UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
IZTACALA

EFECTO DEL PRETRATAMIENTO CON
MELATONINA EN EL MODELO DE
ENFERMEDAD DE PARKINSON INDUCIDO
POR INHALACION DE MANGANESO EN
RATONES.

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BI1 OLOGA
PRESENTA:

MARIANA STEPHANIA
RODRIGUEZ ALCANTARA

Directora de tesis: Dra. Maria Rosa Avila Costa

Los Reyes lztacala, Tlalnepantla, Estado de México, 2021.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



“Por mi raza hablara el espiritu”

El presente trabajo se desarroll6 en el Laboratorio de Neuromorfologia de la
Unidad de Investigacion Interdisciplinaria en Ciencias de la Salud y la
Educacién (UIICSE).



Agradecimientos.

Agradezco a la Universidad Nacional Autonoma de México como mi alma mater por
darme la oportunidad de crecer personal y profesionalmente, a la Facultad de Estudios
Superiores lztacala por brindarme los conocimientos necesarios para poder lograr el
objetivo de culminar mis estudios en la carrera de Biologia.

A mi comité de tesis:

Dra. Maria Rosa Avila Costa
Dr. José Luis Ordofiez

Mtro. Enrique Montiel

Agradezco el apoyo y orientacion que me han brindado desde el inicio para sacar adelante
este proyecto, valoro mucho su tiempo y paciencia con el que se dedicaron a explicarme,
corregirme y escuchar mis dudas.

A mis asesores, la Dra. Verdnica Anaya y el Biol. Alfonso Reyes por sus valiosos
comentarios y observaciones que me ayudaron a mejorar en el proceso.

También agradezco que junto con el gran equipo del laboratorio de Neuromorfologia Ana,
José Luis, Jesus, Paty, Oscar, Alan, Joshua y Erick hemos logrado una agradable y
divertida convivencia, asi como aprecio mutuo.

Ana Gutiérrez, y José Luis Ordofiez los precursores de este importante proyecto, muchas
gracias por su apoyo durante todo el proceso, sus explicaciones, sus platicas, sus clases, su
intelecto y su maravilloso amor por la neurociencia, son un gran ejemplo.

Maria Rosa, muchas gracias por darme la oportunidad de formar parte del laboratorio y
poder concluir este maravilloso trabajo, méas alld de brindarme asesoria académica me
brindaste tu amistad, tu carifio y tu apoyo, eres una gran mentora y amiga, te admiro y aprecio
por la humanidad y sencillez con la que nos abres tus brazos para poder aprender de tu gran
experiencia, te quiero mucho.



Personales

A mis padres Eduardo Rodriguez y Virginia Alcantara gracias por sus grandes valores
inculcados en mi vida, agradeceré infinitamente el amor, paciencia y apoyo incondicional
que me han brindado siempre valoro todo el esfuerzo que les ha costado, gracias por sus
sabios consejos que me han ayudado a ser una mejor persona, los momentos en los que me
guiaron y me tomaron de la mano para ensefiarme a continuar con mi camino, agradezco a la
vida por tenerlos, los amo.

A mi hermano Erick Rodriguez agradezco tu apoyo y comprension en este largo camino de
la vida, a lado de ti he aprendido a valorar nuestro tiempo y el significado de lo importante
que es estar juntos, eres uno de mis principales motivos para seguir adelante, gracias por tu
carifio, siempre estaré para ti, te amo.

A mi abuelito Raul Rodriguez, aun cuando no estas conmigo fisicamente siempre te llevo
en mi corazon, gracias por todo el tiempo que nos regalaste, por cuidarnos y querernos, nos
ensefaste una gran parte de la felicidad que puede brindarnos la vida, nunca olvidare las risas,
los enojos, los momentos increibles y Gnicos que le regalaste a nuestra familia, siempre te
vamos a extrafar.

A mi abuelita Virginia Rodriguez, gracias por la educacion y valores que me inculcaste
desde pequefia, me has dado un gran camino a seguir para ir superdndome cada dia mas, te
admiro mucho y agradezco todos los momentos que me has regalado, siempre me has
ensefiado a ser una mujer fuerte e independiente, gracias por todo tu amor y carifio, te adoro
Micky.

A mi familia, mis tios Jorge, Eva, y Karla Alcantara, Lorena Cruz, David Garcia, Fausto
Rosales y Guadalupe Rodriguez quienes han estado en el transcurso de mi crecimiento
personal y profesional, quienes me han cuidado, apoyado, orientado, aconsejado y amado
incondicionalmente, me han ofrecido su amistad y su carifio, me motivaron y exigieron llevar
un buen camino en mi vida, muchas gracias.



A Oscar Mejia por ser mi amigo, mi equipo, mi compafiero de vida, por darme tu apoyo
infinito en el transcurso de este gran logro, por se mi mano derecha y darme un empujon
cuando es necesario, eres parte fundamental de este proceso y agradezco infinitamente tu
amor junto con todas las experiencias y momentos que durante esta etapa de nuestras vidas
nos han hecho crecer.

A Christian Aguilera y Mitzy De La Rosa, mis mejores amigos, gracias por darme
momentos llenos de diversion, anécdotas inolvidables, consejos de vida, gracias por hacer de
esta etapa tan importante uno de los mejores recuerdos.

A mis amigos Frida, Karinay Lomeli gracias por ser parte del mejor equipo, compartir esos
momentos juntos y ser parte de este largo camino, me han dejado grandes e inolvidables y
divertidos momentos durante este maravilloso capitulo de nuestra vida.

Gracias a todos, cada uno aporto en mi vida momentos que han formado parte de mi
crecimiento, el presente trabajo es el resultado de un camino que he forjado con el apoyo de
todos ustedes.



Abreviaturas.

6-OHDA
CAT

DA

DAT

EP

GB
GDNF
GP

GPe

GPi

GPx

GRd
H202

L- DOPA
MAO-B
Mn
Mn(OACc)3
MnClz
MPTP

NE

6-Hidroxidopamina

Catalasa

Dopamina

Transportador de dopamina
Enfermedad de Parkinson
Ganglios basales

Factor neurotréfico derivado de la glia.
Globo palido

Globo palido externo

Globo palido interno

Glutation peroxidasa

Glutation reductasa

Peroxido de hidrogeno

Levodopa

Monoamino oxidasa B

Manganeso

Acetato de manganeso

Cloruro de Manganeso
1-metil-4-fenil,6-tetrahidropiridina

Nucleo estriado



NEM

NDA

NST

02-

OH-

RL

ROS

SN

SNc

SNr

SOD

TH

Neuronas espinosas medianas
Neuronas dopaminérgicas
Nucleo subtalamico
Superdxido

Hidroxilo

Radicales libres

Especies reactivas de oxigeno
Sustancia nigra

Sustancia nigra compacta
Sustancia nigra reticulada
Superéxido dismutasa

Tirosina hidroxilasa



Indice

RESUIMEIN ...ttt st e s h et e s b et e s bbb e e sbb e e e abb e e e anr e e e nr e e nnes 1
AADSTTACT. ...t b bbb bbb nes 2
T oo 13 Tool o] o FO ST P TP PR 3
Enfermedad de ParKiNSON..........coooiiiieiiieen ettt 3
ASPECLOS CHINMICOS ...ttt ettt st et e et e st e te st esesbessenseneesesbensensens 3
ANALOMIA PAIOIOGICA. ....veteneeeietirieieteeee ettt sttt ettt ettt esbeste st esesbesbeseneesesbensensens 4
GANGHIOS BASAIES. .....eiveeeeeieiecieeieetes ettt ettt et et et e sse et e e teese et e sesteese et e tesreeneententeeneensenreee 4
Ganglios basales y el sistema DOPamMINEIGICO........cccvvuerieirirerieieirererieeee ettt eenens 5
Sistemas de proyeccion estriatal: via directa € INAIrECA.........covveveeirierierieieeseree e 6

