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Resumen
La composicién y proporcion de lipidos y proteinas en la membrana varia con cada dominio,

especie, tejido o tipo celular, cada uno tiene cierto tipo caracteristico lo que refleja la diversidad de
papeles biolégicos. La caracteristica central de la membrana celular es que esta formada por una

doble capa lipidica, la cual funge como barrera al paso de moléculas polares y iones.

El estrés oxidativo se refiere a los eventos bioquimicos y moleculares debido al desbalance entre la
produccion de radicales libres (RL) y la habilidad de la célula para defenderse de ellos. La
peroxidacién de lipidos se define como el deterioro oxidativo de los acidos grasos poliinsaturados
(PUFA), ocurre en tres etapas distintas: iniciacién, propagacion y terminacion. Las consecuencias
de la peroxidacion de lipidos son disfuncién de las proteinas y canales proteicos, disminucion en la
permeabilidad de la membrana, alteraciones en la mitocondria, niveles altos de Ca?*

intramitocondrial y liberacion de factores apoptoticos.

Dentro del sistema nervioso, el cerebro es especialmente susceptible al dafio oxidativo debido a su
alto consumo de oxigeno, su alta demanda de energia y gran abundancia de lipidos y acidos
grasos. Algunos metales como el Fe, Cu y Mn parecen tener participacion importante en el estrés
oxidativo, llevando eventualmente, en algunos casos, a la neurodegeneracién. En la Enfermedad
de Parkinson (EP) el estrés oxidativo ha recibido atencion principal, debido al potencial que tiene la
Dopamina para oxidarse y formar H,0, y otras especies reactivas de oxigeno. Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo fue analizar la peroxidacion de lipidos en cinco nucleos cerebrales
(sustancia nigra (SN), nucleo estriado (NE), globo palido (GP), hipocampo (HIP) y corteza motora

(CM); inducida por la inhalacién de la mezcla de Mn.

Se utilizaron 40 ratones macho CD-1 con un peso inicial de 33 + 2 gr. Los animales se entrenaron
para las pruebas de coordinacién motora durante una semana, posteriormente se dividieron en dos
grupos. El grupo control inhalé agua desionizada una hora, dos veces a la semana durante 5
meses, mientras que el grupo experimental inhalé la mezcla de MnCl, al 0.04 My Mn(0Ac); al
0.02 M. Una vez finalizado el periodo de exposicion se sacrificaron los ratones, se extrajeron los
cerebros y se disecaron los ndcleos de interés, para la determinacion de peroxidacion lipidica se

empled la técnica del acido tiobarbitdrico (TBARS).

De acuerdo a los resultados, la exposicién a la mezcla de Mn produce alteraciones conductuales,
similares a los sintomas en pacientes con EP. La CM e HIP, para este experimento, son
estructuras que no presentan diferencias significativas en los niveles de MDA después de ser
sometidas a estrés por Mn. El NE, GP y la SN son estructuras vulnerables a la peroxidacion de
lipidos produciendo mayores concentraciones de MDA. Estos resultados, en conjunto con otros
experimentos empleando el mismo modelo brindan una visién mas general sobre la neurotoxicidad

del Mn y su implicacion en la via nigroestriatal como modelo de la enfermedad de Parkinson.



Introduccién

Membrana celular

En las células eucariotas, las membranas organizan secuencias de reacciones y
su principal importancia reside en la conservacion de la energia biolégica asi como
la comunicacion intercelular. La composicion y proporcion de lipidos y proteinas
varia con cada dominio, especie, tejido o tipo celular, cada uno tiene cierto tipo
caracteristico de lipido de membrana lo que refleja la diversidad de papeles
biolégicos, sin embargo todas comparten ciertas propiedades fundamentales, por
ejemplo: la impermeabilidad a solutos polares o cargados, pero permeables a
compuestos apolares; su grosor va de 5 a 8 mm; los fosfolipidos formando la
bicapa y proteinas incrustadas mediante interacciones hidrofobicas con los lipidos.
Juntas, proteinas y lipidos forman un mosaico fluido (fig 1.), ya que las
interacciones entre sus componentes no son covalentes, dan libertad a las
moléculas de trasladarse lateralmente en el plano de la membrana (Nelson y
Michael, 2008).

Los lipidos, son un conjunto de biomoléculas compuestos por grupos
quimicamente muy diversos, cuya caracteristica en comun es su insolubilidad en
agua. Estos se pueden clasificar en lipidos de almacenamiento, lipidos como
sefales, cofactores y pigmentos, y por dltimo los lipidos estructurales de

membrana, de los cuales se hablara mas a fondo (Nelson y Michael, 2008).

Para comprender la funcion de las membranas es necesario entender y saber su
composicién. Las membranas definen los limites de las células y regulan el paso
molecular. La caracteristica central de la membrana celular es que esta formada
por una doble capa lipidica, la cual funge como barrera al paso de moléculas
polares y iones. Estos lipidos son anfipaticos, es decir tienen dos extremos, de los

cuales uno es hidrofobico y el otro hidrofilico (Nelson y Michael, 2008).



En general hay cinco tipos de lipidos de membrana (Nelson y Michael,

2008):

Glicerofofolipidos: sus regiones hidrofébicas estan constituidas por dos

acidos graso unidos al glicerol, contienen un grupo polar que se une a una

region hidrofébica mediante un enlace fosfodiester, dando fosfolipidos,
también estan los glucolipidos, que carecen de fosfato pero tienen un
azucar sencillo u oligosacéarido complejo en los extremos polares.

Galactolipidos y Sulfolipidos: también con dos acidos graso unidos al

glicerol pero carecen del fosfato, son los grupos predominantes en las

células vegetales, constituyen alrededor del 70-80% de los lipidos totales
en plantas vasculares y se encuentran en las membranas tilacoideas de los
cloroplastos.

LTAB (Lipidos tetraéter de las arqueobacterias): dos cadenas alquilicas

estan unidos por enlace éter al glicerol de ambos extremos, comunmente

estas argueobacterias habitan en nichos ecolégicos muy extremos,

totalmente extendidos, estos lipidos miden el doble al de los fosfolipidos y

esfingolipidos, abarcando todo el grosor de la membrana.

Esfingolipidos: se une un solo acido graso a una amina grasa, tienen un

grupo de cabeza polar y dos colas apolares pero no tiene glicerol. La

ceramina es la unidad estructural de todos los esfingolipidos y gracias a

esto se derivan tres subtipos:

a) Esfingomielinas: especialmente abundante en la mielina, la vaina que
rodea los axones de algunas neuronas.

b) Glucolipidos neutros: se encuentran en la cara externa de la membrana
y se clasifican en cerebrésidos que se encuentran en células de tejido
nervioso y globosidos (glucoesfingolipidos con dos o méas azulcares).

c) Gangliosidos: son los mas complejos, formados por dos grupos de
cabezas polares usualmente oligosacaridos, ademas de acido sialico en

terminales. Tienen carga negativa a pH 7.

Cabe mencionar que en la especie humana hay al menos 60 esfingolipidos

diferentes en las membranas celulares, muchos de ellos desempefian un
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papel esencial en las membranas de las neuronas (Nelson y Michael,
2008).

e Esteroles: compuesto por ciclopentanoperhidro fenantreno. EIl colesterol
es el principal esterol en tejidos animales. Son los principales precursores
de muchos productos con diversas actividades biolégicas, por ejemplo los

acidos biliares.

