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EFECTO DE LOS ESTROGENOS Y LA MELATONINA SOBRE LOS NIVELES DE
PEROXIDACION LIPIDICA EN NUCLEOS CON INERVACION DE LA SUSTANCIA
NEGRA EN UN MODELO DE ENFERMEDAD DE PARKINSON

Resumen

La Enfermedad de Parkinson (EP) es uno de los des6rdenes neurodegenerativos mas
comunes en la actualidad, se caracteriza por la pérdida de las neuronas dopaminérgicas de
la sustancia negra (SN), lo que ocasiona trastornos del movimiento que resultan altamente
incapacitantes para el paciente. En la actualidad el tratamiento mas empleado es la
administracion de L-Dopa (precursor de dopamina), sin embargo, su uso a largo plazo
provoca sintomas que resultan igual de incapacitantes que la misma enfermedad. Estudios
recientes han demostrado el efecto neuroprotector de la melatonina en las neuronas
dopaminérgicas, efecto que incluso puede verse potenciado al combinarse con L-Dopa. Por
otra parte, debido a que la prevalencia de la EP es mas alta hombres que en mujeres y a
que varios estudios que muestran diferencias entre sexos en cuanto a la resistencia de las
neuronas dopaminérgicas a ciertas toxinas, se ha sugerido que los estrégenos podrian
tener un efecto neuroprotector y/o antioxidante. Por lo tanto, en este estudio se exploro el
efecto antioxidante de los estrégenos midiendo la cantidad de peroxidacién lipidica de
diferentes ndcleos de cerebros de ratas wistar lesionadas con 6-OHDA usadas como
modelo de EP y medicadas con L-Dopa y/o Melatonina. Los resultados revelan que ademas
de la SN y el NE, el GP result6 un ndcleo muy sensible a la lesion con 60HDA en el haz
medial. Ademas, se observé que el tratamiento con L-Dopa increment6 los niveles de
peroxidacion en casi todos los ndcleos, mientras que los tratamientos con Melatonina y L-
Dopa+Melatonina disminuyeron significativamente los niveles de peroxidacion causados
por la inyeccion de 60HDA. Por otra parte, en nuestros resultados solamente la corteza y
el Nucleo Estriado mostraron niveles de peroxidacion lipidica mas bajos en las ratas que no
fueron ovariectomizadas y que, por lo tanto, presentaban niveles mas altos de estrogenos,
por lo cual se sugiere que los estrédgenos tuvieron un efecto antioxidante; efecto que se vio
potenciado por los tratamientos de Melatonina y L-Dopa+Melatonina. Los estrogenos tienen
un efecto antioxidante significativo en Corteza y Nucleo Estriado, y este efecto se puede

ver potenciado con los tratamientos de Melatonina en algunas areas del cerebro



INTRODUCCION

Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP), es uno de los desérdenes neurodegenerativos
mas comunes en la actualidad (solo por debajo de la enfermedad de Alzheimer, se estima
gue afecta entre 0.3 y 2% de la poblacion mayor a 60 afos, (Secretaria de Salud 2010), en
el caso de nuestro pais afecta a 50 de cada 100,000 habitantes (Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia, 2008). Se estima que para el afio 2030 se considerara un
problema de salud publica, ya que la cifra de pacientes se habra duplicado (Secretaria de
Salud 2010), estos datos nos sitian en lo importante que es continuar las lineas de

investigacion enfocadas a mitigar esta enfermedad.

La EP, descrita por el médico inglés James Parkinson en 1817 (Gomez Chavarrin
et al., 2012), se caracteriza principalmente por 4 sintomas motores: temblor en reposo,
bradicinesia (lentitud de movimiento), rigidez (en extremidades y mdusculos faciales
principalmente) y una alteracion caracteristica en la marchay la postura (Gomez-Chavarrin
et al., 2012). Ademas, se presentan sintomas secundarios que incluyen fatiga, homonimia,
disartria y dificultad para la deglucion, asi como algunos sintomas no motores como
alteraciones gastrointestinales y de suefio, pérdida de peso, ansiedad y depresion
(Secretaria de Salud, 2010)

Comunmente la enfermedad inicia entre los 50 y 70 afios y culmina con la muerte
entre 10 y 20 afios después, usualmente a casusa de complicaciones secundarias;

principalmente infecciones respiratorias (Purves, 2004).

La caracteristica patoldgica principal de esta enfermedad es la pérdida de las
neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra pars compacta (SNc), las cuales
normalmente liberan dopamina en diversos nucleos, principalmente en el nicleo estriado,
por lo que su pérdida afecta el correcto funcionamiento de una serie de nucleos
relacionados con aspectos motores conocidos como los ganglios basales, lo cual provoca

los trastornos del movimiento ya mencionados (Gémez-Chavarrin et al., 2012).



Los Ganglios Basales

Los ganglios basales son un grupo de nucleos subcorticales relacionadas
fundamentalmente con la planeacion, seleccion y control motor. Este grupo de nucleos
incluyen: el nacleo estriado (NE); dividido en los nucleos caudado (NC) y putamen (NP) en
el caso de los primates, globo palido externo e interno (GPe/GPi — en roedores el nucleo
equivalente al GPi es el nucleo entopeduncular), nicleo subtalamico (NST), substantia nigra
pars reticulata (SNr) y SNc (Figura 1).

La funcién general de estos nucleos es recibir e integrar informacién proveniente de
corteza y enviarla al talamo, el cual estimula o inhibe la actividad de las areas de la corteza

cerebral responsables de la actividad motora.
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Figura 1. Neuroanatomia y conexiones de los ganglios basales. En (A), se muestran las principales
proyecciones entre los nucleos; los simbolos + y — indican si las sinapsis son excitatorias o
inhibitorias. En (B) se muestra la localizacion de los ndcleos que conforman los ganglios basales, en
un corte coronal de cerebro (Tomado de Purves, 2004).



El NE es el principal integrador de informacion cortico-talamica de los ganglios
basales, y su actividad es modulada mediante la inervacién dopaminérgica que recibe de
las neuronas de la SNc, la cual, por tanto, es critica para su funcionamiento. El principal
destino de esta inervacion dopaminérgica, son las neuronas espinosas medianas (NEM),
las cuales constituyen el 90% de la poblacion neuronal del NE y son de naturaleza

GABAérgica, por lo que tienen un efecto inhibitorio en sus sitios de proyeccién.

La inervacion dopaminérgica que llega a las NEM regula el circuito motor mediante
la activacion de dos vias; la directa y la indirecta. La activacién de una u otra via se lleva a
cabo mediante la activacion de distintas poblaciones de NEM, que se diferencian por sus
sitios de proyeccién y por el tipo de receptores dopaminérgicos que presentan: Las NEM
de la via directa expresan predominantemente los receptores dopaminérgicos de la familia
D1, mientras que las NEM que activan la via indirecta expresan mayormente receptores de

la familia D2:

- Via Directa

Las NEM de la via directa proyectan sus terminales directamente hacia el GPi y la
SNr principalmente; dado que estos nucleos inhiben la accién del talamo sobre la corteza
motora, su inhibicion por parte de las NEM resulta en una activacion del tdlamo, y por
consiguiente también de la corteza motora, permitiendo que se lleve a cabo el movimiento
(Figura 2).

- Via Indirecta

Las NEM de la via indirecta proyectan hacia el GPe; este ndcleo tiene una accion
inhibitoria sobre el NST, el GPi y la SNr, que a su vez inhiben al tAlamo y a la corteza
motora. Por lo tanto, la inhibicion del GPe provoca la activacion de los demas nucleos,
inhibiendo la accién del talamo sobre la corteza e impidiendo que se lleve a cabo el
movimiento. La via indirecta, por tanto, funciona como un “freno”, y de esta manera ayuda

a modular la accién de la via directa (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de las vias directa e indirecta de los ganglios basales. Se muestran las
principales proyecciones de cada nucleo; los signos + y — indican sinapsis excitatorias o inhibitorias
(Tomado de Purves, 2004).

Ambas vias modulan la accion de las motoneuronas superiores, sin embargo, como
ya se menciond antes, la EP se caracteriza por la pérdida de las neuronas dopaminérgicas
de la SNc (Figura 3), las cuales son la principal fuente de suministro de dopamina al NE. La
pérdida de este suministro dopaminérgico en el NE provoca que la aferencia inhibidora de
los ganglios basales sea anormalmente alta (las aferencias excitadoras de la via directa se
ven disminuidas), lo que se traduce en trastornos hipocinéticos, disminucion de las
expresiones faciales, dificultades para iniciar o terminar un movimiento, entre otros

sintomas motores de la EP.



