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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo
caracterizado por presentar sintomas motores como temblor en
reposo, bradicinesia y rigidez, consecuencia de la pérdida de
neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta (SNc). Se
ha reportado que la exposicion crdnica a altos niveles de manganeso
(Mn) tiende a acumularse en el cerebro, en regiones ricas en
dopamina (DA), alterando la integridad de las neuronas
dopaminérgicas, resultando en un sindrome neurolégico semejante a
la EP. El objetivo de este trabajo fue determinar la lateralidad y la
progresion de la muerte neuronal en la SNc en ratones expuestos a
la inhalacion de Mn a diferentes tiempos. Se utilizaron 72 ratones
macho de la cepa CD-1, divididos en dos grupos de 36 ratones cada
uno, el primer grupo fue expuesto a la inhalacion de agua
desionizada y el segundo grupo fue expuesto a la inhalacién de la
mezcla de 0.04M de MnClz y 0.02M de Mn(OAc)s, durante 1 hora 2
veces por semana. Se sacrificaron seis ratones de cada grupo a los
siguientes tiempos: a los 15 dias, al mes, dos, tres, cuatro y cinco
meses de haber comenzado con las exposiciones. Fueron
perfundidos via intracardiaca y fijados con paraformaldehido al 2%,
los cortes histolégicos del mesencéfalo donde se encontraba la SNc,
fueron procesados con inmunohistoquimica para tirosina hidroxilasa
(TH) y finalmente se hizo el conteo de las neuronas positivas a TH.
Los resultados de este experimento muestran que la inhalacion de la
mezcla de Mn provoca reduccion del 25% en el numero de neuronas
dopaminérgicas de la SNc comparado con los controles a partir de
los dos meses de inhalacion, asi como del 42%, 51% y 61% a los
tres, cuatro y cinco meses respectivamente. Cabe sefalar que el
namero de neuronas dopaminérgicas siempre fue mayor en el lado
izquierdo, sin embargo esta diferencia solo fue significativa, a los dos
meses con un 16% y a los tres meses un 14% menos neuronas de
iniciada la inhalaciéon de Mn. Estos datos dan una mayor validez al
modelo de inhalacion de Mn ya que la muerte de las neuronas
dopaminérgicas es bilateral, lateralizada, gradual y progresiva, muy
parecido a lo que sucede en la EP.



SUMMARY

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder
characterized by motor symptoms such as resting tremor,
bradykinesia and rigidity, resulting from the loss of dopaminergic
neurons of the substantia nigra compacta (SNc). It is known that
chronic exposure to high levels of manganese (Mn) tends to
accumulate in the brain, in dopamine (DA) rich regions, altering the
integrity of dopaminergic neurons, resulting in a neurological
syndrome resembling PD. The aim of this study was to determine
neuronal death laterality and progression of SNc dopaminergic
neurons in mice exposed to inhaled Mn at different times. 72 CD-1
male mice were used. They were divided into two groups of 36 mice
each, the first group was exposed to the inhalation of deionized water
and the second group was exposed to the inhalation of the mixture of
0.04M MnCl2 and 0.02M Mn(OAc)s, for 1 hour 2 times a week. Six
mice for each group were sacrificed at the following times: for 15
days, a month, two, three, four and five months after starting the
exposition. The mice were perfused intracardially and fixed with 2%
paraformaldehyde, the histological sections of the midbrain (SNc)
were inmunostained for tyrosine hydroxylase (TH) and finally the
count of TH positive neurons were performed. Our results show that
the effects of Mn mixture inhalation cause reduction of 25% in the
number of dopaminergic neurons in the SNc compared to controls
after two months of inhalation, and 42%, 51% and 61% at three, four
and five months, respectively. We also note that the number of
dopaminergic neurons was always greater on the left side, however
this difference only was significant at two months 16% and 14% for
three months after starting the inhalation. These data provide greater
validity to this model since the death of dopaminergic neurons is
bilateral, lateralized, gradual and progressive, very similar to what
happens in PD.



ENFERMEDAD DE PARKINSON

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por presentar
disminucién en el niumero de células en determinadas poblaciones
neuronales (Jordan, 2003). La Enfermedad de Parkinson (EP) es el
segundo trastorno neurodegenerativo mas frecuente después de la
enfermedad de Alzheimer (Orr et al, 2002; Dauer y Przedborski,
2003; Greenamyre y Hasting, 2004; Tan et al, 2004; De Lau y
Breteler, 2006), su incidencia aumenta considerablemente con la
edad (Fearnley y Lees, 1991; Lees et al, 2009), afectando al 1% de
las personas mayores de 60 afios de edad (Olanow, 2004; Jankovic,
2005; Healy et al, 2008; Estrada-Bellmann y Martinez, 2011).

Esta enfermedad fue descrita por James Parkinson en 1817, en su
monografia titulada “Essay on the shaking palsy” (Ensayo sobre la
paralisis agitante) como "movimientos temblorosos involuntarios en
las partes que estan en reposo, con la potencia muscular disminuida,
con propensién a doblar el tronco hacia adelante y pasar de un ritmo
de caminata a ritmo de carrera”.

La EP es una enfermedad cronica, de larga evolucién y curso
progresivo que se desarrolla mas gravemente durante los primeros 4
afios (Hoehn y Yahr, 1967). Es de evolucion variable, ya que en
algunos pacientes la enfermedad progresa rapidamente, mientras
que en pacientes mas jovenes es de progresion lenta (Hely et al,
1999). Esto ha ocasionado que se utilicen una variedad de escalas
que evallan la severidad de los signos y sintomas clinicos durante el
curso de la enfermedad, la mas simple es la escala de Hoehn y Yahr
(Anexo 1) que fue disefiada para describir las diferentes etapas en la
evolucion de la EP (Hoehn y Yahr, 1967; Wolfgang et al, 2003). Se
estima que el tiempo de transicion de una etapa a otra es de
alrededor de 20-26 meses (Zhao et al, 2010).



En la EP, alrededor del 86% de los pacientes (Barrett et al, 2011)
reporan predominio unilateral de signos y sintomas al inicio de la
enfermedad que puede persistir a veces durante 20-30 afios, (Toth et
al, 2004; Djaldetti et al, 2006; Stochl et al, 2009). Esta asimetria se
ha asociado con la mano dominante (Kempster et al, 1989; De la
Fuente-Fernandez et al, 2000), variaciones normales innatas en el
namero de neuronas dopaminérgicas de la SNc (Barrett et al, 2011)
0 una vulnerabilidad en la SNc de un hemisferio (Toth et al, 2004;
Pedrosa et al, 2014), sin embargo aun no es posible explicar
satisfactoriamente la preferencia lateral (Djaldetti et al, 2006).

El temblor en reposo es el sintoma predominante al inicio de la
enfermedad, que es acompafiado de dolor en las extremidades
(Hoehn y Yahr, 1967; Estrada-Bellmann y Martinez, 2011),
alteraciones en la marcha como el arrastre de pies, aumento en la
velocidad de los pasos y dificultad para detenerse (marcha
festinante), seguido de rigidez y bradicinesia (Hoehn y Yahr, 1967;
Polymeropoulos et al, 1997; Dauer y Przedborski, 2003; Greenamyre
y Hasting, 2004; De Lau y Breteler, 2006; Hardy et al, 2006;
Benedetto et al, 2009; Estrada-Bellmann y Martinez, 2011;
Cervantes-Arriaga et al, 2013; Fahn, 2015).