En cuanto a proteinas, las proteinas periféricas estan asociadas por deébiles
interacciones electroestaticas y puentes de hidrogeno o por anclaje de lipidos
unidos covalentemente, en comparacion con las proteinas integrales, que
estdn asociadas fuertemente por interacciones hidrofébicas entre la bicapa
lipidica y cadenas laterales de los amino acidos polares, y por ultimo las
proteinas anfitropicas que se asocian reversiblemente con las membranas
(Nelson y Michael, 2008).

Glucolipido

integrales

Hélice alfa
hidréfoba

Fosfolipido

Fig 1. Modelo del mosaico fluido para la estructura de la membrana, tomado de Karp, 2009



Especies reactivas de oxigeno y radicales libres

Durante el proceso de obtencién de energia metabdlica en forma de ATP lo seres
vivos producen agentes moleculares oxidantes cuya reactividad debe ser
controlada, ya que una porcién de oxigeno que se respira se reduce de forma
parcial, dando lugar a formas moleculares conocidas como especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) definidas como el conjunto de moléculas
que pueden o no ser radicales libres (RL) (fig 2.). Los RL son moléculas o a&tomos
que tienen al menos un electrén desapareado en su ultimo orbital, y estos a su vez

son los responsables del estrés oxidativo (Cerda et al., 2010).

. e + 2H" e +H* e+ H*

N\

Radical Superéxido H,0

Peroxido de Hidrogeno

Radical Hidroxile

Fig 2. Reduccién del oxigeno molecular para la formacion de ROS (tomado de Cerda et al., 2010).

Los radicales se pueden formar cuando pierden un electron, dejando una carga
positiva (radical catién), o ganando un electron (radical anion) (fig 3.), también se
pueden formar mediante el rompimiento de un enlace covalente, dejando un
electrén en cada atomo, proceso conocido como ruptura homolitica, contrario a la
ruptura heterolitica en la que un atomo recibe los dos electrones (fig 4) (Halliwell y
Gutteridge, 2015).

X-e- — X"* (radical anion)

X +e” — Y~ (radical cation)

Fig 3. Formacion de radicales (tomado de Halliwell y Gutteridge, 2015).



A"+ B° (Ruptura homolitica)
A’ B
A"~ + B* (Ruptura heterolitica)

Fig 4. Rompimiento de enlace covalente (tomado de Halliwell y Gutteridge, 2015).

Pero ¢por qué el oxigeno es reactivo? la molécula de oxigeno diatbmico por si
mismo en un RL ya que tiene dos electrones desapareados, cada uno localizado
en un diferente orbital T antienlazante, éstos dos electrones tienen el mismo spin
de nimero cuantico. Esta es la forma méas estable del oxigeno, ademas es como
se encuentra en el aire que respiramos. Si el oxigeno intenta oxidar otro atomo o
molécula aceptando un par de electrones, estos electrones deben tener el mismo
spin para ocupar los espacios en el orbital *, es por esto que la restriccién de
spin hace que el oxigeno prefiera aceptar un electron a la vez (Halliwell y
Gutteridge, 2015).

No todas las especies reactivas son radicales de oxigeno, también se incluyen las
especies reactivas del nitrégeno, cloro, bromo, hierro y azufre (anexo 1, tabla 1),
también llamados no radicales. Pero de manera general la forma en la que

reaccionan se explica de la siguiente manera:
H + H—H,

Si dos radicales libres se encuentran, pueden unir sus electrones impares para
formar un enlace covalente, como la formacion del hidrégeno diatémico (Halliwell y
Gutteridge, 2015).

Como se explicé antes, muchas moléculas no son radicales del oxigeno, es por
ello que cuando un radical libre reacciona con un no radical resulta algo nuevo y

se inicia una reaccién en cadena:
X+YV —[X-Y]

a) El radical X’ puede adherirse a otra molécula. El producto tiene adn un

electrén no apareado.



b) Un radical puede ser un agente reductor, donando un electrén a un no

radical. El producto tendréd entonces un electron desapareado.
X'+ YV — Xt+ Y~

c) El radical también puede ser un agente oxidante, tomando un electron de
un no radical, dejando la no radical con un electrén desapareado.

d) Un radical puede extraer un atomo de hidrégeno de una union C — H, y
como el H° tiene solo un electron, el C se queda con un electréon

desapareado (Halliwell y Gutteridge, 2015).

Otra manera en que las moléculas se oxidan es mediante la auto oxidacioén, la cual
se inicia cuando un compuesto es oxidado por el 0, para producir 0,
(superoxido), ejemplo de estos son: gliceraldehido, FAD2, adrenalina,
noradenalina, L-DOPA, entre otros. A pesar de que la reaccion es lenta, una vez
iniciado puede generar una reaccion en cadena produciendo mas 0,~ (Halliwell y
Gutteridge, 2015).

Estrés Oxidativo
El estrés oxidativo se refiere a los eventos bioquimicos y moleculares debido al
desbalance entre la produccion de RL y la habilidad de la célula para defenderse
de ellos (Olanow, 1993; Schulz et al., 1996; Avila-Costa, 2000). Su origen se
puede deber a:

1) Disminucién de defensas antioxidantes.

2) Incremento de la produccién de RL.
De acuerdo con Halliwell y Gutteridge (2015), las consecuencias del estrés
oxidativo se puede clasificar de la siguiente manera, siendo una de las opciones o
combinacion de las mismas y depende del tipo de tejido y/o célula a examinar, el
tiempo y la severidad del estrés oxidativo:

a) Incremento de la proliferacion celular

b) Adaptaciébn: mediante mecanismos que protegen completamente,

mecanismos que protegen pero no completamente y sobreprotegiendo,



estableciendo proteccion a niveles mas altos de estrés oxidativo impuestos
posteriormente.

c) Lesion celular: incluye dafio a algunas o todas la moléculas blanco como
DNA, lipidos, proteinas, etc.

d) Senescencia: La célula sobrevive pero ya no se puede dividir.

e) Muerte celular: Después del dafio la célula puede recuperarse mediante la
reparacion o remplazando molécula afectada, o bien puede sobrevivir con
el dafio oxidativo persistente; o si se ve afectado el DNA puede inducir la

muerte por apotosis 0 necrosis.

Pero ¢hay algin mecanismo de defensa contra el estrés oxidativo?, la respuesta
es si y son los famosos antioxidantes (aox), los cuales son definidos como
cualquier sustancia que retrasa, previene o remueve el dafio oxidativo de una
molécula blanco. Pueden ser sintetizados por el organismo u obtenidos a partir de
la dieta (Halliwell y Gutteridge, 2015). Y pueden ser divididos en cuatro categorias:
Prevencion de la formacidén de oxidantes activos, barrido, extincion y eliminacién
de oxidantes activos; reparacion de dafios y, excrecion de productos de oxidacion
toxicos y respuestas adaptativas (Niki et al., 2005).

Los principios generales bajo los cuales los aox actian son (Niki et al., 2005):

e Agentes que remueven cataliticamente los RL.

e Agentes que controlan la formacién de RL.

e Agentes que actian como chaperon para proteger a las biomoléculas de los
RL.

¢ Remplazando moléculas sensibles al dafio oxidativo por moléculas mas
resistentes.

e Sacrificando agentes que reaccionen con los RL para frenar el dafio.

e Reaccionado RL con biomoléculas, dando moléculas que protejan a la

célula.