Figura 3. Pérdida de neuronas dopaminérgicas de la SNc en pacientes con enfermedad de
Parkinson. Se muestran cortes a nivel de mesencéfalo de un paciente que padecié la EP (P) y un
sujeto control ©; se evidencia la ausencia de neuronas dopaminérgicas (zona pigmentada) en (P)
(Tomado de lan et al., 2001).

Etiologia

En la actualidad no se tiene una explicacion satisfactoria sobre la causa de la muerte
selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNc, sin embargo, se conocen diversas
alteraciones que se ha propuesto que pudieran contribuir a la degeneracion de las neuronas

dopaminérgicas; una de las principales es el estrés oxidativo.

Estrés oxidativo

Un radical libre (RL) es un atomo o molécula que contiene un electrén despareado
en su orbital mas exterior, lo que provoca una alta inestabilidad quimica confiriéndole

reactividad oxidante para otras especies quimicas que se encuentren cercanas, las cuales



reaccionan rapidamente. Por esta razén se les conoce como “especies reactivas”, y a nivel
celular las mas importantes son derivadas del oxigeno (ERO) y del nitrdgeno (ERN) (Davies,
1998).

Los RL y especies reactivas desempefian un papel importante en la fisiologia de la
célula, son generadas de manera normal como consecuencia del metabolismo para generar
energia y normalmente son eliminadas por diversos sistemas intracelulares conocidos
como antioxidantes. Los antioxidantes son sustancias que disminuyen o inhiben el dafio
oxidativo; pueden actuar de diversas formas, pero principalmente es transformando los
peréxidos en productos meno reactivos o uniéndose a los RL para neutralizar su
reactividad. Los antioxidantes pueden catalogarse en enzimaticos como las superoxido-
dismutasas, las catalasas y las peroxidasas, y no enzimaticos, como las vitaminas A, E y

C, el glutatién o algunos aminoacidos (Davies, 1998; Dorado et al., 2003).

Por tanto, los sistemas antioxidantes funcionan creando un balance en las
reacciones de Oxido-reduccion dentro de la célula, sin embargo, bajo condiciones
patoldgicas la eliminacion de RL resulta deficiente, por lo que se rompe el equilibrio y se
produce una acumulacion excesiva de RL que ocasionan una condicion dafina para la

célula conocida como estrés oxidativo (Davies, 1998; Gomez Chavarrin et al., 2007).

Durante el estrés oxidativo, los RL pueden reaccionar con cualquier biomolécula
cercana ocasionando diversos tipos de alteraciones. La oxidacién de acidos nucleicos y
proteinas a causa de los RL puede ocasionar una produccion de proteinas defectuosas,
con alteraciones en su funcion, plegamiento y reciclaje, lo cual afecta el funcionamiento
normal de las células y puede ocasionar toxicidad y activar vias de apoptosis (Barnham et
al., 2004).

En el caso de algunos tipos de lipidos la susceptibilidad a ser atacados por los RL
puede ser ain mayor debido a los dobles enlaces que se presentan, por ejemplo, en las
cadenas hidrocarbonadas de los acidos grasos insaturados. En este caso, los RL producen
un aumento en la peroxidaciéon de lipidos, lo cual resulta perjudicial para la célula, ya que
afecta la rigidez de la membrana celular alterando el potencial de membrana y permitiendo
la entrada de diversas entidades quimicas dentro de las células, entre ellas los iones calcio
(Ca2+), los cuales en el caso de terminales glutamatérgicas ademas pueden inducir la

liberacion del neurotransmisor que “sobre activar” a los receptores de glutamato



produciendo excitotoxicidad y causando posteriormente muerte celular (Ferrer et al., 1999;
Barnham et al., 2004).

La mitocondria es una de las principales fuentes de produccién de RL dentro de la
célula debido a las reacciones de 6xido reduccion que se llevan a cabo en la cadena
respiratoria, por lo que alteraciones minimas pueden incrementar los niveles de produccion
de RL y ERO. A su vez, se ha reportado que el aumento de los niveles de estrés oxidativo
a causa de disfuncibn mitocondrial también puede afectar el sistema Ubiquitina-
Proteosoma, el cual se encarga de la degradacion y reciclaje de proteinas “de vida corta”,
con defectos en el plegamiento o dafiadas. Por ende, un dafio en este sistema resulta en
acumulacién de proteinas mal plegadas que interfieren con la homeostasis celular y pueden

activar cascadas de sefalizacion para apoptosis (Moon Hyo Eun y Sun Ha Paek, 2015).

Las neuronas dopaminérgicas especialmente, se exponen a estrés oxidativo debido
al propio metabolismo de la dopamina, ya que puede autooxidarse produciendo algunas
moléculas que resultan toxicas para las células como quinonas, semiquinonas y radicales
superdéxido, y por otro lado, también puede metabolizarse por medio de la enzima MAO-B
(monoamino oxidasa-B) formando DOPAC (acido 3,4 dihidroxifenilacético) y peréxido de
hidrogeno. Ademds, cabe mencionar que las concentraciones de hierro (Fe2+) son
significativamente mas altas en la SNc en comparacién con otras regiones del cerebro,
(Sofic et al., 1988) por lo que el peréxido de hidrégeno puede reaccionar facilmente con el
Fe2+ mediante la reaccién de Fenton produciendo radicales hidroxilo, los cuales a su vez,
pueden reaccionar con 6xido nitrico para formar ERN altamente citotoxicas (Pedrosa y
Soares-Da-Silva, 2002; Cardoso et al., 2005, Hattori et al., 2009; Gomez Chavarrin et al.,
2012).

Alrededor del 10% de los casos de EP se han relacionado con algun factor genético,
por lo que se conoce como “forma familiar’ de la enfermedad. Algunos de estos genes como
SNCA (PARK1 Y PARK?2), Parkin (PARK3), UCHL1, PINK1 y DJ-1, han sido relacionados
con diversas formas de disfuncion mitocondrial y produccion de ERO (Moon Hyo Eun y Sun
Ha Paek, 2015).

En estudios post mortem de pacientes con EP se han detectado alteraciones en las
mitocondrias de las neuronas dopaminérgicas de la SNc. Entre estas alteraciones se han
detectado disminucion de la actividad de los complejos |y IV de la cadena respiratoria, lo

gue puede provocar disminucion en la sintesis de ATP, activacion de sefales de apoptosis



y un aumento en la produccion de RL y ERO (Schapira et al., 1998; Keeney et al., 2006).
Asimismo, se han reportado altos niveles de peroxidacion lipidica y anormalidades en la
actividad de diversas enzimas antioxidantes en la SNc (Dexter, 1989; Dexter et al., 1989;
Saggu et al., 1989; Sofic et al., 1992; Sanyal et al., 2009; Hattori et al., 2009; GOmez
Chavarrin et al., 2012), lo que sugiere al estrés oxidativo como uno de los principales
contribuyentes a la degeneracién las neuronas dopaminérgicas de la SNc en esta
enfermedad.

Modelos de la Enfermedad de Parkinson

A la fecha no existe ninglin modelo experimental que reproduzca por completo los
sintomas y las caracteristicas patoldgicas de la EP, lo que dificulta el ensayo de terapias

para la enfermedad.

En los Ultimos afos se ha intentado inducir la disminucién de dopamina en la SNc y
el cuadro clinico que presentan los pacientes de EP mediante la produccion de animales
genéticamente modificados que se basan en la sobreexpresion o inhibicién de proteinas
como Parkina, a-Sinucleina o alguna otra relacionada con la forma familiar de la EP, sin
embargo, no se ha conseguido tener un modelo que represente fielmente tales

caracteristicas.

Por ello, los modelos experimentales mas utilizados son los llevados a cabo en
animales a los que se les administra una neurotoxina con especificidad de accion sobre las
neuronas dopaminérgicas; sin embargo, aunque estos modelos reproducen la carencia de
dopamina en la SNc y en sus nudcleos blanco, los efectos conductuales no siempre son
similares a los que presentan los pacientes. A continuacion, se describen brevemente los

principales modelos de EP:

- 6-OHDA

Este modelo de ratas hemiparkinsonianas ha sido uno de los modelos experimentales
mas usados para el estudio de la enfermedad desde su descripcion inicial (Ungersted;
1968).



El protocolo consiste en una inyeccién intracerebral de la toxina 6-hidroxidopamina (6-
OHDA), la cual induce la degeneracién selectiva de neuronas dopaminérgicas; la toxina
entra a las neuronas mediante el Trasportador de Dopamina (TDA o DAT por sus siglas
en inglés) y actla inhibiendo los complejos | y IV de la cadena respiratoria mitocondrial
causando una disminucion de ATP, ademas, su metabolismo esta ligado a la produccion

de radicales libres, lo cual en conjunto producen muerte neuronal.