Posteriormente el paciente desarrolla postura encorvada, brazos
flexionados con falta de movimiento, rostro rigido y expresion fija
(Hely et al, 1999), habla es mondétona con ligero arrastre en las
palabras, cambio en escritura (micrografia), asi como el “conteo de
monedas” (movimientos rapidos de los dedos) (Wolfgang et al, 2003;
Lees et al, 2009) y depresion en 4% de los pacientes (Hoehn y Yahr,
1967; Hely et al, 1999; Estrada-Bellmann y Martinez, 2011)

Cuando la enfermedad progresa surgen problemas de equilibrio,
sialorrea, alteraciones de la sensacion, alteraciones de suefio, tales
como insomnio y fragmentacion del suefio (Estrada-Bellmann y
Martinez, 2011), asi como dificultades visoespaciales, trastornos de
atencién, delirios y alucinaciones (Dauer y Przedborski, 20083;
Wolfgang et al, 2003; Emre 2007; Lees et al, 2009) y finalmente, en
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los casos mas avanzados bradifrenia (Estrada-Bellmann y Martinez,
2011) y demencia (Hoehn y Yahr, 1967; Hely et al, 1999;
Greenamyre y Hasting, 2004), alrededor del 25-40% de los
pacientes la presentan (De Lau y Breteler, 2006).

En nuestro pais, no se cuenta con estudios acerca de la prevalencia
e incidencia de la EP, pero se piensa que afecta entre 4.1-4.6
millones de personas mayores de 50 afios, y se ha estimado que
para el aflo 2030 esta cifra se duplicard, la evidencia actual sugiere
una heterogeneidad clinica en poblaciones con EP con un discreto
predominio masculino, donde el 89% de los sujetos han sido
catalogados con EP de inicio tardio (=240 afos); el 10%
correspondieron a EP de inicio temprano (21-39 afios) y el restante
corresponde a EP juvenil (€20 afios), el 59.5% se encontraba en un
estadio leve de la enfermedad (HY I-1l), el 28% en un estadio
moderado (HY IIl) y el 12.5% fue catalogado como estadio grave (HY
IV-V) (Cervantes-Arriaga et al, 2013).

Todas estas alteraciones tanto en el control como en la coordinacion
del movimiento son consecuencia de la pérdida de neuronas
dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta (SNc) (Calabresi et
al, 2000; Orr et al, 2002; Dauer y Przedborski, 2003; Jordan, 2003;
Greenamyre y Hasting, 2004; Olanow, 2004; Jankovic, 2005).

La pérdida de las neuronas nigrales empieza varios afios antes de
que aparezcan los sintomas (Estrada-Bellmann y Martinez, 2011),
por ello se plantean dos fases de la enfermedad:

1) La fase presintomética que transcurre entre la exposicion del
individuo con o sin carga hereditaria al ambiente, incluyendo
toxinas, traumatismos, edad, etc., que agotan las reservas
neuronales, pero no lo suficiente como para causar
parkinsonismo clinico.



2) La fase sintomatica que ya incluye signos y sintomas de la
enfermedad (Fearnley y Lees, 1991, Braak et al, 2002).

Se estima que alrededor del 60-70% de las neuronas
dopaminérgicas se han perdido y la dopamina (DA) estriatal esta
reducida entre un 70-90% cuando ocurren las primeras
manifestaciones clinicas de la EP (Damier et al, 1999; Dauer y
Przedborski, 2003; Wolfgang et al, 2003; Estrada-Bellmann vy
Martinez, 2011), ademas, se ha reportado que al comienzo de la
enfermedad (1-4 afos), la pérdida de estas neuronas es mas
pronunciada (Kempster et al, 1989; Fearnley y Lees, 1991; Kordower
et al, 2013). Por lo que, la EP se caracteriza por la pérdida selectiva
de las neuronas dopaminérgicas de la SNc, disminucion de la DA
estriatal (Temlett et al, 1994; Ehringer y Hornykiewicz, 1998;
Betarbert et al, 2000) y de sus catabolitos, acido 3,4-
dihidroxiphenilacético (DOPAC) y acido homovanilico (HVA) (Forno
et al, 1992; Sofic et al, 1992; Hornykiewicz, 2001; Lai et al, 2002; Tan
et al, 2004). Esta pérdida se acompafia de inclusiones
intraneuronales distintivas llamadas cuerpos de Lewy (Gibb y Lees,
1988; Polymeropoulos et al, 1997; De la Fuente-Ferndndez et al,
1998; Goken-Alpan et al, 2004; Olanow, 2004; Tan et al, 2004;
Jankovic, 2005; Lees et al, 2009), son agregados anormales
presentes en neuronas compuestos principamente de las proteinas
a-sinucleina y ubiquitina (De la Fuente-Fernandez et al, 1998;
Olanow y Tatton, 1999; Braak et al, 2002; McNaught et al, 2004,
Wolfgang et al, 2003; Olanow et al, 2004; Jankovic, 2005; Hardy et
al, 2006; McNaught y Olanow, 2006; Benedetto et al, 2009). Entre un
3-4% de las neuronas en la sustancia nigra (SN) contienen cuerpos
de Lewy, estos se estan formando y desapareciendo continuamente
a lo largo de la enfermedad (Lees et al, 2009).



PATOGENESIS

La EP se ha relacionado con una variedad de alteraciones celulares,
bioquimicas y moleculares (McNaught y Olanow, 2006). Actualmente
se considera que la disfuncion mitocondrial y el estrés oxidativo
tienen un papel central en la patogénesis de la enfermedad (Jordan,
2003; Uchida, 2003).

- Inflamacion

La microglia sobreactivada puede inducir efectos neurotoxicos
significativos y altamente perjudiciales por el exceso de produccion
de la oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS), factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a), interferén-y (INF-y) e interleucina-1p (IL-1B)
(Zhao et al, 2009), que se incrementan hasta 760-1,570% en la SNc
de pacientes con EP en comparacién con pacientes controles
normales (Hirsch et al, 1998), sugiriendo que la inflamacién cronica
contribuye en la degeneracion progresiva de las neuronas
dopaminérgicas (Forno et al, 1992; Floyd, 1999; Youdim et al, 1999;
Orr et al, 2002; Tansey y Goldberg, 2010).

- Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo ha recibido la mayor atencion en la EP debido al
potencial del metabolismo oxidativo de la DA para producir peréxido
de hidrégeno (H20:) que, en presencia de hierro (Fe?*) es capaz de
degradarse a través de la reaccion de Fenton y liberar radicales
hidroxilos (OH") (Fig. 1) (Youdim et al, 1999), que es considerado
como el mediador primario del dafio oxidativo (Oestreicher et al,
1994; Sengstock et al, 1994; Olanow y Tatton, 1999; Dauer y
Przedborski, 2003; Greenamyre y Hasting, 2004; Kowaltowski et al,
2009) a través de la peroxidacion lipidica de la membrana, oxidacion
de las bases del ADN y oxidacion protéica (Uchida, 2003; Benedetto
et al, 2009).



El estrés oxidativo y la consiguiente muerte celular podrian
desarrollarse en la SNc por tres causas:

A. Aumento del recambio de DA, lo que resulta en la formacion
excesiva de H202 (Sofic et al, 1992).

B. Deficiencia de glutation reducido (GSH) disminuye la capacidad
del cerebro para degradar el H203; esta disminucion solo se ha
observado en la SNc (Sofic et al, 1992; Olanow y Tatton, 1999).
Esta reduccion por si misma no puede dafiar las neuronas
dopaminérgicas, pero puede hacerlas vulnerables a otras toxinas
(Olanow y Tatton, 1999; Uchida, 2003). El aumento significativo
en los niveles de y-glutamiltranspeptidasa (y-GTT), esta enzima
es la responsable de la traslocacion de los precursores de la
GSH y el metabolismo de la forma oxidada de glutation (GSSG)
se han detectado en la SNc en autopsias de pacientes con EP,
se cree que la disminucion de la GSH puede representar el
defecto bioquimico en etapas iniciales en la EP (Sengstock et al,
1994; Olanow y Tatton, 1999).