[ To] (oo F= o (= = OO P PRSPPI 8
FaCtOreS AMDIENTAIES. .....eeiieirieiec ettt sttt st et e e esesbe st enaens 8

S =@ 1Yo OSSR S 9
DisfuNCiON MItOCONAITAL......c.coueuiiirieiieieete ettt ettt 11
Modelos eXperimentales de 18 EP .........oooiiieeieese ettt aenae s 11
IVIPTP <tttk b bbbkttt ekttt 11
B-OHDA. ...ttt ettt et R ettt R ettt R e Rttt A R e Rttt e s e Rt st etenenens 12
[0 (=]0 (o] o PP PP PR P PRSP 13
Inhalacion de Manganeso (IMN) ........cveciiiiiieeeececie ettt ettt et re e e b e steere e b e besaeensebenrens 13
Alternativas terapéuticas Para la EP ...ttt 16
Terapia celular y con factores NEUIOIIOFICOS.......cuvirieieirirerecese e 16
AQONIStAS AOPAMINEIGICOS ...vcuveviitiireierretistesieriete s e ste st ee e e s e sbesesestesbesbessesestestessessetestessessesessessessasens 17
ANTIOXTUANTES ...ttt sttt ae st e s b et et e be e b e s b et eneebesbenbeneenesbenbeseneas 18
IMIBIATONINA ...ttt b etttk ettt e bt st b et et et st e et b et et e et et st ne s 18

B 1S = Tox o USSR 21
o [T 101 (=] 1SS O URRUTSPROSN 21
(@] o] =1 LYo J RSO R TR RPRP 22
GBINETALL.....ee ettt ettt e et h et e e et he b e A et e Rt bt b e b et heebesbe b e st ebesee e et ene 22

o L o10 ] G RRTRRRRRRN 22



MaterialeS Y IMELOUO .......ccueeieeiecee ettt e e e re e 22

Pretratamiento CON MEIATONING .......ccueiiiririeieieee et 23
EVAIUACION MOTOTE ...ttt ettt sttt et st et e et e e b enenaesenes 23
PrUEDE 08 18 VG, eeeeeetiteeeeeeeee e e e et e t e t e t e t e b e t e t e e e be st ettt st et e e e st ebesbe e e e e 23
Prueba de “Teaching Task™.......ccueriiriiiiirieriert ettt st st st e s testesatesntesaeeenee 24
INNATACTON 0B IMIN ..ottt sttt ettt et et be st et et e st beseeeeneas 25
SACTITICHIO 1.ttt b sttt b e bttt e e e bt b e b e e e st bt eb e b et e bttt eeenea 25
THNCION U8 GOIGI. .vivenieiieiiieiee ettt sttt ettt st et e e se st e s b e ae st esesbesseneenessensenseneas 26
Inmunohistoquimica anti tirosina hidroXilasa (TH). .......cccovererririnenereee e 27
RESUITATOS. ...ttt e st e sre e teene e s e e teeneenneees 29
EVAIUACION MOLOTA ... eiviieeeiieiisieieietet ettt ettt ettt s bt e st et ebestebe e ese st esbenseneesessessensens 29
Conteo de espinas dendriticas de las NEM’s en el nicleo estriado .......ccoeverierieniiniiniienciesiesieenn 33
Neuronas inmunopositivas @ TH €N 18 SNC. .....ccvvieieierireciesere e 35
DISCUSION ...ttt bbbt s et e et b e b e st e e bt et e e ne e s et e ntenbesbenbeaneerean 37
(0] Tod 1115 T ] S 40

Referencias DIDHOGrAfiCas. ........cooveiiiiiiee e 41






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
nacleo estriado, presentando como consecuencia problemas en la coordinacion motora y la
cognicion; en la presente investigacion se utilizo el modelo de EP mediante inhalacion de la
mezcla de cloruro (MnCl2) y acetato (Mn(OAc)s) de manganeso, que promueve la
autooxidacion de la dopamina produciendo degeneracion progresiva y bilateral de las
neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta (SNc) en ratones, por lo que es un
el modelo mas 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 Iy IV de la cadena respiratoria por lo que se ha sugerido que
dicha accion puede contribuir al efecto protector en enfermedades neurodegenerativas. Por
ello se determind si el pretratamiento con melatonina presenta un efecto neuroprotector
contra las alteraciones producidas por la exposicion a la mezcla de MnCl2 y Mn (OACc)s en
ratones. Se formaron grupos previamente entrenados para realizar pruebas motoras: 1) grupo
control, 2) grupo expuesto a la mezcla de MnCl2 y Mn(OACc)s 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 via oral), se evalu6 la coordinacién motora mediante las pruebas de coordinacion
motora fina “reaching task” y viga de equilibrio; se realizo el conteo de espinas dendriticas
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 coordinacion motora, asi como menor pérdida de espinas
dendriticas y de neuronas inmunopositivas a TH, en comparacion con los animales que no
recibieron pretratamiento; por lo que el pretratamiento con melatonina tiene efecto

neuroprotector.



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)s 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 | and 1V 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 MnClz and Mn (OAc)s.
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.



Introduccidn

Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa con mayor
prevalencia despues del Alzheimer (Willis, 2013; Schapira, 2013). Este trastorno esta puede
presentarse por lo regular en edades medias/avanzadas con progresion gradual y evolucion
prolongada, ademas es incapacitante e incurable. La prevalencia estimada de la EP es del
0.3% en poblacion general y del 3% en mayores de 60 afios. En México la prevalencia varia
de 40 a 50 casos por 100000 habitantes/afio (Ventura et al., 2019). La EP fue descrita por
James Parkinson en 1817 donde se refiere al sindrome de “parélisis agitante” como
“Movimientos temblorosos involuntarios con disminucion de la fuerza muscular, en zonas
gue no estan en actividad e incluso cuando se les ayuda; propension 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 sintomas de la EP son evidentes tras
la deplecion de aproximadamente el 80% de las neuronas dopaminérgicas (NDA) (Tanner,
1989).

Aspectos clinicos

Los individuos con EP regularmente presentan postura encorvada, rigidez y lentitud en los
movimientos, inexpresividad facial, temblor ritmico tras la relajacion completa, por lo
general el temblor es mas pronunciado en las manos, aunque también puede afectar a piernas,
labios, lengua y musculos del cuello, ademas 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 esfinteres (Micheli,
2006), sin embargo, no existen alteraciones sensitivas y el deterioro intelectual no es una

caracteristica constante en las fases iniciales (Flint et al., 1994).



Anatomia Patoldgica

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 encefalico (sustancia nigra
compacta), junto con inclusiones de alfa sinucleina denominadas cuerpos de Lewy. Los
estudios bioquimicos demuestran disminucién en la concentraciéon de dopamina (DA) en el
nucleo caudado y en el putamen por lo que se considera una enfermedad del sistema neuronal
por afectacion primordial del sistema dopaminérgico nigroestriatal (Flint et al., 1994). Esta
pérdida es causada, probablemente, por la sobreexpresion y mal plegamiento de proteinas
tales como a-sinucleina, lo que genera malformaciones estructurales que llevan a la
disfuncion de la cadena respiratoria mitocondrial y a la formacion de cuerpos de Lewy
(Lansbury, y Brice, 2002). La formacion de los cuerpos de Lewy se debe a un proceso de mal
funcionamiento iniciado por la a-sinucleina que induce polimerizacion de la proteina TAU,
llevando a su hiperfosforilacion, la a-sinucleina hiperfosforilada se presenta hasta en un 90%

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

Ganglios Basales

Como se menciono, los Ganglios basales (GB) son las estructuras cerebrales relacionadas
con la EP y poseen un papel importante en la conducta motora, cognicién, emociones y
aprendizaje; son un grupo de nucleos localizadas en telencéfalo, diencéfalo y mesencéfalo
constituidas por: Nucleo Estriado (NE) (Caudado y Putamen), Globo Palido (GP, interno y
externo) en sus porciones externa e interna, sustancia nigra reticulada (SNr) y compacta
(SNc), nucleo Subtalamico (NST) (Albin et al., 1989).

