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RESUMEN
La enfermedad de Parkinson es un trastorno neurodegenerativo que se caracteriza por la

pérdida de neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta, induciendo una
sintomatologia motora (bradiscinesia, rigidez muscular, temblor en reposo y alteraciones
de la postura) que incapacita al enfermo para realizar actividades cotidianas. A la fecha
distintos tratamientos, como la levodopa, retrasan pero no curan la enfermedad; al cabo de
4 o 5 afios comienzan las manifestaciones adversas del medicamento (las que pueden ser
mas catastréficas que la propia enfermedad), como los movimientos involuntarios
(discinesias). Es por lo que investigaciones recientes han explorado la relacién que existe
entre las neuronas dopaminérgicas y el Factor Neurotréfico Derivado del Cerebro (BDNF).
El BDNF es sintetizado por las neuronas dopaminérgicas y es el responsable de la sintesis
de los receptores D3 durante el desarrollo y mantiene su expresion en el adulto. La
activaciéon de los receptores D3 por agonistas especificos protegen a las neuronas de la
degeneracién inducida, por lo que se considera que hay una relacion sinérgica entre los
receptores D3 y el BDNF, de dicha relacion suponemos se obtendria una terapia
neuroprotectora. Sin embargo, los modelos animales empleados para recrear la
enfermedad de Parkinson no son los ideales, atin cuando exhiben muchos de los rasgos
caracteristicos de la enfermedad. En este estudio se utiliz6 el modelo de inhalacién de la
mezcla de Cloruro de Manganeso (MnCly) v Acetato de manganeso Mn (OAc)s). Los
animales (ratas macho Wistar) se expusieron a la mezcla 3 veces a la semana durante una
hora y se realizaron pruebas motoras (campo abierto, pasarela y rotarod) a los 3 y 6 meses
de exposicion para medir el desempefio motor asi como el dafio progresivo inducido por
el modelo. Posteriormente se administr6 el tratamiento con el agonista D3 (7-OH-DPAT)
mediante una bomba de microdifusién y la transfeccion del gen para BDNF en las
neuronas dopaminérgicas de la SNc, evaluando su efecto mediante la recuperacion en el
desemperfio motor, y si la recuperacién esta asociada a la preservacion neuronal por la
prueba inmunohistoquimica TH, y reinervacion dopaminérgica nigroestriatal mediante la
recuperacion de espinas dendriticas en las neuronas espinosas medianas (NEM)
estriatales.

A partir de los resultados consideramos que el modelo de Mn es 6ptimo para reproducir la
enfermedad de Parkinson debido a que es bilateral, no invasivo, crénico y progresivo;
reproduce las conductas sintomaticas (hipocinesia e inestabilidad postutal) y emocionales
(ansiedad) e induce la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la SNc del 65.95% y
espinas dendriticas de las neuronas espinosas medianas del 82.2%. Por su parte el
tratamiento con 7-OH-DPAT y BDNF recupera la coordinacion motora evaluada con la
prueba de rotarod. El empleo de 7-OH-DPAT vy la transfeccion de BDNF preserva las
neuronas dopaminérgicas de la SNc y se recuperan las espinas dendriticas de las NEM.



ABSTRACT.

Parkinson's disease is a neurodegenerative disorder characterized by the loss of
dopaminergic neurons of the substantia nigra pars compacta, and the development of
motor symptoms (bradiscinesia, muscular rigidity, resting tremor and postural changes)
that incapacitates the patient to perform daily activities. To date, various treatments, such
as levodopa, don’t cure the disease; after 4 or 5 years starting medication adverse events
appear (which can be more catastrophic than the disease itself), such as involuntary
movements (dyskinesias). Recent research has reported the relationship between
dopaminergic neurons and Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF). BDNF is
synthesized by dopaminergic neurons and is responsible for the synthesis of D3 receptors
during development and maintains its expression in the adult brain. Activation of these
receptors by specific agonists protect neurons from degeneration, thus, it is considered
that there are a synergistic relationship between BDNF and D3 receptors, it assumed that
relationship would be obtained neuroprotective therapy. At present animal models for
Parkinson's disease are not ideal, although exhibit some of the characteristic features of the
disease no one mimics the alterations observed in the disease. Manganese inhalation
model (Mn), the inhalation of the mixture of manganese chloride (MnCl2) and manganese
acetate Mn (OAc)3) was used in this report. The animals (male Wistar rats) were exposed
to the mixture one hour 3 times a week, and the motor tests used (open field, rotarod and
runway) were conducted to measure the performance as well as the progressive damage
at 3 and 6 months of exposure. Subsecuently the D3 agonist treatment (7-OH-DPAT) by a
pump microdiffusion and BDNF gene transfection for dopaminergic neurons in the SNc
were administered and then we evaluated its effect measuring the animals performance,
and if the recovery was associated with neuronal preservation of TH+ neurons and
dendritic spines in the neostriatal medium spiny neurons.

From the results we believe that the model is optimal to reproduce Parkinson's disease
because it is bilateral, noninvasive, chronic and progressive; with symptomatic behavior
(hypokinesia and postutal instability) and emotional (anxiety), and induces great loss of
dopaminergic neurons of the SNc (65.95%) and dendritic spines of the medium spiny
neurons (82.2%). Treatment with 7-OH-DPAT and BDNF recovers motor coordination
evaluated with rotarod test. 7-OHDPAT and BDNF preserve dopaminergic neurons in the
SN, and retrieve the dendritic spines of MSNS.
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ENFERMEDAD DE PARKINSON.

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo que se

caracteriza por la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars

compacta (SNc) por lo que disminuyen los niveles de dopamina (DA) en los

nucleos inervados por ésta, principalmente el nticleo estriado que esta relacionado

con la actividad motora (Vingerhoets, 1997).

Clinicamente, se puede considerar que los pacientes padecen EP cuando presentan

las siguientes caracteristicas (Otero-Siliceo et al., 1996):

Bradicinesia: es la lentitud del movimiento que impide o dificulta los
movimientos sucesivos o simultdneos. Al principio se manifiesta como
dificultad al momento de realizar tareas motoras finas, como abrocharse los

botones, escribir, entre otras.

Rigidez muscular: es causada por el aumento del tono muscular que afecta a
todos los grupos musculares como flexores, extensores, musculos axiales o
de extremidades y generalmente ocurre en fases més avanzadas de la

enfermedad.

Temblor en reposo: se caracteriza por ser un temblor que ocurre en reposo
con frecuencia de alrededor de 3-4 Hz, que se agrava con las emociones o el
estrés. Principalmente afecta las manos, pero también es frecuente en las
extremidades inferiores. Suele iniciar en una mano y con el tiempo puede
afectar a la otra extremidad. Este temblor de la mano provoca la conocida

postura de “cuenta de monedas”.

Alteracion de la postura: se presenta inclinaciéon de la cabeza en posicion
erecta, tronco dirigido hacia adelante, hombros caidos, brazos flexionados,

manos delante del cuerpo y rodillas flexionadas.
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Las primeras descripciones hechas sobre la EP fueron realizadas por el médico y
escritor Sylvius de le Boe, en el siglo XVII, quien realiz6é varios estudios de los
diferentes temblores y distinguié dos tipos: uno que aparecia en reposo (tremor
coactus) y otro cuando el paciente realizaba movimientos voluntarios (motus
tremulous). Francois Boissier de Sauvages, un siglo después, afiadi6 que los
temblores de reposo, a los que llamé palpitaciones, desaparecian cuando el paciente

intentaba hacer algtin movimiento (Garcia et al., 2008).

La primera descripcion formal de esta enfermedad la realiz6 el médico londinense
James Parkinson en 1817, quien la denominé Parélisis Agitante en su publicacién
“Essay on the shaking palsy”. Su descripcion fue incompleta, el mérito fue
relacionar los sintomas aislados con una sola enfermedad. Jean-Martin Charcot,
fue quien a finales del siglo XIX denominé a la “parélisis agitante” enfermedad de
Parkinson, en honor de quien primero la describi6. En 1919, Tretiakoff describi6 la
asociacion entre la enfermedad y alteraciones en la sustancia nigra, como la

pérdida y despigmentacion neuronal (Garcia et al., 2008).

Carlsson y Hornikyewicz, a finales de 1966, describieron que en el cerebro de los
enfermos con EP habia poca concentracién de DA, serotonina y noradrenalina,
principalmente en el cuerpo estriado y en la SNc (Yurek y Sladek, 1990; Gibb y
Rieder, 1991.)

La evolucién de la enfermedad caus6 gran expectacion por lo que Charcot en 1880
afirmé que la EP era el quinto padecimiento mas frecuente en pacientes mayores
de 40 a 50 anos. Gowers en 1888, reporté que la edad de apariciéon de esta
enfermedad era posterior a los 40 afios de edad y aseguré que los 52 afios era la
edad exacta del comienzo independientemente del sexo (Hoehn y Yahr, 1987).
Asimismo, Purves Steward en 1898 observé que la enfermedad aparecia de los 22

a los 71 afios (Alanis, 1996), por lo que la EP se clasifica como juvenil cuando el

11



inicio es entre los 20 y 50 afios de edad (aunque se relaciona mas con aspectos
genéticos), la edad mas comtin de aparicién es entre los 55 y 65 afios, sin embargo

puede aparecer entre los 70 y 80 afos de edad considerdndose como tardia

(Giround, 2004).

Las estadisticas oficiales sobre pacientes con EP en México tienen un severo atraso
y el dato mas reciente es de hace varios afios. En 1997 se estimaba que habia entre
500 y 600 mil personas que padecian esta enfermedad, sin embargo, en 1996 la
Asociaciéon Mexicana de Parkinson A.C. reporté que en nuestro pais existen al

menos dos millones de personas afectadas por este padecimiento.
ETIOLOGIA.

La etiologia de la enfermedad es desconocida, por lo que se han establecido

diversas hipétesis para tratar de explicar el origen de esta enfermedad, como:
DISFUNCION MITOCONDRIAL.

El papel de la mitocondria durante el desarrollo de la EP es fundamental. Estudios
post mortem de tejido nervioso de humanos se ha encontrado disminucién en la
actividad del complejo I (NADH -ubiquitina-reductasa) y IV (citocromo C oxidasa)
de la cadena respiratoria mitocondrial en la Substancia nigra, de tal manera que
disminuye la actividad energética y se produce muerte celular, hay incremento de
especies reactivas de oxigeno (ROS), susceptibilidad a la excitotoxicidad por
glutamato, incluso se ha sefialado que es probable que el defecto del complejo I

produzca apoptosis (DiMauro, 1993; Olanow, 1999; Henzea et al., 2005).

12



FACTORES AMBIENTALES.

Las enfermedades neurodegenerativas més frecuentes se relacionan con la accién e
interaccion de diversos factores ambientales, que acttan como factores de
susceptibilidad o precipitantes (Tabla.1). Algunos de ellos podrian actuar ya desde
etapas tempranas de la vida o interaccionar con factores genéticos (Campdelacreu,

2012).

Diversos estudios epidemiolégicos han relacionado varios pesticidas y herbicidas
de uso agricola o doméstico en la apariciéon de la EP, tanto compuestos naturales
derivados de plantas (p.ej. rotenona) como sintéticos (p.ej. paraquat y
organofosforados, como el paratiéon), que ejercerian su efecto a través del contacto
directo con la piel, la ingesta de alimentos o agua contaminados, o la aspiracién de
aerosoles. Asi como la exposicion prolongada a determinados metales, como el
mercurio, plomo, manganeso (manganismo) o cobre, que también podrian ser un

factor de riesgo para el desarrollo de la EP (Evan y Villanueva, 2005).

EP EA

Aumentan riesgo, evidencia fuerte Pesticidas Pesticidas
HTA (edad media)
Colesterol (edad media)
Hiperhomocisteinemia

Tabaco
TCE grave
Aumentan riesgo, evidencia debil Leche (hombres) Aluminio (agua potable)
Ingesta alta de hierro CEM (redes eléctricas)
Anemia cronica DM e hiperinsulinemia

Obesidad (edad media)
Alcohol (excesivo)
Anemia cronica

Reducen riesgo, evidencia fuerte Hiperuricemia Alcohol (moderado)
Tabaco Ejercicio fisico
Café THS (perimenopausica)
Reserva cognitiva
Reducen riesgo, evidencia debil Vitamina E Dieta mediterranea
Alcohol Café
Te AINE
Ejercicio fisico vigoroso
AINE

Tabla.1. Factores de riesgo més importantes para EP y EA (Camdelacreu, 2012).

13



FACTORES GENETICOS.

El Parkinson de caracter genético se ha relacionado con mutaciones en ciertos
genes responsables de la activacién de proteinas responsables del mantenimiento
de las neuronas DA. Estos genes son: PARK1, PARK2, PARK5, PARK6, PARK? y
PARKS.

El PARK1 (Tabla.2) codifica para la alfa-sinucleina, la mutacién en este gen tiene
efectos neurotdxicos en las neuronas DA de la SNc debido a que la alfa-sinucleina
forma fibrillas toxicas llamadas “cuerpos de Lewy” (Morgado et al., 2007;
Elizondo-Cardenas et al., 2011), este tipo de Parkinson se caracteriza por el inicio
temprano, con progresion rapida, alta prevalencia de demencia y otras alteraciones
psiquiatricas (Elizondo-Cérdenas et al., 2011). EI PARK?2 (Tabla.2) codifica para la
proteina parkina, responsable del Parkinson temprano o juvenil con progresion
lenta (Xiromerisiou et al., 2010). La parkina se localiza de forma preferencial en las
sinapsis y su principal funcién es de ubiquitina ligasa, importante en la via de
degradacion de la proteina-ubiquitina (degradacion de proteinas) provocando la
degeneracién en las células de la SNc con ausencia de cuerpos de Lewy (Elizondo-
Cardenas et al., 2011). El PARKS (Tabla.2) codifica para la proteina dardarina o
LRRK?2 (leucine-rich repeat kinase 2) la cual posee actividad de cinasa que permite
interactuar con la proteina parkina se asocia a la incapacidad de mantener la
estabilidad de las neuronas DA (Mata et al., 2005; Llaod¢6 et al., 2006; Zabetian et
al., 2006). EI PARKG6 codifica para la proteina cinasa PTEN 1 y el gen PARK?7 que
codifica para la proteina DJ-1, ambas proteinas estan implicadas en procesos de
neuroproteccion por lo que la alteraciéon de estas proteinas induce disfunciéon
mitocondrial y ROS. A pesar de ello, el conocimiento sobre las implicaciones

genéticas es limitado.
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Locus proteina Funcién biolégica

Trafico vesicular entre reticulo

PARK1 a-SYN endoplasmatico y aparato de Golqgi;
y entre compartimentos sinapticos

PARKZ parkina Ubicuitina ligasa (E3)

PARKS UCHL1 Esterasa carboxilo-terminal de

ubicuitina L1
Proteina quinasa mitocondrial,

PARKS PINK1 estrés oxidativa?
PARK7 DJ-1 Respuesta a estrés oxidativo?
PARKS LRRK2 Proteina quinasa

Tabla.2. Funcién biolégica de moleculas asociadas a EP hereditario (tomado de Jaimez, 2007).

ESTRES OXIDATIVO.

Los mecanismos de o6xido-reducciéon desempefian un papel importante en la
fisiologia de la célula. Los radicales libres (RL) y las ROS son normalmente
generados por el metabolismo celular para la obtenciéon de energia. Bajo
condiciones patoldgicas, existe el estado de estrés oxidativo donde el metabolismo

celular aumenta la produccion de RL y ROS (Fig. 1) (Pérez y Arancibia, 2007).

15



Figura.l. Efectos de las especies reactivas de oxigeno (Tomado de Pérez y Arancibia, 2007).

Existen evidencias de que el principal causante del deterioro de las neuronas
dopaminérgicas en la SNc se relaciona con el alto estado oxidativo del
metabolismo de la DA (Hattori et al., 2009).

