                                

Enfermedad de Parkinson 

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa con mayor 

prevalencia después del Alzheimer (Willis, 2013; Schapira, 2013). Este trastorno está puede 

presentarse por lo regular en edades medias/avanzadas con progresión gradual y evolución 

prolongada, además es incapacitante e incurable. La prevalencia estimada de la EP es del 

0.3% en población general y del 3% en mayores de 60 años. En México la prevalencia varía 

de 40 a 50 casos por 100000 habitantes/año (Ventura et al., 2019). La EP fue descrita por 

James Parkinson en 1817 donde se refiere al síndrome de “parálisis agitante” como 

“Movimientos temblorosos involuntarios con disminución de la fuerza muscular, en zonas 

que no están en actividad e incluso cuando se les ayuda; propensión a inclinar el tronco 

hacia adelante y pasar de la marcha a la carrera, mientras que los sentidos y el intelecto 

permanecen inalterados” (Micheli, 2006). Los primeros síntomas de la EP son evidentes tras 

la depleción de aproximadamente el 80% de las neuronas dopaminérgicas (NDA) (Tanner, 

1989). 

Aspectos clínicos 

Los individuos con EP regularmente presentan postura encorvada, rigidez y lentitud en los 

movimientos, inexpresividad facial, temblor rítmico tras la relajación completa, por lo 

general el temblor es más pronunciado en las manos, aunque también puede afectar a piernas, 

labios, lengua y músculos del cuello, además se observa marcha festinante (Flint et al., 1994). 

A medida que la enfermedad avanza, las palabras se tornan “apenas entendibles”, la saliva 

cae con frecuencia de la boca y presentan incapacidad para controlar los esfínteres (Micheli, 

2006), sin embargo, no existen alteraciones sensitivas y el deterioro intelectual no es una 

característica constante en las fases iniciales (Flint et al., 1994). 
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Anatomía Patológica 

La EP es un desorden neurodegenerativo, en la cual se observa pérdida neuronal y gliosis 

reactiva en las neuronas que sintetizan dopamina en el tallo encefálico (sustancia nigra 

compacta), junto con inclusiones de alfa sinucleína denominadas cuerpos de Lewy. Los 

estudios bioquímicos demuestran disminución en la concentración de dopamina (DA) en el 

núcleo caudado y en el putamen por lo que se considera una enfermedad del sistema neuronal 

por afectación primordial del sistema dopaminérgico nigroestriatal (Flint et al., 1994). Esta 

pérdida es causada, probablemente, por la sobreexpresión y mal plegamiento de proteínas 

tales como α-sinucleína, lo que genera malformaciones estructurales que llevan a la 

disfunción de la cadena respiratoria mitocondrial y a la formación de cuerpos de Lewy 

(Lansbury, y Brice, 2002). La formación de los cuerpos de Lewy se debe a un proceso de mal 

funcionamiento iniciado por la α-sinucleína que induce polimerización de la proteína TAU, 

llevando a su hiperfosforilación, la α-sinucleína hiperfosforilada se presenta hasta en un 90% 

en los individuos que presentan Parkinson (Waxman y Giasson, 2011). 

Ganglios Basales 

Como se mencionó, los Ganglios basales (GB) son las estructuras cerebrales relacionadas 

con la EP y poseen un papel importante en la conducta motora, cognición, emociones y 

aprendizaje; son un grupo de núcleos localizadas en telencéfalo, diencéfalo y mesencéfalo 

constituidas por: Núcleo Estriado (NE) (Caudado y Putamen), Globo Pálido (GP, interno y 

externo) en sus porciones externa e interna, sustancia nigra reticulada (SNr) y compacta 

(SNc), núcleo Subtalamico (NST) (Albin et al., 1989). 

Anatomía de Ganglios Basales 

Desde el punto de vista anatómico se pueden subdividir en dorsales y ventrales; los núcleos 

de la porción dorsal incluyen al NE, Globo pálido interno (GPi) y globo pálido externo (GPe), 

NST, SNr y SNc (Ospina, 2017). El NE se le considera como el núcleo de entrada hacia los 

GB y se desarrolla en la porción telencefálica mientras que el GPi y la SNr constituyen los 

núcleos de salida, el NST está en la porción basal del diencéfalo y la sustancia nigra en el 

mesencéfalo, y presenta dos porciones, una ventral (SNr) y la dorsal (SNc) la cual está 

compuesta de células dopaminérgicas pigmentadas con neuromelanina en los primates 
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(DeLong y Georgopoulus, 2011), la neuromelanina se forma a partir de procesos de 

oxidación de DA y su biosíntesis tiene lugar en el mesencéfalo, específicamente en la SNc, 

en los trastornos neurodegenerativos como la EP donde la síntesis de ésta es alterada, puede 

observarse en preparaciones histológicas de la sustancia nigra en donde el hecho más 

evidente es la pérdida del color oscuro característico de esta región (Hirsch et al., 1988). 

Ganglios basales y el sistema Dopaminérgico 

La DA es una catecolamina neuromoduladora que participa en diversas funciones como la 

actividad motora, cognición, emoción, secreción hormonal, entre otras (Missale et al., 1998), 

el sistema dopaminérgico está involucrado en algunas patologías como la EP debido a la 

inadecuada regulación de la transmisión dopaminérgica, las aferencias dopaminérgicas 

dentro de los GB llegan al NE provenientes de la SNc y del área ventral tegmental (Wilson, 

1993). La SN está compuesta por dos tipos de neuronas, las GABAérgicas, que se encuentran 

en la SNr mientras que las NDA están principalmente en la SNc y proyectan al caudado-

putamen ( neoestriado NE ) constituyendo la vía nigroestriatal, y a prácticamente todos los 

núcleos que conforman los GB (Fallon y Moore, 1978; Haber et al., 2000; Lin et al., 2010). 

El NE está constituido por un 95% de neuronas GABAergicas de proyección llamadas 

neuronas espinosas medianas (NEM), las cuales tienen el papel de modular la información 

proveniente de la corteza (Schmidt et al., 1996) y su característica morfológica es la alta 

densidad de espinas dendríticas localizadas en la porción distal del árbol dendrítico (Wilson 

y Groves, 1981) los axones dopaminérgicos nigro estriatales hacen sinapsis con el cuello de 

las espinas dendríticas de las NEM del estriado (Freund et al., 1984), el efecto de la dopamina 

sobre las neuronas estriatales puede ser tanto aumento como disminución de la descarga de 

potenciales de acción (Kitai et al., 1976). Es necesario mencionar que las neuronas estriatales 

expresan dos tipos de receptores dopaminérgicos distintos (receptores D1 y D2) cuya 

estimulación produce efectos antagónicos (Gómez et al., 2014) por lo que la degeneración 

del sistema dopaminérgico nigroestriatal afecta directamente la actividad de las NEM ya que 

se sabe que la transmisión dopaminérgica regula la morfogénesis de la NEM (Smith et al., 

2009) por ello la denervación dopaminérgica está asociada a la reducción de la densidad de 

espinas dendríticas (Ingham et al., 1999)  
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Sistemas de proyección estriatal: vía directa e indirecta 

El NE es el principal núcleo de entrada del circuito de los GB y a su vez el GPi y la SNr 

representan los principales núcleos de salida, formando un circuito que proyecta información 

hacia el tálamo y la corteza cerebral (Obeso y Lanciego, 2011). Para procesar, integrar y 

transmitir el flujo de información proveniente de la corteza cerebral a través de los GB el 

circuito motor se basa en dos vías, la “vía directa” y la “vía indirecta” (Smith et al., 1998). 

Ambas vías inician en el NE, la diferencia radica en que la vía directa proyecta directamente 

hacia los núcleos de salida (GPi y SNr) (Reiner y Anderson, 1990; Alexander y Crutcher, 

1990) mientras que en la vía indirecta las neuronas estriatales proyectan al GPe y de ahí las 

eferencias GABAérgicas proyectan al NST cuyas proyecciones glutamatérgicas excitatorias 

conectan con los núcleos de salida (GPi y SNr) (Nakanashi y Kita, 1987; Smith y Parent, 

1988). El incremento en la actividad de ambas vías se ha relacionado con la facilitación del 

movimiento (vía directa) y con su inhibición (vía indirecta), la EP es el resultado del 

desbalance en la actividad de ambas vías (DeLong, 1990). 