Peroxidacion de lipidos

Se define como el deterioro oxidativo de los &cidos grasos poliinsaturados
(PUFA), estos son lipidos de dos o mas enlaces doble de C-C. Pero ¢como es el
proceso?, ocurre en tres etapas distintas: iniciacion, propagacion y terminacion
(Fig. 5). La extraccion de hidrégeno en el carbono vecino a un doble de enlace
marca la etapa de iniciacion en la que transita en la fase de propagacion. La
propagacion se caracteriza porque los PUFA oxidados reaccionan con oxigeno
molecular para generar un radical peroxilo lipidico. El radical peroxilo lipidico ataca
a otros PUFA para abstraer otro H y luego reaccionar con oxigeno y asi formar un
radical peroxilo lipidico, iniciando una reaccibn en cadena a menos que se
produzca la terminacion. La terminacion puede surgir de dos mecanismos
diferentes: dos radicales o radicales peroxilo pueden conjugar entre si 0 un
antioxidante puede reducir el ultimo radical formado. La oxidacion de los PUFA
conduce a la generacion enzimatica o no enziméatica de multiples productos finales
de aldehidos a B-insaturados que pueden producir modificaciones a lipidos y
proteinas (Cob y Cole, 2015).

-

Produccién de radicales libres | X=X  =—————— . + X

-

L+ 0 —— 100 )
Propagacion LOO +|H = LOOH +L-
Acroleina
LOOH —_—p 10 A-HNE
LOO- ' MDA
\ Aldehydes
/EJD- +100: =—p LOOL + 0O, ﬁ\'
B No
T e Ry S DU DI S W radicales
Terminacion LLOO SUH —— L0OH 4L [1“
L+ 1L . Productos
t\_ — 2L (2)! finales
N J

Fig 5. Reaccion de peroxidacion de lipidos (tomado de Cob y Cole, 2015).
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Algunos factores que influyen en la magnitud de la peroxidacion lipidica son: la
naturaleza cualitativa y cuantitativa del agente iniciador, el tipo de acidos grasos
de la membrana, la reaccién del oxigeno, la concentracién de antioxidantes y la
activacion de enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa (Roche, 1994;
Venereo, 2002).

Las consecuencias de la peroxidacion de lipidos segun Mattson (1998) son
disfuncién de las proteinas y canales proteicos, incluyendo disminucién en la
permeabilidad de la membrana por lo cual se interrumpe la homeostasis de iones
y aumento de la vulnerabilidad neuronal a la excitotoxicidad. También, se induce a
niveles altos de Ca+

una secuencia de alteraciones en la mitocondria,

intramitocondrial y liberacién de factores apoptéticos (fig 6).

GSH GSH
~ | 9 M
e GSHR /' ] o % 8jl_ 2
[ /GsHex /1 "
h GSSG Catal —
Be2—{MLP / aalasa
T ) SOD Fe?* Vitamina E
Mitocondria ) | T
Glutamato €= e eeeees
A Gibiaid Sl ’ \ superdxido NOO- \
\ NOS ——> NQ ——> peroxinitrito i '1
o /CaM H P "\ ATPasa
/-\ : l\> MLP . /‘ nitracién
Ca? Ca” Ca¥ ¢ a?:::’_ L h,
Depol ; R /Bcl2 (i) Transportadores de
\ \ — H glucosa/glutamato
-l
<> PN
PLA, ROS 1 Na*
——— Acido araquidénico/ H
+ <>
LO‘V \:‘ox K—==>
U/ T
Membrana LTs PGs Membrana
plasmatica THRs plasmatica

Fig 6. Vias involucradas en la induccion de la peroxidacion de lipidos y mecanismos por los cuales
conduce a alteraciones en la homeostasis i6nica y el metabolismo energético. La fuente subcelular
preeminente de RL es la mitocondria donde el 0,~ se genera durante el proceso de transporte de
electrones. La superoxido dismutasa (SOD) convierte el 0,” a H,0,, que, en presencia de Fe?*
genera OH®°. 0,~ también pueden interactuar con NO°para formar peroxinitrito. Ambos OH® y
peroxinitrito inducen peroxidacion de lipidos, que puede ocurrir en la membrana plasmatica, las
membranas mitocondriales y en reticulo endoplasmético (ER). Adicionalmente, agentes exégenos
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tales como el péptido beta amiloide (AB) pueden inducir peroxidacion de lipidos, de la cual se
puede liberar 4-hidroxinonenal (HNE), que se une a los transportadores de membrana y canales
i6nicos, y por lo tanto altera su actividad. El deterioro de la Na*/ Ka*ATPasa, el transportador de
glucosa y los transportadores de glutamato da como resultado la despolarizacién de la membrana
y la activacion excesiva de los receptores de glutamato, dando como resultado una excitotoxicidad.
La peroxidacién también perturba la homeostasis i6nica en el ER y las mitocondrias, y con ello
compromete sus importantes funciones de secuestro de Ca?*. El producto génico antiapoptdtico
Bcl-2 podria actuar, en parte, mediante la supresion de la peroxidacion en plasma, membranas
mitocondriales y ER. Debe tenerse en cuenta que no sélo la peroxidacién conduce a la elevacién

de Ca?*, pero, al contrario, la elevacion de Ca?*, promueve la peroxidacion por la induccion de
NO° y 0, , y por activacion de fosfolipasas, dando como resultado la produccion de &cido

araquiddnico. A continuacién actdan las ciclooxigenasas (COX) y las lipoxigenasas (LOX) con la

generacion de ROS (modificado de Mattson, 1998).

Dentro del sistema nervioso, el cerebro es especialmente susceptible al dafio
oxidativo debido a su alto consumo de oxigeno (aproximadamente el 20% del
total), su alta demanda de energia y gran abundancia de lipidos y acidos grasos
(Cerda et al., 2010). Algunos metales como el Fierro (Fe**), el Cobre (Cu*™) y el
Manganeso (Mn) parecen tener participacion importante en el estrés oxidativo,
llevando eventualmente, en algunos casos, a la neurodegeneracion (Zatta et al.,
2003; Tabner et al., 2005; Molina-Holgado et al., 2007; Kozlowski et al., 2009;
Jomova et al., 2010; Jomova y Valko, 2011; Farina et al., 2013; Muhoberac y
Vidal, 2013; Jellinger 2013).

En 1985 Zaleska y Floyd trabajaron en un modelo de peroxidacion en cerebro de
ratas inducido por Fe*™*, encontrando que la suceptibilidad a la peroxidaciéon en
diferentes partes del tejido es promovida por la hiperoxia y que el Fe** puede
actuar como iniciador directo de la peroxidacién de la membrana; por otro lado
Dexter et al. (1989) encontraron aumento en la peroxidacion de lipidos en el
nucleo Estriado (NE) de pacientes con enfermedad de Parkinson, asociandolo a la
disminucion de PUFA. Finalmente, Avila-Costa en el 2000 evalu6 el estrés
oxidativo causado por ozono en tres estructuras cerebrales (corteza frontal, NE e
hipocampo) y el efecto antioxidante de la taurina sobre éstas, observando

aumento en la peroxidacion siendo el NE la estructura con mayor alteracion.
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Ganglios Basales

Los ganglios basales (GB) son nucleos subcorticales que incluyen el NE (caudado
y putamen), nucleo subtalamico (NST), el globo palido (GP) y la Sustancia nigra,
con sus partes, la sustancia nigra compacta (SNc) y la substancia nigra pars
reticulata (SNr) (fig 7). Estos nucleos estan interconectados anatomica y
funcionalmente mediante proyecciones al tdlamo y al tallo cerebral, constituyen
una intrincada red cortico-subcortical. Los GB estan anatomicamente segregados
en tres circuitos: motor, limbico y asociativo o cognitivo. La porcion dorso-lateral
de los GB constituye el circuito motor proyectando sobre la corteza motora
primaria y el area motora suplementaria, la porcion ventromedial de los nudcleos,
forma el circuito limbico y conecta con areas limbicas corticales, y la porcion
anatdmicamente localizada entre ambas proyecta sobre la corteza prefrontral

formando el circuito asociativo (Martinez-Hernadndez, 2016).