Algunas de las propuestas sobre el mecanismo neurodegenerativo de la DA son:

e LaDA delaSNcy el NE es catabolizada por la enzima monoamino oxidasa
(MAO), que se localiza en la membrana externa de la mitocondria. Esta
reaccion da como resultado la produccion de Oz, ademés de H>O» (Graham,
1978; Gal et al, 2006). Otro derivado de la DA es el 1,234
tetrahidropapaverolina (THP), que se obtiene del catabolismo enzimaético.
estd relacionado con la patogénesis de la enfermedad de Parkinson. Los
derivados del metabolismo de la DA acttdan como pro-neurotoxinas en el

desarrollo de la EP (Soto-Otero et al., 2006).
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La DA es una molécula con un grupo catecol, el cual puede oxidarse con facilidad
de manera no enzimdtica para formar una serie de especies electroquimicas tipo
quinoides. El paso inicial en la oxidacién de la DA involucra reaccionar con el
oxigeno molecular para formar DA o quinona y dos moléculas de anién
superoxido. La formacion de los aniones superéxido durante la auto-oxidacion de
la DA lleva a la producciéon de H>O: por la dismutaciéon del superéxido (Fig.2)
(Mendez-Alvarez y Soto-Otero, 2004).

[1] Tirosina 3-monooxigenasa[Fe?* THB] 1.14.16.2 [3] Dopaminap-monooxigenasa[Cu] 1.14.17.1

L-Aminoacido aromatico decarboxilasa [4] Feniletanolamina A-metiltransferasa 2.1.1.28
(Dopa decarboxilasa) [PLP] 4.1.1.28
Dehidro- S-Adenosil-  S-Adenosil-
ascorbato metionina homosisteina
COOd Ascorbato
HN CH 3N CH HN (H, XN CH> ,N CH)
HO- CH
Tirosina Dopa Dopamina Norepinefrina Epinefrina

Figura.2.Biosintesis de las catecolaminas (Modificado de Koolman y Rohem, 2005).

Como se sefialo previamente la etiologia de la EP es desconocida y posiblemente
multifactorial, lo que si es un hecho conocido es que la EP se manifiesta cuando se
ha disminuido la concentracién de DA en un grupo de nicleos interconectados

entre si y conocidos como ganglios basales.
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NEUROANATOMIA DE LOS GANGLIOS BASALES.

La corteza cerebral se encuentra interconectada con estructuras sub-corticales

destacando: el Cerebelo y los ganglios basales (GB).

ANATOMIA GANGLIOS BASALES.

Los ganglios basales constituyen una gran parte de las estructuras subcorticales, su
principal funcién es la de conectar el cértex cerebral con los sistemas neuronales
que efectuaran los movimientos (Gonzalez et al., 2011). Este grupo de ntcleos
incluyen: el ntcleo estriado (NE) dividido en nacleo caudado (NC) y putamen (P)
(en primates), el globo palido externo e interno (GPe/GPi), nicleo subtaldmico
(NST) y la sustancia nigra reticular (SNr) y compacta (SNc) (Fig.3) (Gilmans y
Winans, 1994).

Niiclen Subtalamico

Sustancia Nigra
reficular

Estriado
Sustancia Nigra
compacha

Globa Palido externo

Figura.3. Esquema ganglios basales (Tomado de Bertabet et al., 2002).
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Se ha descrito que la parte interna del globo palido (GPi) o ntcleo entopeduncular
en roedores- y principalmente la porcién reticulada de la sustancia nigra (SNr)
acttan como los nucleos de “salida” de los GB. El NST y principalmente el NE

como nucleos de “entrada” de los GB.

CONEXION ENTRE GANGLIOS BASALES Y DOPAMINA.

La SN es un conglomerado celular localizado en la region ventral del mesencéfalo,
dividido en tres regiones: SNpc (substancia nigra pars compacta), SNpr (substancia
nigra pars reticulada) y SNpl (substancia nigra pars lateralis) (Fallon y Moore, 1978,
compuesta por dos tipos de neuronas dopaminérgicas y GABAérgicas.

e Las neuronas dopaminérgicas se encuentran principalmente en la SNc,
proyectan al caudado-putamen constituyendo la via nigroestriatal con una
topografia inverso-ventral encontrdndose en una posiciéon modular entre la
actividad de los circuitos (Haber et al., 2000; Margolis et al., 2006).

e La neuronas GABAérgicas se encuentran en la SNr, proveen sinapsis
inhibitorias locales a la SNr y a la SNc, envian proyecciones inhibidoras al
tdlamo y al coliculos superiores; a su vez reciben aferencias inhibidoras
GABAérgicas del NE y del GPe y aferencias excitadoras glutamatérgicas
del NST (Lin et al., 2010).

La SNr se encuentra ventrolateralmente, y presenta una densidad celular menor
asi como un abundante neuropilo. (Hopkings et al., 1976; Faull et al., 197§;
Beckstead et al., 1979).

La mayor parte de las neuronas de la SNr sintetizan GABA como neurotransmisor
(Nitsch y Riesenberg, 1988). Una de sus funciones es la inhibicién sostenida de las
neuronas del talamo ventromedial, de las capas profundas del coliculo superior y
del nacleo pedunculopontino de la formacién reticular (Beckstead et al., 1979;

DiChiara et al., 1979; Kilpatrick et al., 1980; MacLeod et al., 1980; Beckstead y
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Frankfurter, 1982). Es probable que, en condiciones normales, la actividad eléctrica
de las neuronas de la SNr esté regulada por las vias aferentes.

La via aferente mas estudiada y documentada es la proyeccién inhibitoria estriado-
nigral, que se origina de la neurona espinosa mediana de naturaleza GABAérgica
que se encuentra en el NE (Kim et al.,, 1971, Fonnum et al., 1978; Beckstead y
Frankfurter, 1982; Nitsch y Riesenberg, 1988).

La SNc, esta situada dorsomedialmente y contiene los cuerpos celulares de las
neuronas dopaminérgicas que inervan al NE, y a practicamente todos los ntacleos
que conforman los ganglios basales, tdlamo, corteza frontal y a varios ntcleos del

sistema limbico.

Los axones dopaminérgicos hacen sinapsis con las espinas dendriticas de las
neuronas GABAérgicas del estriado (Freund et al., 1984). Cada neurona
dopaminérgica hace aproximadamente 500 000 contactos sindpticos. También se
ha reportado la presencia de axones dopaminérgicos en el subtdlamo, sin embargo
se desconoce si estos axones son colaterales de las fibras que van hacia el estriado o

bien si provienen de las neuronas de la SNc (Prensa y Parent, 2001).

FUNCION DE LOS GANGLIOS BASALES.

Una de las funciones principales de los GB es recibir, integrar y procesar la
informaciéon que viene de corteza, enviarla al tdlamo el cual estimula o inhibe la
actividad de las areas frontales motoras de la corteza cerebral, que son las
responsables de regular la actividad motora, a través de las vias directa e indirecta,

respectivamente (Marolt et al., 2007).

Las conexiones de los ganglios basales se pueden explicar en circuitos intrinsecos

(Alexander y Crutcher, 1990; Smith et al., 1998):
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e Circuito motor, que proyecta a regiones corticales motoras precentrales del
tdlamo: nacleos ventral lateral pars oralis, ventral anterior pars parvocellularis
y ventral anterior pars mangocellularis.

e Circuito 6culomotor, que proyecta a la corteza prefrontal dorsolateral y
talamo.

e Circuito orbitofrontal lateral, que proyecta hacia la corteza orbitofrontal
lateral y al talamo.

e Circuito limbico, que proyecta a la corteza cingulada anterior, a la corteza
orbitofrontal medial y al tdlamo.

NEUROQUIMICA DE LA EP.

La dopamina es una catecolamina sintetizada en las neuronas dopaminérgicas a
partir de la tirosina; es un neurotransmisor modulador, tiene funciones tanto
excitatorias como inhibitorias. Originalmente se consideré que existian solo dos
familias de receptores para este neurotransmisor: la familia D1 y sus subtipos D1y
D5 que estimulan la sintesis del cAMP por lo que su accién es excitatoria; y los
receptores D2, D3 y D5 que pertenecen a la familia D2, inhiben la sintesis del
AMPc dando como resultado un accién inhibitoria (Holligan et al., 2004).

El NE es la principal estructura de los GB que efecttia su accién a través de la via
directa e indirecta. La via directa o excitadora estd conformada por neuronas
GABAérgicas (neuronas espinosas medianas de proyeccién) del NE que proyectan
hacia la SNr/GPi. Esta via es activada por el glutamato (Corteza) y modulada por
la dopamina (SNc), esta actividad induce la inhibicién de los ntcleos de salida de
los GB, que por ser también GABAérgica y estar inhibida, desinhibe los ntcleos
taldmicos ventral lateral y ventral anterior. Como resultado, la via tdlamocortical es
estimulada y los movimientos iniciados corticAlmente son facilitados. La via
indirecta o inhibitoria estd compuesta por neuronas estriatales (otra poblacién de

neuronas espinosas medianas de proyeccién), que son GABAérgicas y que
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proyectan hacia el GPe. La inhibicién del GPe desinhibe el NST (formado por
neuronas glutamatérgicas de proyeccion) lo que trae como resultado la excitaciéon
de los nucleos de salida de los GB, provocando la inhibicién taldmica, lo que
reduce la estimulacién talamocortical de las areas motoras precentrales resultando
en la disminucién del movimiento voluntario (Hardman, 1996; Ropper, 2007).

La SNc conforma la inervacién dopaminérgica hacia las neuronas espinosas
medianas de proyecciéon de ambas vias en el NE modulando su actividad. Las
neuronas espinosas medianas de proyeccion- de la via directa expresan al receptor
D1 y las de la via indirecta expresan al tipo D2 (Hardman, 1996). La dopamina que
se libera en el cuerpo estriado incrementa la actividad de la via directa y a reduce
la de la via indirecta (Hardman, 1996).

Cuando se presenta la EP, los axones dopaminérgicos, disminuyen como
consecuencia de la muerte de las neuronas en la SNc, se produce el incremento de
la actividad inhibitoria de la SNr/GPi hacia los ntcleos del talamo, y por
consiguiente se reduce la excitaciéon hacia la corteza motora (Fig.4) (Hardman,

1996; Ropper, 2007).
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Figura.4. Modelo esquemaético de la anatomia funcional del circuito motor corteza ganglios basales-
tdlamo-corteza, mostrando las vias paralelas directa e indirecta y su alteracion durante la
disminucién de dopamina. (Modificado de Wichmann y DeLong, 1993).
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MODELOS DE ENFERMEDAD DE PARKINSON.

Un modelo animal se caracteriza por reproducir las caracteristicas funcionales,

neuroquimicas que asemejen la enfermedad.

Los modelos animales mdas empleados utilizan roedores para estudiar la
enfermedad, ya que pueden fécilmente estar disponibles, son maleables
genéticamente, y su costo es relativamente bajo. Hay estudios que han utilizado
perros, gatos y primates no humanos para los estudios de la EP, pero las
preocupaciones éticas y los costos de este tipo de estudios han limitado su utilidad

(Alarcén et al., 2010).

Los modelos animales mas frecuentes que se emplean para reproducir la
enfermedad, son en base a compuestos quimicos toxicos, que tienen como objetivo
interrumpir la via dopaminérgica nigroestriatal e imitar la deficiencia de DA
observada en los pacientes con esta enfermedad, la mayoria de los modelos

existentes exhiben muchos de los rasgos caracteristicos de la enfermedad.
Algunos de ellos son:

e MPTP
e 6-OHDA
e ROTENONA
e PARAQUAT
e MANGANESO
En la figura 5 se observa un esquema que muestra algunas de las toxinas de uso

mas comun para producir modelos experimentales de la EP y sus posibles vias de

accion.
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Figura. 5. Los modelos experimentales de EP. Muchas moléculas se utilizan actualmente en
modelos celulares y animales de EP, incluyendo los pesticidas como paraquat o rotenona y
neurotoxinas tales como 6-OHDA y MPP +. El paraquat, 6-hidroxidopamina (6 - OHDA) y MPP + a
traviesan la membrana celular facilmente a través del transportador de dopamina (DA) induciendo
de este modo la formacién de agregados de o-sinucleina y disfuncién mitocondrial, con la posterior
produccién de ROS y quinonas. (Tomado de Cabezas, 2013).
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MPTP.

A principios de los afios 80, algunos heroinémanos en California se vieron
expuestos a MPTP, que se empled en el procesamiento de heroina sintética y
desarrollaron en pocas semanas un sindrome clinicamente idéntico a la EP
(Langston et al., 1983).

El 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP)(Fig.6) es un compuesto
quimico que puede atravesar facilmente la barrera hematoencefalica debido a que
la enzima monoamino oxidasa (MAO-B) convierte al MPTP en 1-metil-4-fenil-2,3-
dihidropiridinio (MPDP*), que a su vez se transforma en 1-methyl-4-
phenilpiridinium (MPP*) por oxidacion espontanea en los astrocitos. El MPP* sale
de los astrocitos siendo selectivamente incorporado por las neuronas
dopaminérgicas a través del transportador de dopamina (DAT), donde ejerce su

accion neurotoxica a través de la inhibicion del complejo I mitocondrial

(Przedborski et al., 1991).

El MPP+ es una potente toxina que produce la muerte de las neuronas
dopaminérgicas de la SNc cuando se administra directamente en el NE
(Schildknecht et al., 2009), por la inhibicién del complejo I de la cadena respiratoria
mitocondrial, lo que ocasiona la generacién de ROS, y disminucién del potencial

redox y por lo tanto de la sintesis de ATP (Przedborski et al., 1991).
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Figura.6. Estructura quimica del MPTP (Tomado de Alarcén et al., 2010).

Las limitaciones de este modelo es que no se forman LB, que son inclusiones de
proteinas caracteristicas de la EP (Alarcon et al., 2010), y la respuesta diferenciada
entre especies animales; como en la rata, que son resistentes a la administracion

sistémica de MPTP debido a que ha recuperacién neuronal al poco tiempo de la

administracién (Schildknecht et al., 2009).

Se ha reportado que el modelo con MPTP induce alteraciones conductuales como
rigidez muscular, bradicinesia, temblor en reposo y disminucion de la actividad
espontdnea. Los sintomas parkinsonianos son inicialmente transitorios, pero se
hacen permanentes con la administraciéon repetida de MPTP. Los mecanismos
implicados en la recuperaciéon espontanea que experimentan estos animales no se
conocen, pero pueden estar relacionados con una modificacién transitoria de otros
sistemas de neurotransmision. Por lo tanto, es posible que la vulnerabilidad
diferencial que se presenta en los diferentes organismos sea dependiente de

factores relacionados con la distribucién y su metabolismo (Pothakos et al., 2009).
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6 - OHDA.

En pacientes con la enfermedad de Parkinson se detect6 la presencia de 6-
Hidroxidopamina (6-OHDA) end6gena en muestras de orina, por lo que se sugirié
como componente involucrado en la enfermedad. Esta neurotoxina es una de las

maés utilizadas en el desarrollo de modelos experimentales.

En 1968 Ungerstedt publica el primer reporte donde se muestra que la inyecciéon
intracerebral de 6-OHDA en la SNc de roedores es capaz de matar a las neuronas
dopaminérgicas y producir un desbalance dopaminérgico con manifestaciones

motoras, produciéndose un modelo experimental de la EP (Ungerstedt, 1968).

La 6-OHDA (Fig. 7) es incorporada a la neurona por el sistema de recaptura de DA
de alta afinidad, acttia inhibiendo el complejo I y IV de la cadena respiratoria
mitocondrial, de este modo reduce la generaciéon de ATP (Glinka et al., 1998;
Lotharius et al., 1999), ademas causa la produccion de ROS, O2, OH y HxO,
induciendo subsecuentemente la degeneracién de las terminales axénicas de los
cuerpos celulares. Se estima que la vida media de la 6-OHDA en condiciones

tisiolégicas es de 38 minutos (Otero- Siliceo, 1996; Tirmenstein et al., 2005).