En la figura 1 observamos de manera esquemática y simplificada, el modelo de la anatomía 

funcional del circuito motor en donde explica que las NEM de la vía directa expresan 

receptores de la familia D1 y las de la vía indirecta los receptores+9 de la familia D2 

(Hardman et al., 1996). La activación de ambas vías produce efectos opuestos, la vía directa 

conformada por neuronas GABAérgicas del NE (NEM de proyección) que proyectan hacia 

la SNr/GPi. Esta vía es activada por el glutamato (proveniente de la corteza) y modulada por 

la dopamina (proveniente de la SNc), esta actividad induce la inhibición de los núcleos de 

salida de los GB, que por ser también GABAérgica y estar inhibida, desinhibe los núcleos 

talámicos ventral lateral y ventral anterior. Como resultado, la vía tálamo cortical es 

estimulada y los movimientos iniciados corticalmente son facilitados. La vía indirecta está 

compuesta por neuronas estriatales (otra población de NEM de proyección), que son 

GABAérgicas y que proyectan hacia el GPe. La inhibición del GPe desinhibe el NST 

(formado por neuronas glutamatérgicas de proyección), lo que trae como resultado la 

excitación de los núcleos de salida de los GB, provocando la inhibición talámica, lo que 

reduce la estimulación tálamo-cortical de las áreas motoras precentrales resultando en la 

disminución del movimiento voluntario (Hardman et al., 1996; Ropper y Samuels, 2007).  
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Figura 1. Modelo esquemático de la anatomía funcional del circuito motor (Corteza- 

ganglios basales-tálamo-corteza) mostrando las líneas paralelas directa e indirecta. Las 

flechas blancas representan conexiones glutamatérgicas (GLU) excitatorias, mientras que 

las flechas azules muestran las conexiones inhibitorias. (A) Circuito normal en donde la vía 

directa incluye al globo pálido interno (GPi) y la Sustancia nigra reticular (SNr), mientras 

que la vía indirecta incluye el Globo pálido externo (GPe) y al Núcleo subtalamico (NST). 

La dopamina (DA) proveniente de la sustancia nigra pars compacta (SNc) ejerce funciones 

diferenciales sobre las proyecciones de la vía directa e indirecta, mediante la activación de 

los receptores D1 y D2, respectivamente. El GPi/SNr proyecta de regreso hacia la corteza 

cerebral vía tálamo (TAL). (B) Circuito con parkinsonismo, el resultado que se presenta 

después de la pérdida dopaminérgica en todo el circuito está indicado por el grosor de las 

líneas. La hiperactividad glutamatérgica del NST, es la posible causa de los síntomas 

parkinsónicos, ya que se incrementa la actividad de la SNr y el GPi, y se sobre inhibe el 

circuito tálamocortical. Modificado de Wichman y DeLong (1993). 
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En otras palabras, la disminución de DA estriatal provoca aumento en la densidad de los 

receptores D2 y decremento de los receptores D1 (Joyce, 1991), estas alteraciones inducen 

cambios funcionales en los circuitos de los GB disminuyendo la actividad de la vía directa y 

aumentándola en la vía indirecta; lo que trae como resultado la sobre inhibición 

talamocortical que es la causante del temblor, rigidez y bradicinesia en pacientes con EP 

(DeLong, 1990); también, como consecuencia de la depleción dopaminérgica se ha 

observado, a nivel ultraestructural incremento en el tamaño de los botones presinápticos, 

aumento en el número de sinapsis perforadas así como cambios en los blancos postsinápticos, 

observándose menos contactos con espinas dendríticas (Colin-Barenque, 1994; Avila-Costa, 

1996; Avila-Costa et al., 2005; 1998). 

Etiología de la EP  

La neurodegeneración de las NDA inicia algunos años antes de que la EP sea sintomática y 

dificulta establecer la causa del desarrollo de la enfermedad; algunos factores genéticos y 

ambientales han sido relacionados con la etiología de la enfermedad (Mizuno et al., 2001). 

Aunque se sabe que en el 10% de los casos el origen es genético, de trasmisión mendeliana; 

la gran mayoría (el 90%) se cataloga como EP esporádica, definida como poligénica y 

multifactorial (Ventura et al., 2019). Por ello se han establecido diferentes hipótesis sobre su 

origen entre los cuales incluyen: 

Factores Ambientales 

Se propone que a lo largo de su vida el individuo pudo haber sido expuesto a muchos agentes 

tóxicos, o inclusive, a la interacción entre ellos, que le hayan conferido cierta vulnerabilidad 

a la neurodegeneración dopaminérgica (McGuire et al., 2011). El primer incidente que 

permitió correlacionar claramente la exposición a factores exógenos con neurotoxicidad en 

el sistema nigroestriatal sucedió a comienzos de los años 80, cuando un grupo de jóvenes se 

inyectaron intravenosamente 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP), y 

desarrollaron alteraciones motoras de tipo parkinsoniano (Langston et al., 1984). Esto sugirió 

la existencia de sustancias tóxicas ambientales causales de EP idiopática. 
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Diversos estudios epidemiológicos sugieren la relación entre la industrialización y el uso de 

agroquímicos como factores de incidencia de la EP, como por ejemplo el paraquat y la 

rotenona (Betarbet et al., 2002). 

Factores Genéticos 

Durante los últimos años se han identificado varios genes relacionados con la susceptibilidad 

y locus de riesgo asociados con la EP, las investigaciones se han centrado en las mutaciones 

de los genes SNCA(PARK 1/PARK 4) que es el primer gen de transmisión autonómica 

dominante identificado en la EP (Hernández et al., 2016), la mutación en el gen GBA, que 

es el mayor factor de riesgo genético para desarrollar EP (Kalia y Lang, 2015) y la forma 

más frecuente es el gen LRRK2 (PARK 8) que representa el 4% de la EP hereditaria (Ferreira 

y Massano, 2017). También se han determinado polimorfismos en el gen de la catecol-O-

metiltransferasa (COMT) que es el regulador de los niveles de DA sináptica (Foltynie et al., 

2004) así como la mutación en el gen que codifica la proteína ∝-sinucleína, la cual está 

relacionada con apoptosis, supervivencia neuronal bajo condiciones de estrés oxidativo y 

forma los cuerpos de Lewy. Tres genes están asociados a la EP e implicados en la formación 

de los cuerpos de Lewy: PARK 1, PARK 2 Y PARK (Polymeropoulos, 1997; Krüger 1998), 

sin embargo, aún se desconoce cómo están relacionadas las mutaciones de los tres genes en 

el desarrollo de los cuerpos de Lewy y, cómo se asocian con el estrés oxidativo (Gómez et 

al., 2012). 

Estrés Oxidativo 

Las propiedades oxidativas del oxígeno juegan un papel importante en los fenómenos 

biológicos, y puede provocar daño dentro de las células, principalmente a través de la 

formación de especies reactivas de oxígeno como: peróxido de hidrógeno (H2O2), radicales 

hidroxilos (OH•) y superóxido (O2-) (Fhan y Coeen, 1992). Parece probable la implicación 

de procesos de estrés oxidativo en la patogénesis de esta enfermedad (Larumbe et al., 2001) 

debido al metabolismo oxidativo de la DA para producir H2O2 y otras especies reactivas de 

oxígeno (ROS) (Halliwell y Gutteridge, 1985), es decir, el estrés oxidativo es una condición 

dañina para las NDA y resulta de la eliminación deficiente de las ROS que se generan por las 

reacciones relacionadas con la dopamina, normalmente estas ROS son eliminadas por el 

sistema antioxidante intracelular, sin embargo por envejecimiento o alguna alteración 
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patológica éste se encuentra dañado (Sohal y Weindruch, 1996). Entonces cuando este 

sistema no se mantiene en balance ya sea por pérdida o disminución del sistema protector o 

por aumento en la producción de los radicales libres, el tejido entra en “estrés oxidativo” que 

provoca la destrucción de macromoléculas celulares como proteínas, ADN, carbohidratos y 

lípidos (Oyama et al., 1996; Clarke, 1999). 

En la EP se ha reportado que el estrés oxidativo es el principal causante del deterioro de las 

NDA en la SNc (Hattori et al., 2009), la muerte neuronal en la SNc se puede dar por (Olanow 

y Tatton, 1999): 

a) Incremento en el recambio de DA que da como resultado el exceso en la formación 

de H2O2. 

b) Deficiencia del glutatión peroxidasa, que como consecuencia disminuye la capacidad 

de limpiar H2O2.  
c) Incremento en el hierro reactivo, que promueve la formación de (OH-)  

Los mecanismos principales por los cuales se pueden generar radicales libres en la EP son 

por medio de (Ebadi et al., 1996; Birben et al., 2012): 

1.  Reacción de Haber-Weiss, donde se generan radicales libres (OH-) a partir de H2O2 

y del O2.  

2. Reacción de Fenton donde se generan radicales O2-  y (OH-) en presencia de fierro. 

Mediante la reacción de Fenton se induce la auto oxidación de la DA para formar el OH•, el 

cual se considera el radical más dañino (Ebadi et al., 1996; Barzilai et al., 2001 y Cardoso et 

al., 2005). Existen diversos estudios que apoyan la teoría que el estrés oxidativo aumenta en 

la EP, especialmente en la SNc (Jenner y Olanow, 1996). 