La inyeccioén unilateral de 6-OHDA en la SNc ocasiona un desbalance en la cantidad de
dopamina en cada hemisferio cerebral e hipersensibilidad en los receptores
dopaminérgicos, lo cual puede evaluarse por pruebas conductuales como la medicién

de rotaciones al administrar apomorfina o anfetamina (Deumens et al., 2001).

- MPTP

Otro de los modelos que recapitula mas fielmente las alteraciones motoras presentes
en la EP es el producido por la administracion de 1-metil-4 fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP). Este compuesto es altamente lipofilico, por lo que puede atravesar
rapidamente la barrea hematoencefalica y una vez en el cerebro es captada por las
células gliales, las cuales mediante la enzima MAQO-B, lo transforma en su forma activa:
MPP+, la cual es capaz de inhibir al complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial y
conducir al proceso de apoptosis. Presenta cierta selectividad a las neuronas
dopaminérgicas debido a que también puede entrar en las neuronas usando el TDA
(Dye et al., 2012; Castafieda-Achuntigui et al., 2015).

- Rotenona

La rotenona es un pesticida organico que se extrae de raices de plantas tropicales de
los géneros Lonchocarpus y Derris. Sumodo de administracién puede ser oral, cutanea
o intracerebral y funciona inhibiendo el complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial;
ademas de que produce la presencia de cuerpos de Lewy, acumulaciones de a-
sinucleina que son caracteristicos de la EP. Posee alta liposolubilidad por lo que
atraviesa facilmente las membranas celulares, lo que le confiere poca selectividad para

las neuronas dopaminérgicas (Castafieda-Achuntigui et al., 2015).

- Paraquat



1,1-dimetil-4,4-dipiridinio o Paraquat es un herbicida toéxico usado ampliamente en los
afios 60’s hasta que se descubrié su toxicidad en los humanos. Actualmente se usa
como modelo de la EP debido a su selectividad para las neuronas dopaminérgicas, al
igual que el MPP+, se especula que actia como inhibidor de la cadena respiratoria, lo
cual podria ser la base de su toxicidad junto con la generacion de ERO y ERN en las
células. Este modelo también reproduce agregados similares a los cuerpos de Lewy y

algunos de los sintomas de la EP (Castafieda-Achuntigui et al., 2015).

Tratamiento con L-Dopa

A la fecha, no existe ninguin tratamiento totalmente efectivo para eliminar la EP. El
tratamiento de remplazo con L-Dopa (Levodopa) es el mas usado; sin embargo, se ha
reportado que su uso a largo plazo provoca complicaciones motoras que pueden resultar

incluso més incapacitantes que la misma enfermedad (Nagatsu y Sawada, 2009).

La L-Dopa se sintetiza en las neuronas catecolaminérgicas a partir del aminoacido
Tirosina en una reaccion catalizada por la enzima Tirosina Hidroxilasa (TH), y
posteriormente, mediante la enzima DOPA Descarboxilasa (DDC), la L-Dopa es convertida
en Dopamina (Figura 4). Por lo tanto, la L-DOPA es el precursor directo de la Dopamina y
es por ello que es el tratamiento mas usado en la actualidad ya que su administracién ayuda
a restaurar los niveles de Dopamina en el sistema, principalmente en el NE (Nagatsu y

Sawada, 2009), revirtiendo los sintomas de la EP.
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Figura 4. Sintesis de Dopamina. A partir de L-Tirosina, la enzima TH afiade un grupo hidroxilo para
formar L-Dopa, y en la segunda reaccion la enzima Dopa Descarboxilasa elimina un grupo carboxilo
de la L-Dopa, formando Dopamina (Tomado de Bahena-Truijillo et al., 2000).

La Dopamina no se utiliza debido a que al ser administrada oralmente no puede
cruzar la barrer la hematoencefalica. La L-Dopa lo logra utilizando un transportador de
aminoacidos arométicos (Diaz et al., 1998). Sin embargo, la L-Dopa puede metabolizarse

periféricamente debido a la accién de la DDC, por lo que usualmente se administra L-Dopa



con algun inhibidor de esta enzima, como Carbidopa o Benzeracida (Nagatsu y Sawada,
20009).

La L-Dopa ha mostrado ser muy efectivo para disminuir los sintomas motores, sin
embargo, no detiene el progreso de la enfermedad, y a largo plazo, el tratamiento induce
efectos secundarios; principalmente discinesias (DIL; discinesias inducidas por L-Dopa);
gue son movimientos involuntarios de extremidades, tronco y cara que resultan altamente
incapacitantes para el paciente (Nombela et al., 2002).

Por otro lado, se ha reportado evidencia de que la L-Dopa podria ser toxica para las
neuronas dopaminérgicas debido a su metabolismo oxidante (Fahn, 1996; Kostrzewa et al.,
2002; Abdin y Sarhan, 2011; Chan, 2012). Ademas, se ha reportado la produccion de la
toxina 6-OHDA de forma enddgena a partir de L-Dopa en el estriado de roedores (Borah et
al., 2010), y un aumento en la peroxidacion lipidica en NE y SNc de ratas Wistar tratadas
con L-Dopa (Gutiérrez, 2012). Debido a esta informacién, algunos autores proponen que el
tratamiento con L-Dopa a largo plazo podria contribuir a la degeneracién de las neuronas
dopaminérgicas (Borah, et al. 2012), por lo que es necesario buscar nuevos tratamientos

para esta enfermedad.

Melatonina

La melatonina es una hormona que se sintetiza a partir del triptéfano (figura 5), y
estd involucrada en diversos procesos fisiolégicos, entre ellos regulacion
neuroinmunolégica, modulacién del citoesqueleto, regulacion de ritmos biolégicos como el
de suefio-vigilia y funcién antioxidante. Principalmente es secretada por la glandula pineal,
aunqgue también es secretada en menores cantidades por la retina, el intestino y la médula

Osea (Reyes Prieto et al., 2009).
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Figura 5. Sintesis de la melatonina a partir del triptéfano (Tomado de Reiter et al., 2004).

Su efecto antioxidante funciona en dos niveles: 1) como antioxidante directo y 2)
como antioxidante indirecto induciendo la expresion y/o activacion de otras enzimas

antioxidantes (Tomas-Zapico y Coto Montes, 2007).

Como antioxidante directo es un poderoso eliminador de RL; es capaz de eliminar
especies reactivas como el peréxido (H20), radical hidroxilo (OH-), peroxinitrito (ONOO-),
moléculas de oxigeno (O2) y superoxido (Oz--). La mayoria de los antioxidantes requieren
pasar por una serie de reacciones de 6xido-reduccion después de donar un electrén, por lo
gue en ocasiones pueden inducir oxidacion, sin embargo, la melatonina es una molécula
rica en electrones, por lo que puede interactuar con los RL a través de reacciones
consecutivas que dan lugar a compuestos estables que puedes ser excretados por la orina
(Ma et al., 2005).

Ademas, el efecto antioxidante de la melatonina involucra una cascada en la cual

sus metabolitos secundarios y terciarios poseen funcién antioxidante, como N-acetil-N-



formil-5-metoxikinuramina (AFMK) y N-acetil-metoxinuramina (AMK) (Reiter et al., 1998), e
incluso se ha reportado que estos metabolitos podrian ser mas eficientes que la melatonina

(Acufia-Castroviejo et al., 2003).

En cuanto a su efecto “indirecto” como antioxidante, se ha reportado que incrementa
la expresion y/o activacidén de las principales enzimas antioxidantes; como son Superoxido
dismutasa (SOD), Catalasa (CAT), Glutation Peroxidasa (GPx) y Glutation Reductasa
(GRd). Lo gue se sabe de este mecanismo es que induce la activacion de estas enzimas,
se propone que es parte de una cascada inducida por la activacion de los receptores de

melatonina (Tomas-Zapico y Coto Montes, 2007).

En afios recientes, diversos estudios muestran un efecto protector de la melatonina
en neuronas y glia de distintas zonas del sistema nervioso, efecto que se le atribuye a su
capacidad para inducir la expresion de factores tréficos, frenar la apoptosis y a sus

propiedades antioxidantes (Cardinali et al., 2013).

También se ha reportado que la melatonina puede potenciar el efecto de la L-DOPA,
mostrando un efecto sinérgico al proteger neuronas dopaminérgicas en modelos de EP,
efecto principalmente atribuido a su capacidad antioxidante (Mayo et al., 1998; Gutiérrez
Valdez et al., 2012: Gutiérrez Valdez et al., 2015; Naskar et al., 2015). Estudios in vitro han
demostrado una alta capacidad de esta hormona para inhibir los RL formados por la L-
DOPA y la Dopamina (Miller et al., 1996: Khaldy et al., 2000). Asimismo, se ha reportado
gue la melatonina disminuye la peroxidacién de lipidos en el NE y la SNc en modelos de
EP en roedores y produce un aumento de la actividad de las enzimas CAT, GPx y SOD
(Zaitone et al., 2013).