C. Aumento del Fe?*, que puede promover la formacién de radicales
citotoxicos (Oestreicher et al, 1994). Estudios post mortem en
cerebros de pacientes con EP demuestran aumento de Fe?*
acumulado principalmente en los granulos de neuromelanina de
las neuronas dopaminérgicas de la SNc (Good et al, 1992),
ademas se han detectado aumento de receptores de lactoferrina
en dicha zona en pacientes con EP (Faucheux et al, 1995). La
pérdida de DA es dependiente de la acumulacion de Fe (Good et
al, 1992). El aumento de Fe?* en la SNc ha sido observado
después del tratamiento con 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP) (Temlett et al, 1994). Sin embargo,
puede acumularse de forma secundaria a la degeneracion de las
células (Oestreicher et al, 1994; Olanow y Tatton, 1999).



(@) DA +0,+Hp0 MA%> 34 DHPA +NH; + H,0,
(b)) DA+ 02 — SQ°+ °*Op +HT

DA+ *0y + 2H" = SQ° + H,0,
(¢)  H;0, +2GSH — GSSG + 2H;0

(d) Hy0, +Fe? — OH' +OH + Fe*

Fig. 1. Esquematizacion de las reacciones enzimaticas y del metabolismo de la
DA. Tanto la degradacidn enzimatica (a) como la auto oxidacion (b) de la DA dan
como resultado la formacién de H20.. El H20O2 est4 normalmente controlado por la
accion de la glutation peroxidasa, quien hace uso de dos moléculas de glutatién
reducido (GSH) para dar como resultado glutation oxidado (GSSG) y dos
moléculas de agua (c). Sin embargo, el aumento en la concentraciéon en estado
estacionario de H202 puede conducir a la reaccion con el hierro que genera el
altamente reactivo y potencialmente citotdxico radical hidroxilo (OH®) de acuerdo
con la reaccion de Fenton (d) (Olanow y Tatton, 1999).

- Disfuncion Mitocondrial

En la EP, hay afectacibn a los complejos mitocondriales | y IV
(Olanow y Tatton, 1999). La disminucion del 30-40% en la actividad
del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial se ha
encontrado en las células de la SNc (Chen et al, 2001),
contribuyendo a la degeneracion celular a través de la disminucion
en la sintesis de ATP(McNaught y Olanow, 2006) a través de los
radicales libres generados directamente en este sitio por el aumento
compensatorio de la respiracion en el complejo Il pudiendo conducir
a la muerte celular por necrosis o apoptosis (Mochizuki et al, 1995;
Olanow y Tatton, 1999; Greenamyre y Hasting, 2004).
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ETIOLOGIA

La EP es de causa desconocida (Sofic et al, 1992; Sengstock et al,
1994; Olanow y Tatton, 1999; Estrada-Bellmann y Martinez, 2011),
sin embargo se han reportado factores que incrementan el riesgo de
adquirir la enfermedad: a) factores genéticos b) factores endégenos
y c) factores ambientales (Floyd, 1999; Djaldetti et al, 2006; Surmeier
et al, 2010). Factores genéticos o ambientales pueden provocar EP,
no obstante, es poco probable que en la mayoria de los casos se
expliquen por una Unica causa, mas bien puede ser el resultado de
la interaccion entre mualtiples mutaciones genéticas y/o la
combinacion de un gen mutante y una toxina ambiental (Olanow y
Tatton, 1999; Lai et al, 2002; Tan et al, 2004; De Lau y Breteler,
2006; Djaldetti, 2006; Tansey y Goldberg, 2010). Aproximadamente
el 10% de los casos es genético (Olanow y Tatton, 1999; Wolfgang et
al, 2003; Greenamyre y Hasting, 2004; De Lau y Breteler, 2006) y el
restante 90% es idiopatico (Dauer y Przedborski, 2003).

- Factores Genéticos

Se han asociado con un alto riesgo de padecer EP a familias con
varios miembros afectados por la enfermedad (De Lau y Breteler,
2006). Los genes mas comunmente estudiados incluyen genes
implicados en el metabolismo de la DA y la funcion mitocondrial
(Surmeier et al, 2010). La EP se vinculd inicialmente a la regién
g21-23 del cromosoma 4 (Wolfgang et al, 2003), donde se
identificaron mutaciones en el gen SCNA que codifica la proteina a-
sinucleina (Olanow y Tatton, 1999; Tan et al, 2004; McNaught y
Olanow, 2006), causando un sindrome parkinsoniano de inicio
temprano (<40 afios) (Polymeropoulos et al, 1997). Otros ejemplos
son los genes Parkin, DJ-1, PINK1 y ATP13A2 que causan
parkinsonismo (Tan et al, 2004) de inicio temprano y estan
directamente relacionados con la funcion mitocondrial (Kahle et al,
2009; Surmeier et al, 2010). Las mutaciones del gen Parkin son la
segunda causa genética mas comun de parkinsonismo, mientras las
mutaciones de los otros tres genes son raras (Hardy et al, 2006),
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DJ-1 es una proteina mitocondrial sensible a reacciones redox,
teniendo potencialmente la capacidad de coordinar una variedad de
mecanismos de defensa oxidativa y la pérdida de su actividad podria
promover estrés oxidativo y dafio proteico mediado por radicales
libres (Hardy et al, 2006; McNaught y Olanow, 2006; Kahle et al,
2009). Mutaciones en el gen LRRK-2, que es una cinasa que
codifica la proteina Dardarina tiene una frecuencia mundial del 4%
en pacientes con parkinsonismo hereditario (Hardy et al, 2006; Healy
et al, 2008). La alteracion del gen GBA causa la enfermedad de
Gaucher, aumentando el riesgo de padecer la EP en mas de cinco
veces, mientras que el desarrollo de la enfermedad se incrementa 13
veces con una mutacion severa (Goken-Alpan et al, 2004).
Desafortunadamente, la mayoria de los genes asociados a la EP son
de funcion desconocida o poco conocidos (Surmeier et al, 2010)
(Anexo 2).

- Excitotoxicidad

Es una causa que se ha relacionado con la EP basado en dos
posibles mecanismos; el primer mecanismo es resultado de una
mayor sintesis de glutamato (Glu), las neuronas dopaminérgicas de
la SNc expresan gran cantidad de receptores de Glu, pues reciben
una amplia inervacion desde la corteza y el nlcleo subtaldmico
(STN) (Olanow y Tatton, 1999), y el segundo mecanismo sugiere que
la reduccion en el metabolismo energético debido al defecto en la
funcion mitocondrial, resulta en la disminucion de la concentracion
de ATP que se traduce en la pérdida del bloqueo que llevan a cabo
los iones magnesio del canal de los receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA), induciendo que las concentraciones fisioldgicas de Glu
provoquen mayor permeabilidad de calcio (Ca?*) al interior celular,
para finalmente promover necrosis o apoptosis (McNaught y Olanow,
2006). Se cree que el dafio excitotdxico pudiera estar mediado, al
menos en parte, a través de la formacion de 6xido nitrico (NO)
(Beckman et al, 1990). El NO se forma por la conversion de arginina
a citrulina en una reaccién catalizada por la 6éxido nitrico sintasa
(NOS) (Olanow y Tatton, 1999). EI NO reacciona con radicales
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superéxido para formar el radical peroxinitrito y OH", ambos son
agentes altamente toxicos (Dauer y Przedborski, 2003). EI NO
también puede contribuir a la degeneracion celular mediante el
desplazamiento de Fe?* de sitios de unién de ferritina, de modo que
puede participar en la reaccién de Fenton o mediando la inhibicién
del complejo IV mitocondrial (Olanow y Tatton, 1999).