En la EP las células de la SNc parecen estar en un elevado estado de estrés oxidativo, lo que 

se deduce por el aumento en productos de la oxidación de lípidos, proteínas y DNA; en la 

SNc de pacientes parkinsónicos es posible detectar las alteraciones oxidativas utilizando 

diferentes marcadores como el malondialdehído, el cual se encuentra hasta diez veces más 

de su valor normal (Gómez et al., 2012). 

Adicionalmente, la concentración de glutatión se encuentra disminuido en la EP (Schul et al., 

2000), mientras se incrementa la actividad del superóxido dismutasa, así como los niveles de 
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𝐹𝑒2+ (Marttila et al., 1988), el cual funciona como catalizador de la reacción de Fenton y por 

tanto promueve el incremento en la generación de radicales libres (RL) resultando en estrés 

oxidativo, que provoca la degeneración progresiva de las NDA de la SNc (Dexter et 

al., 1989). 

Disfunción Mitocondrial 

En la actualidad se ha propuesto que el mecanismo de acción de una gran cantidad de los 

agentes tóxicos empleados como modelos, involucra la inhibición del complejo I 

mitocondrial y la generación de ROS, por lo que el papel de la mitocondria durante el 

desarrollo de la EP es fundamental (Alarcón et al., 2010). La primera evidencia se reportó en 

el Parkinson inducido por MPTP que produce deficiencia en el complejo I y daño oxidativo 

solo en la SNc confiriendo toxicidad y muerte neuronal (Ebadi et al., 2001), sin embargo, es 

poco probable que la mayoría de los casos de EP sea explicada por una sola causa (Olanow 

y Tatton, 1999). 

Modelos experimentales de la EP  

Actualmente se utilizan algunas neurotoxinas para modelar algunos rasgos fisiopatológicos 

de la EP, como, por ejemplo: el 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP) 6-

hidroxidopamina (6-OHDA), y rotenona entre otros; con el fin de recrear y estudiar los 

mecanismos básicos que regulan la función neural tanto a nivel celular, molecular o 

conductual de la enfermedad (Anaya, 1997) y así probar nuevos posibles tratamientos.  

MPTP  

El cuadro parkinsónico generado por este compuesto neurotóxico en los individuos se 

caracteriza por temblor, acinesia, rigidez, postura en flexión, alteración de los reflejos 

posturales y, todo ello se revierte con la administración de L-DOPA o agonistas 

dopaminérgicos (Alarcón et al., 2010); este compuesto químico tiene la capacidad de 

atravesar fácilmente la barrera hematoencefálica debido a que la enzima monoamino oxidasa 

B (MAO-B) metaboliza de MPTP a 1-metil,1-4-fenilpiridinio ( MPP+ ) por oxidación 

espontanea en los astrocitos. El MPP+ es liberado por los astrocitos al espacio extracelular. 

Es una molécula polar y depende de los transportadores de membrana plasmática para entrar 

en la célula, por ello es selectivamente incorporado por las NDA a través del transportador 
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de dopamina (DAT), una vez dentro de la célula inhibe el complejo I mitocondrial (Alarcón 

et al., 2010; Bezard et al., 1999; Dauer y Przebdorsky, 2003) y ocasiona la generación de 

ROS, así como el decremento del contenido de ATP y del potencial redox (Przedborski y 

Vila., 2003; Alexi et al., 2000). 

Algunas de las limitaciones de este modelo son, el hecho de que la muerte neuronal se da en 

un lapso muy corto (la EP es un padecimiento lento y progresivo) y existe susceptibilidad 

entre especies, se ha reportado que los ratones son más susceptibles que las ratas a este 

compuesto (Russo et al., 1994), no se observan los característicos cuerpos de Lewy y algunos 

animales con lesión de leve a moderada muestran recuperación espontánea (Morrow et al., 

2012). 

6-OHDA  

En el desarrollo de modelos experimentales de EP, la 6-OHDA es la neurotoxina más 

utilizada, se ha observado que induce la muerte de neuronas adrenérgicas de los ganglios 

simpáticos, y carece de acción tóxica a nivel del sistema nervioso central cuando es 

administrada vía sistémica, sin embargo, cuando la administración es por inyección 

intracerebral se produce la muerte selectiva de neuronas catecolaminérgicas (dopaminérgicas 

de la SNc y sus terminales en el núcleo estriado) debido a su alta afinidad por el sistema de 

transporte de catecolaminas (Ungerstedt, 1968; Blum et al., 2001).  

Diversos estudios han mostrado que la 6-OHDA posee acción inhibidora de la cadena 

respiratoria mitocondrial y la muerte neuronal está ligada a la formación de H2O2, radicales 

libres y quinonas (Przedborski y Ischiropoulos, 2005). Algunas de las principales desventajas 

de este modelo son: 

1. La 6-OHDA no puede cruzar la barrera hematoencefálica, debe ser administrada 

localmente mediante inyección esterotáxica dentro de la SNc, el haz medial del 

cerebro anterior o el núcleo estriado, ya sea bilateral o unilateralmente (Dauer  y 

Przedborski, 2003), esto provoca mayor invasión al sistema y se corre el riesgo de 

que los animales lesionados de esta manera mueran debido a que presenten marcada 

adipsia y afagia (Ungerstedt, 1971). 

2. No se detectan los cuerpos de Lewy característicos de la EP. 

3. Es un modelo agudo (Betarbet et al., 2002). 
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Rotenona 

Este compuesto es un isoflavonoide de origen vegetal que se utiliza como insecticida (Schuler 

y Casida, 2001). Este modelo reproduce algunas características neuroquímicas, histológicas, 

patológicas y conductuales de la EP, con degeneración predominante de la zona 

nigroestriada, se observa la inclusión de cuerpos de Lewy y deficiencias motoras como 

hipocinesia, rigidez con postura encorvada y temblores en uno o más miembros (Betarbet et 

al., 2000), también actúa como inhibidor del complejo I mitocondrial, además, la 

acumulación de daño por estrés oxidativo conduce a la apoptosis dependiente de la caspasa 

3 en las NDA (Alarcón et al., 2010). 

Algunas de las desventajas de este modelo son, la susceptibilidad de los animales, ya que 

algunos muestran alteraciones y otros no, también el daño celular se extiende a otros grupos 

neuronales y es importante señalar que la tasa de mortalidad es muy alta, ya que la rotenona 

es altamente tóxica para varios órganos como el corazón, hígado, riñones y el tracto intestinal 

(Blandini y Armenteno, 2012; Bertabet et al., 2002). 

A pesar de que existen diferentes modelos animales para el estudio de EP, ninguno representa 

el curso temporal y las alteraciones neuropatológicas y motoras observadas en humanos con 

esta enfermedad, por ello en nuestro laboratorio se ha desarrollado el modelo por inhalación 

de dos compuestos de manganeso, cloruro de Manganeso (MnCl2) y Acetato de Manganeso 

(Mn (OAc)3).  

Inhalación de manganeso (Mn) 

El Mn es el doceavo elemento más abundante en la corteza terrestre y está presente en rocas, 

suelo y agua, existe en componentes orgánicos e inorgánicos, las formas más comunes en el 

ambiente son las inorgánicas, se encuentra en frutos secos, semillas, chocolate, leguminosas, 

almejas, fruta y vegetales con hojas (Sistrunk et al., 2007). Tiene 2, 3, 4, 6 y 7 estados de 

oxidación (Pérez, 2019). El Mn inorgánico se utiliza en la producción de hierro y acero, en 

la manufactura de baterías, de vidrio, blanqueamiento de textiles, cerillos y fuegos 

pirotécnicos, sustancias químicas, fungicidas, y como agentes de contraste en las imágenes 

de resonancia magnética (Santamaría, 2007). 
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En ambientes biológicos el Mn existe como Mn+2  y Mn+3, y el 80% de Mn+2 en plasma está 

unido a la β1-globulina y albúmina: una fracción pequeña de Mn se une a la transferrina y al 

unírsele se forma un complejo en donde el Mn se encontrará exclusivamente como Mn+3 

(Foradori, 1967; Aisen et al., 1969) 

Papel biológico del Mn 

Es requerido para reacciones enzimáticas que incluyen la síntesis de proteínas, lípidos y 

carbohidratos (Takeda, 2003); es necesario para el crecimiento y desarrollo normal, para un 

buen desarrollo y para la homeostasis celular (Erikson et al., 2005). Tiene un papel 

fundamental en el desarrollo del cerebro como cofactor de varias enzimas involucradas en la 

síntesis y metabolismo de neurotransmisores, por ejemplo, la glutamina sintetasa (Takeda, 

2003), arginasa (Shishova et al., 2009), piruvato descarboxilasa (Zwingmann et al., 2004) y 

superóxido dismutasa mitocondrial (Heran et al., 2003). El Mn se ha relacionado con la 

formación de ROS con los estados divalente y trivalente del metal, sin embargo, se ha 

mostrado que el Mn+2  elimina las ROS, las especies reactivas de superóxido y los OH• (De 

Rycker y Halliwell, 1978; HaMai et al., 2001). 