Anatomia de Ganglios Basales

Desde el punto de vista anatomico se pueden subdividir en dorsales y ventrales; los nucleos
de la porcion dorsal incluyen al NE, Globo palido interno (GPi) y globo palido externo (GPe),
NST, SNry SNc (Ospina, 2017). EI NE se le considera como el ndcleo de entrada hacia los
GB vy se desarrolla en la porcion telencefalica mientras que el GPi y la SNr constituyen los
nucleos de salida, el NST esta en la porcion basal del diencéfalo y la sustancia nigra en el
mesencéfalo, y presenta dos porciones, una ventral (SNr) y la dorsal (SNc) la cual esta

compuesta de células dopaminérgicas pigmentadas con neuromelanina en los primates



(DeLong y Georgopoulus, 2011), la neuromelanina se forma a partir de procesos de
oxidacion de DA y su biosintesis tiene lugar en el mesencéfalo, especificamente en la SNc,
en los trastornos neurodegenerativos como la EP donde la sintesis de ésta es alterada, puede
observarse en preparaciones histoldgicas de la sustancia nigra en donde el hecho mas

evidente es la pérdida del color oscuro caracteristico de esta region (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, cognicién, emocion, secrecion hormonal, entre otras (Missale et al., 1998),
el sistema dopaminérgico esta involucrado en algunas patologias como la EP debido a la
inadecuada regulacion de la transmisién dopaminérgica, las aferencias dopaminérgicas
dentro de los GB llegan al NE provenientes de la SNc y del area ventral tegmental (Wilson,
1993). La SN esta compuesta por dos tipos de neuronas, las GABAérgicas, que se encuentran
en la SNr mientras que las NDA estan principalmente en la SNc y proyectan al caudado-
putamen ( neoestriado NE ) constituyendo la via nigroestriatal, y a practicamente todos los

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

El NE esta constituido por un 95% de neuronas GABAergicas de proyeccion llamadas
neuronas espinosas medianas (NEM), las cuales tienen el papel de modular la informacion
proveniente de la corteza (Schmidt et al., 1996) y su caracteristica morfoldgica es la alta
densidad de espinas dendriticas localizadas en la porcidn distal del arbol dendritico (Wilson
y Groves, 1981) los axones dopaminérgicos nigro estriatales hacen sinapsis con el cuello de
las espinas dendriticas de las NEM del estriado (Freund et al., 1984), el efecto de la dopamina
sobre las neuronas estriatales puede ser tanto aumento como disminucion de la descarga de
potenciales de accion (Kitai et al., 1976). Es necesario mencionar que las neuronas estriatales
expresan dos tipos de receptores dopaminérgicos distintos (receptores D1 y D2) cuya
estimulacion produce efectos antagdénicos (Gomez et al., 2014) por lo que la degeneracion
del sistema dopaminérgico nigroestriatal afecta directamente la actividad de las NEM ya que
se sabe que la transmision dopaminérgica regula la morfogénesis de la NEM (Smith et al.,
2009) por ello la denervacion dopaminérgica estd asociada a la reduccion de la densidad de
espinas dendriticas (Ingham et al., 1999)



Sistemas de proyeccion estriatal: via directa e indirecta

El NE es el principal nlcleo de entrada del circuito de los GB y a su vez el GPiy la SNr
representan los principales nucleos de salida, formando un circuito que proyecta informacion
hacia el tdlamo y la corteza cerebral (Obeso y Lanciego, 2011). Para procesar, integrar y
transmitir el flujo de informacion proveniente de la corteza cerebral a través de los GB el

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

Ambas vias inician en el NE, la diferencia radica en que la via directa proyecta directamente
hacia los nucleos de salida (GPi y SNr) (Reiner y Anderson, 1990; Alexander y Crutcher,
1990) mientras que en la via indirecta las neuronas estriatales proyectan al GPe y de ahi las
eferencias GABAGérgicas proyectan al NST cuyas proyecciones glutamatérgicas excitatorias
conectan con los ndcleos de salida (GPi y SNr) (Nakanashi y Kita, 1987; Smith y Parent,
1988). El incremento en la actividad de ambas vias se ha relacionado con la facilitacion del
movimiento (via directa) y con su inhibicién (via indirecta), la EP es el resultado del

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

En la figura 1 observamos de manera esquematica y simplificada, el modelo de la anatomia
funcional del circuito motor en donde explica que las NEM de la via directa expresan
receptores de la familia D1 y las de la via indirecta los receptores+9 de la familia D2
(Hardman et al., 1996). La activacion de ambas vias produce efectos opuestos, la via directa
conformada por neuronas GABAérgicas del NE (NEM de proyeccién) que proyectan hacia
la SNr/GPi. Esta via es activada por el glutamato (proveniente de la corteza) y modulada por
la dopamina (proveniente de la SNc), esta actividad induce la inhibicion de los nucleos de
salida de los GB, que por ser también GABAGérgica y estar inhibida, desinhibe los nucleos
talamicos ventral lateral y ventral anterior. Como resultado, la via tdlamo cortical es
estimulada y los movimientos iniciados corticalmente son facilitados. La via indirecta esta
compuesta por neuronas estriatales (otra poblacién de NEM de proyeccion), que son
GABAérgicas y que proyectan hacia el GPe. La inhibicion del GPe desinhibe el NST
(formado por neuronas glutamatérgicas de proyeccion), lo que trae como resultado la
excitacion de los nucleos de salida de los GB, provocando la inhibicién talamica, lo que
reduce la estimulacién talamo-cortical de las areas motoras precentrales resultando en la

disminucion del movimiento voluntario (Hardman et al., 1996; Ropper y Samuels, 2007).



A. Normal B. Parkinsonismo
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Figura 1. Modelo esquemético de la anatomia funcional del circuito motor (Corteza-
ganglios basales-talamo-corteza) mostrando las lineas 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 via
directa incluye al globo palido interno (GPi) y la Sustancia nigra reticular (SNr), mientras
que la via indirecta incluye el Globo palido externo (GPe) y al Nucleo subtalamico (NST).
La dopamina (DA) proveniente de la sustancia nigra pars compacta (SNc) ejerce funciones
diferenciales sobre las proyecciones de la via directa e indirecta, mediante la activacion de
los receptores D1 y D2, respectivamente. EI GPi/SNr proyecta de regreso hacia la corteza
cerebral via talamo (TAL). (B) Circuito con parkinsonismo, el resultado que se presenta
después de la pérdida dopaminérgica en todo el circuito esta indicado por el grosor de las
lineas. La hiperactividad glutamatérgica del NST, es la posible causa de los sintomas
parkinsonicos, ya que se incrementa la actividad de la SNr y el GPi, y se sobre inhibe el
circuito tAlamocortical. Modificado de Wichman y DeLong (1993).



En otras palabras, la disminucion 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 via directa y
aumentandola en la via indirecta; lo que trae como resultado la sobre inhibicién
talamocortical que es la causante del temblor, rigidez y bradicinesia en pacientes con EP
(DeLong, 1990); también, como consecuencia de la deplecion dopaminérgica se ha
observado, a nivel ultraestructural incremento en el tamafio de los botones presinépticos,
aumento en el nimero de sinapsis perforadas asi como cambios en los blancos postsinapticos,
observandose menos contactos con espinas dendriticas (Colin-Barenque, 1994; Avila-Costa,
1996; Avila-Costa et al., 2005; 1998).