) Nucleo caudado

// /\ Putamen

z/ /\

Talamo
Ncleo caudado

Putamen

Globo palido
Segmento externo
Segmentointerno

Ganglios
basales

Cépsula
interna
Nucleo subtalamico

Sustancia nigra

Fig 8. Ubicacion de los ganglios basales y estructuras circundantes en el humano (tomado de
Kandel et al., 2013).
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Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es un proceso neurodegenerativo que se
manifiesta en la edad adulta y es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas
frecuente después del Alzheimer. Su etiologia aun es desconocida pero se
propone que es el conjunto de diversos factores ambientales y genéticos. Su
principal base anatomopatologica es la pérdida progresiva de las neuronas
dopaminergicas de la SNc, asi como la presencia de inclusiones intracelulares
llamadas cuerpos de Lewy (Martinez-Hernandez, 2016). Se ha propuesto que el
aumento de estrés oxidativo es uno de los factores etioldgicos importantes de esta
enfermedad, ya que la dopamina (DA) es faciimente auto oxidada (Carlsson, 1978;
Maruyuma et al., 2014). Clinicamente esta enfermedad se caracteriza por temblor
en reposo, bradicinesia (lentitud de los movimientos voluntarios), rigidez y pérdida
de los reflejos posturales, los pacientes con esta enfermedad tienden a caminar
encorvados con pequeiios pasos (Elbaz et al., 2002; Avila-Costa et al., 2009).
También, se incluyen sintomas no motores muy variados como apatia o
depresion, alteraciones de suefio, disfuncion autonémica o sintomas sensitivos
(Martinez-Hernandez, 2016).

El resultado de dicha neurodegeneracion es la denervacion dopaminérgica de las
proyecciones de la SNc hacia el NE, dando paso a una alteracion en la fisiologia
normal de los GB provocando las principales manifestaciones de la enfermedad
(Martinez-Hernandez, 2016). En los pacientes con EP de inicio anterior a los 45
afos, la mutacién mas comun es la del gen de la parkina, presente en el 50% de
los casos familiares y en el 15% de los esporadicos. Ademas, algunos factores
ambientales como la exposicién a pesticidas o traumatismos craneoencefalicos

repetidos han sido asociados al aumento de riesgo (Martinez-Hernandez, 2016).

En la EP el estrés oxidativo ha recibido atencion principal, debido al potencial que
tiene la DA para oxidarse y formar H,0, y otras ROS. Asi el estrés oxidativo y la
consecuente muerte neuronal se puede dar en la SNc cuando (Olanow y Tatton,
1999; Ordofiez-Librado, 2007):
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a) Incrementa el recambio de DA, resultando un exceso en la formacion de
H,0,.

b) Deficiencia de la glutation peroxidasa, por lo que disminuye la capacidad
de metabolizar H,0,.

c) Incremento de Fe?*, el cual promueve la formacion de OH°

Durante su auto-oxidacion, la DA es convertida a semiquinona SQ< y anion
superoxido 0, (1), el cual puede reaccionar con otras moléculas de DA y formar
SQ- y peréxido de hidrégeno H,0, (2) o reaccionar con oxido nitrico y formar el
altamente toxico peroxinitrito ONOO — (4). El H,0, también es formado mediante el
metabolismo enzimatico de la DA por la monoaminoxidasa MAO (3), asi el H,0,
generado durante estas reacciones en presencia de Fe; (5), genera radical
hidroxilo OH° a lo cual se le denomina reaccion de Fenton (fig. 7) (Barzilai et al.,
2001; Ordofiez-Librado, 2007).

l) DA+0O,—>SQ'+0; +H"

2) DA+O; +2H" — SQ* + H,0,

3) DA+O0,+H,0—2°2 53 4— DOPAA+ NH, + H,0,
4) O + NO——>ONOO"

5) H,0,—f2F" *Of + OH-

Fig 7. Reaccion de auto-oxidacion de la DA (tomado de Ordofiez-Librado, 2007).

Progresion de la enfermedad

Las manifestaciones motoras, que habitualmente se presentan en un solo
hemicuerpo, se generalizan afectando también al lado contralateral, aunque la
enfermedad suele mantener cierto grado de asimetria a lo largo de su evolucion.
Ademas, mayor denervacion dopaminérgica resulta en una peor capacidad para
almacenar, recaptar y liberar la L-DOPA ingerida como tratamiento, por lo que la
concentracion de DA en el cerebro se vuelve progresivamente mas erratica

resultando en las tipicas complicaciones en relacion con el tratamiento
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dopaminérgico. Los tratamientos actualmente disponibles tienen un efecto
estrictamente sintomatico. Ningun farmaco ha demostrado efecto curativo (0
neuroprotector) en los ensayos clinicos realizados hasta la fecha. El tratamiento
de los sintomas debe estar adaptado al tiempo de evolucion, fase de la
enfermedad, al tipo de sintomatologia presente y la discapacidad que conlleva

(motora y no motora) (Martinez-Hernandez, 2016).

Modelo de EP por lainhalacion de Manganeso.

El Mn es un nutriente esencial y juega un papel importante en reacciones
enzimaticas como la sintesis de proteinas, lipidos y carbohidratos (Takeda, 2003;
Aschner et al., 2005; Sanchez-Betancourt, 2016). Sin embargo, su exposicion
supone un riesgo para la salud. La excesiva acumulacion de Mn en el NE, GP y
SNc puede resultar en un desorden neurodegenerativo, usualmente llamado
manganismo (Cotzias et al., 1968; Milatovic et al., 2009), algunas manifestaciones
de intoxicacion por Mn son contraccibn muscular, decremento de movimiento
(hipocinesia), rigidez y temblor muscular (Chun et al., 2001; Ordofiez-Librado,
2007). Dichos sintomas motores son similares a los de la EP, como lo sefialan en
2007 Ordofiez-Librado, Ordofiez-Librado et al.,, 2010, y en 2012 Sanchez-
Betancourt et al. empleando ratones y ratas sometidos a la inhalacién de cloruro y

acetato de manganeso.