Absorción, bioacumulación, distribución, metabolismo y excreción del Mn 

Aproximadamente del 3-5% del Mn ingerido se absorbe por el tracto gastrointestinal y se 

envía al hígado por la vena porta, el resto es excretado en las heces, cualquier exceso de  Mn 

se excreta a través de la bilis  (Au et al., 2008); el Mn absorbido a través de los pulmones se 

considera la fuente principal de toxicidad en humanos, las partículas con un diámetro menor 

a 5 µm llegan a los alveolos pulmonares en donde se absorbe en forma iónica y pasa al flujo 

sanguíneo para ser transportado a los tejidos (Andersen, 1999). 

El Mn se acumula principalmente en el cerebro, y puede entrar por diferentes rutas: 

1. Mediante las células endoteliales de los capilares cerebrales de la barrera 

hematoencefálica (Rabin et al., 2006). 

2. Mediante el plexo coroideo hacia el fluido cerebroespinal (Murphy et al., 1991). 

3. Mediante el nervio olfatorio hacia la cavidad nasal directo al cerebro (Brenneman et 

al., 2000). 
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El Mn ingresa a las células mediante el transportador de metales divalente tipo I (DMT1), 

transportador de solutos ZIP-8, receptor de transferrina, canales de calcio, entre otros; sin 

embargo, ninguno de éstos parece ser específico del Mn (Kwakye et al., 2015); la captación 

neuronal de Mn involucra a la transferrina y al transportador de dopamina (DAT) (Suarez y 

Eriksson, 1993). 

El Mn tiende a acumularse en regiones dopaminérgicas, específicamente en los ganglios 

basales (Aschner et al., 2005). La degeneración dopaminérgica asociada a la exposición de 

Mn y a la EP comparten mecanismos moleculares como la disfunción mitocondrial, la 

disminución de energía celular, la agregación de proteínas y activación de vías de muerte 

celular necrótica y apoptótica, así como el estrés oxidativo (Milatovic et al., 2009), el Mn 

induce la autooxidación de la DA, seguida de la formación de quinonas tóxicas y depleción 

de DA (Takeda, 2003). 

Otros estudios reportan que el Mn+2  produce aumento en la generación de ROS, pero esta 

actividad oxidante es bloqueada mediante un quelador de metales trivalentes (DFO). Por ello 

se propone que aun cuando el Mn+2 no tiene propiedades oxidantes intrínsecas, la presencia 

de Mn+3 en cantidades traza promueve la formación de radicales libres, quinonas tóxicas que 

son producto de la autooxidación de la DA mediada por Mn (Archibald y Tyree, 1987), esto 

indica que el Mn+3 puede tener un efecto catalítico en la oxidación del Mn+2 (Archibald y 

Tyree, 1987; HaMai et al., 2001). 

Ordoñez-Librado y colaboradores en 2008; Sánchez-Betancourt y colaboradores en 2012 

establecieron el modelo de inhalación de la mezcla de Mn+2  y Mn+3  en ratones y ratas, lo 

anterior  proporcionó las bases para lograr representar los principales eventos de la EP, como 

las alteraciones motoras que empeoran con el transcurso del tiempo y que son irreversibles, 

que responden de forma positiva al tratamiento con L-DOPA (Ordoñez-Librado et al., 2010) 

al igual que en el contexto clínico, donde la respuesta positiva e inmediata a este fármaco 

confirma el diagnóstico de esta enfermedad (Zuazua-Vidal et al., 2019), así como la pérdida 

de NDA cambios morfológicos en el NE (pérdida de espinas dendríticas) y depleción de DA 

en los GB.  
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Por ello tenemos elementos para decir que el modelo de inhalación de la mezcla de Mn es 

una herramienta válida y confiable para el estudio de la EP; sin embargo, en el modelo hasta 

este momento no se han reportado la presencia de cuerpos de Lewy (característicos de la EP); 

y en cuanto al tiempo de experimentación este modelo tiene una larga duración a 

comparación de los modelos anteriores. 

Alternativas terapéuticas para la EP 

Los tratamientos actuales comprenden tratamientos tanto farmacológicos como quirúrgicos, 

pero a pesar de los avances ninguno de éstos consigue modificar el curso clínico de la 

enfermedad (Rascol et al., 2003), a continuación, se mencionan algunas alternativas 

terapéuticas: 

Terapia celular y con factores neurotróficos 

El objetivo principal de esta terapia consiste en reemplazar las células que han degenerado 

por otras que puedan suplir su función, normalmente estas células implantadas en la sustancia 

nigra son células productoras de DA e idealmente debería restaurar la conectividad funcional 

de la vía nigro-estriatal (Garbayo et al., 2006), para ello se han utilizado los siguientes tipos 

celulares:  

o Células madre fetales y adultas. 

o Células de la carótida (productoras de DA y de factores neurotróficos). 

o Células de médula suprarrenal (productoras de DA). 

o Células que liberan factores tróficos y promotores de supervivencia neuronal (células 

de Schwann, astrocitos, y células modificadas genéticamente para producir estos 

factores) (Espejo et al., 1998; Rosenblad et al., 1998; Shingo et al., 2002).    

Sin embargo, los inconvenientes más frecuentes que surgen con la terapia celular son: 

infecciones, rechazos, en caso de que las células no sean del propio individuo y degeneración 

de las células implantadas (Garbayo et al., 2006). 

Los factores neurotróficos también regulan la proliferación, supervivencia, migración y 

diferenciación de todos los tipos celulares del sistema nervioso, además de regular el 

establecimiento de las conexiones adecuadas, tanto en fases del desarrollo embrionario como 

en el adulto, entre ellos el factor neurotrófico derivado de la glía (GDNF) es el más apropiado 



 

17 
 

para el tratamiento de dicha patología, ya que es el factor neurotrófico más potente descrito 

hasta la fecha (Beck et al., 1995) ya que ejerce una acción trófica más potente sobre las 

neuronas dopaminérgicas (Mínguez y Escamilla, 2005) 

Agonistas dopaminérgicos 

La 2-bromo-α-ergocriptina (bromocriptina) fue el primer agonista dopaminérgico propuesto, 

y es utilizada para las etapas iniciales de la EP debido a que retarda las complicaciones 

motoras inducidas por la administración de largo plazo de L-Dopa (Ramaker et al., 2000; 

Segura et al., 2003), sin embargo, induce efectos colaterales como náuseas, vómito, 

confusión y alucinaciones (Molina et al., 1999). Avila-Costa et al., (2005) reportaron que en 

el modelo de EP inducido con 6-OHDA, el tratamiento con bromocriptina atenuó el efecto 

neurotóxico. 

La apomorfina es otro agonista dopaminérgico, el cual se puede administrar por vía 

subcutánea, sublingual y rectal, pero se ha reportado que la administración intermitente de 

apomorfina puede causar problemas adversos como inflamación de la piel (paniculitis), 

costras y obstrucción nasal (Radad et al., 2005; Gutiérrez-Valdez, 2013). 

En la actualidad, el tratamiento más común para manejar los síntomas motores asociados a 

EP, es la terapia de remplazo de DA, (Lang, 2009; Obeso et al., 2010). El tratamiento más 

usado es con el precursor de dopamina Levodopa  (L-DOPA) , se utiliza el precursor debido 

a la incapacidad de la DA para cruzar la barrera hematoencefálica (Mercuri y Bernardi, 

2005), sin embargo la L-DOPA pierde su eficacia tras algunos años debido a que la muerte 

neuronal continua, y por ello la dosificación tiene que ser incrementada y,  en la mayoría de 

los pacientes, la administración crónica de L-DOPA causa discinesias (Ahlskog y Muenter, 

2001) las cuales afectan a los pacientes al grado de incapacitarlos para continuar con sus 

actividades (Whetten-Goldstein et al., 1997). 

Durante el tratamiento crónico (5-10 años) se presentan algunos efectos secundarios 

(Ahlskog y Muenter, 2001)  por ejemplo, cuando la dosis de L- DOPA no es suficiente para 

mejorar los síntomas de la enfermedad, antes del tiempo indicado para la siguiente dosis se 

le conoce como la “pérdida del efecto al final de la dosis”  o wearing-off  y cuando la 

complicación se presenta después de un tiempo impredecible, la cual consiste en periodos de 
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buena respuesta a la L- DOPA y periodos de poca respuesta a este fármaco se le conoce como 

estado “ efectivo-inefectivo” u on-off (Samadi et al., 2006) .  