Debido a que la neurotoxina no puede cruzar la barrera hematoencefalica, se
administra a través de una inyeccién intracerebral ocasionando la pérdida
selectiva de neuronas catecolaminérgicas, esta especificidad se debe a su alta
afinidad por el sistema de transporte de catecolaminas, la pérdida de neuronas
oscila entre el 60% - 70%. Generalmente la lesion es unilateral y la inyeccion se
puede hacer en el haz medial del cerebro anterior, SN o en el NE (Emborg et al.,

2004).

Los animales con lesién unilateral por 6-OHDA presentan después de la cirugia
actividad rotatoria ipsilateral a la lesién que se mantiene durante las 24 horas

siguientes (Bertabet et al., 2002). Esta actividad rotatoria es debida al desequilibrio
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que existe en el contenido de DA en el NE ipsilateral (del mismo lado de la lesién)
con respecto al lado contralateral a la lesion, de tal forma que el animal tiende a

girar hacia el lado contralateral a la lesién (Alarcén et al., 2010).

Para que la conducta de giro se presente en los animales, posterior a la lesién, se les
administran farmacos como apomorfina y anfetamina.

La apomorfina es un agonista DA que induce rotaciéon contralateral, debido a que
se une a los receptores DA que se encuentran incrementados en el lado ipsilateral
como consecuencia de la denervaciéon DA. La anfetamina incrementa la liberaciéon
de DA en las terminales presindpticas unicamente en el lado contralateral a la
lesion, lo que ocasiona un desequilibrio funcional; este desequilibrio induce la
rotacion ipsilateral en los animales (Ungerstedt, 1970; 1971).

Este modelo se ha aplicado en diferentes especies animales como ratas, ratones,
gatos, perros y primates no humanos. La especie mds utilizada es Rattus
norvegicus mejor conocida como rata debido a la capacidad de réplica y a la
estabilidad del modelo (Emborg, 2004). La desventaja de este modelo es que no se
ha detectado LB, es un modelo agudo y su aplicacién generalmente es de forma
unilateral, debido a que bilateralmente se ha reportado la muerte de los

organismos.

HO MH,

HO OH

Figura. 7. Estructura quimica de la 6-OHDA (Tomado de Alarcén et al., 2010).
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ROTENONA.

La rotenona (Fig. 8) es un isoflavonoide de origen vegetal que se utiliza como
insecticida; debido a su extrema capacidad lipofilica, la rotenona atraviesa fécil-
mente la membrana celular, no depende de transportadores y se acumula en los
organelos de la célula, como la mitocondria, donde interfiere en la fosforilaciéon
oxidativa al inhibir el complejo I de la cadena transportadora de electrones

(Schuler y Casida, 2001).

Se ha desarrollado un modelo murino en donde la exposicién a rotenona
reproduce algunas de las caracteristicas neuroquimicas, histopatolégicas y
conductuales de la EP, con degeneracién de la via Nigro-estriatal, inclusién de-LB
(Betarbet et al., 2000) y deficiencias motoras como hipocinesia, rigidez con postura
encorvada y temblores en uno o mas miembros. Este modelo también ha sido

reproducido en otras especies animales como en Drosophila melanogaster (Alarcon et

al., 2010).

En experimentos in vitro produce acumulacién y agregacion de la alfa-sinucleina,
dafio oxidativo progresivo y muerte celular dependiente de caspasas (Sherer et al.,
2002), no se ha observado la presencia de LB, aunque si de inclusiones protéicas en

algunas neuronas dopaminérgicas remanentes (Betarbet et al., 2000; Hoglinger et

al., 2003; Sherer et al., 2003).

Fig. 8. Estructura quimica del rotenona (Tomado de Alarcén et al., 2010).
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PARAQUAT.

El paraquat (1,1-dimetil-4,4-dipiridinio o PQ) (Fig. 9) se produjo por primera vez
con fines comerciales en 1961, es un compuesto utilizado frecuentemente como
herbicida. Se ha relacionado a la EP debido a que agricultores en contacto con él
tienen mayor riesgo de contraer la enfermedad.

Diversos estudios han demostrado que el PQ induce algunos sintomas de la EP en
animales experimentales. Su administraciéon, mediante inyecciones directas en el
cerebro, dafia principalmente neuronas DA en la SNc. La estructura quimica del
PQ es similar al MPP*, por lo que también induce dafio mitocondrial, aumentando

la produccién de ROS genera estrés oxidativo (Alarcén et al., 2010).

Por otro lado, se ha reportado que las ROS inducidas por el PQ activa a la cinasa
ASK1 y consecuentemente a las MAP cinasas JNK y p38 (Hattori et al., 2009b). Por
lo que recientemente se ha propuesto que el mecanismo de accién del PQ, es a
través de la induccion de ASK1 via el sistema de xantina/xantina oxidasa. De
modo que se ha considerado la posibilidad de usar a ASK1 como blanco

terapéutico para prevenir la neurodegeneracion en la EP (Niso-Santano et al.,

2010).

H,C—N \ N—CH,

Paraquat

Figura. 9. Estructura quimica del PARAQUAT (Tomado de Alarcén et al., 2010).

En la Tabla 3 se retine la informacién ya mencionada mostrando las ventajas y

desventajas de los modelos experimentales de la EP.
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Modelo Caracteristicas Desventajas

6-OHDA Primer modelo establecido, degeneracion | Inyeccidn unilateral, modelo agudo.
neuronal en 24 horas.

Ingresa via el transportador de dopamina (DAT)
e inhibe la cadena respiratoria mitocondrial.

MPTP En humanos y monos produce los mismos | Menor susceptibilidad en roedores, la
sintomas/histopatologia y respuesta a L-DOPA. | administracion es aguda o subaguda.

En roedores hay recuperacion.

ROTENONA Dafio en la SNc e inclusiones citoplasmaticas | Selectividad neuronal, no todos los
parecidas a cuerpos de Lewy. animales se afectan.

Inhibicibn de la cadena  respiratoria
mitocondrial.

Tabla. 3. Modelos experimentales de la EP (Tomado de Avila-Costa et al., 2013).

Existen diferentes modelos animales para el estudio de la EP, todos ellos con
ventajas y desventajas, sin embargo, hasta el momento no existe un modelo que

reproduzca los rasgos caracteristicos de la enfermedad.

MANGANESO.

El manganeso (Mn) es un elemento esencial que se encuentra en todos los tejidos y
juega un papel importante en diversos procesos biolégicos (sintesis de
aminoécidos, lipidos, proteinas y carbohidratos) (Erickson et al., 2007). Existen
enzimas dependientes de Mn como oxidoreductasas, transferasas, hidrolasas,
liasas, isomerasas y ligasas. También actda como cofactor de enzimas, tales como
la superéxido dismutasa mitocondrial, la arginasa, la piruvato carboxilasa, y la
glutamina sintetasa (Hearn et al., 2003; Takeda, 2003; Zwingmann et al., 2004;
Shishova et al., 2009).

La exposicion a altas dosis de Mn puede ocasionar dafios neurolégicos, esta

intoxicaciéon causada por Mn se le conoce como “manganismo”.
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El manganismo es un sindrome extrapiramidal, sus semejanzas con la EP son: la
bradicinesia y rigidez muscular. Las diferencias son que en el manganismo hay:
(a) temblor en reposo menos frecuente, (b) distonia frecuente, (c) propension
particular a caer hacia atrds, (d) la dificultad de respuesta terapéutica a la
levodopa, y (e) el fracaso para detectar la reduccién en la captacion de fluorodopa

por tomografia de emisién de positrones (PET) (Pal et al., 1999).

El Manganismo esta asociado con niveles elevados de manganeso en el cerebro,
principalmente en las areas que contienen altas concentraciones de hierro, como el
NC, el GP, SN y NST. Inicialmente se caracteriza por ser un trastorno psiquiatrico
(locura manganica) que se asemeja a la esquizofrenia. Los sintomas incluyen

comportamiento compulsivo y violento, la inestabilidad emocional y alucinaciones

(Pal et al., 1999).

La exposiciéon continua y progresiva a Mn puede desarrollar en los pacientes
contracciones musculares prolongadas (distonia), movimiento muscular
disminuido (hipocinesia), rigidez y temblores musculares. Estos signos estan
asociados con el dafio a las neuronas dopaminérgicas de la SNc. En algunas
investigaciones se ha reportado que este metal tiende a acumularse en regiones
ricas en DA. Chin-Chang y cols. (2003) evaluaron la funcién del DAT en la via
dopaminérgica nigroestriatal en pacientes expuestos crénicamente a Mn
encontrando aumento en la actividad de este transportador, adicionalmente, se
tratd a ratas con reserpina, y se observé que la disminucién de DA inducida por
este farmaco al depletar sus vesiculas , produce que la concentraciéon de Mn en los
ganglios basales sea menor, por lo que se ha propuesto que la concentraciéon de Mn
en la SNc es dependiente de la concentracion de DA (Aposhian et al., 1999;
Erickson et al., 2005). Esto sugiere que la recaptura y/o el metabolismo de la DA
contribuyen con el transporte de Mn. Esta observacion lleva a la hipotesis de que el

Mn puede unirse a la DA y transportarse como un complejo al interior de las
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neuronas via el DAT y/o el Mn puede competir con el Na*? para su co-transporte

con la DA a través del DAT (Aposhian et al., 1999).

El transporte del Mn al cerebro se puede explicar: El Mn en vertebrados existe en
su forma divalente (Mn?*) y trivalente (Mn3*), y su afinidad por ciertos ligandos en
el plasma; alrededor del 80% del Mn?* se une a la gamma-globulina y albumina,
mientras que el Mn3* estd unido a transferrina (Critchfield y Keen, 1992; Aschner et

al., 2005; 2007).

Se sabe que posterior a la inyeccién intravenosa de Mn, el Mn es rapidamente
retirado de la circulacién sanguinea, a pesar de ello una porcién es transportada al
cerebro en un periodo corto, lo cual supone que este mecanismo de captura es
independiente de la unién a la transferrina (Murphy et al., 1991; Takeda et al,,
2003). Este sistema parece que transporta Mn al interior del cerebro maés
rapidamente que el Mn unido a transferrina. Existe la posibilidad de que el Mn?*y
Mn3* no unidos a proteinas sean capturados por los plexos coroideos, y que
aproximadamente el 30% de este Mn inyectado sea transportado rdpidamente al
cerebro como ion libre (Sotogaku et al., 2000; Takeda, 2003; Zheng et al., 2003). De
esta manera, se ha reportado que varios sistemas de transporte participan en la
captura de Mn, por ejemplo los canales de Ca?*, intercambiador de Na*/Ca?* canal
uniporte de Ca?* y el antiporte de Na/Mg (Narita et al., 1990; Gavin et al., 1990;
2004; Frame y Milanick, 1991; Takeda, 2003; Gunter et al., 2004).

Se ha demostrado que el transportador de metales divalentes 1 (DMT-1) es
expresado en las células endoteliales de los capilares cerebrales y en las células
epiteliales coroideas (Murphy et al., 1991; Rabin et al., 1993). Este transportador
podria estar relacionado con el transporte de Mn por lo que se ha sugerido que la
entrada del Mn al cerebro es a través de los capilares, mientras que a altas
concentraciones, el transporte podria ser a través de los plexos coroides. A la fecha

el estudio de los transportes de Mn a través de las barreras cerebrales se ha
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enfocado a la tranferrina y a los DMT-1 (Gunshin et al., 1997; Roth et al., 2000;
Aschner et al., 2005).

Se ha reportado que i6n Mn?* es transportado por el DMT-1 y el ién Mn3* se una
a la transferrina lo que permite que los iones atraviesen la barrera
hematoencefélica. El ion Mn?* tiene actividad pro-oxidante que depende de
pequenias cantidades de Mn3*. El Mn3* desacopla a la cadena de transporte de
electrones, generando radicales libres como el anién superéxido, el cual oxida al
Mn?* y lo convierte en Mn3* dafiando a las mitocondrias y posteriormente a las
neuronas (Sava et al., 2004; HaMai y Bondi, 2004). Por lo que esta relacién sinérgica
entre el Mn?* y el Mn3* se tom6 como antecedente para crear un modelo de la EP a
través de la inhalacion de la mezcla de las dos especies de Mn (Mn?* y el Mn3*)

(Ordofiez-Librado et al., 2008; 2010; Sanchez-Betancourt et al., 2012).

Ordofiez-Librado y cols. en el 2008 proponen un modelo para inducir la EP, se
exponen ratones a la inhalaciéon de la mezcla de Mn?*/Mn3*, durante 5 meses,
obteniendo como resultado que la DA estriatal disminuy6 71%, acompafado de la
reduccién significativa en el nimero de neuronas DA en la SNc del 67.58%; asi
como alteraciones en la actividad motora: acinesia, inestabilidad postural y
temblor, las alteraciones motoras mejoraron con el tratamiento con L-DOPA,

demostrando con esto que las alteraciones eran de origen dopaminérgico

(Ordofiez-Librado et al., 2010).

Posteriormente Sdnchez-Betancourt y cols. en 2012 con el fin de estandarizar el
modelo de Mn en roedores reproducen el estudio en ratas macho Wistar, al
ponerlas a inhalar la mezcla de Mn?*/Mn3* durante 6 meses. Obteniendo pérdida
significativa del 75.95% de neuronas dopaminérgicas en la SNc, y ninguna
alteracion celular en el GP o NE, demostrando que el modelo es especifico. En
ambos estudios Ordofiez-Librado y Sanchez-Betancourt realizaron pruebas
conductuales: reaching task y la viga de equilibrio encontrando alteraciones en el

desempefo motor de los animales.
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TRATAMIENTOS.

Los tratamientos farmacolégicos empleados para la EP tienen como objetivo
principal disminuir las alteraciones motoras. La L-DOPA, es uno de los
tratamientos mas utilizados para reducir los sintomas de la EP. La L-DOPA suple a
la DA faltante al ser convertida a dopamina por la enzima dopa-descarboxilasa
(DDC). Sin embargo, a pesar de que el efecto benéfico es notorio, eventualmente
los sintomas de la enfermedad retornan e incluso empeoran junto con la apariciéon
de los efectos colaterales como el aumento en la muerte de neuronas DA por estrés
oxidativo (Gardufio y Rangel-Barajas, 2005).

Por lo que se continta en la btsqueda de tratamientos alternativos. Dichos

tratamientos pueden ser:
QUIRURGICOS.

La neurocirugia a mediados del siglo XX, era el método que con méas frecuencia se
utilizaba para tratar el temblor y la rigidez, de los pacientes con Parkinson, el
principal problema es que no siempre se tenia éxito en las intervenciones (Gallardo

et al.,, 2012).
TALAMOTOMIA.

La talamotomia es un procedimiento quirdrgico que consiste en la
termocoagulacion de una determinada é4rea del talamo, el ntcleo wventralis
intermedius (VIM), pero que suele extenderse hacia areas mas anteriores, como el
nucleo ventral oralis posterior y el ventral oralis anterior; que se sabe solo mejora el
temblor en reposo, en pacientes con EP. Sin embargo la talamotomia bilateral
mejora el sintoma del temblor en las extremidades, pero se asocia a la aparicién de
disartria e hipofonia invalidante en un gran namero de pacientes (Valledeoriola,

2007).
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PALIDOTOMIA.