Ademas de dirigirse a areas cerebrales similares, la EP y el manganismo
comparten mecanismos comunes que conducen a la neurodegeneracion
dopaminérgica, la disfuncién mitocondrial, la transduccion de sefiales aberrantes,
estrés oxidativo y la activacion de las vias de muerte celular (Dobson et al., 2004;
Latchoumycandane et al., 2005; Kitazawa et al., 2005; Milatovic et al., 2009). A
nivel celular, el Mn se acumula en la en la membrana interna mitocondrial, en las
crestas, donde interrumpe la fosforilaciébn oxidativa y aumenta la generacién de
ROS (Gunter et al., 2006; Milatovic et al., 2009).
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Absorcion y Transporte del Mn

Los mecanismos fisiologicos que regulan el paso del Mn al cerebro son: la
absorcion en el tracto gastrointestinal, la eliminacion por el sistema hepatobiliar, la
unién a la transferrina (Tf) y a otras proteinas transportadoras en la sangre, asi
como las barreras cerebrales (Santamaria y Sulsky, 2010; Sanchez-Betancourt,
2016). El Mn existe en forma divalente Mn*? (ion manganoso) y trivalente Mn*3
(ion manganico), en el plasma, aproximadamente el 80% del Mn*? se une a B-
globulina y alblmina, mientras que el Mn*3 se une a Tf (Critchfield y Keen, 1992;
Ordofiez-librado, 2007). Se ha reportado que varios sistemas de transporte
participan en su captura, por ejemplo los canales de Ca?* (Narita et al., 1990;
Ordofiez-Librado, 2007), intercambiador Na‘*/Ca?* (Frame y Milanick, 1991;
Ordofiez-Librado, 2007), canal uniporte de Ca?* (Gavin et al., 1990; Ordofiez-
librado, 2007) y antiporte de Na*/Mg* (Gunther et al., 1990; Ordofiez-Librado,
2007).

Cuando el Mn es inhalado puede alcanzar la profundidad del arbol bronquial
llegando al torrente sanguineo y después a la vasculatura cerebral sin pasar por el
sistema de excresion hepatobiliar (Santamaria y Sulsky, 2010; Séanchez-
Betancourt, 2016). EI Mn entra al cerebro a través de los capilares cerebrales y/o
fluido cerebroespinal (transportado por los plexos coroideos) o via nervio olfatorio
(Murphy et al., 1991; Rabin et al., 1993; Ordofiez-Librado, 2007). Una vez dentro
del cerebro, tiende a acumularse en regiones dopaminérgicas, especificamente los
GB, por lo que se ha sugerido que la recaptura y/o metabolismo de la DA estan
involucrados (Aschner, 2005; Sanchez-Betancourt, 2016).

Diversos experimentos reportan que la recaptura y/o metabolismo de la DA
contribuye con el transporte del Mn. Ya que la concentracion de Mn en la SNc es
dependiente de la concentracion de DA. Lo anterior llevd a la hipétesis de que el
Mn puede unirse a la DA y transportarse como un complejo al interior de las
neuronas via el transportador de dopamina (DAT) y/o el Mn puede competir con el
Na*? para su transporte con la DA a través del DAT (Aposhian et al.,1999;
Ordofiez-Librado, 2007).
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Sin embargo, hay reportes contradictorios acerca del potencial toxico del Mn
dentro de los ganglios basales, algunos autores reportan que a bajas
concentraciones el Mn?* protege a las células en contra del estrés oxidativo, y que
este efecto neuroprotector deriva del hecho de que el Mn?* puede catalizar la
dismutacién del 0,”y del H,0, bajo condiciones fisiologicas (Oubrahim et al.,
2001; HaMai et al., 2001; HaMai y Bondi, 2004; Ordofiez-Librado, 2007), mientras
que otros estudios reportan un papel pro-oxidante de este metal, el Mn?* , produce
aumento en la generacién de ROS sin embargo, su actividad pro-oxidante fue
bloqueada en presencia de un quelador de metales trivalentes. Por lo que se ha
propuesto que aun cuando el Mn?* no tiene propiedades oxidantes intrinsecas, la
presencia de Mn3* en cantidades pequeiias es suficiente para promover la
formacion de RL y quinonas toxicas producto de la auto-oxidacion de la DA
mediada por Mn (Sava et al., 2004; HaMai y Bondi, 2004; Ordofiez-Librado, 2007).

En nuestro laboratorio se ha encontrado que la mezcla de cloruro de Mn (MncCl,),
(forma divalente) y acetato de Mn (Mn(0OAc)3), (forma trivalente) es una condicion
que produce disminucion de neuronas dopaminérgicas en la SNc en un 67.58 %
en ratones macho CD-1 y en ratas Wistar un 75%. Funcionalmente, esta reduccién
se ha visto relacionada con la presencia de temblor, pérdida de la coordinacion
motora, acinesia y alteraciones en la marcha (Ordofiez-Librado et al., 2008, 2010;
Sanchez-Betancourt, 2016). Por lo que se considera como un buen modelo para el
estudio de la EP.
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Justificacion

Se sabe que la mezcla de cloruro de manganeso (MnCl,) y acetato de manganeso
(Mn(0OAc)3) en ratas y ratones produce muerte celular, principalmente de las
neuronas dopaminérgicas, ademas, produce alteraciones motoras similares a las
observadas en la EP (Ordofiez-Librado et al., 2008; Sanchez-Betancourt et al.,
2012; Trujillo, 2017). Sin embargo, lo que aun se desconoce son los mecanismos

por los cuales ocurre dicha muerte neuronal.

Se ha propuesto que el estrés oxidativo tiene un papel importante en la
patogénesis de la EP (Beal, 2003). Hay estudios que muestran niveles
incrementados de malonaldehido (MDA) e hidroperoxidos lipidicos, marcadores de
peroxidacién de lipidos, en la SN de cerebros de pacientes post mortem con la EP
(Dexter et al., 1989; Dexter et al., 1994). Asi mismo, se ha reportado que la SN
contiene bajos niveles de aox y se ha mostrado reduccion de hasta 50% del aox

glutatién en la SN, haciéndolo vulnerable al estrés oxidativo (Perry et al., 1986).

Es por ello que se desea conocer si la mezcla de los compuestos de Mn, al
producir la muerte de las mismas neuronas que se afectan en la enfermedad,
produce estrés oxidativo, y con esto dar una explicacion a los posibles
mecanismos involucrados en la toxicidad del Mn, asi mismo proporcionar un
panorama mas amplio sobre la relacion de la neurotoxicidad de la mezcla de
compuestos de Mn, pérdida neuronal y estrés oxidativo como modelo experimental
de la EP.
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Hipotesis

Si la mezcla de Mn en ratas y ratones produce muerte celular, principalmente de
las neuronas dopaminérgicas, ademas, produce alteraciones motoras similares a
las observadas en la EP y se ha propuesto que el estrés oxidativo tiene un papel
importante en la patogénesis de la EP, entonces los ratones sometidos a la
inhalacion de la mezcla de MnCl,/Mn(0OAc);, presentardn aumento en la
peroxidacion de lipidos, debido al estrés oxidativo en los GB. Estando esto

relacionado con el deterioro de la conducta motora.

Objetivos
« Evaluar la coordinacién motora de los animales control, asi como de los
animales que han inhalado la mezcla de los compuestos de Mn mediante

las pruebas de viga de equilibrio y de reaching Task.