Por ello, algunas alternativas para prolongar la eficacia de la L-DOPA o, al menos disminuir 

la severidad de las discinesias es a través de la administración conjunta de inhibidores de la 

catecol-O-metiltransferasa como de la monoaminooxidasa (MAO), o con Amantadina, por 

su papel como antagonista de receptores glutamatérgicos de tipo NMDA (Jankovic y Stacy, 

2007).  

Otro tratamiento empleado comúnmente es el pramipexol que estimula los receptores D3 y 

en menor grado los D2 y D4 (Piercy, 1998) que se ha evaluado contra placebo, con la 

demostración de eficacia absoluta en el control de la sintomatología (Linazasoro, 2004), 

comparado con la L-DOPA el pramipexol presenta menor incidencia de discinesias y 

fluctuaciones motoras; sin embargo se han descrito efectos indeseables con el uso de este 

fármaco, como alteraciones en la memoria verbal a acorto plazo, en las funciones ejecutivas 

en la fluidez verbal en comparación con los pacientes tratados con L-DOPA (Brusa et al., 

2003). 

Antioxidantes 

La propuesta de utilizar estrategias terapéuticas basadas en fármacos con propiedades 

antioxidantes se debe a que las enzimas antioxidantes juegan un papel muy importante en la 

protección contra el estrés oxidativo, que desempeña un papel significativo en la 

neurodegeneración de la EP (Rao et al., 1990; Chance et al., 1979), algunos de estos como la 

vitamina E, la co-enzima Q y la melatonina se han propuesto ampliamente como estrategias 

terapéuticas (Chandan et al., 2004;Cardoso et al., 2005; León et al., 2005). 

Melatonina   

La melatonina (N-acetil-5-meteoxitriptamina) es una neurohormona sintetizada 

principalmente en la glándula pineal a partir del aminoácido triptófano, que posteriormente 

se convierte en 5-hidroxitriptamina a través de las enzimas triptófano hidrolasa y 5-

hidroxitriptófano descarboxilasa (Hardeland et al., 2011). A partir de este momento, la 5-

hidroxitriptamina se transforma en N-acetilserotonina por acción de la N-acetil transferasa 

(NAT), la enzima limitante en la síntesis de melatonina y finalmente, la N-acetilserotonina 
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es convertida en melatonina mediante O-metilación, por medio de la hidroxindol-

Ometiltransferasa (Hardeland et al., 2011). 

 

La melatonina está involucrada en múltiples procesos biológicos, regula principalmente los 

ritmos circadianos por el efecto que ejerce sobre el hipotálamo y en el núcleo 

supraquiasmático durante la fase obscura del fotoperiodo. Sin embargo, sus funciones son 

mucho más amplias, en términos de los sitios de biosíntesis y acción (Tan et al., 2003; 

Hardeland et al., 2011).  

 

Esta molécula ha sido ampliamente estudiada ya que se le han atribuido importantes 

propiedades antioxidantes (Piñol-Ripoll et al., 2006), se ha reportado que es dos veces más 

eficiente que la vitamina E y cuatro veces más que el glutatión peroxidasa y el ácido ascórbico 

(Kundurovic y Sofic, 2006). La melatonina actúa a través de dos receptores de membrana 

acoplados a la proteína G: MT1 y MT2 (Dubocovich et al., 2010), y además la melatonina 

muestra afinidad por otro sitio de unión, los receptores MT3, los cuales representan una 

enzima quinona reductasa 2, la cual puede participar en la protección antioxidante a través 

de la eliminación de quinonas prooxidantes (Srinivasan et al., 2006). 

 

La melatonina por su naturaleza lipídica se puede difundir libremente a través de las 

membranas celulares, cruza la barrera hematoencefálica (Bondy et al., 2004). Protege a las 

células contra el daño oxidativo induciendo la expresión de genes que codifican para enzimas 

antioxidantes (Bondy y Sharman, 2007) como la superóxido dismutasa (SOD), glutatión 

peroxidasa (GPx), glutatión reductasa (GRd) y catalasa (CAT) (Reiter y Benítez, 2009), se 

ha reportado que la melatonina  incrementa la actividad del complejo I y IV de la cadena 

respiratoria con lo que reduce la activación de las vías relacionadas con la apoptosis (Reiter 

y Benitez, 2009) y se ha demostrado que la melatonina no presenta toxicidad significativa en 

grupos de estudio tanto en personas adultas como en niños (Acuña et al., 2006; Campos, 

2002). 

 

También se ha reportado el precursor de melatonina, la N-acetilserotonina actúa como un 

potente agonista del receptor TrkB, (Sung-Wuk et al., 2009) también conocido como receptor 
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de tirosina quinasa B que es un factor neurotrófico derivado del cerebro (Nakagawara et al., 

1995); los factores neurotróficos son familias de polipéptidos que regulan procesos que 

participan en los procesos de migración, crecimiento, diferenciación y sobrevivencia en las 

células nerviosas (Castillo-Padilla et al., 2011), las neurotrofinas que activan TrkB son: 

BDNF (factor neurotrófico derivado del cerebro), neurotrofina-4 (NT-4) y neurotrofina-3 

(NT-3) (Hohfeld et al., 2000)  

 

Se ha reportado que el BDNF y su receptor TrkB son fundamentales para el mantenimiento 

de procesos fisiológicos del cerebro adulto como la supervivencia celular neuronal, 

crecimiento de neuritas, migración celular, regulación de la actividad del glutamato 

dependiente de la espina dendrítica y crecimiento dendrítico, formación de sinapsis 

(Deogracias, 2007). Así como la modulación de las ramificaciones dendríticas, la morfología 

de las espinas dendríticas (Horch et al., 2002). 

 

En 1998 Jin y colaboradores describieron que la melatonina es capaz de incrementar la 

actividad de la TH, también Rocchita y colaboradores en 2006 reportaron que evita la 

autoxidación de la L-DOPA exógena. 

 

En 2007 Gutiérrez-Valdez compara el efecto de la administración crónica de L-DOPA y 

melatonina en ratas lesionadas unilateralmente con 6-OHDA en donde obtiene como 

resultado que el tratamiento con melatonina es capaz de proteger las alteraciones producidas 

por la lesión por lo que sugiere que la melatonina   puede ser un posible candidato para el 

tratamiento de la EP. 
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Justificación 

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa con mayor prevalencia a nivel mundial 

y lamentablemente con los tratamientos de elección se han descrito efectos secundarios 

desfavorables que pueden llegar a ser muy frecuentes e incapacitar al paciente; se sabe que 

una de las hipótesis más aceptadas respecto a su etiología de la EP es la del daño celular 

provocado por el estrés oxidativo; se han buscado alternativas terapéuticas para disminuir el 

daño secundario provocado por los tratamientos, y se ha encontrado que la melatonina 

presenta propiedades antioxidantes importantes que podrían evitar el daño citológico y no 

causar efectos adversos, ya que no se ha reportado que presente toxicidad para los grupos de 

estudio, podría favorecer la calidad de vida del paciente. En el presente trabajo se determinó 

el posible efecto protector (evitando o retardando el daño neuronal) del pre-tratamiento con 

melatonina mediante el modelo de EP por inhalación de la mezcla de compuestos de Mn, que 

es un modelo más similar a lo que se observa en pacientes con EP debido a que la 

degeneración de las NDA se lleva a cabo de manera gradual y bilateral.   

 

Hipótesis 

Si la melatonina posee propiedades antioxidantes es probable que pueda prevenir el daño 

oxidativo y así proteger de la neurodegeneración inducida por la inhalación de la mezcla de 

los dos compuestos de manganeso.  

Si la degeneración de las neuronas dopaminérgicas de la SNc es producto de la acción 

prooxidante de la mezcla de MncCl2 y MnOAc3, la acción antioxidante de la melatonina 

evitara su pérdida. 
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Objetivos 

General 

Determinar el efecto del pretratamiento con melatonina en el modelo de enfermedad de 

Parkinson inducido por la inhalación de cloruro y acetato de Manganeso en ratones. 

 

Particular 

Comparar el efecto del pretratamiento con melatonina mediante la evaluación de su 

coordinación motora mediante las pruebas motoras de la viga de equilibrio y Reaching task. 

Comparar el efecto del pretratamiento con melatonina mediante el conteo del número de 

neuronas dopaminérgicas en la SNc. 

Comparar el efecto del pretratamiento con melatonina mediante conteo del número de 

espinas dendríticas en el NE. 

Materiales y Método 

Se utilizaron ratones macho CD1 (n=17) con peso inicial de 33±3 gramos que fueron 

mantenidos en ciclos luz/oscuridad 12:12, con libre acceso al agua y alimento (excepto los 

días de evaluación en pruebas motoras). 