La palidotomia es una cirugia selectiva del Gpi (DeVitto y Anderson, 1982;
Laitinen et al., 1992; Kopyov et al., 1997; Obeso et al., 1998; Baron et al., 2000;
Takeuchi et al., 2000; Garonzki et al., 2002), esta cirugia restablece la actividad
inhibitoria del Gpi sobre el tdlamo y el sistema descendente cértico-motor. Por lo
que los sintomas temblor, rigidez y bradicinesia se disminuyen (Laitinen et al.,
1992; Obeso, 1997; Lai et al., 2000; De bie et al., 2002; Hughes et al., 2002; Slawek et
al., 2003; Gershanik et al., 2003).

ESTIMULACION CEREBRAL

La terapia de estimulacién cerebral profunda es un tratamiento quirtargico que
puede reducir algunos de los sintomas asociados a la EP. La estimulacion en zonas
profundas del cerebro regula las sefiales eléctricas anormales que causan los
sintomas motores incapacitantes de la EP, regresandolas a su estado normal. Como
resultado, muchas personas logran tener un mayor control sobre los movimientos
de su cuerpo. El sistema DBS consta de tres componentes implantados: electrodo

extension y neuroestimulador (Ford, 2012).
TRASPLANTE DE TEJIDO.

El trasplante intracerebral se define como el implante de tejido vivo neuronal en el
SNC. El primer trasplante de tejido nervioso fue reportado por W. Gilman
Thompson en 1890 y posteriormente en 1960, se describieron los efectos
funcionales del trasplante en un modelo de la EP. Estudios recientes han
demostrado que el tejido nervioso trasplantado sobrevive, se integra en el cerebro

del paciente e induce recuperacién funcional en modelos animales (Arfas-Carrion,

2008).
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El trasplante se ha considerado como una buena estrategia terapéutica, porque:

1. Se asocia con la degeneracion selectiva de las neuronas dopaminérgicas de
la SNc.

2. La terapia de reemplazo dopaminérgico provee beneficios -clinicos
considerables.

3. Hay un area bien definida para realizar el trasplante.

4. Los implantes de células dopaminérgicas mejoran parcialmente la conducta

observada en los modelos animales de la EP.
TRASPLANTE DE TEJIDO FETAL.

La microcirugia abierta y la cirugia estereotaxica son técnicas utilizadas para el
trasplante de tejido fetal (Madrazo et al., 1990; Lindvall et al., 1990). Diversos
estudios han mostrado que las células fetales implantadas en el cerebro de
pacientes con EP sobreviven 8 afios después de la cirugia, disminuyendo el

temblor de la enfermedad (Arias-Carrion, 2008).
La dificultad de esta técnica es la obtencion del tejido:

e La cantidad de fetos que se necesitan (6-12 fetos por paciente) ya que en la

mayoria de los paises esta actividad no es permitida (Arias-Carrién, 2008)

e El implante de tejido es poco exitoso, ya que es invasivo y no hay forma de

controlar la liberacién de DA.
FACTORES TROFICOS (GDNF, BDNF, EGF, NEURTURINA).

Los factores tréficos, son familias de polipéptidos que participan en los procesos de
migracion, crecimiento, diferenciacién y sobrevivencia de distintos tipos celulares.
Los factores que regulan estos procesos en las células nerviosas se denominan

factores neurotroficos (Castillo-Padilla et al., 2011).
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Los factores neurotréficos logran el mantenimiento integral del tejido nervioso,
potencian sus recursos celulares y sostienen la conectividad adecuada. Por lo que
son considerados como tratamientos neuroprotectores y neurorrestaruradores de
enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica,

enfermedad de Huntington y EP (Garbayo et al., 2006).

Comprenden 3 familias : Neurotrofinas (Factor de crecimiento de nervioso, (NGF)
Factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), Neurotrofina 3 (NT-3);
Neurotrofina 4 y 5 ( NT-4-5), Neurotrofina 6 (NT-6), Neurotrofina 7 (NT-7)).
Factores neurotréficos derivados de la glia (GDNF): neurturina, artemina,
persefina, y un tercer grupo constituido por citocinas neuropoyéticas (Factor
neurotroéfico ciliar CNTF y Factor inhibitorio de leucemia LIF) (Hohfeld et al., 2000;
Tabakman et al., 2004; Meinl et al., 2006; Allen y Dawbarn, 2006).

El GDNEF fue el primer factor neurotréfico propuesto como tratamiento en la EP;
sin embargo, aplicado en la clinica sus resultados no han sido del todo favorables

(Deieborg et al., 2008).

Las neurotrofinas son heterodimeros de polipéptidos con residuos altamente
basicos sintetizados como precursores y procesados dentro del compartimento
celular (via convertasas) o extracelularmente (via metaloproteasas 3, 7 y plasmina)
a neurotrofinas maduras, adquiriendo asi actividad biolégica (Allen y Dawbarn,
2006).

La primera neurotrofina descrita fue NGF. En este dimero, cada unidad esta
formada por cadenas anti-paralelas, B- plegadas unidas en uno de sus extremos,
dandole un aspecto de hélice, en tanto su estructura terciaria le otorga aspecto

asimétrico (Mc Donald y Chao, 1995; Lewis et al., 2006).

La administracién exégena de NGF durante el desarrollo embrionario previene la
muerte de las neuronas de los ganglios sensoriales o sensitivos (Harper y Thoenen,

1981), mientras que en el adulto su principal blanco en el SNC son las neuronas
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colinérgicas, regulando la expresiéon de acetilcolina (Mobley et al., 1986; Li et al.,
1995).El BDNF in vitro, es capaz de mantener la supervivencia de neuronas
corticales embrionarias (Nawa et al., 1993), asi como de células ganglionares de la
retina (Johnson et al.,, 1996), células colinérgicas, dopaminérgicas y neuronas
granulares del cerebelo (Hyman et al., 1991; Segal et al., 1992; Lindholm et al.,
1993). La NT-3 tiene actividad tréfica tanto en el SNC como en el SNP,
promoviendo la diferenciacién de las células de Purkinje y granulares del cerebelo.
Ademds, mantiene la supervivencia y diferenciacion de neuronas tanto

GABAérgicas como dopaminérgicas (Hyman et al., 1994).

La funcion biolégica de cada neurotrofina es llevada a cabo mediante la
interaccién con dos tipos de receptores: receptores de alta afinidad (especifica para
cada molécula), con actividad tirosina- cinasa conocidas como TrkA (NGF), TrkB
(BDNF, NT-3 y NT-4/5) y TrkC (NT-3); y un receptor comtn de baja afinidad
conocido como p75 (Hohfeld, 2000; Tabakman, 2004; Allen y Dawbarn, 2006).

BDNF

El BDNF es la segunda neurotrofina, después del NGF, que se aisl6 y se secuenci6
por Ives Barde y cols. (1982). Recientemente se ha establecido que el BDNF y su
receptor TrkB son esenciales en el mantenimiento de procesos fisiologicos del
cerebro adulto como la supervivencia celular neuronal, crecimiento de neuritas,
migracion celular, regulacion de la actividad del glutamato dependiente de la
espina dendritica y crecimiento dendritico, formacién de sinapsis (Deogracias,
2007). Asi como la modulacion de las ramificaciones dendriticas, la morfologia de
las espinas dendriticas (Tanaka et al., 2008; Horch et al.,, 2002) la plasticidad
sindptica y la potenciaciéon a largo plazo (LTP) (Figurov et al., 1996; Kang y
Schuman, 1995) influyendo en el aprendizaje y la memoria (Egan, 2003; Cathomas

etal.,, 2010).
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Ademas, la infusion de BDNF mejora las alteraciones motoras en primates no
humanos con EP inducido por MPTP, debido a que protege las neuronas DA y

mejora la reinervacion estriatal (Tsukahara et al., 1995).

La regulacion funcional y morfolégica de las neuronas, se debe a que la unién
esencial del BDNF y su receptor p-TrkB, activan las vias de sefalizacion MAPK
(proteina cinasa activada mitogénica), PI-3K (Fosfoinositol 3 Cinasa), PLCy
(fosfolipasa Cy) y CREB (cAMP response element-binding) (Fig. 10) (Beattie et al.,
2000; Howe et al., 2001).
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Figura.10. Rutas de sefializacién del receptor de neurotrofinas TrkB. Los astrocitos tinicamente
expresan el receptor TrkB-T1, el cual es capaz de dimerizar en presencia de la neurotrofina
correspondiente, lo que origina el aumento de los niveles intracelulares de Ca2+ y la inhibicién de
la proteina RhoA. MAPK, mitogen activated protein kinase; RSK, ribosomal S6 kinase; PLCy,
phospholipase C gamma; DAG, diacylglycerol; PKC, protein kinase C; MEK, MAPK/ERK kinase; CREB,
cAMP/Ca2+ response element-binding protein; 1P3, inositol-1, 4, 5-triphosphate; Ca2+, calcio; LTP, long
term potentiation; PI3K, phosphatidylinositol-3-kinase; Gprot, G protein; RhoGDI, Rho guanine nucleotide
dissociation inhibitor 1. (Tomado de Deogracias Rubén, 2007).

El receptor TrkB se encuentra sobre la superficie de la membrana, el BDNF se une
al receptor el cual se autofosforila y dimeriza (Jang et al., 2009); la célula por medio
de su proceso endocitico comienza a formar un vesicula cubierta (endosoma) de la
proteina clatrina esencial para el transporte membranal, esta vesicula se llama
endosoma. Este endosoma es internalizado a la célula y una vez dentro es liberado
el pTrkB (TrkB fosforilado) que permite la activacion de las vias de sehalizacién

antes mencionadas (Fig.11) (Nagappan y Bai, 2005).
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Figura.1l. Teoria endosomal. Actividad dependiente del complejo BDNF-TrkB por endocitosis
(Tomado de Nagappan y Bai, 2005).

43



RECEPTOR DOPAMINERGICO D3.

El receptor D3 fue clonado por Sokoloff y cols. en 1990. En el ser humano el
receptor consta de 400 aminoacidos mientras que en rata comprende 446; a pesar
de esa diferencia estructural su distribucién parece ser similar Herroelen et al.,
1994). La posible  estructura de este receptor consta de 7 dominios
transmembranales y receptores acoplados a proteinas G (Fig. 12) (Sokoloff et al.,

1990; Livingsntone et al., 1992; Jackson et al., 1994).

Figura. 12. Propuesta topografica del receptor de dopamina D3. Residuos de aminoécidos presentes
en cada dominio: Dominio transmembrana V compuesto de Ser (193) y Ser (196), que se cree que
forman enlaces de H (hidrégeno) con los grupos hidroxilo de los catecoles. El dominio
transmembrana III compuesto de Asp (110) que se vincula con el grupo amina de monoaminas y
el dominio transmembrana IV compuesto de Cys (166)-Pro (167). Son los tinicos dominos de los que
se conoce su estructura (Tomado de Levant, 1997).

Se pueden emplear una variedad de enfoques para estudiar la localizacién de los
receptores D3, incluyendo métodos moleculares, farmacolégicos e inmunolégicos.
También se han identificado en base a la localizacion de RNAm del receptor.
Existen otros enfoques como los de visualizacion selectiva del D3; estos métodos
debido a la afinidad de este receptor por la dopamina y sus agonistas incluyen el
uso de un ligando D3 selectivos como [3H] 7-OH-DPAT (Lévesque et al., 1992),
[3H] PD 128907 (Akunne et al., 1995), o [125]]-trans 7-OH-PIPAT (Kung et al.,

1994), en estudios de unién de radioligandos y autorradiografia.
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Aunque la distribuciéon de los receptores D3 en el cerebro de rata no se ha
mapeado en detalle, su localizacién parece paralela a la de su RNAm. Los
receptores D3 parecen estar expresados en alta densidad en las regiones del
cerebro tales como las islas de Calleja, bulbo olfatorio, y el 16bulo intermedio de la
pituitaria. La unién moderada del receptor D3 se observa en el niicleo accumbens,
la capa molecular del ntcleo vestibulocerebral, y la SNc. La unién del D3 es
relativamente baja en el CP (Levant et al., 1992; Gehlert et al., 1992; Lévesque et al.,
1992; Landwehrmeyer et al., 1993; Parsons et al., 1993; Booze y Wallace, 1995; Ricci
et al., 1995).

Reportes recientes indican que el RD3 estd presente en la terminales
dopaminérgicas donde regula la sintesis y liberacion de la dopamina(Mestikawy y
Hamon, 1986) asi como su participacion en el desarrollo neuronal debido a que se
encuentra en las zonas de mitosis del neuroepitelio en las primeras etapas
gestacionales (Diaz et al., 1997). También se ha descrito la expresiéon del receptor
D3 en la zona subventricular (SVZ) ventral durante la etapa prenatal y postnatal y
persiste en esta region en la edad adulta, esto lo han reportado Van Kampen y cols.
en el 2004 y 2005 quienes estudiaron la estimulacién de los receptores D3 y
observaron neurogénesis en la zona subventricular, neoestriado y en la SNc de rata
adulta. Lo que demuestra que el receptor D3 se expresa continuamente en areas

del cerebro adulto capaces de proliferar.

Por lo que estos hallazgos sugieren que el tratamiento con agonistas de los
receptores D3 podria producir un efecto modificador en la EP por la restauracion

parcial de la via nigroestriatal.
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INTERACCION BDNE-D3.

Diversos estudios han reportado la relacion que existe entre las neuronas
dopaminérgicas y el BDNF (Venero et al., 1994; Howells et al., 2001; Sokoloff et al.,
2006; Guillin et al., 2011). EI BDNF ejerce varias funciones en las neuronas
dopaminérgicas, una de ellas es la de proteger a las neuronas de toxinas (6-OHDA,
MPTP), RL o “estrés oxidativo” (Spina et al., 1992); otra es la de mantener la
supervivencia de las neuronas, como lo indica el hecho de que el bloqueo de la
expresion del BDNF con oligonucleétidos antisentido trae consigo pérdida de
neuronas dopaminérgicas de la SNc (Porrit et al., 2005). El BDNF aumenta la
reinervacioén funcional de los trasplantes de neuronas dopaminérgicas fetales en el
estriado (Yurek et al., 1996) y estimula la liberacién de dopamina (Blochl y
Sirrenberg, 1996).

El BDNF sintetizado por las neuronas dopaminérgicas es responsable de la
expresion de los receptores D3 durante el desarrollo y de mantener su expresion en
el adulto (Guillin et al., 2011); la activaciéon de estos receptores por agonistas
especificos protege a las neuronas de la degeneraciéon inducida, por lo que se
considera que hay interaccion entre los receptores D3 y el BDNF (Du, 2005) y que

dicha interaccién probablemente tiene efecto protector y neurogénico.
TRANSFECCION DEL GEN PARA BDNF.

La terapia génica (TG) consiste en la administraciéon de material génico con el fin
de curar una enfermedad; esta transfecciéon de genes se puede hacer in vivo o ex

v1v0.

La terapia génica para la EP tiene por objetivo detener y revertir la
neurodegeneracion ocasionada por la enfermedad. Esta terapia consiste en insertar
un gen neurotrdfico (transgén) dentro de las células de una regién del cerebro, en
donde la proteina transgénica liberada pueda frenar la muerte celular progresiva

de las neuronas dopaminérgicas y restaurar su conectividad funcional con los
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nucleos blanco (Bjorklund y Kirik, 2009); la mayoria de los protocolos utilizan
vectores virales para la transfeccién de transgenes neurotréficos (Ulusoy, 2008); sin

embargo existen limitaciones como la falta de especificidad y poco efecto (Alvarez-

Maya et al., 2001).

El grupo de Martinez-Fong y cols. (2001; 2006; 2012) desarrollaron el NT-poliplex
(primer vector no viral) con la siguiente secuencia: La neurotensina (NT) es una
molécula de direccionamiento adecuado para la entrega de genes a las neuronas
del SNC, ya que su ruta de internalizaciéon evade los lisosomas que son los
encargados de degradar a las moléculas exdgenas, esta internalizacién se logra a
través de su receptor de alta afinidad NTS1 (Fig. 13) (Fig. 14) (Faure et., al 1995;
Nouel,1997); la neurotensina con poli-L-lisina (PLL) se une electrostaticamente a
un ADN plasmido (pADN) formando el complejo NT-poliplex (Alvarez-Maya et
al., 2001; Gonzalez-Barrios et al., 2006; Arango-Rodriguez et al., 2006; Hernandez-
Baltazar et al., 2012).