Estrégenos

La prevalencia de la EP es ligeramente mayor en hombres que en mujeres
(aproximadamente 2/3), y ya que es una enfermedad que inicia a edad avanzada, la
mayoria de las pacientes femeninas son postmenopausicas (Secretaria de Salud, 2010).
Ademas, algunos autores han reportado que en pacientes femeninas de EP con mayor

tiempo de vida fértil y altos niveles de estrogenos pueden presentan sintomas motores



Menos severos y un retraso en la aparicién de estos (Yadav et al., 2010; Pavén et al., 2010;
Nitkowska et al., 2014). Esta evidencia, sugiere que los estrégenos podrian tener un efecto

protector en el sistema nervioso en el caso de la EP.

Los estrogenos son hormonas esteroideas con naturaleza no polar, por lo que son
capaces de atravesar la membrana celular facilmente. Existen tres estrogenos naturales: el
estradiol, la estrona y el estriol, siendo el primero el mas abundante. Debido a los efectos
que ejercen sobre las funciones reproductivas de las hembras, se les considera
principalmente hormonas feminizantes, sin embargo, tienen ademas una amplia variedad

de funciones en diversos tejidos (Florez, 2005).

En el caso de las hembras el proceso de sintesis de estrogenos se lleva a cabo
principalmente en los ovarios y se ve regulado por las hormonas luteinizante (HL) y
foliculoestimulante (HFE o FSH por sus siglas en inglés); las primeras actian
preferencialmente sobre las células de la teca para producir pregnenolona y progesterona
a partir del colesterol y posteriormente andrégenos como testosterona y androstenediona.
Después, estas hormonas seran secretadas hacia las células de la granulosa, las cuales,
al ser estimuladas por la FSH para promover la maduracion del foliculo, llevan a cabo el
proceso de aromatizacion de andrégenos; mediante la enzima “aromatasa” llevan a cabo la
reaccion para transformar los andrégenos en estradiol (Figura 6) (Flérez, 2005; Kronenberg
et al., 2009).

CALULAS DE LA
GRANULOSA

CELULAS DE LA TECA

Andrégenos ————y Estrégenos

f

Aromatasa

Colesterol Andrégenos

Figura 6. Sintesis de estrégenos.



Aunque la sintesis de estrogenos se realiza principalmente en los ovarios, también
se producen en la placenta durante el embarazo y en menores cantidades en testiculos y
glandulas adrenales. Ademas, también se ha reportado la presencia del estradiol, sus
receptores e incluso aromatasa en neuronas y glia del cerebro de mamiferos (Litim et al.,
2016).

Dentro del cerebro, los estrégenos juegan un papel importante en la modulacion de
la excitabilidad neuronal, plasticidad sinaptica, induccion de la sobrevivencia neuronal y
regulacion en la diferenciacion y desarrollo neuronal, esto uUltimo principalmente en el

desarrollo embrionario en el caso de ambos sexos (Litim et al., 2016).

Existen diferentes tipos de receptores de estrogenos (RE); de acuerdo con su
estructura molecular se han caracterizado dos tipos; los a y los 3, sin embargo, se especula
gue actuan de la misma forma al ser activados. Sin embargo, el efecto podria cambiar
dependiendo de su localizacion en la célula; si son RE nucleares, se encargan de modular
la sintesis de proteinas activando factores de transcripcion, y en caso de ser RE
membranales, se han descrito efectos que involucran segundos mensajeros, modulacién
de cinasas y efectos antioxidantes tanto del estradiol como de algunos de sus derivados
(Marin et al., 2005).

La presencia de los RE se ha descrito en diferentes zonas del cerebro de mamiferos;
principalmente se ha reportado una gran cantidad de RE en corteza, nucleo olfatorio y locus
ceruleus, y en cantidades mas moderadas en septum, hipotalamo, SN, entre otros (Zhang
et al., 2002). La presencia de RE en hipocampo y en el complejo nigro-estriatal se ha
asociado con la reestructuracion de sinapsis (Dye et al., 2012; Arnold et al., 2012). Ademas,
en afios recientes se ha propuesto cierta accion neuro protectora por parte de los
estrogenos, o bien de la activaciéon de los RE, posiblemente mediante la regulacion
transcripcional de elementos involucrados en el crecimiento axonal, sinaptogénesis y
factores de crecimiento, asi como su actividad antioxidante (Wise et al., 2005; Marin et al.,
2005).

Aunque existe gran controversia al respecto del efecto neuroprotector de los
estrdgenos, algunos estudios sugieren que podrian tener un efecto importante en las
neuronas dopaminérgicas de la SN, por lo que podrian ser potencialmente un blanco

terapéutico para el tratamiento de la EP (Litim et al., 2015).



Callier y colaboradores en 2002 reportaron que el pretratamiento con estradiol en
un cultivo de células mesencefalicas reduce la muerte por apoptosis y necrosis tras la
administracion de MPTP y 6-OHDA, y Misiak y colaboradores en 2010 observaron que la
administracion de estradiol en cultivos de células mesencefélicas de ratas hembras y
machos reduce los niveles de estrés oxidativo, las alteraciones morfoldgicas y la muerte
neuronal por apoptosis y necrosis tras la administracion de 6-OHDA, ademas de que las
células mesencefalicas de hembras son mas resistentes a la toxina con respecto a los

machos.

Se ha reportado que el estradiol puede estimular la actividad de la dopamina en el
sistema nigro-estriatal o incluso evitar la muerte neuronal dependiendo del grado de lesién
del sistema, de acuerdo con un estudio de Cordellini y colaboradores en 2011, donde
administraron diferentes dosis de estradiol en ratas ovariectomizadas y lesionadas con 6-
OHDA. En una revision de Litim y colaboradores en 2016 también mencionan estudios en
los que se muestra el efecto neuroprotector del estradiol en ratas y ratones lesionados con
MPTP, sin embargo, los mecanismos por los cuales ejerce este efecto son desconocidos,
aungue se propone que mediante los RE- a se desencadene la activacién de proteinas Gy
una via de segundos mensajeros que promueva la sintesis de enzimas antioxidantes y/o la

produccion de factores troficos (Bourque et al., 2015).

Ademas, Tozziy colaboradores en 2015 sugieren al estradiol como un posible factor
de importancia en la potenciacion a largo plazo de la via directa de los ganglios basales, lo
gue podria compensar en cierto grado las alteraciones sinapticas que se presentan en los

pacientes con EP.

Finalmente, en 2015 Gutiérrez Valdez y colaboradores reportaron que existe un
retraso en el deterioro motor de ratas hembra lesionadas con 6-OHDA, con respecto a ratas
macho y ratas hembra ovariectomizadas con el mismo tratamiento, sugiriendo un papel
neuroprotector por parte de los estrégenos. Ademas, se observé un menor desempefio
motor de las hembras ovariectomizadas tratadas con melatonina con respecto a las que
conservaban sus ovarios, lo que sugiere una probable interaccién sinérgica entre los

estrogenos y la melatonina.

En apoyo a lo anterior, Tai y colaboradores en 2011 reportaron el efecto

neuroprotector del estradiol en un modelo de isquemia cerebral en ratas, y observaron que



existia un efecto sinérgico en cuanto a actividad antioxidante y antiinflamatoria al

combinarse estradiol y melatonina.

Justificacion

Como ya se menciond, muchos estudios demuestran que el estradiol y derivados
ejercen una funcién protectora o antioxidante en diversos tipos neuronales, por lo que
sugieren que los niveles de estrégenos pueden ayudar a modular la supervivencia neuronal,

lo que podria explicar la mayor prevalencia de la EP en hombres que en mujeres.

En la actualidad la L-Dopa sigue siendo el tratamiento mas usado para aliviar los
sintomas de la EP, sin embargo, diversos estudios sugieren que podria resultar téxica
debido a su metabolismo oxidante, por lo que a largo plazo podria incluso acelerar la muerte
de las neuronas dopaminérgicas. Por otra parte, en afios recientes se ha demostrado el
efecto neuroprotector de la melatonina en diversos estudios, efecto que se atribuye en gran
parte a su alta capacidad como antioxidante y barredor de radicales libres. Similar a otros
antecedentes, en estudios recientes de nuestro laboratorio se observo que la terapia con L-
Dopa y Melatonina consiguié mejorar tanto el desempefio motor como la supervivencia de
neuronas dopaminérgicas y la conservacion en el nimero de espinas dendriticas en las
NEM de ratas lesionadas con 6-OHDA; sin embargo, no se realiz6 ninglin experimento para

evaluar el efecto de este tratamiento en los niveles de estrés oxidativo en el sistema.