 

Se formaron 3 grupos de estudio: 

Tabla 1. Grupos  

Grupo Exposición a: Tratamiento 

Control n5 Agua desionizada - 

Expuesto n5 MnCl2 y Mn(OAc)3 - 

Pretratado n7 MnCl2 y Mn(OAc)3 Melatonina (10 mg/kg 30 

días antes de exposición) 
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Pretratamiento con melatonina 

Al grupo pretratado se les administraron10 mg/kg de melatonina mezclada con Cerelac de 

Nestlé®, diariamente por vía oral en las tardes (14:30), los animales (n=7) del grupo 

pretratado recibieron la dosis durante 30 días previos a la inhalación de MnCl2 y Mn(OAc)3.   

Evaluación motora 

En el día 23 de administración de melatonina los animales de los tres grupos fueron 

entrenados en las pruebas motoras de la viga de equilibrio y “reaching task. 

Prueba de la viga 

Se utilizó un aparato de madera con dos pedestales, a los cuales va unida una viga de madera 

de 1 m de largo con una inclinación de 15º con 3 mm de ancho (figura 2), por donde los 

animales debían caminar hasta alcanzar su caja hogar desde la parte inferior del aparato. Se 

registró con un cronómetro el tiempo en que los animales tardaron en atravesar la viga 

(tiempo total) (Ordoñez–Librado et al., 2008), se esperaba como tiempo máximo 16 

segundos, y si al término de este tiempo el ratón no cruzaba se daba por terminada la 

actividad. Los parámetros evaluados por esta prueba son: el deterioro motor en términos de 

lentitud, balance y rigidez muscular, además del uso alternado de las extremidades para el 

desplazamiento (Sánchez-Betancourt et al., 2012). 

 

 

Figura 2. Viga de equilibrio.  
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Prueba de “reaching Task”  

Paralelo al entrenamiento en la viga, los ratones se entrenaron en la prueba motora “reaching 

task”. Se colocó a cada ratón dentro de una caja de acrílico, la cual en la parte frontal tiene 

una abertura de 1 cm (figura 3) por la cual el animal tenía que alcanzar un trozo de alimento 

(pellet) con la extremidad delantera y comerlo, se contó como acierto cada vez que el animal 

tomaba el pellet y lo llevaba hasta su boca, y como error cuando no lo podía sujetar o se le 

caía, a cada animal se le dieron 10 oportunidades, es decir se les puso 10 pellets y se 

cuantificó cuántos aciertos y errores tenían, también se evaluó la siguiente secuencia de 

movimientos de las extremidades delanteras (Ordoñez – Librado et al., 2008):  

 

1. En la parte delantera de la caja el animal huele el trozo de alimento. 

2. Levanta el miembro anterior ajustando su postura para proyectar la 

extremidad hacia el alimento. 

3. Sujeta el alimento y regresa su miembro anterior hacia la boca y lo introduce. 

 

Con esta prueba podemos observar el deterioro motor en términos de lentitud en la secuencia 

de movimientos, temblor en las extremidades, así como disminución en la fuerza y precisión 

(Sánchez-Betancourt, 2016), las evaluaciones de ambas pruebas se realizaron una vez por 

semana durante cinco meses (Ordoñez – Librado et al., 2008) y cabe mencionar que un día 

antes de cada evaluación en la prueba de “reaching task” los animales fueron privados de 

alimento al 90% de su peso (Sánchez-Betancourt, 2016). 
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Figura 3. Ratón en prueba “reaching task”. 

 

Los criterios de inclusión/exclusión de los ratones entrenados para seguir con el experimento 

fueron, en el caso de la prueba de la viga aquellos animales que tardaron menos de 16 

segundos en realizar la prueba, y en el caso de la prueba de “reaching task” se utilizaron solo 

los ratones que obtuvieron 7 aciertos o más.  

Inhalación de Mn 

Los ratones fueron expuestos a la mezcla de cloruro de manganeso MnCl2 0.04 M y acetato 

de manganeso Mn(OAc)3 0.02 M por vía inhalada, en una caja de acrílico una hora dos veces 

por semana en un periodo de cinco meses (Ordoñez-Librado, 2007). 

 

Sacrificio  

Al término de la exposición a la inhalación de la mezcla de MnCl2 y Mn(OAc)3 los animales 

fueron anestesiados con pentobarbital sódico dosis letal i.p. (0.2 mg/kg), se perfundieron vía 

aorta con solución salina isotónica al 0.9% y se fijó el tejido con paraformaldehído al 2% en 

amortiguador de fosfatos al 0.2M pH 7.4. Una vez perfundidos, se extrajeron los cerebros y 

se colocaron en el mismo fijador por dos horas (Ordoñez-Librado, 2007), posteriormente el 

tejido se procesó con técnicas inmunohistoquímicas para TH y tinción de Golgi.  
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Tinción de Golgi. 

Para el análisis del conteo de las espinas dendríticas se tomaron muestras del NE para 

procesarse con el método de tinción de Golgi. 

Preparación de muestras 

Se tomaron las muestras previamente fijadas, se lavaron en buffer fosfatos y se introdujeron 

en una mezcla de osmio-dicromato de potasio (OsO4 1g, K2Cr207 8g, H2O 300ml) durante 

7 días a temperatura ambiente en obscuridad (se utilizaron 10ml de mezcla para cada 

cerebro), posteriormente las muestras se lavaron rápidamente con agua destilada, después 

con nitrato de plata al 0.75%, los fragmentos se colocaron en nitrato de plata durante 24 horas 

a temperatura ambiente (Ordoñez-Librado, 2012). 

Análisis de tejido 

Se limpió el exceso de nitrato de plata con papel filtro y se encastraron en un bloque de 

parafina, la parte libre de la muestra se bañó en alcohol al 95% y se obtuvieron los cortes de 

120µm en un micrótomo de deslizamiento, lubricando constantemente la cuchilla con 

alcohol. Los cortes se deshidrataron en dos baños de alcohol absoluto 10 minutos cada uno, 

posteriormente, en esencia de clavo durante 10 minutos para ser aclarados, y después dos 

cambios de xilol, finalmente, se montaron en un portaobjetos con resina sintética (Ordoñez-

Librado, 2012). 

 

Para el conteo del número de espinas dendríticas de las NEM se contaron cinco dendritas 

secundarias de 10 neuronas por ratón, con una reglilla colocada en el ocular del microscopio, 

en una longitud de 10 µm (figura 4).  
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Figura 4. Impregnación argentica de Golgi en NEM, se contaron las espinas dendríticas 

secundarias a lo largo de 10 µm a 10x. 

 

Inmunohistoquímica anti tirosina hidroxilasa (TH). 

Preparación de muestras 

Para la técnica de inmunohistoquímica para tirosina hidroxilasa (TH) se realizaron cortes 

histológicos del mesencéfalo ventral a nivel de la SNc de 50 µm en un vibratomo y 

posteriormente, se hicieron lavados sucesivos en amortiguador PBS; 3 veces por 10 minutos; 

3 lavados en amortiguador TRIS de 10 minutos; amortiguador TRIS y peróxido de hidrógeno 

al 0.3% (30 min); amortiguador TRIS y borohidrio de sodio al 0.01% (30 min); amortiguador 

TRIS con 1% de suero normal de cabra y 0.3% de tritón (durante 1 h), todos con agitación, 

posteriormente se incubaron los cortes en alícuota de anticuerpo primario anti-TH 

monoclonal en amortiguador TRIS 1:1000 con 1% de suero normal de cabra por 3 días a 4°C. 

Posteriormente se lavaron los cortes 3 veces en amortiguador TRIS con 1% de suero normal 

de cabra durante 10 minutos con agitación. Se incubaron 2 horas a temperatura ambiente en 

el anticuerpo secundario. Anti- IGg de conejo 1:200 en TRIS con 1% de suero de cabra. Se 

hizo un lavado en TRIS con 1% de suero normal de cabra, para después incubar en Abidina-

Biotina (2 h) a temperatura ambiente. Después de 3 lavados en TRIS con agitación se reveló 
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la tinción con 3-3 Diaminobencidina (DAB) al 0.05% y 0.03% y peróxido de hidrógeno. El 

tejido se lavó por última vez en TRIS por 10 min y se montaron en portaobjetos previamente 

gelatinizados, se dejan secar un día. Para cubrir con resina se realizó la deshidratación de los 

cortes con alcoholes y xilol, diez minutos cada uno (Ordoñez–Librado, 2007). 

Análisis de tejido 

Para realizar el conteo de las neuronas inmunorreactivas a TH en la SNc, se tomó un área de 

1500 µm en 10 cortes por animal a partir del inicio del núcleo hasta el borde o porción 

terminal medial del tracto óptico accesorio (figura 4), el análisis se llevó a cabo en una foto 

microscopio Nikon (Ordoñez–Librado, 2007). 