- Factores Ambientales

El descubrimiento en 1983 de que la toxina sintetica MPTP podia
causar parkinsonismo en humanos (Langston et al, 1984) y el
posterior descubrimiento de que dafa selectivamente las neuronas
dopaminérgicas de la SNc, dio pie a que se hayan identificado otras
toxinas exogenas asociadas con el desarrollo del parkinsonismo
(Dauer y Przedborski, 2003; De Lau y Breteler, 2006; Greenamyre y
Hasting, 2004; Wolfgang et al, 2003). Se ha propuesto que dichas
toxinas tienen como objetivo particular la mitocondria (Surmeier et al,
2010), como el herbicida paraquat y la rotenona, pesticidas que son
inhibidores selectivos del complejo | mitocondrial que inducen la
disminucién de DA en estudios con animales (Betarbert et al, 2000;
Greenamyre y Hasting, 2004; Lai et al, 2002; Wolfgang et al, 2003).
También se incluyen diluyentes de laca, disolventes organicos,
monoxido de carbono y disulfuro de carbono (Olanow y Tatton,
1999), asi como exposicidn a metales pesados tales como hierro,
cobre, plomo, amalgamas, aluminio, zinc 0 manganeso, pues se ha
planteado la posibilidad de que aumentan el riesgo de EP a través
de su acumulacién en la SN y provocando el aumento de estrés
oxidativo (Temlett et al, 1994; Lai et al, 2002; Benedetto et al, 2009).
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MANGANESO (Mn)

El Mn esta presente en el ambiente y alimentos, se puede encontrar
en cereales, té, legumbres, frutos secos, entre otros (Jankovic, 2005;
Milatovic et al, 2011; Chakraborty y Aschner, 2012). Se encuentra en
todos los tejidos del organismo pues es esencial para la sintesis de
algunos aminoacidos, lipidos, proteinas y carbohidratos ademas de
ser necesario para muchas reacciones enziméticas (Aposhian et al,
1999; Erikson y Aschner, 2003; Dobson et al, 2004; Aschner et al,
2007; Dobson y Aschner, 2007; Benedetto et al, 2009), actia como
cofactor en las enzimas Arginasa, Glutamina Sintetasa y la enzima
mitocondrial Superdxido Dismutasa dependiente de Manganeso
(SOD-Mn), enzima antioxidante muy importante presente en una
amplia variedad de células, incluyendo las neuronas (Aschner y
Aschner, 1991; HaMai y Bondy, 2004; Aschner y Aschner, 2005;
Jankovic, 2005; Au et al, 2008; Benedetto et al, 2009; Yokel, 2009;
Chakraborty y Aschner, 2012; Tuschl et al, 2013), también forma
complejos estables con el ATP (Erikson y Aschner, 2003; HaMai y
Bondy, 2004; Dobson y Aschner, 2007).

La exposicion cronica a altos niveles de Mn tiende a acumularse en
el cerebro (Rodier, 1955; Aschner y Aschner, 1991; Aschner y
Aschner, 2005), especialmente en los ganglios basales,
preferentemente en regiones ricas en DA (Aposhian et al, 1999;
Milatovic et al, 2011; Zhang et al, 2011; Tuschl et al, 2013), pudiendo
inducir neurotoxicidad (Sadek et al, 2003; Benedetto et al, 2009) y
un sindrome neurolégico parecido a la EP (Ali et al, 1995; Tran et al,
2002; Erikson y Aschner, 2003; Dobson et al, 2004; Olanow, 2004;
Jankovic, 2005; Aschner, 2006; Fitsanakis et al, 2006; Aschner et al,
2007; Sistrunk et al, 2007; Au et al, 2008; Zhao et al, 2009; Zhang et
al, 2011; Chakraborty y Aschner, 2012), pues provoca alteraciones
en la integridad de las neuronas dopaminérgicas asi como la
neuroquimica de la DA, incluyendo disminucion de la funcién del
transporte de DAy los niveles de DA estriatal (Aposhian et al, 1999;
Tran et al, 2002; HaMai y Bondy, 2004; Stredrick et al, 2004; Erikson
et al, 2005; Ordofiez-Librado et al, 2008; 2010; 2011).
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La toxicidad con Mn es llamada “manganismo” (Chakraborty y
Aschner, 2012; Dobson et al, 2004; Milatovic et al, 2011; Tuschl et al,
2013) fue descrita por Couper en 1837 en 5 pacientes que
trabajaban en una mina de extraccion en Francia cuyo sintoma mas
prominente y temprano fue descrito como paraplejia, con las
extremidades inferiores notablemente mas afectados que las
extremidades superiores (Rodier, 1955). Los sintomas clinicos se
pueden clasificar en una fase inicial caracterizada por
manifestaciones psiquiatricas como alucinaciones, psicosis,
irritabilidad, impulsividad, agresividad, comportamiento obsesivo-
compulsivo; todos estos sintomas son conocidos como “locura
manganica”; seguido de una fase intermedia con sintomas tales
como bajo volumen al hablar, salivacion, fatiga, dolor de cabeza,
pérdida de apetito, insomnio, pérdida de expresion facial,
inestabilidad al caminar; y finalmente la ultima fase donde los
sintomas progresan y se caracterizan por debilidad muscular,
postura inclinada, temblor en las extremidades, rigidez hipocinesia y
distonia (Rodier, 1955; Wang et al, 1989; Sadek et al, 2003; Dobson
et al, 2004; Olanow, 2004; Jankovic, 2005; Dobson y Aschner, 2007;
Milatovic et al, 2011; Chakraborty y Aschner, 2012).

ABSORCION DE Mn

Las principales vias de entrada del Mn en los humanos son a través
de la inhalacion y de la ingestion (Rodier, 1955; Sadek et al, 2003;
Milatovic et al, 2011). Su absorcion depende en gran medida de la
solubilidad, tamafio y forma de la particula (Jankovic, 2005; Dobson
y Aschner, 2007). EI Mn puede encontrarse en multiples estados de
valencia, y esto determina el tipo de transportador que lo distribuira
por todo el cuerpo (Chen et al, 2001; Jankovic, 2005). Se encuentra
comUnmente en su forma divalente (Mn?*), éste es rapidamente
tomado en el torrente sanguineo por lay -globulina y la albimina
(alrededor del 80%), mientras que el Mn Trivalente (Mn3*) cuando es
liberado al torrente sanguineo se une con la transferrina (20%)
(Aisen et al, 1969; Aschner, 2006; Au et al, 2008; Chakraborty y
Aschner, 2012; Tuschl et al, 2013).
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TRANSPORTE DEL Mn AL CEREBRO

El Mn puede ser llevado por transportadores de alta afinidad (Au et
al, 2008), pudiendo entrar al sistema nervioso central (SNC) a través
de tres vias:

a) Barrera hemato-encefalica (BBB por sus siglas en inglés): es una

barrera fisica constituida por capilares especializados, separando
a la sangre del cerebro, restringiendo el acceso a numerosos
compuestos y permitiendo el paso de oxigeno, glucosa,
aminoécidos y otros nutrientes esenciales para el cerebro,
manteniendo asi la homeostasis del SNC (Aschner y Aschner,
1991; Aschner, 2006; Aschner et al, 2007). El Mn cruza a través
de las células endoteliales microvasculares (Yokel, 2009).

b) A través del liquido cerebroespinal por medio de los plexos

coroideos (Aschner et al, 2007; Yokel, 2009), que es un tejido
altamente vascularizado cuya funcion principal es la produccién y
el mantenimiento de la homeostasis del fluido cerebroespinal
(Aposhian et al, 1999). Las células ependimarias de los plexos
coroideos tienen una densidad de receptores para transferrina
intermedia entre los capilares cerebrales y las neuronas (Wang
et al, 2008).