Figura.13. Representacion diagramatica
de la estructura basica de un vector de
transferencia génica mediada por

(k) receptor.
Poli-L-/D-Lisina El ligando (a) activaria la endocitosis al

unirse a su receptor especifico. La poli-
L-lisina (b) tiene la funcién de unir al
ligando y al cDNA o DNA plasmidico
(c) que contiene el gen de interés

(Diagrama tomado de Arguelles, 2002).

Alvarez-Maya y cols. en el 2001 basados en la hipétesis de que la neuronas
dopaminérgicas nigrales son capaces de internalizar la NT, probaron la hipétesis
con el NT-poliplex en neuronas dopaminérgicas de la SN in vivo transfectando
genes indicadores; sin embargo la transfeccion no fue eficaz a pesar de que la NT
evade el comportamiento lisosomal; esto se debe a que el exceso de H* en el

interior del endosoma induce la precipitacién del poliplex y reduce de esta manera
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la eficiencia de polifeccion. Por lo que diversas investigaciones han concluido que
las instrucciones de escape oportuno del endosoma y el direccionamiento del gen

viral al nticleo se encuentran en la codificaciéon de pequefios péptidos.

Por lo que Gonzéalez-Barrios y cols. 2004 modificaron al NT-poliplex agregando el
péptido fusogénico del extremo amino terminal de la hemaglutinina HA?2 del virus
de la influenza conjugéndolo con la poli-L-lisina del vector y un potente péptido
cariofilico del virus SV40 acoplado electrostaticamente al DNA plasmidico;
esperando que el vector fusogénico y cariofilico fuera capaz de activar
especificamente la endocitosis mediada por el receptor para NT, y asi poder
escapar oportunamente del compartimiento endosomal y dirigir certeramente el

DNA plasmidico al ntcleo celular (Fig.15).

(a) (d)
Péptido
Ligando Fusogeanico
(b
Poli-L<D-Lisina
" (&)
(c) . I
[ ~.| Peptido
< | Cariofilico

Figura.14. Representacion de la nueva generaciéon
de vectores de transferencia génica mediada por
el receptor que resulta de la adiciéon del péptido
fusogénico (d) y el péptido cariofilico (e) al vector
original ¢cDNA = DNA plasmidico que contiene
el gen de interés. (Diagrama tomado de Arguelles,
2002).

Figura.15. Representacién diagramatica de un
corte de la célula que ilustra la funcién de cada
componente del poliplex fusogénico-cariofilico.
La punta de la flecha corresponde al ligando (a),
el cual activa la endocitosis; PF = péptido
fusogénico (d) tiene la misién de rescatar
oportunamente al cDNA antes de que aumente la
acidez del endosoma; PC = péptido cariofilico (e),
encargado de direccionar al cDNA al nitcleo; la
poli-L-lisina (b) esta representada por los signos
positivos en el cuerpo de la flecha y su funcién es
unir el ligando y el péptido fusogénico con el
DNA plasmidico (c), representado por el circulo
de doble hebra; la vesicula representa el
endosoma inducido por la activacién del receptor;
L = lisosoma. (Diagrama tomado de Arguelles,
2002).
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Con estas modificaciones transfectaron el gen que codifica GDNF (hGDNF) como
tratamiento para el Parkinson experimental, corroborando con sus resultados de
RT-PCR la expresion de ARNm exégeno de hGDNF, con Western- Blot
confirmaron la verificacion de la expresion del transgen, y por técnicas de
inmunoflorescencia e inmunohistoquimica demostraron que fueron transfectadas

las neuronas dopaminérgicas la SNc.

Arango-Rodriguez y cols. 2006 transfectaron pDAT-BDNFflag en el cuerpo
estriado y por transporte retrogrado se encontré el marcaje en la neuronas
dopaminérgicas de la SNc comprobando la especificidad del pDAT-BDNFflag asi
como también estudiaron las caracteristicas biofisicas del NT-poliplex.
Hernéndez- Baltazar y cols. 2012 demostraron la especificidad del NT-poliplex en
cultivos neuronales de neuronas dopaminérgicas (in vitro) con los plasmidos
cortos que no requieren altas relaciones molares de pldsmido a portador.

Es por esta especificidad de la transfecciéon de genes que en este proyecto se utiliza
el NT-poliplex para la transfeccion del gen para BDNF en las neuronas

dopaminérgicas de la SNc.
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INTEGRIDAD DEL SISTEMA
ESPINAS DENDRITICAS.

Camilo Golgi en 1873 desarroll6 la reacciéon de nitrato de plata y dicromato de
potasio conocida como “la reacciéon negra” con la que obtuvo una imagen completa
de una sola célula nerviosa. Sin embargo el método tuvo poca repercusion en la
comunidad cientifica. La presencia de espinas dendriticas en el trabajo de Camilo
Golgi causo6 controversia debido a que algunos cientificos apoyaban la idea de que
era precipitado de plata; Golgi reconoci6 la presencia de espinas dendriticas sin
embargo no les atribuyé ninguna importancia fisiolégica (Garcia et al., 2007). 15
afios después Santiago Ramén y Cajal utilizé y mejoréd la técnica para la
visualizacién y descripcion del SN, desminti6 la idea “del precipitado de plata” y

determiné que eran “espinas dendriticas” y propusé que se conectan con axones y

dendritas (Garcia et al., 2007).

Las espinas dendriticas son protuberancias protoplasmaticas que revisten toda la
superficie de muchas neuronas y representan el sitio de contacto sinaptico. La
densidad de las espinas dendriticas oscila entre 1 a 10 por um a lo largo de la
longitud de la dendrita (Sorra y Harris, 2000) y se caracteriza por: a) La base de la
espina estd en el cruce con el eje dendritico, b) el cuello, y ¢) la cabeza que puede
hacer contacto con el axén. Su forma y tamafio es variable. Su longitud va de 0,2 a
2 pm, con un volumen de 0,001 a 1um3. En base a la morfologia- se clasifican en:
espinas delgadas, espinas cortas sin cuello y espinas con cabeza ancha
denominadas espinas hongo (Figura 16) (Bourne y Harris, 2008). Las espinas estan
presentes en diferentes poblaciones de neuronas en el cerebro, las mejor
caracterizadas son las neuronas piramidales del hipocampo, neocértex, células de
Purkinje del cerebelo; las espinas dendriticas son dindmicas cambian su estructura

continuamente lo que demuestra su plasticidad (Bourne y Harris, 2008).
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Figura.16. A) Representacion esquematica de los filopodios y las espinas dendriticas: delgada, corta
sin cuello y hongo. (Modificado de Sekino et al., 2007). B y C) Fotomicrografia de una neurona
piramidal de tercera capa de la corteza cerebral frontal de la rata. En la cual se muestra las
diferentes formas de espinas dendriticas a lo largo de la dendrita basal. () delgada, (=) corta

() y hongo. Técnica de Golgi modificada. Barra de 25 pum (Tomado de Fregozo, 2012).

La espinogénesis de las espinas dendriticas se explica por tres modelos: a) Los
filopodios como precursores de las espinas dendriticas (Vaughn, 1989, Ziv y
Smith, 1996; Marrs et al., 2001), b) Formacién de la espina del eje dendritico (Miller
y Peters, 1981; Harris, 1999), c¢) Formaciéon de la espina sin contacto sinaptico
(Sotelo, 1990). Por lo tanto, las espinas dendriticas pueden emerger a través de
diferentes mecanismos en diferentes tipos de neuronas (Carlin et al., 1980; Mundel
et al., 1997; Rao et al., 1998, Wyszynski et al., 1998; Sekerkova et al., 2003).
Recientemente se ha demostrado que en cultivos de NEM la activaciéon de los
receptores dopaminérgicos de ambas familias facilita la presencia de espinas

dendriticas capaces de formar sinapsis.
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IMPORTANCIA DE LA REINERVACION DE LAS ESPINAS DENDRITICAS
EN LA EP.

Como ya se ha mencionado, la EP se caracteriza por la pérdida de la inervacién de
dopamina estriatal, que se origina en la SNc (Fahn, 2003; Savitt et al., 2006).
Estudios postmortem de personas con la EP han revelado marcada disminucién de
la densidad y longitud de la espinas dendriticas en las NEM, (McNeill et al., 1988;
Stephens et al., 2005; Zaja-Milatovic et al., 2005). En modelos animales de la EP
también se han observado cambios morfolégicos similares en las NEMs (Ingham et
al., 1989; Arbuthnott et al.,, 2000; Day et al.,, 2006). La pérdida de las espinas
dendriticas después del agotamiento de la DA estriatal, se ha sugerido, que
depende del aumento de la actividad sindptica cortical glutamatérgica que llega a
las NEM (Bouyer et al., 1984; Freund et al., 1984; Deutch, 2006); aunque en cultivos
celulares de NEM se ha mostrado que la falta de DA o el bloqueo de los receptores
DA disminuye la densidad de espinas dendriticas. Estos cambios en la estructura
dendritica son duraderos y no parecen ser revertidos por tratamientos para la EP

como la levodopa (Stephens et al., 2005; Zaja-Milatovic et al., 2005).

La familia de las neurotrofinas regulan la formacién de sinapsis y de las espinas
dendriticas (Huang y Reichardt, 2001; Waterhouse y Xu, 2009). En particular, se
requiere el BDNF para iniciar la sefalizacién, y formaciéon de las espinas
dendriticas en varias regiones del cerebro, incluyendo la corteza (Chakravarthy et
al., 2006; English et al., 2012; Kaneko et al., 2012; Vigers et al., 2012), el hipocampo
(Tyler y Pozzo-Miller, 2003; Luikart et al., 2005, Von Bohlen und Halbach et al.,
2008) y el cuerpo estriado (Baquet et al., 2004; Rauskolb et al., 2010).

El BDNF transportado anterégradamente de las neuronas DA de la SNc al NE
(Altar et al., 1992) es el responsable de regular la entrada glutamatérgica y los
niveles intracelulares de Ca2+ responsables de la ramificacion dendritica y la

morfologia de la espina dendritica (Horch et al., 2002; Tanaka et al., 2008) de las
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NEM (Surmeier y Kitai, 1997; Meshul et al., 1999; Cepeda et al., 2001; Day et al.,
2006).

Por otra parte, la activacion de los receptores D3 (D3R) también tiene efectos
troficos favoreciendo la arborizacion de dendritas de las neuronas dopaminérgicas
mesencefélicas (Collo et al., 2008). Van Kampen y cols. en el 2006 demostraron que
la activacion selectiva de los D3R regenera la ruta nigroestriatal, lo que mejora

algunos aspectos del desempefio motor (Van Kampen et al., 2006).

Debido a que el BDNF también se expresa en el sistema glutamatérgico, actaa en
tdindem con este neurotransmisor en las sinapsis excitatorias (Lessmann et al.,
2003) y tiene interaccion reciproca con el receptor D3, inferimos que el tratamiento
con esta neurotrofina BDNF y el agonista 7-OH-DPAT regulard la entrada
glutamatérgica excitatoria evitando la pérdida de espinas dendriticas, o bien la

recuperacion de las que se perdieron por la depleciéon de DA.
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JUSTIFICACION.

Los modelos animales empleados para reproducir la EP deben imitar, lo mas
cercano posible, los sintomas fisiol6gicos y conductuales. En nuestro laboratorio se
propuso y desarroll6 un modelo de la EP por inhalacién de la mezcla de Cloruro
(MnCl?) y acetato (Mn(OAc)3) de Manganeso debido a la relacién sinérgica entre
los dos compuestos, responsables de la perdida de neuronas dopaminérgicas de la
SNc y la aparicion de los sintomas motores (acinesia, inestabilidad postural y
temblor). Sin embargo, este modelo solo ha sido evaluado con las pruebas motoras
de reaching task y la viga de equilibrio; por lo que es importante se le apliquen
otro tipo de pruebas para reafirmar la efectividad del modelo. En este estudio se

aplicé una bateria de pruebas que incluye: pasarela, rotarod y campo abierto.

Por otra parte los tratamientos para la EP hasta ahora no han logrado detener su
progreso. En este contexto ha surgido la idea de que recuperar el sistema
dopaminérgico (neuronas y conexiones estriatales) como alternativa para el
tratamiento de la EP. Recientemente se ha reportado, que la interacciéon que existe
entre los receptores D3 y el factor tréfico BDNF tiene un efecto neuroprotector y
neurogénico en las neuronas de la SNc. Basados en estos antecedentes el presente
estudio evalu6 si el co-tratamiento (Trasnsfecciéon del gen BDNF/agonista D3 -7-
OH-DPAT-) recupera la destreza motora normal, incrementa el nimero de

neuronas remanentes en la SNc y las espinas dendriticas de las NEMs estriatales.
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HIPOTESIS.

El modelo de la EP por inhalacién de la mezcla de Cloruro (MnCl?) y acetato
(Mn(OAc)}) de Manganeso producird deterioro de la conducta motora

(bradiscinesia, hipocinesia) y emocional (ansiedad) de manera progresiva.

La activacion crénica del receptor D3 (agonista 7-OH-DPAT) y la induccién de la
sintesis de BDNF (transfeccion del gen para BDNF) tendra efecto neuroprotector

en las neuronas de la SNc y disminuird las alteraciones motoras.

OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar las alteraciones motoras y emocionales inducidas por el modelo
experimental de EP por inhalacién de la mezcla de compuestos de Manganeso a
los 3 y 6 meses de exposicion y determinar si el co-tratamiento (Trasnsfeccion del
gen BDNF/agonista D3 (7-OH-DPAT), induce la preservacion celular en la SNc y
disminuye los sintomatologia ocasionada por el modelo de EP.

OBJETIVOS PARTICULARES.
Fase 1

e Evaluar mediante una bateria de pruebas motoras (campo abierto, rotarod y
pasarela) el deterioro motor y conductual inducido por la inhalacién de la
mezcla de (MnCl2) y (Mn(OAc)3) alos 3 y 6 meses de exposicion.

Fase 2
e Evaluar la accién del co-tratamiento agonista dopaminérgico D3 (7-OH-
DPAT) y el gen para BDNF en el desempefio motor con las pruebas motoras
(campo abierto, rotarod y pasarela).
Determinar la preservacion de las neuronas dopaminérgicas de la SN,
mediante el conteo de neuronas dopaminérgicas procesadas con la técnica

inmunohistoquimica anti-TH.

e Evaluar la reinervacion dopaminérgica nigroestriatal juzgada por la
conservacion de las espinas dendriticas de las NEM estriatales.
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DISENO EXPERIMENTAL.

Se utilizaron 18 ratas macho de la cepa Wistar mantenidas en condiciones de
laboratorio con foto-periodo invertido de 12/12h (luz-obscuridad) con libre acceso

al alimento y al agua.

Se dividieron en 2 grupos: el primero estuvo conformado por 12 ratas que
inhalaron la mezcla de MnCl,, 0.04M y Mn (OAc)s, 0.02M tres veces por semana
durante 6 meses para inducir el modelo de la EP, y las otras 6 fueron expuestas a
agua desionizada bajo las mismas condiciones (grupo control) este grupo se utilizé

exclusivamente para la comparacion citoldgica.

Antes de iniciar las inhalaciones se evalu6 el desempefio de la actividad motora en
un rotarod (coordinacion de las patas), en el campo abierto (distancia recorrida,
conducta emocional), y en la pasarela (alteraciéon de la marcha), las pruebas se

repitieron a los 3 y 6 meses mientras los animales fueron expuestos a la mezcla de

Mn.