 

 

 

Figura 5. Corte donde se muestra la SNc donde se llevó a cabo el conteo de neuronas 

inmunorreactivas a TH en SNc en un área de 1500 μ² a 10x. 

 

Análisis Estadístico 

Para el análisis de resultados se utilizó ANOVA de dos vías para analizar las pruebas motoras 

y el análisis histológico seguida de la prueba de comparación múltiple de Bonferroni con el 

software GraphPadPrism 7 para graficar y determinar las diferencias entre los grupos, 
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graficando las medias más-menos error estándar y se consideraron como diferencias 

significativas cuando P<0.05. 

Resultados 

El deterioro motor inducido por la exposición a la mezcla de MnCl2/Mn(OAc)3 vía inhalada 

fue de manera gradual, y provocó la pérdida de espinas dendríticas y neuronas 

dopaminérgicas; el pre tratamiento con melatonina mostró resultados significativos respecto 

a la protección contra la degeneración neuronal.  

Evaluación motora 

Al evaluar el déficit motor que se presentó en la prueba de la viga y en la prueba de “reaching 

task” durante 44 inhalaciones (5 Meses) se observó que en ambos casos el grupo pretratado 

con melatonina obtuvo mejor desempeño en su coordinación, mientras que el grupo expuesto 

disminuyó su habilidad motora progresivamente; es decir en cada inhalación se mostraba 

decremento en su coordinación.  

 

En las siguientes gráficas se muestran los resultados obtenidos, en la prueba de la viga 

(gráfica 1), se determinó el tiempo promedio en que tardaron en atravesarla, podemos 

observar que a partir de las 18 inhalaciones los ratones del grupo expuesto a la mezcla de Mn 

mostraron un leve aumento en el tiempo de realización de la prueba y los grupos melatonina 

y control se mantuvieron de manera constante. Sin embargo, no existen diferencias 

significativas entre ellos, aunque se observó que el grupo expuesto sin pretratamiento tenía 

mayor dificultad en cruzar la viga. 

De manera cualitativa se observó que los ratones expuestos a la mezcla de Mn tenían una 

postura irregular al atravesar la viga a pesar de que no varía demasiado el tiempo de 

realización; algunas de las irregularidades que presentaban los animales en la coordinación 

motora son que se encorvaban al atravesar la viga así como un leve temblor, algunas veces 

solo utilizaban sus dos extremidades delanteras para sostenerse, también se observó que se 

arrastraban en lugar de caminar con las cuatro extremidades. 
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Por otro lado, los grupos control y pre tratado mostraron estabilidad postural ya que estos 

animales, a diferencia del grupo expuesto y sin tratamiento utilizaban sus cuatro 

extremidades de manera alternada y no se encorvaban. 

 

 

 

Gráfica 1.  Media del tiempo recorrido en segundos en la viga ± error estándar (ANOVA 

con análisis de Bonferroni *=p< 0.05vs grupo control). 

 

 

En cuanto a la evaluación de la prueba de “reaching task” mediante el conteo del  número  de 

aciertos y errores, en la gráfica 2 podemos observar que durante los cinco meses, el grupo 

control mantuvo un promedio de 8 aciertos, mientras que el grupo expuesto a la mezcla de 

Mn, a partir de la sexta inhalación disminuyó el número de aciertos y bajó hasta un promedio 

de 2 aciertos, sin embargo, el grupo pretratado con melatonina no presenta diferencias 

significativa respecto al grupo control; es decir, que la coordinación de los ratones no se 

mostró tan afectada, a pesar de no obtener el mismo resultado del grupo control.  
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Gráfica 2.  Media del número de aciertos en la prueba de “reaching task” ± error estándar 

(ANOVA con análisis de Bonferroni * = <P 0.05 vs control). 

 

Observamos que en el grupo de ratones expuestos (Fig. 6C) presenta un ajuste en su postura 

siendo deficiente la alineación como se aprecia en las fotografías y proyección de la 

extremidad hacia la abertura, así como los dígitos abiertos sin sujeción del alimento, en lugar 

de ello, lo jalaban al interior de la caja para posteriormente tomarlo del piso con la boca, por 

otro lado, el comportamiento motor en el grupo pretratado con melatonina (Fig. 6B) también 

es irregular; es decir no mantienen una postura alineada, pueden o no mantener los dígitos 

abiertos pero aciertan más veces a la  sujeción del alimento y lo llevan a la boca, en 

comparación con el grupo expuesto sin tratamiento. En contraste, en el grupo control (Fig. 

6A) los animales realizan esta secuencia de movimientos de manera correcta. 
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Figura 6. Secuencia de movimientos de la coordinación motora en la prueba motora de 

“reaching task”. 

 

 

 



 

33 
 

Conteo de espinas dendríticas de las NEM’s en el núcleo estriado 

 

Al analizar el conteo de las NEM en el núcleo estriado con la técnica de impregnación de 

Golgi se observó (gráfica 3 y figura 7) que el número de espinas dendríticas disminuyó 

significativamente en el grupo expuesto a la mezcla de Mn  y en el grupo pretratado respecto 

al control; sin embargo también se muestra que el grupo expuesto a Mn muestra diferencias 

significativas con respecto al grupo pretratado, es decir, que a pesar de presentar pérdida de 

espinas dendríticas importante, ésta es menor a la que se observa en el grupo expuesto a Mn. 

Espinas dendríticas en NEM

Control Melatonina Expuestas a Mn 
0

5

10

15

20

*
* #

M
e
d
ia

 d
e
l 

n
ú
m

e
ro

 t
o

ta
l 

d
e
 e

sp
in

as


  
E

S

 

Gráfica 3. Media del número total de espinas dendríticas de NEM en grupos control (14.2), 

pretratado con melatonina (9.4) y expuesto a mezcla de Mn sin pretratamiento (6.8) ± error 

estándar de espinas dendríticas en las NEM en el núcleo estriado (ANOVA con análisis de 

Bonferroni * = P < 0.05 vs grupo control; # grupo expuesto a mezcla de Mn vs al grupo pre 

tratado). 
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Figura 7. Espinas dendríticas en NEM en los grupos control (A,a), pretratado (B,b) y 

expuesto a Mn (C,c), A,B y C 10x y a,b y c 100x.   
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Neuronas inmunopositivas a TH en la SNc. 

 

En el conteo del número de neuronas inmunorreactivas a TH (gráfica 4 y figura 8) en la SNc, 

se observó que el grupo expuesto a la mezcla de Mn presentó pérdida significativa de 

neuronas en comparación con el grupo pretratado; ambos grupos tuvieron diferencias 

significativas respecto al grupo control. Sin embargo, se observa que, aunque el grupo con 

pretratamiento tuvo pérdida significativa de neuronas TH+, dicha pérdida fue en menor 

proporción que el grupo que solo inhaló Mn, existiendo diferencias significativas entre 

ambos.  
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Gráfica 4. Media del número total de neuronas inmunorreactivas a TH en la SNc en los 

grupos control (92.8), pretratado con melatonina (56.5) y expuesto a mezcla de Mn sin 

pretratamiento (24.3) ± error estándar (ANOVA con análisis de Bonferroni * = P < 0.05 

grupo expuesto a Mn y grupo con pretratamiento vs grupo control; # = P < 0.05 grupo 

expuesto a Mn vs grupo con pre tratamiento).                  
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Figura 8. Inmunohistoquimica de neuronas TH+ en grupos control (A), pre tratado con 

melatonina (B) y expuesto a Mn (C) a 10x.  
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Discusión 

La EP es un trastorno degenerativo, se determina clínicamente a partir de alteraciones del 

movimiento y se reporta que las características motoras se presentan relativamente tarde, 

cuando se ha perdido un 70-80% de NDA de la SNc (Hornykiewicz, 2001). La pérdida celular 

progresiva conduce al aumento de la discapacidad física, paralela al deterioro cognitivo 

(Noyce y Bandopadhyay, 2017). Ordoñez-Librado y colaboradores en el 2008 indican que el 

modelo de inhalación de la mezcla de MnCl2 y Mn (OAc)3 es una alternativa que nos permite 

realizar evaluaciones en las diferentes etapas de evolución de la enfermedad ya que produce 

degeneración progresiva y bilateral de las NDA de la SNc en ratones expuestos, así como 

alteraciones motoras, por lo que es un el modelo más apegado a lo que sucede en humanos.  