* Analizar los cambios oxidativos en cinco nucleos cerebrales, tres de los GB
directamente involucrados con la acumulacién de Mn (sustancia nigra (SN),
globo palido (GP) y nacleo estriado (NE)) y dos estructuras labiles al estrés
oxidativo, el Hipocampo (HIP) y la Corteza motora (CM), utilizando la
técnica de peroxidacion de lipidos con acido tiobarbitirico (TBARS) como

modelo de la enfermedad de Parkinson.
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Materiales y Métodos

Se utilizaron 40 ratones macho CD-1 con un peso inicial de 33 + 2 gramos que
fueron mantenidos en ciclos de luz-oscuridad 12:12, con libre acceso al
agua/comida lo anterior de acuerdo al Guide for the care and use of laboratory
animals (1996) y a la NOM-062-Z00-1999 (México) y que fueron sometidos a las
siguientes condiciones aprobadas por el comité de ética de la FES lztacala:

Antes de la exposicion a Mn los animales se entrenaron para las pruebas de
coordinacibn motora durante una semana, el entrenamiento y las pruebas se
realizaron durante la parte iluminada del ciclo, a la misma hora todos los dias. Se
evaluo la respuesta motora de todos los animales mediante las pruebas de
reaching task y viga de equilibrio de acuerdo a lo reportado por Ordofiez-Librado
et al. (2008), anexo 2 figs 1 y 2. Las pruebas de comportamiento motor se

realizaron durante los dias que los animales no inhalaban la mezcla de Mn.

El grupo control inhalé agua desionizada una hora, dos veces a la semana durante
5 meses, mientras que el grupo experimental inhal6 la mezcla de MnCl, al 0.04 M
y Mn(OAc); al 0.02 M. La inhalacion se realiz6 en una caja de acrilico cuyas
dimensiones son, 70 cm de largo, 40 cm de alto y 25 cm de ancho, la cual fue
conectada a un ultranebulizador Shinmed modelo SW91810, con 10 I/min de flujo
continuo. El ultranebulizador esta disefiado para producir gotas en un rango de
0.5-5 mm. Una trampa de vapor se encuentra en el lado opuesto con una solucién
de bicarbonato de sodio para precipitar el metal restante. En el caso de la
inhalacion de Mn se ha establecido como limite para causar dafio neurologico en

humanos 1 mg/m3 (Santamaria y Sulsky, 2010).

En modelos animales se han establecido anomalias respiratorias y conductuales a
exposiciones que abarcan periodos desde 1 dia hasta 10 meses en
concentraciones de 0.7 a 69 mg/m3 (ATSDR, 2000). Las concentraciones de Mn
en la camara se cuantificaron de la siguiente manera: se coloco un filtro en la
salida del ultra- nebulizador durante todo el tiempo de inhalacién a una taza de 10
I/min. Después de cada exposicion, el filtro fue removido y pesado; el elemento se

cuantificO usando un Espectrometro de Absorcion Atomica de horno de grafito
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(Perkin Elmer Mod. 3110, CT, EE. UU.). Se evaluaron seis filtros para cada
inhalacion. La concentracion promedio de Mn medida en los filtros de la camara
fue de 2676 mg/m3 durante todo el experimento.

Una vez finalizado el periodo de exposicion se sacrificaron los ratones, se
extrajeron los cerebros y se disecaron los nucleos de interés (SN, NE, GP, HIP y
CM); para la determinacion de la peroxidacion lipidica se empled la técnica del
acido tiobarbitdrico (TBARS) anexo 2 fig. 3, la cual se fundamenta en la reaccién
de este acido con el MDA (producto de la peroxidacion de acidos grasos),
produciendo una reaccién color rosa que puede medirse por medio de
espectrometria (a 532 nm); la absorcion es directamente proporcional a la
cantidad de peroxidacion lipidica y por tanto, de estrés oxidativo. Los resultados se
expresan en nM de MDA/ug de proteina, por lo que para cada muestra se realizé

la medicion de proteinas con el método de Bradford (Bradford, 1976).

Para verificar si existen diferencias significativas entre los grupos, se realizé el
analisis de varianza (ANOVA) de dos vias con a=0.05, seguida de la prueba post

hoc de Tukey. Las diferencias se consideraron significativas cuando P<0.05.
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Resultados

e Conducta motora
La prueba de coordinacion motora (reaching task) nos arrojo que en promedio los
animales control obtuvieron 9 aciertos (x ES), mientras que los animales
expuestos a la mezcla de Mn a partir de la cuarta semana (8 inhalaciones) hasta la
semana cuarenta mostraron disminucion significativa en el numero de aciertos
(Grafica 1).

Por otro lado, la prueba de la viga de equilibrio arrojé un promedio de 7 segundos
(7.2 £ 6.9 s) en atravesar la viga para los animales control, mientras que los
animales expuestos a la mezcla de Mn desde la segunda a la octava inhalacion el
tiempo que tardaron en atravesar la viga disminuy6 significativamente (7.8 + 3.1
s), lo anterior probablemente corresponde a una actividad hiperactiva de la
actividad motora, sin embargo de la inhalacion diez hasta la cuarenta los animales

expuestos mostraron aumento en el tiempo de realizacion de la prueba (Gréfica 2).

e Peroxidacion de lipidos
En la grafica 3 (CM), la media (x ES) del grupo control (0.006341 + 0.001698)
respecto al grupo experimental (0.008266 + 0.003115) no muestra cambios
significativos respecto al contenido de nM MDA/ug proteina, de igual manera en la
gréfica 4 (HIP) no se muestran cambios significativos del grupo control (0.003849
+ 0.0005132) vs el grupo experimental (0.003357 + 0.0005551) posterior a los 5

meses de inhalacion de la mezcla de MnCl,/Mn(0OAc);.

Mientras que en los grupos controles de las graficas 5 (NE) 0.007339 + 0.003041,
6 (GP) 0.01645 + 0.003556 y 7 (SN) 0.01401 + 0.003307 vs el grupo experimental
0.01420 + 0.005249, 0.03377 + 0.01331 y 0.02033 + 0.007615 respectivamente,
se muestra aumento significativo de nM MDA/ug proteina posterior a los 5 meses

de inhalacion de la mezcla de Mn.
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Reaching task

- Control
-= MnCI,/Mn(OAc),

Numero de aciertos+ ES
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Gréfica 1. Media del nUmero de aciertos (+ ES) tanto del grupo control, asi como de los animales
expuestos a la mezcla de MnCl,/Mn(0Ac)5. *P< 0.05 vs grupo control

Viga de Equilibrio

- Control

- MnNCI,/Mn(OAc),

Tiempo en segundos+ ES
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Inhalaciones

Gréfica 2: Media del tiempo en segundos (+ ES) que tardaron los ratones en cruzar la viga de
equilibrio, tanto del grupo control, asi como de los animales expuestos a la mezcla de

MnCl,/IMn(0Ac),, durante las 40 inhalaciones. *P< 0.05 vs grupo control
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Gréfica 3. Media de nM de MDA/ug proteina (+ ES) presente en la Corteza Motora del grupo

control y experimental posterior a 5 meses de inhalacion de la mezcla de MnCl,/Mn(0Ac);.

Hipocampo
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Gréfica 4. Media de nM de MDA/ug proteina (+ ES) presente en el Hipocampo del grupo control y

experimental posterior a 5 meses de inhalacion de la mezcla de MnCl,/Mn(0OAc)s;.
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Gréfica 5. Media de nM de MDA/ug proteina (+ ES) presente en el N. Estriado del grupo control y
experimental posterior a 5 meses de inhalacion de la mezcla de MnCl,/Mn(0Ac);. *P< 0.05 vs

grupo control.
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Gréfica 6. Media de nM de MDA/ug proteina (+ ES) presente en el Globo Palido del grupo control
y experimental posterior a 5 meses de inhalacién de la mezcla de MnCl,/Mn(0Ac);. *P< 0.05 vs

grupo control.
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Sustancia Nigra
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Gréfica 7. Media de nM de MDA/ug proteina (x ES) presente en la Sustancia Nigra del grupo
control y experimental posterior a 5 meses de inhalacion de la mezcla de MnCl,/Mn(0OAc);. *P<

0.05 vs grupo control.