Posterior a los 6 meses de exposicion a la mezcla de manganeso, el grupo

experimental (n=12) se dividi6é en dos subgrupos de seis animales cada uno.

Un grupo (n=6) recibié la administracién continua del agonista D3 (7-OH-DPAT),
mas la transfeccién del gen para BDNF; al otro grupo (n=6) se utiliz6 como control
positivo ya que se le realizé el mismo procedimiento solo que este grupo
Unicamente recibié solucién salina. El grupo control, no se le realiz6 ningtun

procedimiento, se mantuvieron para la comparacién histolégica.

El agonista D3 se administré a través de una bomba de microdifusién que se
implanté por métodos quirtrgicos de manera subcutanea, la bomba estuvo
activada durante 3 meses (1mg/dia), a la semana post-implantacién se hizo la
transfecciéon del BNDF (inyectado tnica bilateral e intracerebralmente en la SNc), a

los 3 meses post-implantacién se repitieron las evaluaciones motoras para
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determinar los efectos del tratamiento. Las pruebas motoras se repitieron 2 meses
después de que la bomba habia sido retirada para determinar si los efectos eran

permanentes.

Una vez finalizado el tiempo de tratamiento se sacrificaron a los organismos por
perfusion intracardiaca, se obtuvo el tejido cerebral de la SNc y NE del cual se
obtuvieron cortes de 50 um y se proces6 con la técnica de inmunocitoquimica para
TH (para el conteo de las neuronas dopaminérgicas) y técnica de Golgi (para el

conteo de espinas dendriticas en las NEM) (Fig. 17).

Pre-exp  Exp-MnCly Mn(OAc); Co-Tratamiento Andlisis citolégico
0.04M n.02Mm
Infusion Sin Co-Tratamiento Inmuno-TH
7-OH-DPAT [img/kg) Técnica Golgi
v v v
*0 #*3 meses *6meses |*3 meses #*2 meses Conteo neuronas TH+y espinas dendriticas.
A A4
Transfeccion gen BDNF Perfusidn intracardiaca Fin del experimento
(A la semana de implantada la bomba)

*Pruebas de conducta Grupos:
(Pasarela, campo abierto, rotarod) - Control(n=6)

- MnCl,y Mn{OAc)s- 7-OH-DPAT y BDNF (n=6)
- MnClhyMn(OAc)s - Solucién salina(n=6)

Figura.17. Disefio experimental. El asterisco (*) representa la bateria de pruebas de conducta en los

tiempos determinados y se muestran los tres grupos
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METODOLOGIA.
MODELO DE LA EP.

a. Inhalacién de manganeso.

Se coloc6 a los animales 1 h tres veces a la semana durante seis meses (72
inhalaciones) en una camara de acrilico cerrada (40 cm de ancho x 70 cm de largo y
25 cm de alto) conectado a un ultranebulizador (Shinmed, Taiwén), con 10 1/min
de flujo continuo que expulsa la mezcla de 0.04 M de MnCl? y 0.02 M de Mn
(OAc)3 (en forma de vapor). El ultra nebulizador estd disefiado para producir
gotitas en un rango de 0.5-5 mm. Una trampa para el vapor se encuentra en el lado
opuesto con una solucién de bicarbonato de sodio para precipitar el metal restante.
Durante la exposicion, los animales fueron monitoreados visualmente de manera
continua observando la tasa de respiraciéon, la profundidad y la regularidad.Asi
como el monitoreo del nivel de oxigeno y la concentracion de Mn (Avila-Costa et

al., 2004; Sanchez-Betancourt et al., 2012).

Pruebas conductuales:

Rotarod.

El rotarod es un equipo automatizado el cual controla electrénicamente la
velocidad de giro de un tambor. El equipo registra el tiempo de permanencia en
el tambor y la velocidad a la que gira al momento en que el animal se cae. Se
utilizo6 el protocolo de velocidad constantes a 5, 10, 15, 20, 25, revoluciones por
minuto (rpm) durante un periodo maximo de 2 min. por velocidad. Las ratas
fueron entrenadas para aprender a permanecer en el rotarod durante los 2
minutos a las 2 velocidades mas bajas (5 y 10 rpm), los animales que no
aprendian fueron eliminados de la prueba. El desempefio motor de cada rata se
grafic6 y se eliminaron las que no obtuvieron una disminucién minima del 50%

en su desempefio motor después de haber estado inhalando Mn durante los 6
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meses previos. El drea bajo la curva de velocidad vs permanencia de caida mide

el desempefio motor de la rata (Rozas y Labandeira, 1997) (Fig.18).

Figura. 18. Prueba de Rotarod.

Actividad de Campo abierto.

Las ratas se colocan en un compartimiento cuadrado de 83 c¢cm por lado. Una
videocamara graba durante 20 minutos la actividad. Los videos obtenidos se
analizan fuera de linea para determinar 1) el desplazamiento durante los 20 min.
de registro, 2) la distancia total recorrida durante el periodo de grabacién y 3) el
tiempo de permanencia en alguna zona del campo. Con estos pardmetros se
calcula la relacién entre movimiento e inmovilidad durante el periodo de registro y
la velocidad de desplazamiento (Gémez y Fusté, 1994; Irigoyen et al., 1999; Pruty
Beltzung, 2003). El programa realizado para este propésito fue realizado por el
laboratorio del Dr. Ismael Jiménez Estrada del Departamento de Fisiologia,

Biofisica y Neurociencias del CINVESTAV-Zacatenco (Fig.19).
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Figura.19. Prueba Campo abierto.

Tigmotaxia (ansiedad).

La tigmotaxia es un sintoma que se presenta en los roedores cuando existen
factores que les ocasionan estrés o ansiedad como la fotofobia (miedo a la luz) o
como respuesta farmacolégica, es decir tienden a desplazarse con su cuerpo en
contacto fisico con paredes y objetos. La respuesta tigmotéxica sélo se inhibe
cuando el animal se encuentra en un medio libre sin factores que le ocasionen
estrés y se aventura a desplazarse hacia el centro del recinto lo que refleja una

reacciéon de miedo y ansiedad (Prut y Beltzung, 2003).

Se hizo el conteo de las veces que la rata pasé por el centro del recinto (lineas

centrales) (Fig. 20) de campo abierto y se multiplicaron por la distancia (115 cm).

Amplitude

i I ] ) I
140 130 120 110 100

Figura. 20. Prueba Campo abierto. Trazo de la rata en el centro del recinto.
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Pasarela.

La cinemética es una herramienta que se utiliza para analizar las relaciones de los
movimientos de la cadera, muslo, pierna y el pié cuando se camina, especialmente
las variaciones de los angulos que forman entre si estas distintas partes de la
extremidades inferiores (patas traseras). Las alteraciones en los distintos dngulos
permiten evaluar enfermedades del sistema nervioso que afectan la marcha, como
la EP. Para estudiar las alteraciones en la cineméatica de la marcha, a las ratas se les
hizo caminar a través de un pasillo iluminado, el cual esta provisto de espejos para
poder observar ambos lados del animal, y se video grabé para su andlisis posterior.
Las ratas son marcadas con puntos negros en la articulacion de la cadera, de la
pierna y del tobillo de cada lado, este marcaje permite analizar los movimientos de
las extremidades y determinar los dngulos de las distintas articulaciones durante la

marcha. Esto permite cuantificar la cineméatica de la marcha (Fig.21) (Garcia, 2006).

Figura. 21. Prueba de la pasarela.
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TRATAMIENTO.

Transfeccion del BDNEF.

El gen para el BDNF (2ul) es transfectado bilateralmente a las neuronas
dopaminérgicas de la SNc (las coordenadas estereotaxicas empleadas fueron AP=5
L=1.9 izq y -1.9 der V=7.1 a partir de bregma (de acuerdo con Paxinos y Watson
1986) una semana después de haberse iniciado la administracion del agonista de
los receptores Ds. Este método de transfecciéon no viral ha demostrado ser eficiente
para la transfeccion del gen que codifica para el factor tréfico BDNF humano a
neuronas dopaminérgicas de la SNc (Gonzélez Barrios et al., 2006). El laboratorio
del Dr. Martinez-Fong nos proporcioné el poliplex de neurotensina que lleva

unido el gen para el BDNF (Fig.22).

Figura. 22. Cirugia estereotaxica: Transfeccion del gen.

INMUNOCITOQUIMICA.

e Perfusion intracardiaca via adrtica e inmunocitoquimica anti-TH.

Los animales se anestesiaron con una dosis letal de pentobarbital sédico y se
perfundieron via intracardiaca con solucién salina al 9% y posteriormente
paraformaldehido (4% en buffer fosfatos salina -PBS- 0.1M, pH 7.4)
posteriormente, se extrajeron los cerebros y se colocaron en el mismo fijador
durante 2 horas y después se conservan en PBS con sacarosa al 30% durante 2 dias.

Se realizaron cortes coronales de mesencéfalo que contenia la SNc de 50 um de
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espesor en un vibrotomo y posteriormente se procesaron.

e Inmunocitoquimica anti-TH_(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.

Se lavaron los cortes durante 3 periodos de 10 min cada uno, posteriormente se
colocaron durante 30 min. en PBS conteniendo peréxido de hidrégeno al 0.3% y
metanol al 10%, para desactivar la peroxidasa endégena y se repitieron los lavados
durante 3 periodos de 10 min. cada uno con agitacién. Los cortes se sumergieron
en borohidrido de sodio al 3% con suero normal de cabra y 0.3% de tritén durante
una hora y se incubé el tejido en una alicuota 1:1000 de anticuerpo primario
policlonal anti-TH (Sigma) en PBS y 1% de suero normal de cabra por 3 dias a 4°C.
Se lavé nuevamente 3 veces el tejido solo que esta vez con PBS y suero normal de
cabra al 1%, de 10 min cada uno con agitacion. Posteriormente se incubé el tejido
por 2 hrs. a temperatura ambiente en anti IGg de conejo 1:200 en PBS mas 1% de

suero normal de cabra (con agitacion).

Después se incubd el tejido en abidina-biotina al 0.1% en PBS por 2 hrs. a
temperatura ambiente y se lavé en PBS (3 lavados de 10 min. cada uno en
agitacion). El tejido se incubé en 3-DIAMINOBENZIDINA al 0.05% y 0.03% de

peréxido de hidrégeno.

Posterior a la incubacién se realizaron 3 lavados en PBS de 10 min. cada uno (en
agitacion). Los cortes se montaron en portaobjetos previamente gelatinizados y se
dejaron secar durante una semana aproximadamente y en una bateria de vasos de
Coplin con alcohol a diferentes concentraciones que van del, 70 al 100% y xilol. Se
sumergieron los portaobjetos con el tejido durante un minuto en cada vaso y se

aplicé laresina para colocarse el cubreobjetos.
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Las neuronas positivas a TH se examinaron mediante microscopia de luz
(microscopio Leica) utilizando un objetivo 40x y una camara digital DC300 Leica

Imaging System Ltd.; Cambridge, UK.

Las imagenes de la SNc localizada en base al atlas de Paxinos y Watson (1986) y de
acuerdo a la identificaciéon hecha por Gonzalez-Hernandez y Rodriguez (2000) se
proyectaron en un monitor de computadora, y mediante el programa Pro Qwin
(Leica Imaging System Ltd.; Cambridge, UK) se realiz6 el conteo de 15 cortes por
rata aproximadamente (debido a que varié entre 14 y 16 cortes en algunas ratas)

del area completa de la SNc.

e Tincién de Golgi.

Para el conteo de espinas dendriticas de las NEM se diseca un segmento del NE
dorsal de aprox. 4mm que se sumerge en la mezcla de tetraéxido de osmio-
dicromato de potasio (OsO4 0.3% K2Cr207 2.7% en H20O bidestilada) durante 7
dias a temperatura ambiente y en oscuridad. Después de 7 dias las muestras se
lavan en agua desionizada, y se sumergen en nitrato de plata al 0.75%, se dejan 24
horas a temperatura ambiente (en obscuridad), posteriormente los fragmentos de
tejido se encastran en un bloque de parafina para obtener cortes de 120 pm de
grosor, la cuchilla con que se realizan los cortes se debe mantener lubricada con
alcohol constantemente. Los cortes se deshidratan en 2 bafios de alcohol absoluto
10 min. cada uno, posteriormente se aclaran en esencia de clavo durante 10 min., y
después un cambio de xilol, finalmente se montan en un portaobjetos con resina

sintética y se cubren.

Las NEM que morfolégicamente presentaban 4 dendritas secundarias fueron
consideradas para el conteo de las espinas dendriticas; posteriormente-se contaron
las espinas dendriticas en segmentos de 10 pm posteriores a las 10 primeras pm de

la dendrita secundaria a partir de la primera bifurcacién mediante microscopia de

luz (Fig.23).
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Figura. 23. Zona de conteo en una Neurona espinosa mediana (NEM) con espinas dendriticas

(Tomado de Gutiérrez, 2007).

ANALISIS ESTADISTICO.

Para evaluar el efecto del modelo de Mn y el co-tratamiento (D3 y BDNF) se
promedié y se calcul6 el error estandar (promedio + SEM) de los resultados
obtenidos, utilizando la prueba estadistica ANOVA de una via con el test post hoc
de Dunns para las pruebas de tigmotaxia, campo abierto, inmuno TH+ y espinas
dendriticas, y ANOVA de dos vias con un post test Bonferrioni para la prueba de

rotarod estableciendo un nivel de significancia aceptada (a = 0.05)
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RESULTADOS.
FASE 1

Caracteristicas de las alteraciones motoras inducidas por el modelo de Mn.

Analisis del déficit motor por la inhalacién de la mezcla MnCl>-Mn(OAc); en la
prueba de ROTAROD.

El grupo expuesto a la mezcla de Mn, en la prueba de rotarod se dividié en 3
etapas: pre-exposiciéon, 3 y 6 meses de inhalaciéon para determinar el dafio

progresivo.

Los resultados muestran que hubo disminucién progresiva de la permanencia en
el rodillo directamente proporcional a los meses de exposicion. Entre la etapa de
pre-exposiciéon vs 3 meses se observa disminuciéon evidente en los tiempos de
permanencia en las revoluciones 20 y 25, disminuyendo un 46% y 8%
respectivamente. Sin embargo a los 6 meses de exposiciéon la disminucién en los
tiempos de permanencia fue contundente en las cinco revoluciones evaluadas (5,
10, 15, 20 y 25 rpm) debido a que hubo pérdida significativa de la permanencia en
el rodillo entre el 70 al 90%. En la grafica 1 se muestra el desempefio en la prueba,

el grupo pre- no se muestra debido a que se consider6 como el 100%.
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Grifica. 1. Tiempo de permanencia en el rotarod (5, 10, 15, 20, 25 rpm) del grupo expuesto a Mn en
las evaluaciones de 3 y 6 meses de exposicion. Se observa que a mayor exposiciéon a Mn el
desempefio en esta prueba fue mas deficiente. El desempefio en la prueba pre-exposiciéon se

considero el 100%. Las barras representan el promedio de las mediciones individuales =+ el error
estandar. * VS Pre-Mn: p<0.05.

Analisis del déficit motor por la inhalacion de la mezcla MnCl>-Mn(OAc)s en
Campo abierto.

Se determiné el deterioro progresivo en la actividad motora del grupo expuesto a

Mn durante su fase activa; dato que se obtuvo del registro de la distancia recorrida.