 

En nuestros resultados observamos que en ambas pruebas motoras (gráficas 1,2 y figura 6) 

los ratones que fueron pretratados con melatonina no tuvieron un decremento tan drástico en 

la coordinación motora como se observa en los animales expuestos a Mn; en trabajos 

anteriores Sánchez-Betancourt en 2016 y Ordoñez-Librado en 2007 reportaron que los 

animales expuestos a la mezcla de compuestos de Mn presentan alteraciones motoras 

conforme aumenta el número de inhalaciones; las alteraciones motoras están relacionadas 

estrechamente con los GB, los cuales tienen un papel fundamental en la iniciación y ejecución 

del movimiento continuo, es decir participan en la planificación de movimientos complejos 

(Bustamante, 2007), por ejemplo, en el control automático de movimientos como la marcha 

principalmente a través de su interacción con áreas motoras corticales, sin embargo, la 

interrupción de dicho sistema puede provocar trastornos en la marcha como en la EP (Elble 

et al., 1996), los trastornos de la marcha son síntomas comunes del parkinsonismo (Moriss 

et al., 1994, 1998), los pacientes con EP presentan una longitud de zancada acortada con paso 

arrastrado y velocidad reducida (festinante) (Blin et al.,1990), lo cual sirve como parámetro 

de la disfunción de los GB (Andre´ et al., 2001). Fernagut y colaboradores en 2002 

observaron que los ratones a los que se les administraron MPTP presentaban alteraciones en 

la coordinación de las extremidades; en nuestros resultados obtenidos en la prueba motora de 

la viga no se encontraron diferencias significativas, sin embargo los ratones expuestos a Mn 

no coordinaban sus extremidades correctamente; por otro lado mediante la prueba de 
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“reaching task”  que consiste en una serie de subcomponentes de movimiento podemos 

obtener una descripción detallada de los movimientos de alcance del ratón cuando hay 

cambios en la postura (Miklyyaeva et al., 1994), ya que los movimientos de alcance se 

acortan y la pronación y supinación de la extremidad están deteriorados debido a la 

disminución de dopamina (Miklyyaeva et al., 1994; 1995), en humanos podemos observar 

que la destreza manual empeora a medida que la EP progresa (Castiello et al., 1999); Iwaniuk 

y Whishaw en 2000 mencionan que los movimientos de alcance de las ratas son muy 

similares a los de los humanos y, debido a esto se sugiere la homología entre ellos. Whishaw 

y colaboradores en 2002 sugirieron que usar esta prueba es útil en estudios de sujetos con EP 

para evaluar la eficacia del movimiento, así como también evaluar la disminución de 

dopamina. 

 

Por otro lado al analizar el número de espinas dendríticas en el NE de las NEM (gráfica 3 y 

figura 7 B, b) se encontró daño producido por la exposición a la mezcla de Mn observando 

pérdida de espinas dendríticas, lo que concuerda con lo reportado por Ordoñez-Librado 

(2012) y Sanchez-Betancourt (2016) que observaron decremento de la densidad de espinas 

dendríticas posterior a la exposición a la mezcla de Mn; Archibald y Tyree, en 1987 

sugirieron que el Mn interactúa con grupos catecoles de las NDA causando depleción de DA 

y daño en dichas neuronas, dicha pérdida de DA estriatal está por lo tanto asociada a la 

reducción de las espinas dendríticas como mecanismo compensatorio (Ingham et al., 1998) 

ya que al reducir el número de espinas dendríticas también disminuye la posibilidad de 

contacto sinápticos glutamatérgicos (Cavazos et al., 1991; Day et al., 2006; Gerfen, 2006) 

evitando la muerte por excitotoxicidad  (Cavazos et al., 1991; Day et al., 2006; Gerfen, 2006; 

Segal, 1995) debido a la inervación de los contactos excitatorias provenientes de la corteza 

(KucuKKaya, Haklar y Yalcin, 1996). Esto es resultado de las complejas alteraciones en el 

circuito de los GB (figura 1) ya que la denervación dopaminérgica provoca aumento en la 

densidad de receptores D2 (vía indirecta) y disminución de receptores D1 (vía directa) (Qin 

et al., 1994) que, como se mencionó la vía indirecta está compuesta por neuronas 

GABAérgicas que proyectan hacia el GPe, la inhibición del GPe desinhibe la actividad del 

NST (formado por neuronas glutamatérgicas de proyección) lo que trae como resultado la 

excitación de los núcleos de salida de los GB, provocando la inhibición tálamo cortical, dicha 
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inhibición es la causa del temblor, rigidez y la bradicinesia que se observa en los pacientes 

con EP (DeLong, 1990), por lo tanto, la deficiencia en la coordinación motora puede ser 

explicada debido a que la exposición constante a Mn induce cambios  en las concentraciones 

de DA (Bonilla, 1984). 

Sin embargo, observamos que la melatonina tiene acción protectora de la vía dopaminérgica 

nigroestriatal ya que, como se mencionó, en las pruebas motoras los animales pretratados 

mostraron mejor estabilidad en la coordinación, también podemos observar que en el grupo 

pretratado con melatonina (gráfica 3 y figuras 7 C,c) los ratones tuvieron pérdida significativa 

de espinas dendríticas respecto al grupo expuesto, esto concuerda con lo reportado por 

Gutiérrez-Valdez en 2007 donde muestra que los animales tratados con melatonina que 

fueron lesionados por inyección de 6-OHDA mostraron mejoría a los 28 días de lesión, así 

como también la administración de melatonina previno la pérdida de espinas dendríticas  de 

las NEM, Gutiérrez-Valdez (2007) sugiere que la melatonina puede activar algunas vías de 

señalización para aumentar la defensa contra las ROS. La melatonina estimula el sistema de 

enzimas antioxidantes (Núñez, 2013), como SOD, GPx, GRd, y CAT (Reiter et al., 2000) e 

impide la peroxidación de lípidos en el cuerpo estriado, preservando mayor número de NDA 

en la SNc, esto se puede explicar por el efecto de barredor de radicales libres que tiene la 

melatonina y algunos de sus metabolitos (Reiter et al., 2009); entonces, es probable que 

debido a estas propiedades la melatonina impide que se degeneren las NDA lo que es 

evidenciado con la preservación de las espinas dendríticas, ya que al evitar la pérdida de 

NDA se mantiene la transmisión dopaminérgica al estriado, y también  la morfogénesis de 

las espinas dendríticas (Smith et al., 2009)  

Rajib y colaboradores (2018) mencionan que la melatonina revierte la pérdida de neuronas 

positivas a TH en la substancia nigra; Gutierrez-Valdez y colaboradores (2013) reportaron 

que el tratamiento con melatonina favoreció la conservación de las NDA en la SNc y sugieren 

que es por la acción directa como antioxidante o indirectamente, estimulando enzimas 

antioxidantes. 
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Como podemos observar en la (gráfica 4 y figura 8) el grupo pretratado muestra diferencias 

significativas con el grupo expuesto a la mezcla de Mn. Ordoñez-Librado (2012) encontró 

disminución en ratones y Sánchez-Betancourt (2016) en ratas en el número de neuronas TH 

positivas debido a la exposición a Mn. Algunos estudios han encontrado que la exposición a 

la mezcla de Mn provoca disminución de las NDA de la SNc debido a que el Mn ingresa a 

ellas por medio del DAT (Nagatomo et al., 1999; Calne et al., 1994) e intracelularmente se 

acumula en la mitocondria por la vía del canal uniporte del 𝐶𝑎2+  (Zhang et al., 2004) 

inhibiendo el complejo I de la cadena respiratoria y así propiciando la formación de radicales 

libres (Erikson et al., 2004), llevando a las neuronas a presentar estrés oxidativo y por tanto 

su muerte. Como sabemos la melatonina incrementa la actividad mitocondrial del complejo 

I y IV debido a que ésta aumenta la expresión de DNA mitocondrial (León et al., 2005). El 

DNA mitocondrial expresa el polipéptido de la subunidad I, II y III del complejo IV que se 

relaciona con el incremento de la actividad mitocondrial (León et al., 2005). Además, la 

propiedad de la melatonina como barredor de radicales libres neutraliza los radicales como 

el OH• y el O2•- (Tan et al., 2003). El tratamiento con melatonina, al reducir la producción 

de radicales libres, también puede estar beneficiando la respiración mitocondrial y por ende 

los procesos metabólicos de la célula (Núñez, 2013). 

Por ello con los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos decir que la melatonina 

tiene efecto neuroprotector para las NDA de la SNc y de las NEM del estriado ya que, la 

degeneración neuronal es menor y hay menor deterioro en la ejecución motora, sin embargo, 

el tiempo de pre-tratamiento al parecer no fue suficiente para evitar por completo el efecto 

degenerativo, por lo que se sugiere realizar un estudio ampliando el tiempo de administración 

de melatonina. 

Conclusión. 

El pretratamiento con melatonina en el modelo de EP inducido por inhalación de MnCl2 y 

Mn (OAc)3 en ratones evita la pérdida significativa de neuronas dopaminérgicas de la SNc y 

de espinas dendríticas en el núcleo estriado protegiendo a la vía nigroestriatal del daño y así 

disminuyo las alteraciones motoras; por ello podemos considerar el uso de la melatonina 

como tratamiento preventivo de la EP. 
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