Ademas, el tratamiento retrasé la aparicion de los sintomas motores en las ratas
hembra que conservaban sus ovarios, con respecto a las ratas ovariectomizadas, lo que
sugiere un efecto neuroprotector por parte de los estrégenos. Por ello, en este estudio se
evaluard el efecto de los estrégenos en conjunto con el tratamiento de L-Dopa/Melatonina
en los niveles de peroxidacion lipidica en nacleos con inervacién dopaminérgica de la SNc

mediante la prueba del acido tiobarbittrico (TBARS).



El experimento se realiza con el fin de evaluar si los estrogenos alteran de forma
significativa los niveles de peroxidacion lipidica del cerebro tras el tratamiento con L-Dopa
y melatonina, y asi determinar si podrian ser considerado un factor terapéutico para el

tratamiento de la EP.

Objetivo

Evaluar el efecto de los estrogenos sobre el estrés oxidativo tras el tratamiento con
L-Dopa/Melatonina en el modelo de EP en ratas lesionadas con 6-OHDA en nucleos que

reciben inervacién dopaminérgica (NE, GP, Hipocampo y Corteza motora,).

Material y Métodos

Se usaron 50 ratas Wistar hembras con un peso inicial de 160-180 gramos. El
estudio se dividi6 en 2 grupos (n=25): (A) ratas hembra con ovarios y (B) ratas

ovariectomizadas.

Para el grupo A, las ratas fueron lesionadas con 6-OHDA (8ug en 4 uL) inyectada
intracerebralmente en el haz medial del cerebro anterior de forma unilateral (lado izquierdo).
Para garantizar una pérdida de neuronas dopaminérgicas del 90%, las ratas lesionadas
debieron presentar conducta de giro contralateral de 200 giros durante 30 minutos tras la
inyeccion de apomorfina (dosis de 0.25 mg/kg) 48 horas después de la lesién (Hefti et al.,
1980).

En el grupo B, las ratas fueron ovariectomizadas, para lo cual se hizo una incision
dorsal de 2 cm a la altura del musculo transverso abdominal y a continuacién se estiré la
piel hacia el lado derecho, se separé el misculo para exponer el ovario y se extirpd, luego
se procedio a hacer lo mismo en el lado izquierdo. Después de dos semanas se lesionaron

con 6-OHDA y se evalué el grado de deplecion dopaminérgica como en el grupo A.

Posteriormente los grupos A y B se dividié en 5 subgrupos (n=5) para administrar

los siguientes tratamientos: L-Dopa (10 mg/kg), Melatonina (15 mg/kg) y L-Dopa +



Melatonina (10 y 15 mg/kg c.u.), asi como un grupo con lesién 6-OHDA sin tratamiento y se

afiadié un grupo control sin ninguna alteracion (n=5), como se muestra en las siguientes

tablas:

Grupo A — Hembras con ovarios
Sin lesion | 6-OHDA | 6-OHDA 6-OHDA 6-OHDA
Sin +L-Dopa | +Melatonina +L-Dopa
tratamiento _
+Melatonina
(Controles)
Grupo B — Hembras ovariectomizadas
Sin lesion | 6-OHDA | 6-OHDA 6-OHDA 6-OHDA
Sin .
+L-Dopa | +Melatonina +L-Dopa
tratamiento
+Melatonina

Los medicamentos fueron administrados oralmente una vez al dia por 60 dias, las

ratas fueron mantenidas en ciclo de luz oscuridad 12:12 con acceso libre a agua y alimento.

Una vez finalizados los 60 dias, se sacrificaron todas las ratas, se extrajeron los
cerebros y se disecaron los nucleos de interés (SN, NE, GP, Hipocampo y Corteza motora)
para un analisis de peroxidacion lipidica usando la prueba de &cido tiobarbitarico (TBARS),
la cual se fundamenta en la reaccion de éste acido con el malonaldehido (un producto de
la peroxidacion de &cidos grasos), produciendo una reaccion color rosa que puede medirse
por medio de espectrometria (Jenway 6305 a 532 nm); la cantidad de luminiscencia es
directamente proporcional a la cantidad de peroxidacion lipidica y por tanto, de estrés

oxidativo, en cada experimento se usa una curva de referencia con cantidades conocidas



gue se procesan al mismo tiempo y bajo las mismas condiciones que las muestras
experimentales. A cada muestra se realiza la medicién proteica mediante el método de

Bradford para poder expresar los resultados en microgramos de proteina.

Finalmente, para verificar si existen diferencias significativas entre los tratamientos
se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguido de la prueba Bonferroni
para comprobar las diferencias entre los grupos. Los ANOVA de dos vias se usaron para
analizar diferencias de los tratamientos con respecto a los grupos control, y diferencias

entre ratas con ovarios y ratas ovariectomizadas (OVX) con el mismo tratamiento.

El proceso se realizé tanto en el lado ipsilateral a la lesibn como en el lado
contralateral para determinar si habia algin efecto en los niveles de peroxidacion lipidica

en condiciones donde no hay perdida de inervacién dopaminérgica.

Resultados

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos de cada uno de los nulcleos
estudiados. De cada nucleo se muestra una grafica para el lado ipsilateral y el lado
contralateral; cada uno de los tratamientos se representa con un color diferente y también
se distinguen entre ratas con ovarios (Barras con relleno coloreado) y ratas OVX (Barras

sin relleno). Los resultados se expresan en pL de malonaldehido por mg de proteina.

Las diferencias significativas se muestran con las siguientes acotaciones:

*: Diferencia significativa con respecto al grupo con ovarios sin tratamiento
+: Diferencia significativa con respecto al grupo OVX sin tratamiento

#: Diferencia significativa con respecto al grupo OVX con el mismo tratamiento

De esta forma, cuando un grupo tiene una acotacién “*“o “+” refiere a que la cantidad de
malonaldehido es significativamente mayor a los grupos sin tratamiento (controles), por el

contrario, los grupos que no presentan ninguna acotacion indican resultados similares a los



grupos controles. De esta forma se observa qué tratamientos incrementaron o bien

mantuvieron/disminuyeron la peroxidacion lipidica.

Sustancia negra

Se observa que la lesién con 60HDA en el haz medial aumenta la peroxidacion lipidica en
la SN ipsilateral a la lesion en medida por la cantidad de malonaldehido (0.69+0.18 en ratas
con ovarios y 0.82+0.12 en ratas OVX) al compararlo con el grupo sin lesion y sin

tratamiento (Grupos controles) (0.19+0.025 en ratas con ovarios y 0.16+0.05 en ratas OVX).

El aumento de peroxidacion lipidica tras la lesibn con 60HDA, se ve potenciado con el
tratamiento con L-Dopa (1.13+0.31 con ovarios y 1.24+0.23 en ratas OVX), sin embargo,
los tratamientos con melatonina y L-Dopa+melatonina lograron disminuir significativamente
la cantidad de malonaldehido tras la lesién con 60HDA, mostrando valores similares a los

de los grupos controles.

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos de ratas ovariectomizadas

(OVX) y las que conservaron sus ovarios (Grafica 1).
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Gréfica 1. Cantidad de malonaldehido segun el tratamiento en la SN ipsilateral. * = p<0.05

Significativo vs “Con Ovarios/Sin tratamiento”, + = p<0.05 Significativo vs “OVX/Sin tratamiento”.

En el lado contralateral los tratamientos no mostraron diferencias significativas; las
concentraciones de malonaldehido se mantuvieron estadisticamente similares a los de los
grupos controles (0.17+0.025 en ratas con ovarios y 0.14+0.048 en ratas OVX), aunque hay
una ligera tendencia a un aumento de peroxidacién en los grupos lesionados con 60HDA
(0.32+0.01) y los animales lesionados que recibieron L-Dopa (0.42+0.1). En este caso
tampoco se encontraron diferencias significativas entre los grupos de ratas OVX y las que

conservaron sus ovarios.
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Gréfica 2. Cantidad de malonaldehido segin el tratamiento en SN contralateral. Sin diferencias

significativas.



Nucleo Estriado

En el NE, lado ipsilateral, se observa la misma tendencia que en la SN: Los grupos
lesionados con 60HDA y los que posteriormente se trataron con L-Dopa muestran niveles
de peroxidacion lipidica significativamente mas altos que los valores de los grupos controles
(0.012+0.0049 en ratas con ovarios y 0.0108+0.0027 en ratas OVX) (Gréfica 3).

El grupo de ratas con ovarios tratado con melatonina también presenté niveles de
peroxidacion significativamente mas altos (1.2+0.042) con respecto al grupo control
(0.0128.2+0.009), sin embargo, el grupo de ratas OVX tratado con melatonina (0.08+0.03)

no presento diferencias significativas.

Los grupos tratados con L-Dopa+ melatonina mostraron valores similares a los de los

grupos controles en ratas OVX y en ratas con ovarios. Promedio: 0.047+0.01.