Por medio de los sistemas olfativos y del nervio trigémino (Yokel,
2009; Tuschl et al, 2013), ambos expresan receptores
sensoriales en el epitelio nasal que proyectan directamente al
SNC proporcionando una ruta de entrada directa (Lewis et al,
2005).

El transportador de metales divalentes 1 (DMT-1) es considerado el
principal transportador del Mn?*, esta localizado en de la membrana
plasmatica de las células endoteliales de los vasos sanguineos
(Aschner 2006; Aschner et al, 2007; Au et al, 2008; Benedetto et al,
2009), y se expresan en gran cantidad en los ganglios basales

15



(Huang et al, 2004; Tuschl et al, 2013). También puede entrar a
través de los canales de Ca2* durante los potenciales de acciéon
(Aschner y Aschner, 1991), pues se ha reportado que el Mn?* tiene
relativamente la misma carga y tamafio que el Ca?* (Yokel, 2009). En
cuanto al Mn3*, cruza la BBB a través del complejo de transferrina
(Aschner y Aschner, 1991; Yokel, 2009). En el nucleo Acumbens y
Caudado-Putamen hay altas concentraciones de receptores
transferrina, estas dos regiones presentan fibras eferentes al globo
palido y a la SN, que son ricas en Mn (Dobson et al, 2004; Dobson y
Aschner, 2007). Asi mismo se han relacionado a los transportadores
ZIP, cuya funcién esta orientada hacia la absorcién de

micronutrientes esenciales como Fe?*, Zn?*, Co%*'y Mn?* (He et al,
2006) (Fig. 2).
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Fig. 2. Mecanismos moleculares de la absorcién del Mn a través de la membrana
de la BBB. El DMT-1 es un simporte que depende de la fuerza protén-motriz
generada por la ATPasa vacuolar (V-ATPasa), ésta proteina, a través del uso de
ATP, expulsa protones (H) al espacio extracelular que son llevados nuevamente al
interior de la célula. La recaptura de protones desde el espacio extracelular
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proporciona la energia para el transporte de cationes Mn?* a la célula. El gradiente
de protones generado por la V-ATPasa, también es responsable de la acidificacion
de las vesiculas endociticas. Tras la acidificacion, el ion Mn3* es liberado por el
sistema transferrina/receptor y convertido en Mn2* disponible para ser transportado
por el DMT-1. Los transportadores dependientes de voltaje como los canales de
Ca?*, el receptor ionotrépico de Glu y el transportador de metales 39 (SLC39)
miembro de la familia ZIP8, se ha sugerido que participan en la absorcion de Mn a
través de la BBB (Au et al, 2008).

MECANISMOS TOXICOS DEL Mn

Actualmente, la hipétesis mas aceptada es que una vez que el Mn
entra al cerebro, es tomado por los oligodendrocitos y astrocitos para
su uso o almacenamiento (Aschner et al, 2007; Yokel, 2009). Los
astrocitos sirven como el principal regulador homeostatico y el sitio
de almacenamiento de Mn en el cerebro, pues regulan las
concentraciones de iones y neurotransmisores, removiendo toxinas
asi como desechos del espacio extracelular, y el Mn disminuye la
captacion por parte de los astrocitos, alterando los niveles de Glu
extracelular provocando excitotoxicidad en las neuronas cercanas a
los astrocitos afectados (Dobson et al, 2004; Fitsanakis et al, 2006;
Gunter et al, 2006). También, el Mn induce directamente la
activacion de la microglia e incrementa los productos que preceden a
la muerte neuronal (Zhao et al, 2009) como especies reactivas de
oxigeno (ROS), especies reactivas de nitrégeno (RNS),
prostaglandinas y citocinas proinflamatorias (Orr et al, 2002).

La captacién neuronal de Mn requiere a la transferrina y la utilizacién
de sistemas de transporte especificos, tales como el transportador
de DA (DAT) (Aposhian et al, 1999; Erikson et al, 2005; Anderson et
al, 2007; Roth et al, 2013). A nivel celular, el Mn se acumula
preferentemente en las mitocondrias (Aschner y Aschner, 2005),
entrando a través de los canales Ca?*, afectando el flujo de este y
provocando disminucién en la concentracion de ATP (HaMai y
Bondy, 2004; Gunter et al, 2006; Milatovic et al, 2011). Dentro de la
mitocondria, el Mn se une a proteinas de la membrana o de la matriz
mitocondrial (Gavin et al, 1990; Zhang et al, 2003) interactuando con
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proteinas implicadas en la fosforilacion oxidativa, inhibiendo
directamente el complejo | (Chen et al, 2001; Zhang et al, 2004,
Benedetto et al, 2009) aumentando la formacion de ROS generadas
por la cadena de transporte de electrones (Zhang et al, 2003; HaMai
y Bondy, 2004; Stredrick et al, 2004; Aschner y Aschner, 2005;
Fitsanakis et al, 2006; Gunter et al, 2006; Dobson y Aschner, 2007;
Tuschl et al, 2013).

El aumento de las ROS puede dafar directamente el ADN
mitocondrial, provocando apoptosis en las neuronas involucradas
(Chen et al, 2001; Zhang et al, 2003; HaMai y Bondy, 2004; Stredrick
et al, 2004; Dobson y Aschner, 2007). También se ha asociado con
respuestas inflamatorios, incluyendo las prostaglandinas (Milatovic et
al, 2011). Las ROS pueden actuar en conjunto con las RNS
derivadas de los astrocitos y microglia para facilitar la degeneracion
de las neuronas dopaminérgicas, pues éstas poseen una reducida
capacidad antioxidante, evidenciada por la baja concentracion de
GSH intracelular, lo que hace que sean mas vulnerables al estrés
oxidativo y a la activacién glial en relacion con otros tipos de células
(Zhao et al, 2009).

El Oz~ producido en la cadena de transporte de electrones puede
catalizar el cambio de transicion de Mn2* a Mn3* (Fig. 3) (Ali et al,
1995; HaMai y Bondy, 2004; Gunter et al, 2006), aumentando los

niveles del Mn3* que es considerado el mayor productor de O2™ en la
célula aumentando su capacidad oxidante (Aschner y Aschner, 1991;
Dobson et al, 2004; Aschner, 2006). También se ha demostrado que
el Mn3* es mas eficaz en la inhibicién del complejo | mitocondrial
(Chen et al, 2001; HaMai y Bondy, 2004) y se ha vinculado con la
citotoxicidad de las células dopaminérgicas (Ali et al, 1995).
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1) Mn%**complex + 05~ +2H* — Mn®**complex + H,0,

2) Mn3*complex + 05 — Mn%*complex + O,

Fig. 3. Se muestran las reacciones propuestas por Archibald y Tyree donde

describen la posible conversion del Mn2* a Mn3* y viceversa por la accion del O2~.
Estas reacciones son similares a las mediadas por Mn-SOD (Gunter et al, 2006).