Etiologia de la EP

La neurodegeneracion de las NDA inicia algunos afios antes de que la EP sea sintomética y
dificulta establecer la causa del desarrollo de la enfermedad; algunos factores genéticos y
ambientales han sido relacionados con la etiologia de la enfermedad (Mizuno et al., 2001).
Aunque se sabe que en el 10% de los casos el origen es genético, de trasmision mendeliana;
la gran mayoria (el 90%) se cataloga como EP esporédica, definida como poligénica y
multifactorial (Ventura et al., 2019). Por ello se han establecido diferentes hipétesis 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
toxicos, o inclusive, a la interaccidn entre ellos, que le hayan conferido cierta vulnerabilidad
a la neurodegeneracion dopaminérgica (McGuire et al., 2011). El primer incidente que
permitio correlacionar claramente la exposicion a factores exdgenos con neurotoxicidad en
el sistema nigroestriatal sucedi6é a comienzos de los afios 80, cuando un grupo de jovenes se
inyectaron intravenosamente  1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP), vy
desarrollaron alteraciones motoras de tipo parkinsoniano (Langston et al., 1984). Esto sugirio

la existencia de sustancias toxicas ambientales causales de EP idiopatica.



Diversos estudios epidemiologicos sugieren la relacion entre la industrializacion y el uso de
agroquimicos como factores de incidencia de la EP, como por ejemplo el paraquat y la
rotenona (Betarbet et al., 2002).

Factores Genéticos

Durante los ultimos afios 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 transmisién autonémica
dominante identificado en la EP (Hernandez et al., 2016), la mutacién en el gen GBA, que
es el mayor factor de riesgo genético para desarrollar EP (Kalia y Lang, 2015) y la forma
mas 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 sinaptica (Foltynie et al.,
2004) asi como la mutacion en el gen que codifica la proteina oc-sinucleina, la cual esta
relacionada con apoptosis, supervivencia neuronal bajo condiciones de estrés oxidativo y
forma los cuerpos de Lewy. Tres genes estan asociados a la EP e implicados en la formacion
de los cuerpos de Lewy: PARK 1, PARK 2 Y PARK (Polymeropoulos, 1997; Kriiger 1998),
sin embargo, ain se desconoce como estan relacionadas las mutaciones de los tres genes en
el desarrollo de los cuerpos de Lewy y, cOmo se asocian con el estrés oxidativo (Gomez et
al., 2012).

Estrés Oxidativo

Las propiedades oxidativas del oxigeno juegan un papel importante en los fendmenos
bioldgicos, y puede provocar dafio dentro de las células, principalmente a través de la
formacion de especies reactivas de oxigeno como: perdxido de hidrégeno (H20z2), radicales
hidroxilos (OH¢) y superdxido (O2-) (Fhan y Coeen, 1992). Parece probable la implicacion
de procesos de estrés oxidativo en la patogénesis de esta enfermedad (Larumbe et al., 2001)
debido al metabolismo oxidativo de la DA para producir H20: y otras especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Halliwell y Gutteridge, 1985), es decir, el estrés oxidativo es una condicion
dafina para las NDA y resulta de la eliminacion 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 alteracion
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patoldgica éste se encuentra dafiado (Sohal y Weindruch, 1996). Entonces cuando este
sistema no se mantiene en balance ya sea por pérdida o disminucion del sistema protector o
por aumento en la produccion de los radicales libres, el tejido entra en “estrés oxidativo” que
provoca la destruccion de macromoléculas celulares como proteinas, ADN, carbohidratos y
lipidos (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 formacién
de H202.

b) Deficiencia del glutation peroxidasa, que como consecuencia disminuye la capacidad
de limpiar H20z.

c) Incremento en el hierro reactivo, que promueve la formacion 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. Reaccion de Haber-Weiss, donde se generan radicales libres (OH-) a partir de H202
y del O2.
2. Reaccién de Fenton donde se generan radicales O2- y (OH-) en presencia de fierro.

Mediante la reaccion de Fenton se induce la auto oxidacion de la DA para formar el OHe, el
cual se considera el radical mas dafiino (Ebadi et al., 1996; Barzilai et al., 2001 y Cardoso et
al., 2005). Existen diversos estudios que apoyan la teoria 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 oxidacion de lipidos, proteinas y DNA,; en la
SNc de pacientes parkinsénicos es posible detectar las alteraciones oxidativas utilizando
diferentes marcadores como el malondialdehido, el cual se encuentra hasta diez veces mas

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

Adicionalmente, la concentracion de glutation se encuentra disminuido en la EP (Schul et al.,

2000), mientras se incrementa la actividad del superoxido dismutasa, asi como los niveles de

10



Fe?* (Marttila et al., 1988), el cual funciona como catalizador de la reaccién de Fenton y por
tanto promueve el incremento en la generacion de radicales libres (RL) resultando en estrés
oxidativo, que provoca la degeneracion progresiva de las NDA de la SNc (Dexter et
al., 1989).

Disfuncion Mitocondrial

En la actualidad se ha propuesto que el mecanismo de accién de una gran cantidad de los
agentes toxicos empleados como modelos, involucra la inhibicion del complejo |
mitocondrial y la generacion de ROS, por lo que el papel de la mitocondria durante el
desarrollo de la EP es fundamental (Alarcon et al., 2010). La primera evidencia se reportd en
el Parkinson inducido por MPTP que produce deficiencia en el complejo | y dafio oxidativo
solo en la SNc confiriendo toxicidad y muerte neuronal (Ebadi et al., 2001), sin embargo, es
poco probable que la mayoria 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 fisiopatoldgicos
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 basicos que regulan la funcion neural tanto a nivel celular, molecular o

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

MPTP

El cuadro parkinsonico generado por este compuesto neurotdxico en los individuos se
caracteriza por temblor, acinesia, rigidez, postura en flexion, alteracion de los reflejos
posturales y, todo ello se revierte con la administracion de L-DOPA o agonistas
dopaminérgicos (Alarcon et al., 2010); este compuesto quimico tiene la capacidad de
atravesar facilmente la barrera hematoencefalica debido a que la enzima monoamino oxidasa
B (MAO-B) metaboliza de MPTP a 1-metil,1-4-fenilpiridinio (MPP*) por oxidacién
espontanea en los astrocitos. EI MPP* es liberado por los astrocitos al espacio extracelular.
Es una molécula polar y depende de los transportadores de membrana plasmatica para entrar

en la célula, por ello es selectivamente incorporado por las NDA a traves del transportador
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de dopamina (DAT), una vez dentro de la célula inhibe el complejo I mitocondrial (Alarcon
et al., 2010; Bezard et al., 1999; Dauer y Przebdorsky, 2003) y ocasiona la generacion de
ROS, asi 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 mas susceptibles que las ratas a este
compuesto (Russo et al., 1994), no se observan los caracteristicos cuerpos de Lewy y algunos
animales con lesion de leve a moderada muestran recuperacion espontanea (Morrow et al.,
2012).

6-OHDA

En el desarrollo de modelos experimentales de EP, la 6-OHDA es la neurotoxina mas
utilizada, se ha observado que induce la muerte de neuronas adrenérgicas de los ganglios
simpaticos, y carece de accion toxica a nivel del sistema nervioso central cuando es
administrada via sistémica, sin embargo, cuando la administracion es por inyeccion
intracerebral se produce la muerte selectiva de neuronas catecolaminérgicas (dopaminérgicas
de la SNc y sus terminales en el nicleo 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 accién inhibidora de la cadena
respiratoria mitocondrial y la muerte neuronal esta ligada a la formacion de H20z2, 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 hematoencefalica, debe ser administrada
localmente mediante inyeccion esterotaxica dentro de la SNc, el haz medial del
cerebro anterior o el nacleo estriado, ya sea bilateral o unilateralmente (Dauer y
Przedborski, 2003), esto provoca mayor invasion al sistema y se corre el riesgo de
gue 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 caracteristicos de la EP.