No se encontraron diferencias entre los grupos que conservaron sus ovarios y los grupos
OVX.
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Grafica 3. Cantidad de malonaldehido segun el tratamiento en NE ipsilateral. * = Significativo vs “Con

Ovarios/Sin tratamiento”, + = Significativo vs “OVX/Sin tratamiento”.

En el lado contralateral, existe una diferencia significativa entre los grupos de ratas
lesionadas con 60HDA que conservan sus ovarios (0.015+0.007) y las ratas lesionadas
con 60HDA OVX (0.055+0.139), sin embargo, los datos de estos no muestran diferencias

significativas respecto a sus grupos controles, promedio 0.015+0.003 (Grafica 4).

El grupo tratado que conservo ovarios y fue tratado con L-Dopa (0.10+0.016) muestra
valores significativamente mas altos a los de sus grupos control (0.014+0.004). El grupo
OVX y tratado con L-Dopa (0.098+0.008) también mostré diferencias significativas con

respecto al grupo control (0.0067+0.0006).

Los grupos tratados con melatonina y L-Dopa + melatonina muestran valores similares a
los de los grupos controles en ratas OVX (0.022+ 0.0003 y 0.033+0.009 respectivamente)

y en ratas con ovarios (0.023+0.0003 en cada condicién) Los grupos tratados con



melatonina y L-Dopa + melatonina muestran valores similares a los de los grupos controles

en ratas OVX y en ratas con ovarios.

No se encontraron diferencias entre los grupos que conservaron sus ovarios y los grupos
OVX.
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Gréfica 4. Cantidad de malonaldehido segun el tratamiento en NE contralateral. * = Significativo vs
“Con Ovarios/Sin tratamiento”, + = Significativo vs “OVX/Sin tratamiento”, # = Significativo vs “Con
Ovarios/60HDA”.



Globo Palido

En el lado ipsilateral se observa que el tratamiento con 60HDA en ratas OVX aumenta
significativamente los niveles de malonaldehido (0.10+0.023) con respecto al grupo control
(0.010+0.0025), sin embargo, en el caso de grupo de ratas que conservaron ovarios, el
grupo lesionado con 60HDA (0.11+0.003) no muestra diferencias respecto a su control
(0.032+0.011).

Por otra parte, los grupos tratados con L-Dopa mostraron niveles significativamente mas
altos que los de los grupos controles (0.18+0.6 en ratas con ovarios y 0.16+0.027 en ratas
OVX).

Los grupos tratados con melatonina y con L-Dopa + melatonina mostraron valores
estadisticamente similares a los grupos controles tanto en ratas OVX (0.033+0.006 vy
0.0620.006) respectivamente como en ratas con ovarios (0.04+0.006 y 0.05+£0.005) como

en ratas con ovarios (Gréfica 5).
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Gréfica 5. Cantidad de malonaldehido segun el tratamiento en GP ipsilateral. * = Significativo vs “Con

Ovarios/Sin tratamiento”, + = Significativo vs “OVX/Sin tratamiento”.

En el lado contralateral el grupo OVX lesionado con 60HDA (0.068+0.009) muestra
diferencias significativas no esta sefialada esa diferencia en la grafica, por eso ceo que mas
bien muestra tendencia a incrementar la peroxidacion con respecto al grupo control
(0.001940.007).

Los grupos tratados con L-Dopa muestran diferencias significativas en los niveles de
peroxidacion con respecto a los grupos control en ratas con ovarios (0.019+0.002 “sin
tratamiento” y 0.15+0.06 “L-Dopa”) y en ratas OVX (0.011+0.021 “sin tratamiento” y
0.11+0.021 “L-Dopa”).

Los grupos tratados con melatonina (0.05£0.03 y 0.022+ 0.002 respectivamente) y con L-
Dopa + melatonina (0.035+0.03 y 0.037+£0.002) no mostraron diferencias significativas con

respecto a los grupos controles (Grafica 6).

No se encontraron diferencias entre los grupos que conservaron sus ovarios y los grupos
OVX.
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Gréfica 6. Cantidad de malonaldehido segun el tratamiento en GP contralateral. * = Significativo vs

“Con Ovarios/Sin tratamiento”, + = Significativo vs “OVX/Sin tratamiento”.

Hipocampo

En el lado ipsilateral el grupo que conservo sus ovarios y fue lesionado con 60HDA
(0.035+0.014) aument6 significativamente los niveles de malonaldehido con respecto al
grupo control (0.010+0.0017), sin embargo en las ratas OVX no hubo diferencias
significativas en el grupo lesionado con 60HDA (0.032+0.011) y su grupo control
(0.011+0.003).

Los grupos tratados con L-Dopa, melatonina y L-Dopa + melatonina no mostraron
diferencias significativas con respecto a los grupos control, tanto en ratas con ovarios
(0.03+ 0.009,0.02+0.002 y 0.021+0.004) como en los grupos OVX (0.02+0.01, 0.018+0.002
y 0.016+0.005).

No se encontraron diferencias entre los grupos que conservaron sus ovarios y los grupos
OVX.
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Gréfica 7. Cantidad de malonaldehido segun el tratamiento en Hipocampo ipsilateral. * =

Significativo vs “Con Ovarios/Sin tratamiento”, + = Significativo vs “OVX/Sin tratamiento”.

En el lado contralateral a la lesion no se encontré diferencia significativa entre los grupos
lesionados con 60HDA, ni en los que fueron tratados con L-Dopa (0.03£0.01 y 0.29+0.01)
melatonina (0.01+0.006 y 0.016+0.005) y L-Dopa + melatonina (0.02+0.007 y 0.014+0.007)
con respecto a los grupos control que conservaron ovarios (0.0088+0.0005) y los grupos
control OVX (0.0077+0.001) (Gréafica 8). Tampoco se encontraron diferencias entre los

grupos que conservaron sus ovarios y los grupos OVX.
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Grafica 8. Cantidad de malonaldehido segun el tratamiento en Hipocampo contralateral. * =

Significativo vs “Con Ovarios/Sin tratamiento”, + = Significativo vs “OVX/Sin tratamiento”.

Corteza

En el lado ipsilateral los grupos lesionados con 60HDA no mostraron diferencias
significativas contra los grupos controles, tanto en el grupo OVX como en el grupo que

conservo sus ovarios.

Los grupos tratados con L-Dopa mostraron diferencias significativas con respecto a los

grupos controles tanto en los grupos de ratas con ovarios (0.008+0.0017 “sin tratamiento”



y 0.026+0.007 “L-Dopa”) como en los grupos de ratas OVX (0.009+0.003 “sin tratamiento”
y 0.039+0.005 “L-Dopa®).

Los tratamientos con melatonina (0.015+0.003 con Ov, 0.019+0.003 OVX) y con L-Dopa +
Melatonina (0.015+0.009 con Ovarios, 0.02+0.0008 OVX) no presentaron diferencias
significativas con respecto a los grupos controles (0.0088+0.0009 con OV, y 0.009+0.0009
OVX) Tampoco se encontraron diferencias entre los grupos de ratas con ovarios y los

grupos con ratas OVX. (Gréfica 9).
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Gréfica 9. Cantidad de malonaldehido segun el tratamiento en Corteza ipsilateral. * = Significativo vs

“Con Ovarios/Sin tratamiento”, + = Significativo vs “OVX/Sin tratamiento”.



En el lado contralateral solamente el grupo de ratas OVX tratado con L-Dopa
(0.027+0.0032) mostro diferencias significativas con respecto al grupo control
(0.013+0.0032). En este caso el ANOVA indico una interaccion entre ambos factores; el

tratamiento con L-Dopa y la ausencia de estrogenos (Grafica 10).

Los grupos lesionados con 60HDA (0.009+0.004 con Ovarios, 0.014+0.004 OVX) y el resto
de los tratamientos (promedio 0.013+0.002 con Ovarios y 0.17+0.002 OVX) no presentaron
diferencias significativas respecto a los grupos controles, tanto en los grupos OVX, como

en los que conservaron sus ovarios.

No se encontraron diferencias entre los grupos de ratas con ovarios y los grupos con ratas
OVX.
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Gréfica 10. Cantidad de malonaldehido segun el tratamiento en Corteza contralateral. *

Significativo vs “Con Ovarios/Sin tratamiento”, + = Significativo vs “OVX/Sin tratamiento”, #
Significativo vs “60OHDA +L-Dopa Con Ovarios”



Discusioén

Sustancia negra

Los resultados muestran que en la SN, la lesibn con 60HDA provoca un aumento
significativo de los niveles de peroxidacion lipidica en el lado ipsilateral a la lesién, lo cual
probablemente se debe a que esta toxina funciona inhibiendo los complejos |1y IV de la
cadena respiratoria mitocondrial, lo que produce un mal funcionamiento en la cadena
transportadora de electrones y resulta en un aumento en los niveles de estrés oxidativo en

las células (Deumens et al, 2001) y por lo tanto un aumento de peroxidacion lipidica.