GANGLIOS BASALES

Los ganglios basales se componen de varios ndcleos subcorticales
interconectados que comprenden el telencéfalo, diencéfalo y
mesencéfalo, los cuales son responsables de integrar y coordinar
informacion de varias regiones del cerebro asociadas con las
funciones motoras (Albin et al, 1989; Smith et al, 1998; Fitsanakis et
al, 2006; Scanlon y Sanders, 2007; Gerfen y Bolam, 2010; Fahn et
al, 2011; Kandel et al, 2013).

ANATOMIA DE LOS GANGLIOS BASALES

Estan constituidos por cuatro nucleos conectados entre si (Fig. 4):

1) Nducleo estriado (NE): en primates esta dividido por la capsula
interna en el nucleo caudado (NC) relacionado con la parte
cognitiva del movimiento y el putamen (P) que es un sitio
importante para la integracion del movimiento, es el principal sitio
de entrada a los ganglios basales, pues recibe proyecciones de
la corteza y del talamo (Albin et al, 1989; McGeer et al, 1979;
Smith et al, 1998; Gerfen y Bolam, 2010; Fahn et al, 2011,
Kandel et al, 2013).
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2)

3)

4)

El 90-95% de la poblaciéon neuronal del NE esta constituido por
las neuronas espinosas medianas (MSNSs), caracterizadas
principalmente por presentar una gran densidad de espinas que
cubren a sus dendritas, tienen cuerpo celular de entre 12-20 um
de didmetro (Parent y Hazrati, 1995; Gerfen y Bolam, 2010; Fahn
et al, 2011). Estas neuronas contienen acido y -aminobutirico
(GABA), encefalina, y sustancia P como neurotransmisores
(McGeer et al, 1979). El 5% restante esta conformado por
interneuronas GABAérgicas y colinérgicas que coexpresan
neuropéptido Y, somatostatina, estas ultimas carecen de espinas
dendriticas (Kandel et al, 2013), tienen grandes cuerpos
celulares y dendritas que se prolongan mas de 250 pm
(Carpenter, 1994).

Globo pélido (GP): dividido en dos segmentos, externo (GPe) e
interno (GPi), que en roedores es conocido como ndcleo
entopeduncular (Smith et al, 1998; Gerfen, 2004; Fahn et al,
2011) y es uno de los nucleos de salida de los ganglios basales
(Gerfen y Bolam, 2010; Kandel et al, 2013). Las células que lo
conforman son GABAérgicas (Carpenter, 1994; Fahn et al, 2011).

Sustancia nigra (SN) presenta dos porciones con las zonas pars
reticulata (SNr), que se conforma por neuronas GABAérgicas,
histologicamente es similar al GPi, y es el otro nucleo de salida
de los ganglios basales, proyecta directamente hacia el talamo y
la zona pars compacta (SNc), compuesta por células grandes y
pigmentadas que contienen altas concentraciones de DA
(Carpenter, 1994; Fahn et al, 2011), proyectan practicamente a
todos los nucleos que conforman los ganglios basales,
principalmente al estriado (Gerfen y Bolam, 2010; Kandel et al,
2013).

Nucleo subtalamico (NST): Las células que lo conforman
contienen glutamato y ejercen efectos excitatorios sobre las
neuronas del globo palido y la sustancia nigra (Carpenter, 1994).
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Fig. 4. Esquema de los ganglios basales (Kandel et al, 2013).

ORGANIZACION FUNCIONAL DE LOS GANGLIOS
BASALES

Es ampliamente aceptado que a través de su interaccion con la
corteza cerebral, los ganglios basales estan implicados en el
procesamiento emocional, cognitivo y motor (Fahn et al, 2011;
Kandel et al, 2013). Las conexiones de los ganglios basales, se
pueden simplificar en base a circuitos que estan organizados tanto
estructural como funcionalmente, sin embargo la informacién puede
cruzar de un circuito funcional a otro a través de las estructuras
intrinsecas de los ganglios basales (Winn et al, 2010). Estos nucleos
reciben proyecciones principalmente de la corteza cerebral, el
talamo, y ciertos nucleos del tronco cerebral (Carpenter, 1994;
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Parent y Hazrati, 1995; Fitsanakis et al, 2006) involucrandose
diferentes partes de los ganglios basales, proyectando a través del
talamo hacia la corteza y el tronco cerebral (Kandel et al, 2013). Se
han establecido los siguientes circuitos:

Circuito motor: implicado en la seleccién de movimientos, proyecta
desde la corteza premotora caudal, corteza motora presuplementaria
y corteza motora cingulada al estriado dorsolateral (Winn et al,
2010).

Circuito cognitivo: es responsable de la seleccion de ideas asociadas
con la planificacion de las acciones apropiadas, proyecta desde la
corteza prefrontal dorsolateral hacia el estriado central y dorsal
(Winn et al, 2010).

Circuito limbico: se cree que participa en la motivacion, proyecta
desde la corteza prefrontal medial y orbital al estriado ventromedial
(Winn et al, 2010).

El circuito motor es modulado por dos vias paralelas que se
extienden desde el cuerpo estriado a los dos nucleos de salida:

La via directa que facilita la ejecucibn de movimientos y la via
indirecta que se encarga de la inhibicion del movimiento (Smith et al,
1998; Gerfen y Bolam, 2010; Winn et al, 2010; Kandel et al, 2013).
Ambas vias inician con la entrada glutamatérgica cortical a las
células del cuerpo estriado, donde las neuronas estriatales de la via
directa proyectan directamente a los nucleos de salida (GPi y SNr)
inhibiendolos brevemente, permitiendo asi al tdlamo y en ultima
instancia a la corteza ser activados, mientras que las neuronas
estriatales de la via indirecta inhiben la actividad del GPe,
desinhibiendo al NST para finalmente activar los nucleos de salida,
lo que provoca la inhibicion del talamo (Alexander y Crutcher, 1990;
Fahn et al, 2011; Kandel et al, 2013).
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DEPLECION DE DA

La dopamina de la SNc es un modulador de ambas vias (directa e
indirecta) (Fahn et al, 2011). Las neuronas que proyectan en la via
directa expresan receptores de la familia D1 (receptores D1 y D5)
que activan la adenil ciclasa que causa la conversion de ATP a
adenosin monofosfato ciclico (AMPc), el aumento de la
concentracion de AMPc facilita la transmision de sefiales, mientras
que las neuronas que proyectan en la via indirecta expresan
receptores de la familia D2 (receptores D2, D3, y D4) que inhiben la
adenilato ciclasa y disminuyendo la concentracibn de AMPc,
reduciendo la transmision de sefiales (Calabresi et al, 2000; Kandel
et al, 2013).

La denervacion dopaminérgica estriatal provoca incremento en la
densidad de los receptores D2 y disminucién en la densidad de los
receptores D1 (Joyce, 1991), generando complejas alteraciones en
el circuito de los ganglios basales (Fig. 5b-c), ocasionando
sobreactivacion de la via indirecta, pues se sensibiliza la respuesta
de los receptores D2 presinapticos, y como consecuencia se
incrementa la actividad inhibitoria de la SNr y GPi sobre talamo y
finalmente a la corteza, resultando en la disminucién del movimiento
voluntario (Cepeda et al, 2010).
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JUSTIFICACION

En el laboratorio de Neuromorfologia se ha implementado un nuevo
modelo de la enfermedad de Parkinson a través de la inhalacion de
la mezcla de cloruro (MnCl2) y acetato de manganeso (Mn(OAcs)),
gue produce alteraciones conductuales y muerte de las neuronas
dopaminérgicas de la SNc de manera bilateral, no obstante se
desconoce la progresiéon de dicha muerte neuronal. Es importante
determinar la progresion y lateralidad de la muerte neuronal, pues
hacerlo permitira explorar experimentalmente las distintas etapas de
la enfermedad, ya que éstas son determinantes para elegir los
tratamientos con el fin de tener mejor control de los sintomas y
menor grado de complicaciones.