Discusiodn

e Conducta motora
De acuerdo con Biernaskie et al., (2004) y Ordofiez-Librado (2010) la prueba de
reaching task es la prueba mas sensible para analizar las alteraciones motoras
sutiles en comparacion a otras, en donde las alteraciones no pueden ser
detectadas tan facilmente, ya que el estiramiento de la extremidad anterior
requiere una habilidad motora fina de la musculatura proximal y distal, asi como la
sensacion para recuperar con éxito los pellet. La prueba examina tanto la
capacidad para recuperar pellets como la precision. En los animales expuestos a
la mezcla de Mn que tuvieron reduccién significativa en el nimero de aciertos en
comparacion con el grupo control MacLellan et al., (2006) y Ordofiez-Librado et al.,
(2008) proponen que hay alteraciones en los GB los cuales son los responsables
de los movimientos de agarre. En relaciéon con la hiperactividad que presentan los

animales expuestos a la mezcla de Mn, a partir de la segunda semana en la
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prueba de la viga de equilibrio, Bowenkamp et al., (1996) y Ordofiez-Librado et al.,
(2008) mencionan que el circuito dopaminérgico nigroestrial parece estar
involucrado en la realizacién exitosa de la viga de equilibrio, asi mismo Nachtman
et al., (1986) demuestran que la exposicion aguda a Mn esta asociada al aumento
de DA, lo cual puede manifestarse como hiperactividad (Ordofiez-Librado et al.,
2008). Sin embargo, en 2003 Salehi et al., mencionan que la exposicion a largo
plazo puede dafiar a las neuronas dopaminergicas afectando la coordinacion
motora (Ordofiez-Librado, 2007) lo cual podria explicar el aumento de tiempo en
dicha actividad, después de dos semanas de inhalacion y hasta el final del

experimento.

o Peroxidacién de lipidos

Pocas investigaciones emplean a la CM y al HIP para estudiar el estrés oxidativo y
mas aun la peroxidacién de lipidos, uno de estos es el llevado a cabo por Bromont
et al., (1988) en donde examinaron la peroxidacion de lipidos en cerebros de rata
posterior a isquemia. Sus resultados muestran aumento tardio y duradero de la
peroxidacion lipidica que ocurre en el HIP, el NE y la CM; y que es paralela al
desarrollo de necrosis neuronal. Por otro lado Avila-Costa en el 2000 determiné
los niveles de peroxidacion de lipidos en el NE, HIP y CM, inducida por 05, siendo
el NE la estructura que mayor peroxidacion presentd, seguida del HIP. Mythri et
al., (2011) evaluaron el estrés oxidativo en el NE y CM en cerebros humanos
posmortem con EP, encontrando que la peroxidacion de lipidos solo aumenté en
la CM.

En 2001 HaMai et al., estudiaron las propiedades oxidativas del Mn para promover
la formacion de ROS en la CM; concluyen que el Mn*? no tiene potencial oxidante
intrinseco. No obstante, puede actuar de manera pro o antioxidante, dependiendo
de la presencia de Mn*3 o Fe™3, respectivamente. Sin embargo, para este trabajo
como se puede observar en las gréficas 3 y 4, las concentraciones de MDA en CM
y el HIP de los grupos expuestos a la mezcla de MnCl, y Mn(OAc); en

comparacién con los grupos control no son estadisticamente significativos.
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Se ha reportado que el Mn tiende a concentrarse en los GB (Newland et al., 1989;
Sloot et al., 1994; Milatovic et al., 2009), gracias a que el DAT facilita su
acumulacion especifica (Erikson et al., 2005). En este trabajo, el NE, el GP, y la
SN (graficas 5, 6 y 7, respectivamente) fueron los nucleos que presentaron
peroxidacion de lipidos significativa posterior a la inhalacion de la mezcla de
MnCl, y Mn(0OAc);.

Parece ser que el Mn produce lesiones selectivas en el NE (Sloot et al., 1994), el
transporte de Mn al cerebro esté regulado, al menos parcialmente, por endocitosis
mediada por Tf y transportador de metal divalente (DMT-1), un estudio demostré
que el Mn depende de DMT-1 para su transporte celular (Conrad et al., 2000). En
el cerebro, se sabe que el NE es una region rica en DMT-1 (Erikson et al., 2005).
Por otro lado, el GP tiene una afinidad particular por este metal, lo que sugiere una
conexion entre el Mn y la familia del Fe, ya que el GP contiene mas Fe que
cualquier otro tejido cerebral (Newland et al., 1989). La acumulacion de Mn*? en
las mitocondrias y la disminucion de la actividad desintoxicante de la SOD al Mn*?
puede ser la base de la vulnerabilidad del GP (Spadoni et al., 2000). En la SN, se
han encontrado niveles de PUFA bajos, siendo proporcional a concentraciones de
MDA altos en pacientes parkinsonianos en comparacién con los pacientes control.
La SN puede ser particularmente vulnerable a las ROS debido a que la DA dentro
de las neuronas nigrales experimenta autooxidacion, este proceso genera RL
(Dexter et al., 1989).

En el cerebro, las neuronas DAérgicas son particularmente propensas al estrés
oxidativo debido a la presencia de enzimas generadoras de ROS como la tirosina

hidroxilasa (TH) y la monoamino oxidasa (MAO) (Deng et al., 2014).

Estudios previos han demostrado que el Mn se dirige selectivamente a las
neuronas DAérgicas en los GB y conduce a la disminucidn de los niveles de DA.
La DA produce sus efectos activando los receptores de dopamina (DAR); (hay
diferentes subtipos de DAR: la familia D1, se expresa, con densidades mas altas
en el NE, la SN y el bulbo olfatorio, y menores densidades en la CM e HIP,

mientras que la familia tipo D2, se expresan principalmente en el NE, GP, la
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amigdala, CM, HIP y la hipdfisis (Rangel-Barajas et al.,, 2015). Ademas, las
neuronas DAérgicas de la SN contienen Fe que catalizan la reaccion de Fenton
por lo que los radicales 0,” y H,0, contribuyen a un mayor estrés oxidativo, por lo
tanto el estrés oxidativo inducido por Mn y la neurodegeneracion dopaminérgica

parecen ser fendmenos conectados (Deng et al., 2014).

Respecto a lo anterior, Ordofiez-Librado et al., (2008) empleando el modelo
utilizado en esta investigacion, reportan que en la SNc de los animales expuestos
a Mn mostraron disminucion del 67.58% en el ndmero de neuronas
inmunopositivas TH en ratones, asi mismo Sanchez-Betancourt et al., (2012),
muestran que la mezcla de Mn en ratas causé 75.95% de pérdida de neuronas
DAérgicas de la SNc de ratas. Los resultados de esta investigacion podrian
complementarse con el trabajo de estos autores, proporcionando asi un panorama
mas amplio sobre la relacién de la neurotoxicidad de la mezcla decompuestos de

Mn, pérdida neuronal y estrés oxidativo.