3. Esun 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 caracteristicas neuroguimicas, histoldgicas,
patologicas y conductuales de la EP, con degeneracion predominante de la zona
nigroestriada, se observa la inclusién de cuerpos de Lewy y deficiencias motoras como
hipocinesia, rigidez con postura encorvada y temblores en uno o mas miembros (Betarbet et
al., 2000), también actia como inhibidor del complejo | mitocondrial, ademas, la
acumulacion de dafio por estrés oxidativo conduce a la apoptosis dependiente de la caspasa
3 en las NDA (Alarcon 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 dafio celular se extiende a otros grupos
neuronales y es importante sefialar que la tasa de mortalidad es muy alta, ya que la rotenona
es altamente toxica para varios 6rganos como el corazon, higado, rifiones 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 neuropatologicas y motoras observadas en humanos con
esta enfermedad, por ello en nuestro laboratorio se ha desarrollado el modelo por inhalacion
de dos compuestos de manganeso, cloruro de Manganeso (MnClz) y Acetato de Manganeso
(Mn (OAC)3).

Inhalacion de manganeso (Mn)

El Mn es el doceavo elemento mas abundante en la corteza terrestre y esta presente en rocas,
suelo y agua, existe en componentes organicos e inorganicos, las formas mas comunes en el
ambiente son las inorgéanicas, 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
oxidacion (Pérez, 2019). EI Mn inorganico se utiliza en la produccion de hierro y acero, en
la manufactura de baterias, de vidrio, blanqueamiento de textiles, cerillos y fuegos
pirotécnicos, sustancias quimicas, fungicidas, y como agentes de contraste en las imagenes

de resonancia magnetica (Santamaria, 2007).
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En ambientes bioldgicos el Mn existe como Mn*2? y Mn*3,y el 80% de Mn*? en plasma esta
unido a la B1-globulina y albumina: una fraccion pequefia de Mn se une a la transferrina y al
unirsele se forma un complejo en donde el Mn se encontrara exclusivamente como Mn*3
(Foradori, 1967; Aisen et al., 1969)

Papel bioldgico del Mn

Es requerido para reacciones enzimaticas que incluyen la sintesis de proteinas, lipidos 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
sintesis y metabolismo de neurotransmisores, por ejemplo, la glutamina sintetasa (Takeda,
2003), arginasa (Shishova et al., 2009), piruvato descarboxilasa (Zwingmann et al., 2004) y
superoxido dismutasa mitocondrial (Heran et al., 2003). EI Mn se ha relacionado con la
formacion 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 superéxido y los OHe (De
Rycker y Halliwell, 1978; HaMai et al., 2001).

Absorcidn, bioacumulacion, distribucion, metabolismo y excrecidon del Mn
Aproximadamente del 3-5% del Mn ingerido se absorbe por el tracto gastrointestinal y se
envia al higado por la vena porta, el resto es excretado en las heces, cualquier exceso de Mn
se excreta a traves 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 particulas con un didmetro menor
a5 um llegan a los alveolos pulmonares en donde se absorbe en forma idnica y pasa al flujo
sanguineo 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
hematoencefalica (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 | (DMT1),
transportador de solutos ZIP-8, receptor de transferrina, canales de calcio, entre otros; sin
embargo, ninguno de éstos parece ser especifico del Mn (Kwakye et al., 2015); la captacion
neuronal de Mn involucra a la transferrina y al transportador de dopamina (DAT) (Suarez y
Eriksson, 1993).

El Mn tiende a acumularse en regiones dopamineérgicas, especificamente en los ganglios
basales (Aschner et al., 2005). La degeneracion dopaminérgica asociada a la exposicién de
Mn y a la EP comparten mecanismos moleculares como la disfuncion mitocondrial, la
disminucion de energia celular, la agregacion de proteinas y activacion de vias de muerte
celular necroética y apoptotica, asi como el estrés oxidativo (Milatovic et al., 2009), el Mn
induce la autooxidacion de la DA, seguida de la formacion de quinonas téxicas y deplecion
de DA (Takeda, 2003).

Otros estudios reportan que el Mn*? produce aumento en la generacion 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 intrinsecas, la presencia
de Mn*3 en cantidades traza promueve la formacion de radicales libres, quinonas toxicas que
son producto de la autooxidacion de la DA mediada por Mn (Archibald y Tyree, 1987), esto
indica que el Mn™*3 puede tener un efecto catalitico en la oxidacion del Mn*2 (Archibald y
Tyree, 1987; HaMai et al., 2001).

Ordofiez-Librado y colaboradores en 2008; Sanchez-Betancourt y colaboradores en 2012
establecieron el modelo de inhalacion de la mezcla de Mn*? y Mn*3 en ratones y ratas, lo
anterior proporciond 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 (Ordofiez-Librado et al., 2010)
al igual que en el contexto clinico, donde la respuesta positiva e inmediata a este farmaco
confirma el diagnostico de esta enfermedad (Zuazua-Vidal et al., 2019), asi como la pérdida
de NDA cambios morfoldgicos en el NE (pérdida de espinas dendriticas) y deplecion de DA
en los GB.
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Por ello tenemos elementos para decir que el modelo de inhalacion de la mezcla de Mn es
una herramienta valida 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 (caracteristicos de la EP);
y en cuanto al tiempo de experimentacion este modelo tiene una larga duracion a

comparacion de los modelos anteriores.

Alternativas terapéuticas para la EP

Los tratamientos actuales comprenden tratamientos tanto farmacologicos como quirdrgicos,
pero a pesar de los avances ninguno de éstos consigue modificar el curso clinico de la
enfermedad (Rascol et al., 2003), a continuacion, se mencionan algunas alternativas

terapéuticas:

Terapia celular y con factores neurotréficos

El objetivo principal de esta terapia consiste en reemplazar las células que han degenerado
por otras que puedan suplir su funcién, normalmente estas células implantadas en la sustancia
nigra son células productoras de DA e idealmente deberia restaurar la conectividad funcional
de la via 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 carétida (productoras de DA y de factores neurotréficos).

o Células de meédula suprarrenal (productoras de DA).

o Células que liberan factores troficos 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 mas frecuentes que surgen con la terapia celular son:
infecciones, rechazos, en caso de que las células no sean del propio individuo y degeneracion

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

Los factores neurotréficos también regulan la proliferacion, supervivencia, migracion y
diferenciacion de todos los tipos celulares del sistema nervioso, ademas de regular el
establecimiento de las conexiones adecuadas, tanto en fases del desarrollo embrionario como

en el adulto, entre ellos el factor neurotrofico derivado de la glia (GDNF) es el mas apropiado
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para el tratamiento de dicha patologia, ya que es el factor neurotréfico mas potente descrito
hasta la fecha (Beck et al., 1995) ya que ejerce una accion tréfica mas potente sobre las

neuronas dopaminérgicas (Minguez y Escamilla, 2005)
Agonistas dopaminérgicos

La 2-bromo-a-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 administracion de largo plazo de L-Dopa (Ramaker et al., 2000;
Segura et al., 2003), sin embargo, induce efectos colaterales como nauseas, vomito,
confusion 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 atenud el efecto

neurotoéxico.

La apomorfina es otro agonista dopaminérgico, el cual se puede administrar por via
subcutanea, sublingual y rectal, pero se ha reportado que la administracion intermitente de
apomorfina puede causar problemas adversos como inflamacién de la piel (paniculitis),
costras y obstruccion nasal (Radad et al., 2005; Gutiérrez-Valdez, 2013).

En la actualidad, el tratamiento mas comdn para manejar los sintomas motores asociados a
EP, es la terapia de remplazo de DA, (Lang, 2009; Obeso et al., 2010). El tratamiento mas
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 hematoencefalica (Mercuri y Bernardi,
2005), sin embargo la L-DOPA pierde su eficacia tras algunos afios debido a que la muerte
neuronal continua, y por ello la dosificacion tiene que ser incrementada y, en la mayoria de
los pacientes, la administracion crénica 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 cronico (5-10 afios) se presentan algunos efectos secundarios
(Ahlskog y Muenter, 2001) por ejemplo, cuando la dosis de L- DOPA no es suficiente para
mejorar los sintomas de la enfermedad, antes del tiempo indicado para la siguiente dosis se
le conoce como la “pérdida del efecto al final de la dosis” 0 wearing-off y cuando la

complicacidn 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 farmaco 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 administracion conjunta de inhibidores de la
catecol-O-metiltransferasa como de la monoaminooxidasa (MAOQO), o con Amantadina, por
su papel como antagonista de receptores glutamatérgicos de tipo NMDA (Jankovic y Stacy,
2007).