Los animales expuestos a la mezcla de Mn disminuyeron su actividad exploratoria
de manera directamente proporcional a los meses de exposicion (3 y 6) en
comparacion con la etapa de pre-exposicion. Los animales antes de ser expuestos
recorrieron la distancia méxima promedio de 5875 ¢cm en 20 min (este valor se
tom6é como 100%), a los 3 meses de exposicion se observd disminucién
significativa, en promedio cada animal recorrié una distancia de 3250 cm que
equivale a una disminucién del 45%; sin embargo a los 6 meses la disminucién fue
significativa correspondiendo al 66% recorriendo una distancia de 1985.83 cm en

20 min (Gréfica 2).
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Campo abierto
125+

Pre-expo 3m Mn 6m Mn

Porcentaje de la distancia recorrida (%)

Grafica.2. Distancia recorrida en la prueba de campo abierto en cada una de las evaluaciones del
grupo expuestos a Mn (pre-expo, 3 y 6 meses). Las barras representan el promedio de las
mediciones individuales * el error estandar. * VS Pre-expo: p<0.05

Analisis del sintoma no motor “ansiedad” a través de la medicién de la
conducta tigmotaxica en campo abierto por la inhalacién de la mezcla de MnCl»-

Mn(OAc)3

La prueba de campo abierto nos arrojé datos sobre la ansiedad a través de la
actividad ambulatoria. La tigmotaxia es la tendencia o preferencia que evidencian
algunos animales para permanecer en contacto con superficies de objetos
inanimados. En la grafica 3 se observa que hay una tendencia a que los animales
disminuyan su actividad exploratoria en el centro del recinto al disminuir el
nimero de veces que lo atraviesan posterior a las inhalaciones de Mn, sin embargo

estos datos no son significativos.
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TIGMOTAXIA/
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1250+

Permanencia en el centro (cm)

Pre- expo 3m Mn 6m Mn

Grafica.3. Medicion de la ansiedad (tigmotaxia) como respuesta a la exposiciéon a la mezcla de
MnClI2-Mn(OAc)3. Se evalta la distancia recorrida por los animales en aareas centrales del campo

abierto. Las barras representan el promedio de las mediciones individuales * el error estandar.

En las figura 24, en los incisos a, b y ¢, observamos que los animales en etapa de
pre-exposicion (inciso a) atraviesan el campo, y por ello tienen mayor niimero de
trazos en el centro que los animales que fueron expuestos a las inhalaciones de
MnCl2-Mn(OAc)s (inciso b y c), estos permanecen mayormente en las orillas del
campo, a pesar de que la estadistica no es significativa, la conducta tigmotaxica es

evidente como resultado de las inhalaciones.

Amcltsde

G B U EHAABMADEdABREFE

a. Pre- exposicién Mn. b. 3 m Mn. c. 6 m Mn.

Figura.24. Imdgenes que muestran el recorrido de una rata en la prueba de campo abierto en las
etapas pre-exposicion, 3m y 6 m de exposicién a Mn. Es evidente que después de la inhalacion de
la mezcla de Mn, y presumiblemente por la pérdida de inervacién dopaminérgica, los animales
cuando deambulaban lo hacfan pegados a las paredes.

69



Analisis del déficit motor por la inhalacion de la mezcla de Mn en la prueba de
Pasarela.

En la prueba de pasarela se analizaron los movimientos de las extremidades y los
angulos de las distintas articulaciones tobillo y rodilla, asi como la longitud de la
zancada; para cuantificar el deterioro de la marcha causado por el modelo de
inhalacién de Mn. En los resultados obtenidos se observé cierta discordancia. ya
que en el andlisis del tobillo la abertura del angulo a los 3 meses de exposiciéon
aument6 significativamente (aproximadamente 20%) en comparacién con los 6
meses de exposicion donde se observan promedio similar al obtenido en la pre-
exposicion. No se encontraron diferencias significativas entre la etapa de pre-

exposicion y 6 m Mn (Gréfica 4).

Tobillo

l&l

125+

100+

Abertura angulo (%)

pre-expo 3m Mn 6m Mn

Grafica4. Porcentaje de abertura del dngulo del Tobillo. Deterioro motor en las etapas pre-
exposicién, 3m Mn y 6m Mn. Las barras representan el promedio de las mediciones individuales

+ el error estdndar. @ =3 m Mn vs 6 m Mn. P< 0.05.

En el anélisis de la rodilla la abertura del 4ngulo disminuy¢ a los 3 m de exposicién
al Mn y aument6 a los 6m de exposicion al Mn estabilizando casi de manera

similar a la etapa pre-exposicion; sin embargo este dato no fue significativo

(Grafica 5).
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125+

Abertua angulo (%)

pre-expo 3m Mn 6m Mn

Grafica. 5. Porcentaje de Abertura del dngulo de la Rodilla. Deterioro motor en las etapas 3 y 6
meses de exposicién a la inhalacién de Mn. Las barras representan el promedio de las mediciones
individuales * el error estdndar.

El andlisis de la longitud de la zancada present6 tendencia a disminuir a los 3m y

6m de exposicion a Mn a pesar de ello no existi6 diferencia significativa entre las

etapas, para considerarlo un dafio progresivo (Grafica 6).
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pre- expo 3m Mn 6m Mn
Grafica.6.Longitud de la zancada. Deterioro motor en las etapas 3 y 6 meses de exposiciéon a la

inhalacién de Mn. Las barras representan el promedio de las mediciones individuales * el error
estdndar.
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FASE 2

Recuperaciéon del Sistema.

Recuperacién de la actividad motora por el co-tratamiento 7-OH-DPAT y BDNF
en la prueba de Rotarod.

Se analizaron los animales a los 3 meses (recién terminada la vida util de las
bombas de infusién del agonista D3) y 2 meses (sin bomba) después, en total 5
meses para determinar si la recuperacion es progresiva y permanente y compararla
con los animales que no recibieron tratamiento.

Observamos que a los 3 meses de tratamiento los animales atin no recuperaban
completamente la habilidad motora para permanecer en el Rotarod, actividad que
se determiné por el tiempo de permanencia en el rodillo; pero a los 2 meses
después (5 meses total) ya sin tratamiento los animales recuperaron su actividad,
siendo significativa la recuperacién en todas las revoluciones evaluadas, esto fue

comparable con su actividad en la etapa de pre-exposicion (Gréfica 7)

Rotarod
300+
E6 mMn
200+ B 3 m Tto
=3 5 m Ptto

100+

Porcentaje de permanencia (%)

Revoluciones

Grafica.7. Tiempo de permanencia en el rodillo del grupo expuesto a Mn con el co-tratamiento 7-
OH-DPAT y BDNF a 5, 10, 15, 20, 25 rpm. El porcentaje de permanencia es en relacién al grupo
expuesto a la inhalacién de Mn pero que no recibié tratamiento. El desempefio en la prueba pre-
exposicion se consideré el 100%. Las barras representan el promedio de las mediciones
individuales = el error estandar. * Vs pre-Mn. =p < 0.05.
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Algunas de las observaciones en la prueba de rotarod fueron que los animales
expuestos a la mezcla de Mn previo al tratamiento presentaban tendencia a
permanecer estaticos antes de iniciar la prueba, al encender el rotarod perdian
facilmente el equilibrio y posterior a eso caian, se les complicaba coordinar el paso
con el movimiento del rodillo al aumentar las revoluciones y se distraian con
facilidad olfateando los circulos de acrilico, eso hacia que se quisieran escapar o se

volviera mas torpe su andar.

Recuperacion de la actividad motora por el co-tratamiento 7-OH-DPAT y BDNF
en la prueba de Campo abierto.

Se determind que la recuperacién de la actividad motora es tréfica porque persiste
aun cuando los animales ya no se les administraban el co-tratamiento. A los 3
meses recién finalizado el co-tratamiento se observo la tendencia de los animales a
la recuperacién, sin embargo no fue significativa con respecto a los 6 m Mn, pero 2
meses (sin bomba) después los animales recuperaron su actividad exploratoria

significativamente (Grafica 8).

Campo abierto

200+

(L

Pre-expo 6m Mn 3m Tto 5m Ptto

Porcentaje de la distancia recorrida (%)

Grafica. 8. Porcentaje de la distancia recorrida en la prueba de campo abierto (20 min.) durante las
evaluaciones en las 4 etapas del estudio (pre-expo, 6 m Mn, 3 Tto y 5 Ptto). Las barras representan

el porcentaje promedio de las mediciones individuales = el error estindar @ =Pre-expo vs 6m Mn.p
<0.05, & =6m Mn vs 5 m Ptto. p <0.05.
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Analisis de la ansiedad a través de la medicion de la conducta tigmotaxica en
campo abierto por el co-tratamiento del receptor D3 (agonista 7-OH-DPAT-
BDNEF.

Se observo que el co-tratamiento no tiene efecto sobre los niveles de ansiedad en la
prueba de campo abierto, a los 5 meses post-tratamiento los animales presentaron
altos niveles de ansiedad (no desaparece la conducta tigmotédxica), ya que la

permanencia de los animales en las orillas del campo permanece.

Tigmotaxia /
Tto (BDNF-7 -OH-DPAT)

1250+

*

Pre-expo 6m Mn 3m Tto 5m Ptto

Permanencia en el centro (cm)

Grafica.9 Medicién de la ansiedad (tigmotaxia) como respuesta farmacolégica al co-tratamiento con
el agonista del receptor D3 (7-OH-DPAT) y BDNF. Las barras representan el promedio de las
mediciones individuales * el error estandar. * Vs Pre-Mn P < 0.05.

En las figura 25 en los incisos a, b, cy d observamos el desempefio de una rata en
las 4 etapas (pre-exposicién, 6m Mn, 3m Tto y 5 m Ptto); los animales en etapa de
pre-exposicion tienen mayor ntimero de trazos en el centro que los animales que
fueron expuestos a las inhalaciones de Mn, éstos permanecen mayormente en las
orillas del campo, y a los 5 meses totales (3m Tto y 2 m Ptto) se ve que los animales
no recuperan la actividad ambulatoria por el centro del campo; atin cuando si

incrementan la distancia recorrida (Gréfica 8).
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c) 3m Tto

150 140 130 120 10

d) 5m Ptto.

Figura.25. Imagenes que muestran el desempefio de una rata en la prueba de campo abierto en las
etapas a) pre-exposicion, b) 6 m Mn (6 meses de exposiciéon a Mn) , ¢) 3 m Tto (3 meses de
5 m Ptto (2 meses después de terminado el

tratamiento con el agonista D3 y BDNF)
tratamiento farmacolégico).

y d)
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Analisis Citologico

Recuperacién en el niimero de neuronas TH+ por el co-tratamiento 7-OH-DPAT
y BDNF.

Se realiz6 el conteo bilateral de las neuronas TH+, en toda la SNc para determinar
si el co-tratamiento recupera o mantiene el nimero de neuronas. Estos datos se
compararon con el grupo control; también se realiz6 el conteo de neuronas TH* a
los 6 meses de exposiciéon a la mezcla de Mn para determinar la pérdida de
neuronas en esta etapa.

En la etapa de exposicién a Mn hubo disminucién significativa de neuronas del
66.65%. Al hacer el conteo de neuronas remanentes en el tejido de animales con el
co-tratamiento de 7-OH-DPAT y BDNF (5 meses Ptto) se obtuv6 una recuperacién
del 100% en comparaciéon con el control, determinando que no hay diferencias
significativas entre ambos grupos.

Esto se observa en la gréfica 10 y figura 25) El tratamiento es 3 meses con bomba y

2 meses sin bomba es decir 5 meses en total.
Neuronas inmunoreactivas a TH de la SNc.

40+
30+

20+

# Neuronas TH+

10+

Grafica.10. Conteo bilateral de neuronas TH+ en la sustancia nigra compacta (SNc).En los animales
sometidos al doble tratamiento se encontr6 mayor numero de neuronas dopaminérgicas
remanentes en la SNc. Las barras representan el promedio de neuronas en cada corte * el error
estdndar. (***VS control y tratamiento):p < 0.05.
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a) Control

b) 6 m Mn

¢) 5m Tto (7-OHDPAT y BDNEF) 0.5 mm

Figura .26. Imagenes representativas de cortes de la SNc con inmunohistoquimica para TH+, se
observan los cuerpos neuronales dopaminérgicos remanentes en los animales de cada grupo
experimental.
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Recuperaciéon de espinas dendriticas por el co-tratamiento de 7-OH-DPAT y

BDNEF.

Se realiz6 el conteo de espinas dendriticas en las NEM del NE para determinar si el
co-tratamiento recuper6 el numero de espinas dedriticas. Estos datos se
compararon con el grupo control; también se realiz6 un conteo de espinas
dendriticas a los 6 meses de exposiciéon a la mezcla de Mn para determinar la

pérdida de espinas en esta etapa.

Encontramos que en la etapa de exposicion a Mn hubo pérdida significativa de
espinas dendriticas en las NEM del 82.2% con respecto al grupo control; el grupo
control vs co-tratamiento 7-OH-DPAT y BDNF no obtuvo diferencias significativas

recuperandose un 100%. Esto se observa en la grafica 11 y figura 27.

Inhalacion Mn y tratamiento ag- D3/BDNF

# ESPINAS DENDRITICAS

Grafica. 11. Conteo de espinas dendriticas en 10 micras de dendritas secundarias de las neuronas
espinosas medianas del Ntcleo estriado (NE) Las barras representan el promedio de las mediciones

individuales * el error estandar. *** VS control y tratamiento: p < 0.05.
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7 5pum
a) Control b) 6 m Mn ¢) 5m Tto (7-OHDPATyBDNF)

Figura. 27. Imagenes de dendritas de neuronas estriatales mostrando la recuperacién de espinas
dendriticas de las NEM en las etapas Control, 6m Mn, 5m Tto. 60x

DISCUSION.

Caracteristicas de las alteraciones motoras inducidas por la inhalacién de la
mezcla de MnCl2-Mn (OAc)3 como modelo de la EP.

Un modelo adecuado para reproducir la EP debe imitar los sintomas fisiol6gicos y
conductuales como bradiscinesia, ascinesias, temblor y rigidez muscular de forma
gradual dando la oportunidad de intervenir en etapas iniciales y avanzadas de la

enfermedad (Dauer y Przedborski, 2003; Meissner et al., 2004.)

Actualmente existen varios modelos experimentales que reproducen la EP; estos
modelos fueron diseflados para producir la deplecion dopaminérgica
nigroestriatal, generalmente se emplean neurotoxinas selectivas como son la 6-
OHDA, MPTP, paraquat, o rotenona (Bové et al., 2005; Terzioglu et al., 2008). La
mayoria de estos modelos induce la muerte neuronal porque inhibe la funcién
mitocondrial y producen ROS pero ninguno de ellos reproduce completamente la
sintomatologia ni la patologia que se observa en la EP en seres humanos, en parte
debido a que la actividad de las neurotoxinas es aguda, rapida y no progresiva, y

la respuesta a estas neurotoxinas es diferente entre especies animales.
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El modelo de la EP inducido por inhalacién de la mezcla de MnCI>-Mn (OAc)3
reportado, en nuestro laboratorio, es un modelo adecuado para el estudio de la
EP, debido a que simula varias de las alteraciones conductuales, morfolégicas y
neuroquimicas de manera progresiva y bilateral.

Para evaluar conductualmente el grado de lesion dopaminérgica (maximo o
parcial) en modelos bilaterales se utiliza la prueba de rotarod (Rozas y Labandeira,
1997); esta prueba también evaltia los sintomas de ascinesia e inestabilidad
postural.