Experimentalmente se ha limitado la investigacion de la enfermedad
de Parkinson pues los modelos existentes, ademas de ser invasivos
y agudos, no representan sus particularidades clinicas en el curso
temporal.

OBJETIVO GENERAL

« Determinar la progresion y la lateralidad de la muerte neuronal en
la SNc de ratones expuestos a la mezcla de MnCl./Mn(OAcs) a
diferentes tiempos.

OBJETIVO PARTICULAR

o Comparar el niumero de neuronas TH+ remanentes en la SNc de
ratones control y en ratones expuestos a una mezcla de MnCl./
Mn(OAcs), a los 15 dias, uno, dos, tres, cuatro y cinco meses.
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METODO

Se utilizaron 72 ratones macho de la cepa CD-1 con un peso inicial
de 35+2gr. Se dividieron en dos grupos de 36 ratones cada uno, el
primer grupo fue expuesto a inhalacion de agua desionizada (grupo
control) y el segundo grupo fue expuesto a la inhalacién de la mezcla
de 0.04M de MnCl; y 0.02M de Mn(OAc)s, en una caja de acrilico
durante una hora dos veces por semana.

Se sacrificaron 6 ratones control y 6 ratones expuestos a los 15 dias,
otros 6 ratones control y 6 ratones expuestos al mes e igualmente a
los dos, tres, cuatro y cinco meses de haber comenzado con las
exposiciones. Una vez terminado el tiempo de inhalacién fueron
perfundidos via intracardiaca con solucion salina al 0.9% y se fijaron
con paraformaldehido al 2%, se extrajeron los cerebros y se hicieron
cortes histolégicos de 50 um del mesencéfalo donde se encuentra la
SNc, posteriormente el tejido se proces6 con la técnica de
inmunohistoquimica para TH (anti-TH Millipore 1:1000, anti IGg de
conejo Vectastain 1:200, revelado con Diaminobenzidina), esta
técnica se realiza para identificar la presencia de la enzima tiroxina
hidroxilasa (TH) que es la enzima limitante en la sintesis de DA en
las neuronas dopaminérgicas de la SNc. Finalmente se realizd el
conteo de las neuronas positivas a TH en el lado derecho y el lado

izquierdo en un area de 1500 pmz en 6 cortes por animal.

Para el analisis estadistico se utiliz6 ANOVA de una via y la prueba
post hoc de Tukey.
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RESULTADOS

Al comparar el grupo control con el grupo expuesto, se observé que
con la inhalacion de la mezcla de compuestos de Mn, las neuronas
dopaminérgicas de la SNc fueron susceptibles, pues al realizar el
conteo de neuronas inmunopositivas a TH, se aprecié disminucion
significativa en los animales expuestos, con respecto al grupo control
(Fig. 6), ademas se observo lateralidad en cuanto a la muerte
neuronal, la cual no se aprecia en los animales del grupo control.

NEURONAS INMUNORREACTIVAS A TIROSINA HIDROXILASA

Como se puede apreciar en la grafica 1 el grupo control mantuvo el
namero de neuronas inmunopositivas a TH a lo largo de los periodos
de sacrificio, a diferencia del grupo experimental donde se puede
observar disminucion significativa en el numero de neuronas
dopaminérgicas en la SNc que es dependiente del tiempo de
exposicion a la mezcla de Mn. A partir del primer mes de iniciado el
experimento, es posible notar cierta tendencia de disminucién, pero
fue a partir de los dos meses que esta disminucién comenzo a ser
significativa con un 28.08% menos neuronas, asi como del 41.74% a
los tres meses, 50.82% a los cuatro meses y 61.16% a los 5 meses,
con respecto al grupo control.
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Neuronas Inmunopositivas a TH en la SNc
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Gréfica 1. Numero de células inmunopositivas a TH en la SNc a los diferentes
tiempos de exposicion a la mezcla de Manganeso. Los datos son presentados
como la media + error estandar (*p < 0.05 vs grupo control).

LATERALIZACION DE LA MUERTE NEURONAL

El grupo control mantuvo un ndmero similar de neuronas cuya
variacion no fue mayor al 6% durante todo el experimento, tanto en
el lado derecho como en el lado izquierdo. Cabe sefalar que el
ndamero de neuronas inmunopositivas a TH siempre fue mayor del
lado izquierdo que del lado derecho, no mayor al 6%, no obstante
esta diferencia entre ambos lados no fue significativa (Grafica 2A).
En cuanto al grupo expuesto a la mezcla de Mn, presentaron una
disminucion dréastica en el numero de neuronas en la SNc de ambos
hemisferios, siendo esta reduccion mas evidente en el lado derecho
gue en el izquierdo, indicando que hay lateralizacion en el dafio
inducido por el Mn, siendo estadisticamente significativo Unicamente
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a los 2 meses de iniciada la exposicién a Mn con un 16.61% y a los
3 meses un 13.89% menos neuronas con respecto al lado menos
afectado (Gréfica 2B).

A Grupo Control BB Lado Izquierdo
50- = Lado Derecho

40+
301
204

10+

Neuronas inmunoreactivas a TH + SEM

Tiempo de exposicién

29



B Grupo Expuesto @@ Lado Izquierdo
50- [ Lado Derecho

1
40-

30 -l
20-

10

Neuronas inmunoreactivas a TH + SEM

Tiempo de exposicion

Grafica 2. Numero de células inmunopositivas a TH en la SNc izquierda y derecha
a los diferentes tiempos. A Grupo Control. B Grupo Expuesto a la mezcla de Mn.
Los datos son presentados como la media + error estandar (*p < 0.05 vs lado
izquierdo).
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Fig. 6. Micrografias representativas en 10x de cortes de la SNc con
imnunohistoquimica para TH, donde se observan las neuronas dopaminérgicas
remanentes en los animales control y expuestos a la mezcla de Mn.
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DISCUSION
NEURONAS INMUNORREACTIVAS A TIROSINA HIDROXILASA

La muerte de las neuronas dopaminérgicas en la SNc en los
animales expuestos se explica mediante dos hechos:

1. Se ha reportado que el Mn entra a las neuronas dopaminérgicas
a través del DAT (Aposhian et al, 1999; Erikson et al, 2005;
Anderson et al, 2007; Roth et al, 2013), acumulandose dentro de
la mitocondria, en donde puede inhibir al complejo | (Chen et al,
2001; Zhang et al, 2004; Benedetto et al, 2009), provocando la
formacion de ROS, principalmente de O2". El Mn3* en pequefias
cantidades es capaz de catalizar la transicién de Mn?* a Mn3* en
presencia de Oz (Fig. 3) (Ali et al, 1995; HaMai y Bondy, 2004;
Gunter et al, 2006). EI Mn3* es reconocido como un potente
agente oxidante y se ha vinculado con la citotoxicidad en las
neuronas dopaminérgicas (Ali et al, 1995).

2. El metabolismo de la DA genera H202 (Sofic et al, 1992), Oz~ y

OH’, lo que hace vulnerable a las neuronas dopaminérgicas por

lo que se propicia un ambiente para la generacion de ROS, y
para que el Mn3* oxide con mayor eficiencia a la DA provocando
niveles excesivos de ROS (Archibald y Tyree, 1987).