Otro tratamiento empleado comunmente 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
demostracion de eficacia absoluta en el control de la sintomatologia (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
farmaco, como alteraciones en la memoria verbal a acorto plazo, en las funciones ejecutivas
en la fluidez verbal en comparacion con los pacientes tratados con L-DOPA (Brusa et al.,
2003).

Antioxidantes

La propuesta de utilizar estrategias terapéuticas basadas en farmacos con propiedades
antioxidantes se debe a que las enzimas antioxidantes juegan un papel muy importante en la
proteccién contra el estrés oxidativo, que desempefia un papel significativo en la
neurodegeneracion 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; Ledn et al., 2005).

Melatonina

La melatonina (N-acetil-5-meteoxitriptamina) es una neurohormona sintetizada
principalmente en la glandula pineal a partir del amino&cido triptéfano, que posteriormente
se convierte en 5-hidroxitriptamina a través de las enzimas triptéfano hidrolasa y 5-
hidroxitriptofano descarboxilasa (Hardeland et al., 2011). A partir de este momento, la 5-
hidroxitriptamina se transforma en N-acetilserotonina por accion de la N-acetil transferasa

(NAT), la enzima limitante en la sintesis de melatonina y finalmente, la N-acetilserotonina
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es convertida en melatonina mediante O-metilacion, por medio de la hidroxindol-
Ometiltransferasa (Hardeland et al., 2011).

La melatonina esta involucrada en multiples procesos biologicos, regula principalmente los
ritmos circadianos por el efecto que ejerce sobre el hipotdlamo y en el ndcleo
supraquiasmaético durante la fase obscura del fotoperiodo. Sin embargo, sus funciones son
mucho mas amplias, en términos de los sitios de biosintesis y accion (Tan et al., 2003;
Hardeland et al., 2011).

Esta molécula ha sido ampliamente estudiada ya que se le han atribuido importantes
propiedades antioxidantes (Pifiol-Ripoll et al., 2006), se ha reportado que es dos veces méas
eficiente que la vitamina E y cuatro veces mas que el glutation peroxidasay el &cido ascérbico
(Kundurovic y Sofic, 2006). La melatonina actua a través de dos receptores de membrana
acoplados a la proteina G: MT1 y MT2 (Dubocovich et al., 2010), y ademas la melatonina
muestra afinidad por otro sitio de unién, los receptores MT3, los cuales representan una
enzima quinona reductasa 2, la cual puede participar en la proteccion antioxidante a traves

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

La melatonina por su naturaleza lipidica se puede difundir libremente a través de las
membranas celulares, cruza la barrera hematoencefalica (Bondy et al., 2004). Protege a las
células contra el dafio oxidativo induciendo la expresion de genes que codifican para enzimas
antioxidantes (Bondy y Sharman, 2007) como la superdxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GRd) y catalasa (CAT) (Reiter y Benitez, 2009), se
ha reportado que la melatonina incrementa la actividad del complejo 1 y IV de la cadena
respiratoria con lo que reduce la activacion de las vias 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 nifios (Acufia et al., 2006; Campos,
2002).

También se ha reportado el precursor de melatonina, la N-acetilserotonina actia 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 neurotréfico derivado del cerebro (Nakagawara et al.,
1995); los factores neurotroficos son familias de polipéptidos que regulan procesos que
participan en los procesos de migracion, crecimiento, diferenciacion y sobrevivencia en las
células nerviosas (Castillo-Padilla et al., 2011), las neurotrofinas que activan TrkB son:
BDNF (factor neurotrofico 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 fisiologicos del cerebro adulto como la supervivencia celular neuronal,
crecimiento de neuritas, migracion celular, regulacién de la actividad del glutamato
dependiente de la espina dendritica y crecimiento dendritico, formacién de sinapsis
(Deogracias, 2007). Asi como la modulacién de las ramificaciones dendriticas, la morfologia

de las espinas dendriticas (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

autoxidacion de la L-DOPA exdgena.

En 2007 Gutiérrez-Valdez compara el efecto de la administracion cronica 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 lesion por lo que sugiere que la melatonina puede ser un posible candidato para el
tratamiento de la EP.
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Justificacion

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa con mayor prevalencia a nivel mundial
y lamentablemente con los tratamientos de eleccion se han descrito efectos secundarios
desfavorables que pueden llegar a ser muy frecuentes e incapacitar al paciente; se sabe que
una de las hipdtesis mas aceptadas respecto a su etiologia de la EP es la del dafio celular
provocado por el estrés oxidativo; se han buscado alternativas terapéuticas para disminuir el
dafo secundario provocado por los tratamientos, y se ha encontrado que la melatonina
presenta propiedades antioxidantes importantes que podrian evitar el dafio citolégico y no
causar efectos adversos, ya que no se ha reportado que presente toxicidad para los grupos de
estudio, podria favorecer la calidad de vida del paciente. En el presente trabajo se determiné
el posible efecto protector (evitando o retardando el dafio neuronal) del pre-tratamiento con
melatonina mediante el modelo de EP por inhalacion de la mezcla de compuestos de Mn, que
es un modelo mas similar a lo que se observa en pacientes con EP debido a que la
degeneracion de las NDA se lleva a cabo de manera gradual y bilateral.

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

oxidativo y asi proteger de la neurodegeneracion inducida por la inhalacién de la mezcla de

los dos compuestos de manganeso.

Si la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de la SNc es producto de la accion
prooxidante de la mezcla de MncCl2 y MnOAc3, la accidn 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 inhalacion de cloruro y acetato de Manganeso en ratones.

Particular
Comparar el efecto del pretratamiento con melatonina mediante la evaluacion de su

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

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

neuronas dopaminérgicas en la SNc.

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

espinas dendriticas 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

dias de evaluacién en pruebas motoras).

Se formaron 3 grupos de estudio:
Tabla 1. Grupos

Grupo Exposicion a: Tratamiento
Control n5 Agua desionizada -
Expuesto n5 MnCI2 y Mn(OAc)3 -
Pretratado n7 MnCI2 y Mn(OAc)3 Melatonina (10 mg/kg 30
dias antes de exposicion)
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Pretratamiento con melatonina
Al grupo pretratado se les administraron10 mg/kg de melatonina mezclada con Cerelac de
Nestlé®, diariamente por via oral en las tardes (14:30), los animales (n=7) del grupo

pretratado recibieron la dosis durante 30 dias previos a la inhalacion de MnCl2 y Mn(OAc)s.

Evaluacién motora

En el dia 23 de administracion 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 utiliz6 un aparato de madera con dos pedestales, a los cuales va unida una viga de madera
de 1 m de largo con una inclinacién de 15° con 3 mm de ancho (figura 2), por donde los
animales debian caminar hasta alcanzar su caja hogar desde la parte inferior del aparato. Se
registrd con un cronémetro el tiempo en que los animales tardaron en atravesar la viga
(tiempo total) (Ordofiez-Librado et al., 2008), se esperaba como tiempo maximo 16
segundos, y si al término de este tiempo el raton no cruzaba se daba por terminada la
actividad. Los pardmetros evaluados por esta prueba son: el deterioro motor en términos de
lentitud, balance y rigidez muscular, ademés del uso alternado de las extremidades para el

desplazamiento (Sanchez-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 coloco a cada raton dentro de una caja de acrilico, la cual en la parte frontal tiene
una abertura de 1 cm (figura 3) por la cual el animal tenia que alcanzar un trozo de alimento
(pellet) con la extremidad delantera y comerlo, se conté como acierto cada vez que el animal
tomaba el pellet y lo llevaba hasta su boca, y como error cuando no lo podia sujetar o se le
caia, a cada animal se le dieron 10 oportunidades, es decir se les puso 10 pellets y se
cuantifico cuantos aciertos y errores tenian, también se evalud la siguiente secuencia de

movimientos de las extremidades delanteras (Ordofiez — 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, asi como disminucion en la fuerza y precision
(Sanchez-Betancourt, 2016), las evaluaciones de ambas pruebas se realizaron una vez por
semana durante cinco meses (Ordofiez — Librado et al., 2008) y cabe mencionar que un dia
antes de cada evaluacion en la prueba de “reaching task” los animales fueron privados de

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

Los criterios de inclusion/exclusion 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 0 mas.