Varias explicaciones han sido propuestas para elucidar la vulnerabilidad de las
neuronas DAérgicas al Mn, como el deterioro de las defensas aox (Venkateshappa
et al., 2012) por la acumulacién de metal, asi como la interrupcién del metabolismo
mitocondrial por el aumento de ROS que se generan por la fuga de electrones de
la cadena de transporte, que asi mismo pueden dafar las mitocondrias
directamente a través de oxidantes secundarios como 0,” y H,0, 0 ONOO —.
Ademas, el 0,~ producido en la cadena de transporte de electrones mitocondrial
puede catalizar el cambio de transicion de Mn*? a Mn*3 a través de un conjunto
de reacciones similares a las mediadas por la SOD y asi conducir a la capacidad
oxidante aumentada de este metal (Milatovic et al., 2009). La disfunciéon
mitocondrial esta estrechamente relacionada con una mayor formacion de ROS en
la EP. La fosforilacion oxidativa es el mecanismo principal que proporciona
energia para potenciar la actividad neuronal. Consecuentemente, esta via
metabdlica es la principal fuente de 0,~ y H,0,, que al mismo tiempo, conducen a
la propagacion de radicales libres que contribuyen a la enfermedad (Blesa et al.,
2015)
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Por lo tanto, tal vez los mecanismos de neurotoxicidad del Mn estan relacionados
con su potencial oxidativo, asi como la degeneracion selectiva de las neuronas
DAérgicas de la SN sugiere que la DA en si misma puede ser una fuente de estrés
oxidativo propiciando su autooxidacion (Ordofiez-Librado et al., 2008; Deng et al.,

2014; Blesa et al., 2015).
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Conclusiones

La inhalacion de la mezcla de MnCl,/Mn(0Ac)5 produce alteraciones a nivel
conductual tanto en la prueba de reaching task como en la viga de equilibrio
siendo similares a los sintomas en pacientes con EP.

La CM y el HIP son estructuras que no presentan diferencias en los niveles
de MDA después de ser sometidas al estrés oxidativo producido por la
inhalacion de la mezcla de compuestos de Mn.

El NE, el GP y la SN son estructuras sensibles al estrés oxidativo,
posiblemente por los contenidos de DA, produciendo mayores
concentraciones de MDA a causa de la inhalacion de la mezcla de
compuestos de Mn. Estos resultados, en conjunto con otros experimentos
empleando el mismo modelo brindan una visibn mas general sobre la
neurotoxicidad del Mn y su implicacion en la via nigroestriatal como modelo

de la enfermedad de Parkinson.
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ANEXO 1

Nomeclatura de especies reactivas, tomado de Halliwell y Gutteridge, 2015.

Radicales libres

No radicales

ROS

Superoxido 0,~
Hidroxilo OH"°
Hidroperoxilo OH,
Carbonato €05~
Peroxilo RO,
Alcoxilo RO®
Singulete 10,

ROS

Peroxido de hidrégeno H,0,
Acido hipobromoso HOBr

Acido hipocloroso HOCl
Oxigeno singulete 10,
Peroxidos organicos ROOH
Peroxinitrito ONOO —
Peroxinitrato 0,NOO
Nitroperoxicarbonato ONOOCO;
Peroxomonocarbonato HOOCO,

Especies Reactivas del cloro
Cloro atémico Cl°

Especies Reactivas del Cloro
Acido hipocloroso HOC!I
Cloruro de nitrilo NO,Cl
Cloruro de nitrosilo NOCl
Cloraminas

Gas de cloro Cl,

Cloruro de bromo BrCl

Dioxido de cloro ClO,

Especies Reactivas del bromo
Bromo atomico Br°

Especies Reactivas del bromo
Acido hipobromoso HOBr

Gas de bromo Br,

Cloruro de bromo BrCl

Especies Reactivas del nitrégeno
Oxido nitrico NO°

Di6xido nitrico NO,

Radical nitrato NO

Especies Reactivas del nitrégeno
Acido nitrico HNO,

Nitrosil cation NO*

Nitrosil aniébn NO~

Tetroxido de dinitrégeno N, 0,
Trioxido de dinitrogeno N, 0,
Peroxinitrito ONOO —

Peroxinitrato O,NOO

Acido peroxinitroso ONOOH

Acido peroxinitrico 0,NOOH
Nitronium cation NO3

Cloruro de Nitrilo NO,Cl
Peroxiacetil nitrato CH;C(0)OONO,
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ANEXO 2
Reaching task

Se entreno a los animales empleando una caja de acrilico de 19,5 cm de largo, 8
cm de ancho y 20 cm, en la parte frontal cuenta con una abertura de 1 cm por la
cual el animal tiene que alcanzar un trozo de alimento (pellet) con la pata
delantera y comerlo (fig. 1). Se conté como acierto cada vez que el animal tomaba
el trozo de alimento y lo llevaba hasta su hocico y como error si se le caia o no lo
podia sujetar en 10 ensayos. Antes del entrenamiento, a los animales se les privo
de alimento durante 24 h. Posteriormente, recibieron una dieta restringida a ~10
g/kg de peso corporal ajustada para mantener su peso constante (Ordofiez-
Librado et al., 2008).

Esta prueba implica la realizacion de una secuencia de movimientos, se inicia a
partir de que los animales huelen el trozo de alimento en la parte delantera de la
caja de evaluacion, levantan el miembro anterior, ajustan la postura para proyectar
la extremidad hacia el pellet y lo sujetan, finalmente el movimiento culmina con el
regreso del miembro y la presentacion de la comida ante la boca e introducirlo a la

misma (Sanchez-Betancourt, 2016).

Fig 1. Prueba motora fina (reaching task).
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Prueba de viga de equilibrio

Esta prueba mide la capacidad del animal para atravesar una viga (3 mm) para
alcanzar una plataforma de seguridad cerrada (Perry et al., 1995). El aparato se
construye elevando la superficie de una viga de madera de 10x100 cm x 3 mm a

75 cm del suelo con soportes de madera (Ordofiez-Librado et al., 2008).

Durante el entrenamiento, los animales se colocaron al inicio de la viga sin
inclinacion y se los entren6 durante 4 dias (cuatro ensayos por dia). Una vez que
los animales cruzaron la viga en un intervalo de 20s, completaron dos ensayos
consecutivos mas con la viga inclinada. A los animales les fueron permitidos hasta
60s para atravesar la viga. Se registr6 con un cronémetro el tiempo en que los

animales tardaban en atravesar la viga (Ordofiez-Librado et al., 2008).

Fig 2. Prueba de la viga de equilibrio.
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Técnica del acido tiobarbiturico (TBARS)

Los nucleos que fueron extraidos se recolectaron en tubos eppendorf y se
mantuvieron en congelacion a -50°C. Para el procesamiento de las muestras se
macero el tejido con acido perclérico, se centrifugd y se recupero el sobrenadante.
Cada muestra se hizo por triplicado, en cada experimento se calibra el sistema y
se emplea una curva de referencia con concentraciones conocidas que se
procesan al mismo tiempo y bajo las mismas condiciones que las muestras
experimentales. Los tubos se mantuvieron en hielo para preservar las muestras lo

mejor posible.

Fig 3. Curva patron de la técnica de TBARS en la que se muestra la escala de

coloracion

Cuantificaciéon de proteinas por el método de Bradford

Se tomé del sobrenadante de las muestras procesadas con acido percloérico y se
hizo por triplicado cada una, se emple6 una curva patron con concentraciones
conocidas que se procesaron al mismo tiempo y bajo las mismas condiciones que
las muestras experimentales. Los tubos se mantuvieron en hielo para preservar

las muestras lo mejor posible y se leyo al espectrofotbmetro a 595nm.
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