El grupo tratado con L-Dopa tras la lesibn con 60HDA, también mostré6 un incremento
significativo de peroxidacion lipidica respecto a los grupos sin tratamiento; este incremento
puede deberse (ademas de la accion de la 60HDA) a que durante el metabolismo de la
dopamina se pueden producir radicales libres que aumentan los niveles de estrés oxidativo
en el sistema (Fahn, 1996; Kostrzewa et al., 2002; Borah et al., 2010, Abdin y Sarhan, 2011;
Chan, 2012).

No hay que dejar de lado el hecho de que la dopamina es un neurotransmisor modulador y
en terminales glutamatérgicas se encuentran receptores de la familia D2 (Maura et al.,
1998, Surmeier et al., 2007) que disminuye la liberacién del glutamato, por lo que ante la
falta de dopamina estas terminales pierden dicha inhibicién y por lo tanto hay cantidades
altas de glutamato, lo cual induce la acumulacion de calcio al estimular los receptores
ionotrépicos, en especial los NMDA (Feldman et al., 1996). Este aumento de calcio genera
la formacion de radicales libres que promueven la peroxidacién de lipidos a nivel de las

membranas (Hidalgo, 2008).

Por otra parte en los resultados se puede observar que al combinarse L-Dopa y melatonina,
o bien, con la sola administracion de melatonina, se disminuyen los niveles de peroxidacion
lipidica a niveles similares a los de los grupos sin tratamiento; estos resultados puedes
explicarse debido a que la melatonina funciona como un poderoso antioxidante, el cual se
encarga de eliminar los radicales libres que pudieran formarse durante el metabolismo de
la dopamina, por lo que la combinacién permite la entrada de dopamina en las zonas donde

se requiere y a su vez una disminucion en los niveles de estrés oxidativo y por lo tanto de



peroxidacion lipidica. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Gutiérrez, 2012 y
2015, quien encontr6 que la lesion con 60HDA y la consecuente administracion de L-Dopa
por seis meses aumentan los niveles de peroxidacién lipidica en el NE y la SN, y por otro
lado la administracion de melatonina y la combinacién L-Dopa + melatonina resulta en un

efecto neuroprotector de las neuronas dopaminérgicas contra la toxicidad de la 60HDA.

Se ha reportado que la lesibn con 60HDA unilateral en ocasiones puede afectar el
hemisferio contrario a la lesion (Avila-Costa, 1996), sin embargo, en este caso, no se
encontraron diferencias significativas con respecto a los grupos “sin tratamiento” de la SN
en el lado contralateral, aunque se observa una ligera tendencia similar a la del lado
ipsilateral. Cabe mencionar que la administracién de los tratamientos se realizé en un
periodo corto (48 horas) después de la lesion y que la evolucion del dafio contralateral es

mas lenta que la del lado ipsilateral (Avila-Costa et al., 2008).

En la SN no se encontraron diferencias entre los grupos de ratas con ovarios y ratas OVX
ni en el lado ipsilateral ni en el contralateral a la lesibn con 60HDA, por lo que se sugiere
gue la ausencia de estrogenos no afecta significativamente este nucleo con ninguno de los

tratamientos, al menos durante el periodo estudiado (dos meses).

Nucleo Estriado

En el NE se observa una tendencia similar a la SN: En el lado ipsilateral, la lesion con
60HDA provocé un aumento significativo en los niveles de peroxidacion lipidica, al igual
que los grupos que fueron lesionados y posteriormente tratados con L-Dopa. El NE recibe
inervacion dopaminérgica de la SN y de las neuronas glutamatérgicas provenientes de
corteza; de esta manera modulan la actividad del circuito los ganglios basales. Esta
inervacion ocasiona que el NE sea un blanco muy susceptible al dafio por estrés oxidativo
causado por la lesién con 60HDA, ya que la toxina podria viajar a través de los axones y
llegar a las terminales dopaminérgicas en el NE, causando dafios en los sitios de sinapsis
(Blum et al., 2001). Ademas, una descarga anormalmente grande de dopamina podria
causar también toxicidad en el NE, ya sea incrementando la generacion de 60HDA
(Maharaj et al., 2005; Borah et al., 2010) o por radicales libres formados como consecuencia
del metabolismo de este neurotransmisor (Fahn 1996; Kostrzewa et al., 2002; Abdin,
Sarhan, 2011; Chan, 2012).



Por otra parte, en las ratas ovariectomizadas, el grupo tratado con melatonina no muestra
diferencias significativas en los niveles de peroxidacion lipidica con respecto a los grupos
“sin tratamiento”. Sin embargo, en las ratas que conservaron sus ovarios, la sola
administracion de melatonina fue incapaz de reducir significativamente los niveles de
peroxidacion causados por la lesibn con 60HDA. Estos resultados sugieren que la
presencia de estrégenos podria afectar la eficacia de la melatonina para reducir los niveles
de peroxidacion lipidica en el NE. Los estudios en cuanto al efecto neuroprotector de los
estrdgenos son controversiales, existe evidencia de que los estr6genos pueden presentar
efectos neuroprotectores contra la 60HDA (Misiak et al., 2010; Cordellini et al., 2011), sin
embargo también se ha reportado que en algunos tipos celulares la melatonina podria
funcionar inhibiendo los receptores de estrégenos induciendo cambios conformacionales
en los complejos RE-Calmodulina (Hill y Blask et al., 1998; Del Rio et al., 2004), afectando
asi la via de activacion de los RE y por tanto inhibiendo la accién protectora de los
estrogenos contra la 60HDA. No obstante, hay que considerar que este puede ser un
efecto a corto o mediano plazo, pues en trabajos previos (Gutiérrez 2012; 2015) la

medicacién a largo plazo (seis meses) muestra un efecto benéfico.

Los niveles de peroxidacion de los grupos tratados con L-Dopa + melatonina resultaron
estadisticamente similares a los grupos “sin tratamiento”, por lo que se sugiere que la
combinaciéon de ambos farmacos es efectiva para reducir los niveles de peroxidacion

lipidica causada por 60HDA.

En el lado contralateral a la inyeccion de la neurotoxina, se observa que el grupo de ratas
lesionadas con 60HDA que conservaron sus ovarios es estadisticamente similar a los
grupos “sin tratamiento”, sin embargo, el grupo de ratas ovariectomizadas presenta niveles
de peroxidacion significativamente mas altos que los de los grupos “sin tratamiento”, por lo
gue se sugiere que la presencia de estrogenos puede influir como un factor neuroprotector
contra el dafio por 60HDA. El efecto protector de los estrégenos se atribuye la activacion
de vias de segundos mensajeros que se activan mediante los RE, dado que los RE son
nucleares, estas vias actian mediante la activacion de genes que se encargan de inducir
la expresion de proteinas anti-apoptéticas como Bcl2 y Bel-xL (Misiak et al., 2010), o genes
gue se encargan de inducir cambios en la estructura de las mitocondrias, aumentando la
eficiencia de la cadena transportadora de electrones y manteniendo asi la viabilidad celular
(Arnold et al., 2012). De esta manera se sugiere que el efecto toxico de la 60OHDA es mas

potente en ausencia de estrogenos.



Finalmente, los grupos tratados con melatonina o con L-Dopa + melatonina no muestran

diferencias significativas con respecto a los grupos sin tratamiento.

Globo Palido

En el GP, en el lado ipsilateral a la lesion, las ratas ovariectomizadas mostraron niveles mas
altos de peroxidacion en el grupo lesionado con 60HDA con respecto al grupo “sin
tratamiento”, mientras que en las ratas que conservaron sus ovarios fueron
estadisticamente similares a las de los grupos “sin tratamiento”, lo que sugiere nuevamente

un efecto neuroprotector de los estrégenos contra la 60HDA.

Los grupos que fueron tratados con L-Dopa mostraron niveles significativamente mas altos
de peroxidacion con respecto a los grupos control. El resto de los tratamientos mostraron

cantidades de malonaldehido estadisticamente similares a los grupos control.

En el lado contralateral solo los grupos tratados con L-Dopa también mostraron niveles de

peroxidacion significativamente mas altos que los grupos control.

Como los tratamientos con L-Dopa resultaron en niveles altos de peroxidacion tanto en
ratas ovariectomizadas como en las que conservaban sus ovarios y tanto en lado ipsilateral
como contralateral a la lesidn, se sugiere que éste nlcleo es especialmente susceptible al
dafio por dopamina. Se ha reportado que existen neuronas dopaminérgicas con inervacion
directa al GP desde la SN (Debeir et al., 2005; Anaya-Martinez et al., 2006), por lo que la
60HDA y/o la dopamina, podrian viajar a través de los axones de las neuronas
dopaminérgicas de la SN hasta llegar a los sitios de sinapsis en el GP, lo que explicaria los

altos niveles de peroxidacion lipidica en este nucleo.