Inhalacion 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 via inhalada, en una caja de acrilico una hora dos veces

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

Sacrificio

Al término de la exposicion a la inhalacion de la mezcla de MnCl2 y Mn(OAc)3 los animales
fueron anestesiados con pentobarbital sddico dosis letal i.p. (0.2 mg/kg), se perfundieron via
aorta con solucién salina isot6nica al 0.9% y se fijé el tejido con paraformaldehido 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 (Ordofiez-Librado, 2007), posteriormente el

tejido se procesé con técnicas inmunohistoquimicas para TH y tincion de Golgi.
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Tincion de Golgi.
Para el analisis del conteo de las espinas dendriticas se tomaron muestras del NE para

procesarse con el método de tincion de Golgi.
Preparacion 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, H20 300ml) durante
7 dias a temperatura ambiente en obscuridad (se utilizaron 10ml de mezcla para cada
cerebro), posteriormente las muestras se lavaron rapidamente 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 (Ordofiez-Librado, 2012).
Anadlisis de tejido

Se limpio el exceso de nitrato de plata con papel filtro y se encastraron en un blogue de
parafina, la parte libre de la muestra se bafié en alcohol al 95% y se obtuvieron los cortes de
120pum en un micrétomo de deslizamiento, lubricando constantemente la cuchilla con
alcohol. Los cortes se deshidrataron en dos bafios 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 (Ordofiez-
Librado, 2012).

Para el conteo del nimero de espinas dendriticas de las NEM se contaron cinco dendritas

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

en una longitud de 10 um (figura 4).
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Figura 4. Impregnacion argentica de Golgi en NEM, se contaron las espinas dendriticas

secundarias a lo largo de 10 um a 10x.

Inmunohistoquimica anti tirosina hidroxilasa (TH).
Preparacién de muestras

Para la técnica de inmunohistoquimica para tirosina hidroxilasa (TH) se realizaron cortes
histoldgicos del mesencéfalo ventral a nivel de la SNc de 50 pum 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 peroxido de hidrogeno
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 tritdn (durante 1 h), todos con agitacion,
posteriormente se incubaron los cortes en alicuota de anticuerpo primario anti-TH
monoclonal en amortiguador TRIS 1:1000 con 1% de suero normal de cabra por 3 dias a 4°C.
Posteriormente se lavaron los cortes 3 veces en amortiguador TRIS con 1% de suero normal
de cabra durante 10 minutos con agitacion. Se incubaron 2 horas a temperatura ambiente en
el anticuerpo secundario. Anti- 1Gg 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 agitacion se reveld
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la tincion con 3-3 Diaminobencidina (DAB) al 0.05% y 0.03% y peroxido de hidrégeno. El
tejido se lavd por Gltima vez en TRIS por 10 min y se montaron en portaobjetos previamente
gelatinizados, se dejan secar un dia. Para cubrir con resina se realizo la deshidratacion de los
cortes con alcoholes y xilol, diez minutos cada uno (Ordofiez—Librado, 2007).

Analisis de tejido

Para realizar el conteo de las neuronas inmunorreactivas a TH en la SNc, se tomo un &rea de
1500 pm en 10 cortes por animal a partir del inicio del nucleo hasta el borde o porcion
terminal medial del tracto Optico accesorio (figura 4), el andlisis se llevd a cabo en una foto

microscopio Nikon (Ordofiez—Librado, 2007).

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

inmunorreactivas a TH en SNc en un area de 1500 p? a 10x.

Analisis Estadistico

Para el analisis de resultados se utilizo ANOVA de dos vias para analizar las pruebas motoras
y el andlisis histologico seguida de la prueba de comparacion multiple de Bonferroni con el
software GraphPadPrism 7 para graficar y determinar las diferencias entre los grupos,
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graficando las medias mas-menos error estandar y se consideraron como diferencias

significativas cuando P<0.05.

Resultados

El deterioro motor inducido por la exposicion a la mezcla de MnCl2/Mn(OAc)s via inhalada
fue de manera gradual, y provocé la pérdida de espinas dendriticas y neuronas
dopaminérgicas; el pre tratamiento con melatonina mostro resultados significativos respecto

a la proteccion contra la degeneracion neuronal.

Evaluacion motora

Al evaluar el déficit motor que se presentd en la prueba de la viga y en la prueba de “reaching
task” durante 44 inhalaciones (5 Meses) se observo que en ambos casos el grupo pretratado
con melatonina obtuvo mejor desempefio en su coordinacién, mientras que el grupo expuesto
disminuyé su habilidad motora progresivamente; es decir en cada inhalacién se mostraba

decremento en su coordinacion.

En las siguientes gréaficas se muestran los resultados obtenidos, en la prueba de la viga
(gréfica 1), se determin6 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 realizacion de la prueba y los grupos melatonina
y control se mantuvieron de manera constante. Sin embargo, no existen diferencias
significativas entre ellos, aunque se observo que el grupo expuesto sin pretratamiento tenia

mayor dificultad en cruzar la viga.

De manera cualitativa se observo que los ratones expuestos a la mezcla de Mn tenian una
postura irregular al atravesar la viga a pesar de que no varia demasiado el tiempo de
realizacion; algunas de las irregularidades que presentaban los animales en la coordinacion
motora son que se encorvaban al atravesar la viga asi como un leve temblor, algunas veces
solo utilizaban sus dos extremidades delanteras para sostenerse, también se observo 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.

Viga de equilibrio

15- =+ Control
= Pretratamiento con melatonina
= 14+ -= Expuestos MnC12 Mn{0Ae)3

Media de tiempo (seg) + 1

Q
Semanas de inhalacion
Gréfica 1. Media del tiempo recorrido en segundos en la viga * error estandar (ANOVA

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

En cuanto a la evaluacion de la prueba de “reaching task” mediante el conteo del nimero de
aciertos y errores, en la grafica 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 inhalacion disminuy6 el nimero de aciertos y baj6 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 coordinacion de los ratones no se

mostro tan afectada, a pesar de no obtener el mismo resultado del grupo control.
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Gréfica 2. Media del nimero de aciertos en la prueba de “reaching task ” £ error estandar

(ANOVA con analisis 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 alineacién como se aprecia en las fotografias y proyeccion de la
extremidad hacia la abertura, asi como los digitos abiertos sin sujecion 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) tambiéen
es irregular; es decir no mantienen una postura alineada, pueden o no mantener los digitos
abiertos pero aciertan mas veces a la sujecion del alimento y lo llevan a la boca, en
comparacion 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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Flg 6 (A) Grupo control.

Fig. 6 (B) Grupo pretratado con melatonina.

Fig. 6 (C) Grupo expuesto a la inhalacion de la mezcla de Mn.

Figura 6. Secuencia de movimientos de la coordinacion motora en la prueba motora de

“reaching task ”.



Conteo de espinas dendriticas de las NEM’s en el nicleo estriado

Al analizar el conteo de las NEM en el nlcleo estriado con la técnica de impregnacion de
Golgi se observo (gréfica 3 y figura 7) que el nimero de espinas dendriticas disminuyo
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 dendriticas importante, ésta es menor a la que se observa en el grupo expuesto a Mn.