Por lo que la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNc en
los animales expuestos puede explicarse por el hecho de que la
toxicidad del Mn puede producir niveles citotoxicos de radicales
libres e inducir estrés oxidativo (Zhang et al, 2004).

La inhalacion de la mezcla de MnCl2/Mn(OAc)s produjo
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de la SNc a partir del
primer mes de exposicion observandose muerte progresiva
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dependiente del tiempo de exposicion, donde a los 5 meses se
observé una pérdida significativa del 61.16%, lo que concuerda con
lo reportado por Ordofiez-Librado et al, en 2008; se observé una
disminucién del 67.58% de neuronas dopaminérgicas, ademas
reportaron alteraciones motoras entre las seis y diez semanas
después de haber iniciado la exposicion a la mezcla (Ordofiez-
Librado et al, 2011), es decir, alrededor de los dos meses, que es el
tiempo en el que la reduccién de neuronas dopaminérgicas (28.08%)
comenz6 a ser significativa. Estos resultados concuerdan con la EP,
ya que en el momento en el que aparecen los primeros sintomas ya
se han perdido alrededor del 60-70% de las neuronas
dopaminérgicas de la SNc (Fearnley y Lees, 1991; Damier et al,
1999; Dauer y Przedborski, 2003; Wolfgang et al, 2003; Estrada-
Bellmann y Martinez, 2011).

LATERALIZACION DE LA MUERTE NEURONAL

La inhalacién de la mezcla de MnCl./Mn(OAc)s provoco
lateralizacion de la muerte neuronal, observandose un 16.81% vy
13.89% menos neuronas a los dos y tres meses respectivamente, en
el hemisferio derecho con respecto al izquierdo, asemejandose a lo
sucedido en la EP, donde se reportado una reduccion de hasta el
25% en el numero de neuronas dopaminérgicas en la SNc del lado
contralateral al lado del cuerpo mas afectado, con respecto a la parte
menos afectada (Kempster et al, 1989). Esta asimetria se ha
asociado con la mano dominante, (56-58%) (Kempster et al, 1989;
De la Fuente-Fernandez et al, 2000; Barrett et al, 2011), pudiendo
argumentar que, dado que la mano dominante es naturalmente mas
activa, las neuronas dopaminérgicas de la SNc contralateral serian
més vulnerables, conduciendo a una muerte mas acelerada
(Melamed y Poewe, 2012). Sin embargo, no esta claro si existe una
relacion entre el lado de aparicion de los sintomas motores iniciales
en la EP y la mano dominante (Stochl et al, 2009), pues hay una
considerable proporcién de pacientes con signos de la enfermedad
predominantemente en su mano no dominante (Scherfler et al,
2012).
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Actualmente, no existe una explicacion valida en cuanto al por qué
en la EP las neuronas dopaminérgicas de un hemisferio son mas
vulnerables que sus homologas contralaterales, dafiandose antes y
mas severamente en el curso de la enfermedad (Djaldetti et al, 2006;
Melamed y Poewe, 2012; Scherfler et al, 2012).

Se han sugerido dos hipétesis:

1. La asimetria de los sintomas motores en la EP puede ser debida
a variaciones normales innatas en el ndmero de neuronas
dopaminérgicas de la SNc (Barrett et al, 2011) entre el lado
derecho e izquierdo del mecencéfalo (aproximadamente 5%)
(McRitchie et al, 1995), alcanzando asi, el umbral critico de
pérdida de células antes que el lado con el nimero de células
superior y por lo tanto, los signos motores apareceran primero en
el lado contralateral, de una manera asimétrica (Djaldetti et al,
2006; Melamed y Poewe, 2012) (Fig. 7A).

2. La SNc de un hemisferio es mas vulnerable que la del otro
hemisferio y una vez que se inicia el proceso degenerativo, la
muerte celular se produce primero en ese lado (Toth et al, 2004;
Pedrosa et al, 2014) (Fig. 7B). Algunas de las posibles causas
gue se pueden relacionar con esta vulnerabilidad son el
debilitamiento de la BBB que es mas pronunciado en un lado que
en el otro (Kortekaas et al, 2005) o por las asimetrias en cuanto a
las concentraciones de los neurotransmisores en los ganglios
basales (Glick et al,1982).

Ciertamente la primera hipétesis apoya los resultados obtenidos, ya
que el lado que resulté mas afectado en los animales expuestos a la
mezcla de Mn, fue el lado con menor ndmero de neuronas
dopaminérgicas en los animales control, sin embargo seria
necesario determinar las concentraciones de Mn y DA de cada
hemisferio asi como evaluar la coordinacibn motora en cada
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extremidad de los animales, para asi poder esclarecer lo que esta
ocurriendo en la SNc de cada hemisferio.
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Fig. 7. Posibles teorias que explican la asimetria. A: un nimero desigual innato de
las neuronas dopaminérgicas entre ambos hemisferios provoca que el lado con el
menor nimero de neuronas degenere hasta el punto en que los sintomas
aparezcan primero en la extremidad contralateral. B: La SNc de un hemisferio es
mas vulnerable, y una vez que la causa de la enfermedad se presenta, ese lado
degenerard primero y alcanzara el nivel critico para que los sintomas surjan
(Djaldetti et al, 2006).
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CONCLUSION

La pérdida de neuronas dopaminérgicas de la SNc, junto con la
disminucion del contenido de DA estriatal representan las
alteraciones méas importantes en la EP, por lo que los modelos
animales se han enfocado en la deplecion de DA, tales como el de
MPTP (Langston et al, 1984), 6-Hidroxidopamina (Ungerstedt, 1968),
rotenona (Betarbert et al, 2000), que se han utilizado para estudiar
los efectos de la deficiencia de DAy aunque estos modelos han sido
invaluables esclareciendo las consecuencias de la pérdida de
neuronas dopaminérgicas, su utilidad para estudiar el desarrollo de
alteraciones fisiopatologicas en la EP sigue siendo limitada, ya que
se basan principalmente en los mecanismos neurotoxicos y la
administracion aguda.

El modelo de inhalacién de la mezcla de Mn implementado en el
laboratorio de Neuromorfologia produce alteraciones neuroquimicas
y conductuales (Ordofiez-Librado et al, 2011), que sumados a los
resultados presentados en este trabajo donde se muestra que la
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas se llevé a cabo de
manera lateralizada, bilateral, gradual y progresiva, muy similar a lo
que ocurre en la EP, lo que permite explorar experimentalmente las
distintas etapas de la enfermedad, pudiendo ser Gtil en el desarrollo
y pruebas de terapias neuroprotectoras.

Por lo que podemos concluir que este es un modelo ideal para el
estudio de la Enfermedad de Parkinson.
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ANEXOS

Anexo 1. Clasificacion de Hoehn y Yahr (Tomada de Hoehn y Yahr,
1967).

Enfermedad exclusivamente unilateral.
Estadio | Sin afectacion funcional o con minima
afectacion.

Afectacion bilateral. Sin alteracion del

Estadio II equilibrio.

Enfermedad bilateral.
Discapacidad leve a moderada.
Estadio IlI Alteracion de los reflejos posturales.

Enfermedad gravemente
discapacitante.

AUln capaz de caminar o de
Estadio IV permanecer en pie sin ayuda.

Confinamiento en cama o en silla de
ruedas si no tiene ayuda

Estadio V
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Anexo 2. Genes asociados a la EP. D dominante y R recesivo (Fahn

et al 2011).
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