En el caso del lado contralateral, los altos niveles de peroxidacién en los grupos tratados
con L-Dopa pueden explicarse debido a que la administracion de L-Dopa puede resultar en
un exceso de dopamina (tomando en cuenta que el lado contralateral no es tan afectado),
por lo que los radicales libres resultantes del metabolismo de la dopamina aumentan los
niveles de estrés oxidativo en la zona. Como sefialamos previamente, este experimento
nos da informacion sobre el progreso de la enfermedad, el tiempo de medicacion fue de
dos meses, cabe destacar que los datos muestran al GP como un ndcleo especialmente

sensible y que valdria la pena tomar en cuenta incluso como posible blanco terapéutico.

Hipocampo



En el hipocampo en el lado ipsilateral a la lesion, las ratas que conservaron sus ovarios
registraron un aumento significativo en los niveles de peroxidacion con respecto al grupo
“sin tratamiento”, sin embargo, en el caso de las ratas ovariectomizadas no se mostraron
diferencias significativas con respecto al grupo “sin tratamiento”, pero si una clara tendencia
a aumentar los niveles de peroxidacion lipidica. Estos resultados sugieren que la ausencia
de estrogenos favorece la resistencia del hipocampo contra la lesion por 60HDA en el haz
medial del cerebro anterior.

Se observa que los grupos que recibieron tratamientos con L-Dopa y melatonina tienen
niveles de peroxidacion estadisticamente similares a los de los grupos “sin tratamiento”, por
lo que estos farmacos lograron disminuir los niveles de estrés oxidativo causados por la

60OHDA tanto en ratas con ovarios como en ratas ovariectomizadas.

La inervacion dopaminérgica en el hipocampo llega principalmente a zonas relacionadas
con neurogénesis en cerebros adultos de roedores, primates no humanos y humanos. El
hipocampo recibe inervacion dopaminérgica desde distintas zonas como el area ventral
tegmental (AVT) y la SN (Scatton et al., 1980; Hoglinger et al., 2014), por lo que tras la
lesion la toxina podria viajar a través de los axones de las neuronas dopaminérgicas que
hayan captado 60HDA y asi llegar a los sitios de sinapsis en el hipocampo, aumentando
los niveles de peroxidacién. No obstante, hay que resaltar que el dafio seria parcial, ya que
la 60OHDA al ser introducida a las células por el transportador de dopamina (DAT) no afecta
a las neuronas de ambas zonas de manera similar (Rothblat et al., 2001), es més agresivo
sobre la SNc, por lo que éste nucleo ayudaria a mantener los niveles de Dopamina
(Bernheimer et al., 1973; Blanchard et al., 1994; Uhl, 1998) Asimismo, el tratamiento con L-
Dopa podria favorecer la neurogénesis por medio de la estimulacién de los receptores D3,
lo que protegeria sustancialmente la zona contra los altos niveles de estrés oxidativo
causados por la 60HDA. (VanKampel et al., 2004)

En el lado contralateral a la lesidbn no se encontraron diferencias significativas entre los

grupos.



Corteza

En los resultados registrados de la corteza cerebral en el lado ipsilateral, los grupos tratados
con L-Dopa mostraron niveles de peroxidacion lipidica significativamente mas altos que los

demas grupos.

Nuestros resultados son similares a los reportados por Ogawa et al., 1994, quienes
encontraron que roedores sanos tratados con L-Dopa mantienen niveles de peroxidacion
similares a los del grupo control en corteza, sin embargo, si antes del tratamiento con L-
Dopa los ratones eran previamente lesionados con 60HDA, los niveles de peroxidaciéon
lipidica en corteza aumentaban significativamente. Debeir y colaboradores en 2005,
reportaron que la lesién unilateral con 60HDA provoca una pérdida de fibras corticales que
expresaban TH. También se ha reportado que en roedores existen neuronas
dopaminérgicas de la SN que puede proyectar a otros ndcleos, como el GP, el talamo y la
corteza (Gauthier et al., 1999; Prensa y Parent, 2001), por lo que la dopamina administrada
podria ser transportada hasta las terminales corticales causando un aumento de los niveles

de estrés oxidativo en esa zona.

Por otra parte, Bamford y colaboradores en 2004 reportaron la existencia de receptores
dopaminérgicos de la familia D2 en neuronas corticoestriatales, donde la dopamina se
encarga de modular la frecuencia de disparo y la liberacion de glutamato en estas
terminales, por lo que una alteracion en el sistema dopaminérgico puede desencadenar

excitotoxicidad y asi aumentar los niveles de estrés oxidativo y dafiar a las neuronas.

Por otra parte, Hamdi A. en 1998 demostré que la melatonina puede incrementar la afinidad
de la dopamina hacia los receptores D2 en el NE, y dado que existen receptores D2 en
corteza, parte del efecto protector de la melatonina podria ser mediante el incremento de

esta afinidad.

En el lado contralateral solamente el grupo de ratas ovariectomizadas y tratadas con L-
Dopa registré niveles significativamente mas altos al resto de los grupos, por lo que se
sugiere que los estrégenos lograron tener un efecto neuroprotector durante el tratamiento

con L-Dopa.



Como puede observarse, el papel neuroprotector de los estrogenos en nuestros resultados
no es homogéneo, ya que varia de acuerdo al nicleo y al tratamiento farmacoldgico. Esta
heterogeneidad en los resultados se puede atribuir a la cantidad de RE en diferentes zonas
del cerebro, ya que una diferencia en el nimero de RE en cada nucleo podria representar
mayor neuroproteccion en algunos casos. Se ha reportado que las cantidades de
receptores de estrégenos se distribuyen de manera heterogénea en el cerebro y pueden
disminuir conforme avanza la edad del organismo, sin embargo, se ha observado que
nucleos como la SN, hipocampo, estriado y corteza no se ven significativamente afectados
hasta que el animal se encuentra en una edad muy avanzada (24 meses) (Yamaguchi-Sima
y Yuriko, 2007).

Por otra parte, existen estudios en los que se reportan grandes cantidades de RE en la
corteza cerebral e hipocampo de ratas adultas hembras, y una menor cantidad de RE en la
SN (Zhang et al., 2002; Brailoiu et al., 2007). La gran cantidad de RE que existen en la
corteza cerebral a comparaciéon de otros nlcleos puede explicar el hecho de que se haya
mostrado un efecto protector, a pesar de ser del lado contralateral a la lesién. En apoyo a
esto, en un estudio realizado por Pérez y colaboradores, quienes en 2003 reportaron la
distribucion de RE alfa y beta en el cerebro de ratas a las dos semanas después del
nacimiento; si bien la distribucion de los RE cambia a medida que el individuo crece, se
observa que un tipo de receptor puede predominar en alguno de los dos hemisferios, lo que
podria explicar la presencia de neuroproteccion solamente en lado contralateral en el caso

de corteza, y solo ipsilateral en el caso del NE.

Los mecanismos de neuroproteccion por parte de los estrégenos son aun desconocidos,
sin embargo, principalmente se ha sugerido que actian mediante la activacion de proteinas
G, las cuales desencadenan vias de segundos mensajeros que pueden activar vias anti-
apoptéticas o bien, un aumento de la tasa de transcripcion de genes que controlan la
sobreproduccion de ERO, lo cual podria incluir la activacion de otros mecanismos
antioxidantes (Misiak et al., 2010).



Conclusiones

e Lalesion con 60HDA incrementa los niveles de peroxidacion lipidica principalmente

en SN y NE, aunque también puede afectar el GP, y el hipocampo.

e EI GP resulté muy sensible a la inyeccion 60HDA.

e El tratamiento con L-Dopa incrementa los niveles de peroxidacién en SN, NE, GP y

Corteza.

e No se detectd alguna interaccion entre la presencia de estrégenos y el tratamiento
con Melatonina, salvo en el lado ipsilateral del NE, en el que la ausencia de
estrogenos favorecio la reduccion de los niveles de peroxidacion en el grupo tratado

con Melatonina.

e La ausencia de estrébgenos ocasiond un incremento de peroxidacion
significativamente mayor en el contralateral a la lesién en el NE del grupo lesionado
con 60HDA.

e La ausencia de estrogenos provoco un incremento significativo de peroxidacion en

la Corteza de los grupos tratados con L-Dopa.

e En general, los tratamientos con Melatonina y L-Dopa + Melatonina tienden a reducir
significativamente los niveles de peroxidacion lipidica tanto en presencia o ausencia

de estrégenos.
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