Espinas dendriticas en NEM

P N
ik S

H
e

Media del nimero total de espinas + ES

Control Melatonina Expuestas a Mn

Gréfica 3. Media del nimero total de espinas dendriticas de NEM en grupos control (14.2),
pretratado con melatonina (9.4) y expuesto a mezcla de Mn sin pretratamiento (6.8) + error
estandar de espinas dendriticas en las NEM en el nucleo estriado (ANOVA con analisis 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 dendriticas en NEM en los grupos control (A,a), pretratado (B,b) y
expuesto a Mn (C,c), ABy C 10xy a,b y ¢ 100x.
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Neuronas inmunopositivas a TH en la SNc.

En el conteo del nimero de neuronas inmunorreactivas a TH (grafica 4 y figura 8) en la SNc,
se observo que el grupo expuesto a la mezcla de Mn presentd pérdida significativa de
neuronas en comparacion 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
proporcion que el grupo que solo inhaldé Mn, existiendo diferencias significativas entre

ambos.

Neuronas TH+

1004

©
9

Media del numero de neuronas TH+ + ES

Control Melatonina Expuestos a Mn

Gréfica 4. Media del nimero 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 estandar (ANOVA con analisis 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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Discusion

La EP es un trastorno degenerativo, se determina clinicamente a partir de alteraciones del
movimiento y se reporta que las caracteristicas 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 fisica, paralela al deterioro cognitivo
(Noyce y Bandopadhyay, 2017). Ordofiez-Librado y colaboradores en el 2008 indican que el
modelo de inhalacion de la mezcla de MnCl2 y Mn (OAc)s es una alternativa que nos permite
realizar evaluaciones en las diferentes etapas de evolucion de la enfermedad ya que produce

degeneracion progresiva y bilateral de las NDA de la SNc en ratones expuestos, asi como

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

En nuestros resultados observamos que en ambas pruebas motoras (graficas 1,2 y figura 6)
los ratones que fueron pretratados con melatonina no tuvieron un decremento tan dréstico en
la coordinacion motora como se observa en los animales expuestos a Mn; en trabajos
anteriores Sanchez-Betancourt en 2016 y Ordofiez-Librado en 2007 reportaron que los
animales expuestos a la mezcla de compuestos de Mn presentan alteraciones motoras
conforme aumenta el nimero de inhalaciones; las alteraciones motoras estan relacionadas
estrechamente con los GB, los cuales tienen un papel fundamental en la iniciacion y ejecucion
del movimiento continuo, es decir participan en la planificacién de movimientos complejos
(Bustamante, 2007), por ejemplo, en el control automatico de movimientos como la marcha
principalmente a través de su interaccion con areas motoras corticales, sin embargo, la
interrupcion de dicho sistema puede provocar trastornos en la marcha como en la EP (Elble
et al., 1996), los trastornos de la marcha son sintomas comunes del parkinsonismo (Moriss
etal., 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 parametro
de la disfuncion 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 coordinacidn 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 descripcién detallada de los movimientos de alcance del raton cuando hay
cambios en la postura (Miklyyaeva et al., 1994), ya que los movimientos de alcance se
acortan y la pronacion y supinacion de la extremidad estan deteriorados debido a la
disminucion 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 homologia entre ellos. Whishaw
y colaboradores en 2002 sugirieron que usar esta prueba es util en estudios de sujetos con EP
para evaluar la eficacia del movimiento, asi como también evaluar la disminucién de

dopamina.

Por otro lado al analizar el nimero de espinas dendriticas en el NE de las NEM (grafica 3 y
figura 7 B, b) se encontr6 dafio producido por la exposicion a la mezcla de Mn observando
pérdida de espinas dendriticas, lo que concuerda con lo reportado por Ordofiez-Librado
(2012) y Sanchez-Betancourt (2016) que observaron decremento de la densidad de espinas
dendriticas posterior a la exposicién a la mezcla de Mn; Archibald y Tyree, en 1987
sugirieron que el Mn interacttia con grupos catecoles de las NDA causando deplecion de DA
y dafio en dichas neuronas, dicha pérdida de DA estriatal esta por lo tanto asociada a la
reduccion de las espinas dendriticas como mecanismo compensatorio (Ingham et al., 1998)
ya que al reducir el nimero de espinas dendriticas también disminuye la posibilidad de
contacto sinépticos 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 inervacion 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 denervacion dopaminérgica provoca aumento en la
densidad de receptores D2 (via indirecta) y disminucion de receptores D1 (via directa) (Qin
et al., 1994) que, como se menciond la via indirecta estd compuesta por neuronas
GABAérgicas que proyectan hacia el GPe, la inhibicion del GPe desinhibe la actividad del
NST (formado por neuronas glutamatérgicas de proyeccion) lo que trae como resultado la

excitacion de los nucleos de salida de los GB, provocando la inhibicion talamo cortical, dicha
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inhibicidn 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 coordinacién motora puede ser
explicada debido a que la exposicion constante a Mn induce cambios en las concentraciones
de DA (Bonilla, 1984).

Sin embargo, observamos que la melatonina tiene accion protectora de la via dopaminérgica
nigroestriatal ya que, como se menciond, en las pruebas motoras los animales pretratados
mostraron mejor estabilidad en la coordinacion, también podemos observar que en el grupo
pretratado con melatonina (grafica 3 y figuras 7 C,c) los ratones tuvieron pérdida significativa
de espinas dendriticas 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 inyeccion de 6-OHDA mostraron mejoria a los 28 dias de lesion, asi
como también la administracion de melatonina previno la pérdida de espinas dendriticas de
las NEM, Gutiérrez-Valdez (2007) sugiere que la melatonina puede activar algunas vias de
sefializacion para aumentar la defensa contra las ROS. La melatonina estimula el sistema de
enzimas antioxidantes (Nufiez, 2013), como SOD, GPx, GRd, y CAT (Reiter et al., 2000) e
impide la peroxidacion de lipidos en el cuerpo estriado, preservando mayor nimero 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 preservacion de las espinas dendriticas, ya que al evitar la pérdida de
NDA se mantiene la transmision dopaminérgica al estriado, y tambien la morfogénesis de

las espinas dendriticas (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 favorecid la conservacion de las NDA en la SNc y sugieren
que es por la accion directa como antioxidante o indirectamente, estimulando enzimas

antioxidantes.
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Como podemos observar en la (grafica 4 y figura 8) el grupo pretratado muestra diferencias
significativas con el grupo expuesto a la mezcla de Mn. Ordofiez-Librado (2012) encontro6
disminucion en ratones y Sanchez-Betancourt (2016) en ratas en el nimero de neuronas TH
positivas debido a la exposicion a Mn. Algunos estudios han encontrado que la exposicion a
la mezcla de Mn provoca disminucion 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 via del canal uniporte del Ca?* (Zhang et al., 2004)
inhibiendo el complejo | de la cadena respiratoria y asi propiciando la formacion 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 expresion de DNA mitocondrial (Ledn et al., 2005). El
DNA mitocondrial expresa el polipéptido de la subunidad I, I1'y Il del complejo IV que se
relaciona con el incremento de la actividad mitocondrial (Leon et al., 2005). Ademas, la
propiedad de la melatonina como barredor de radicales libres neutraliza los radicales como
el OHe y el O2e- (Tan et al., 2003). El tratamiento con melatonina, al reducir la produccion
de radicales libres, también puede estar beneficiando la respiracién mitocondrial y por ende

los procesos metabdlicos de la célula (NUfiez, 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
degeneracion neuronal es menor y hay menor deterioro en la ejecucion 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 administracién

de melatonina.

Conclusioén.

El pretratamiento con melatonina en el modelo de EP inducido por inhalacion de MnClz y
Mn (OACc)3 en ratones evita la pérdida significativa de neuronas dopaminérgicas de la SNc y
de espinas dendriticas en el nucleo estriado protegiendo a la via nigroestriatal del dafio y asi
disminuyo las alteraciones motoras; por ello podemos considerar el uso de la melatonina

como tratamiento preventivo de la EP.
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