El mecanismo exacto que subyace a esta prueba es la insuficiencia de las ratas
lesionadas a permanecer en el rodillo, estos déficit se vuelven cada vez mas
evidentes a medida que aumenta la velocidad de rotacién y las ratas se ven
obligadas a moverse a una velocidad mas rapida; también se evidencia la pérdida
en la capacidad para aplicar la fuerza con las extremidades afectadas, por lo tanto
hay fatiga (Dunnet y Iverson, 1982) y tienden a caer (latencia de caida), se ha
demostrado recientemente que pacientes con EP presentan inestabilidad e
inexactitud de movimiento y se hace mas prominente cuando se les pide que se
muevan mas rapido (Freed, 1991; Delwaide y Gonce, 1993) como muestran
nuestros resultados, la permanencia en el rodillo comenz6 a disminuir desde los 3
meses de exposicién pero fue mas evidente a las 20 y 25 rpm, a los seis meses de
exposiciéon a la mezcla de Mn la disminucién en la coordinaciéon motora fue
significativa en las cinco revoluciones evaluadas y con una pérdida del 66.5% de
neuronas dopaminérgicas. Los animales expuestos a la mezcla de Mn presentaban
tendencia a permanecer estaticos antes de iniciar la prueba, por lo que al encender
el rotarod era fécil que perdieran el equilibrio y cayeran, o que no coordinaran el
paso con el movimiento del rodillo al aumentar las revoluciones y/o si los
animales estaban distraidos nuevamente caian, esto sugiere incapacidad para
ejecutar tareas de equilibrio. Resultados similares también han sido reportados por
Rozas y cols. (1998) al utilizar la prueba de rotarod en ratones que recibieron

inyecciones de MPTP, los animales mostraron reduccién en el tiempo de

80



permanencia en el rodillo, relacionando la pérdida de neuronas dopaminérgicas y
disminucién de fibras TH* en el NE; posteriormente Reyna (2012), reporta la
relacion entre el grado de déficit en la coordinacion motora y el equilibrio
producidos por la lesién unilteral con 6-OHDA en el haz medial, donde hay

pérdida del 59.4% de neuronas dopaminérgicas en la SNc ipsilateral.

La prueba de la pasarela es un estudio sistematico de la locomocién. Esta prueba
mide la variacién del dngulo ya que sigue el movimiento de las extremidades
inferiores (cadera, rodilla y tobillo) por lo que se considera una prueba pertinente
para el estudio de alteraciones motoras.

En nuestros resultados se observé incremento en el angulo de la articulacion del
tobillo a los 3 meses de exposicion al Mn significativo; sin embargo a los 6 meses
de exposicion se recuperd la abertura del dngulo; el dngulo de la rodilla y la
longitud de la zancada no tuvieron diferencias significativas, por lo que no fue
posible concluir si existi6 alteracién de la marcha, asi como si existi6 la efectividad

del tratamiento.

Estas incongruencias de datos con respecto a las otras pruebas (rotarod y campo
abierto) pueden deberse a la pérdida de individuos durante el proceso, lo que no
permitié tener un andlisis contundente de los datos; mas atn, esta prueba no ha
sido empleada en modelos bilaterales, por lo que no tenemos antecedentes que den
indicios de si el animal con lesion bilateral puede compensar las alteraciones en la

marcha.

Otro punto importante que cabe mencionar es que el programa para andlisis de la
marcha esta disefiado para evaluar modelos unilaterales, por lo que se reprogramo
para el modelo bilateral; el analisis de la marcha se hace mediante un programa
disefiado exprofeso, desafortunadamente para la reprogramacién del mismo no se

conto con el disefiador original del programa; por eso no descartamos que
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pudieran existir algunos errores al momento del andlisis de datos, lo que podria

suponer estas incongruencias.

La prueba de campo abierto es una prueba confiable en roedores para evaluar la
actividad motora como exploracién (comportamiento motor espontdneo) que es un
analogo en pacientes con la enfermedad cuando presentan hipocinesia
(disminucién de la deambulacion) y bradicinesia (disminucién de la velocidad del
movimiento), en animales también pueden existir alteraciones emocionales
(deambulacién en dreas descubiertas) que se interpreta como ansiedad.

Previo a la exposicion de la mezcla de Mn los animales mantuvieron la actividad
espontanea de exploraciéon, sin embargo los animales al ser expuestos a
disminuyeron significativamente la actividad espontdnea progresivamente con
respecto al tiempo, a los 3 meses la baja fue del 45%, pero a los 6 meses fue del
66%, esta respuesta indica que el modelo reproduce los sintomas de hipocinesia
(disminucién de la deambulacién) lo que ocasiona que recorran menos distancia; y
como ya se mencionéd en la prueba de campo abierto son observables las
alteraciones emocionales a través de la deambulacién en zonas descubiertas en los
animales experimentales. La rata es un animal nocturno; esta etologia hace que
presente una fuerte fotofobia y una marcada tendencia tigmotéaxica, es decir, a
desplazarse con su cuerpo en contacto fisico con paredes y objetos. La respuesta
tigmotaxica s6lo se inhibe cuando el animal se encuentra en un medio libre, sin
factores que le ocasionen estrés y se aventura a desplazarse hacia el centro del

recinto lo que refleja una reacciéon de miedo y ansiedad (Prut y Beltzung, 2003).

En este estudio la respuesta tigmotaxica fue evidente posterior a las 72
inhalaciones de Mn donde disminuy¢ la actividad deambulatoria permaneciendo
principalmente en las orillas del campo, sin embargo no fue significativo, esto se le
atribuye al disefio experimental, debido que el nimero de animales es pequefio
(n=12) para este tipo de pruebas, si se observan las graficas es evidente la conducta

tigmotéxica antes mencionada presentando solo la tendencia. Esta conducta se
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relaciona con el sintoma de hipocinesia (disminucién de la deambulacién) y con los
trastornos de Ansiedad que aparecen con relativa frecuencia al inicio y durante la
EP (Macias, 2006) y aunque suelen ser inespecificos, se suelen manifestar de
diversas formas como agitacién, ansiedad crénica, trastornos fébicos y ataques de

panico.

En humanos el miedo a las caidas, a atragantarse o a ser incapaz de controlar el
comportamiento motor, induce reacciones de ansiedad y cambios de conducta. La
manifestacion de los sintomas de la EP no es continua, se presenta de manera
intermitente a lo largo del dia; por ello, es que la incertidumbre de no saber cuéles
van a ser las manifestaciones de la enfermedad en un momento determinado,hace
que el enfermo con la EP, esté a la expectativa de manera permanente y por lo
tanto, la ansiedad puede aumentar la manifestacion de los sintomas de la
enfermedad (Macias, 2006). Por lo que la disminucién de la deambulacion
especifica en roedores y el grado de deplecion dopaminérgica se ha reportado tiene
relacion directa (Camp et al., 1994).

La etiologia de la ansiedad en la EP se considera multifactorial (Erro et al., 2012),
una diversidad de estudios proponen diversas hip6tesis como la disminucién de la

DA y su afeccién extranigral que afecta a otras areas como el sistema limbico

(Braak y Braak, 2000).

Recientemente Erro y cols. en el 2012 realizaron un estudio a través de una
tomografia computarizada de emision monofoténica a 34 pacientes recién
diagnosticados con EP sin tratar de los cuales midieron el transportador de
dopamina (DAT) en el NE, reportando que hay asociaciéon entre el déficit de

disponibilidad del DAT nigrostriatal y los sintomas de ansiedad.

El dato no sintomaético (ansiedad) representado por la conducta tigmotéxica en
roedores es obtenido en este estudio se le puede atribuir al modelo de la mezcla de

Mn ya que se report6 en el estudio previo de Ordofiez-Librado que en ratones que
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hay una disminucién de la DA en NE del 73%, GP del 68% y SNc del 87%; de
DOPAC el 52% NE, 61%GP y 85% SNcy del HVA 58% en el NE, 46% GP y 56%
SNc (Ordofez-Librado et al., 2011) y esto es contundente al relacionarlo con un
estudio por Tadaiesky y cols. (2008) que describen ansiedad en ratas lesionadas
bilateralmente con 6-OHDA bilateral, debido a la disminucién de la dopamina
estriatal y sus metabolitos: el acido dihidroxifenilacético (DOPAC) y el acido
homovanilico (HVA), asi como 5-HT y aumento en los niveles de noradrenalina.
También se ha sefialado que la ansiedad puede manifestarse ante alteraciones en
los niveles de DA en el ntcleo reticular talamico, que normalmente recibe DA de la
SNc (Picazo et al., 2009) Estos datos son relevantes, pues debido a que en otros
modelos bilaterales se han confirmado estos sintomas emocionales (Zhou y
Palmiter, 1995; Benitez, 2013; Briones, 2013), a diferencia de modelos unilaterales.
Por lo que estudios recientes han puesto mayor atencién en otras caracteristicas de
la EP que van mas all4 de las alteraciones motoras y se centran en las alteraciones
emocionales o sintomas no motores ya que pueden llegar a ser incapacitantes
porque alteran la calidad de vida de los enfermos y se ven afectadas sus relaciones

familiares y sociales.

El deterioro motor tiene relaciéon directa con las inhalaciones de la mezcla de
MnCl2-Mn (OAc)3, ya que en este modelo a los 6 meses de inhalaciéon hay una
pérdida de neuronas dopaminérgicas del 75.95% de SNc y poca o ninguna
alteracion neuronal en VIA, GPNE (Sanchez-Betancourt et al.,, 2012). Ordofiez-
Librado y cols. en el 2011 reportaron cambios ultraestructurales como alteraciones
del neuropilo del NE, que consistieron en la disminucién de los contactos
sindpticos axoespinosos, aumento de las sinapsis perforadas en el NE; alteraciones
nucleares, necrosis y apoptosis en la SNc y, en menor medida, en el NE. Estos
datos nos muestran que el modelo de inhalaciones de MnCI2-Mn(OAc)3 es un
modelo optimo para reproducir la EP debido a que es bilateral y no invasivo,

cumple con las caracteristicas de ser crénico y progresivo asi como presentar las
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conductas sintomaticas como hipocinesia observada en las prueba de campo
abierto donde los animales disminuyeron su actividad exploratoria; inestabilidad
postural en el rotarod al disminuir su permanencia en el rodillo o presentar
continuas caidas y acinesia al tardar en responder para iniciar la actividad, y no
sintométicas como la ansiedad determinada en el campo abierto donde los
animales pasan mayor tiempo pegados en las paredes del campo; en congruencia
con los dafios estructurales selectivos como la perdida de neuronas
dopaminérgicas de la SNc del 66.65% que esta entre el rango de perdida neuronal
que va entre el 60% y 70% (Kolb y Wishaw, 1990; Gerlach y Reiddere, 1999) en la
EP.

Recuperacién del Sistema motor y estructural por el co-tratamiento 7-OH-DPAT
y BDNF.

Hasta la fecha los tratamientos mas frecuentemente empleados para la EP como la
levodopa, estimulacion profunda o los trasplantes no han logrado detener el
avance o inducir neuroregeneracién de las neuronas dopaminérgicas; en el caso de
la levodopa después de un tiempo de administrarla resulta ser toxica ya que
acelera la progresion y aparecen sintomas como las discinesias, que llegan a ser
mas incapacitantes que la misma enfermedad. Un enfoque reciente ha reportado
que la estimulacién de los nichos neurogénicos podria remplazar al menos la parte
de la pérdida de las neuronas de la SNc originales y re-inervar el circuito motor,
restableciendo el balance entre las vias directa e indirecta (VanKampem et al., 2006;

Razgado, 2014 no publicado).

La administracion continua y crénica del agonista D3 asociada a la transfeccion del
gen para BDNF, mostré recuperacion contundente de la actividad motora en las
pruebas de rotarod y campo abierto, asi como la regeneracion o neuroproteccién

de neuronas dopaminérgicas de la SNc y espinas dendriticas del NE de animales
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lesionados unilateralmente inyectando la neurotoxina 6-OHDA directamente en el
NE (Razgado, 2014 no publicado).

Nuestros resultados mostraron que en la prueba de rotarod los animales que
inhalaron la mezcla de Mn y que recibieron el tratamiento recuperaron
parcialmente su desemperfio en la actividad motora, permaneciendo mayor tiempo
en la velocidad de 20 rpm a los 2 meses después de haberse aplicado el
tratamiento; estos datos son consistentes con los reportados por Reyna (2012)
donde los animales a las 12 semanas de administracién del co-tratamiento D3 (7-
OH-DPAT) y BDNF , presentan mejora en el desempefio motor en la prueba de
rotarod al usar las revoluciones de 10, 15 y 20 rpm en comparacién con la fase de
lesiéon con 6-OHDA en el haz medial. Y con los reportes de Razgado, 2014 (datos
sin publicar) cuyos animales experimentales (lesionados con 6-OHDA
intraestriatalmente) recibieron el co-tratamiento D3 (7-OH-DPAT) y BDNF (gen),
presentaron recuperaciéon en el tiempo de permanencia total en el rotarod a los 6.5
meses del co-tratamiento, tomando en cuenta que fueron 4.5 meses con tratamiento
y 2 meses post-tratamiento. Estos datos son congruentes con la mediciéon de la
densidad optica (OP) de las fibras dopaminérgicas en el NE donde se observa
recuperacion del 87.9% de la reinervacién dopaminérgica (Razgado 2014, datos sin
publicar). En nuestro trabajo la prueba de campo abierto, la recuperaciéon es
relativa al tiempo de la administraciéon del co-tratamiento, a los 5 meses los
animales recuperan su actividad exploratoria al 100%, aumentan la velocidad de
desplazamiento por el recinto, explorandolo en mayor cantidad y presentando
pocos periodos de inmovilidad, por lo que se presume que el sintoma de
bradiscinesia se elimina. Este dato es consistente con el estudio de Benitez (2013)
donde ratas con lesion bilateral de 6-OHDA y que recibieron el co-tratamiento D3
(7-OH-DPAT) y BDNF obtienen resultados similares. El que el tratamiento sea
optimo 5 meses después tomando en cuenta que solo a los 3 meses esta presente el
co-tratamiento y los 2 meses posteriores se retiran, quiere decir que el tratamiento

tiene una funcion tréfica debido a que permanece su efecto sin que esté siendo
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administrado el tratamiento. Una vez que se observé que con el co-tratamiento las
alteraciones motoras disminuyeron, con el analisis citolégico se analiz6 si esta
recuperaciéon motora estaba relacionado con el restablecimiento del sistema
dopaminérgico. La TH es la enzima limitante para la sintesis de DA, su
cuantificaciéon es importante porque se utiliza como marcador de neuronas DA con
ello se puede determinar el grado de neuronas remanentes y recuperacion de la
inervacion estriatal. Después de los 6 meses de inhalacién de la mezcla de MnClI2-
Mn (OAc)3 hubo pérdida del 66.65% de neuronas dopaminérgicas de la SNc; y a
los 5 meses de la administracién del co-tratamiento la recuperacion neuronal fue
del 100% con respecto al control; esto es similar con los datos mostrados por
Razgado y cols (datos sin publicar) en ratas con lesion en el estriado con 6-OHDA
y el co-tratamiento D3 (7-OH-DPAT) y BDNF, que obtuvieron una recuperacion
del 95%.

Es importante que las neuronas de nueva generaciéon sean neuronas funcionales,
como sabemos las neuronas dopaminérgicas de la SNc inervan al NE que es el
principal responsable de la actividad motora, es por ello que la recuperacién de la
via nigroestriatal seria indispensable; la recuperacién de las espinas dendriticas en
las NEM del NE es un dato colateral de recuperacion del sistema (Fasano et al.,
2013) y seria una condicién necesaria debido que es el lugar donde se lleva a cabo
el contacto sinaptico dopaminérgico (Day et al., 2006); con el conteo de las espinas
dendriticas se obtuvo que después de las inhalaciones, la pérdida de las espinas es
del 27.1% y posterior al co-tratamiento se recuperan un 100%, presentando valores

muy similares al grupo control.

La neurorregeneracién y funcionalidad de las neuronas dopaminérgicas de la SNc
se le adjudica ala relacion sinérgica entre el receptor D3 y el BDNF.

El efecto del tratamiento en la neuronas de la SNc se puede explicar con la
hipétesis “endosoma de sefializacion” donde los receptores TrkB se encuentran

sobre la membrana de la neurona y cuando el BDNF se une al receptor TrkB
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forman un endosoma que se internaliza permitiendo la activacién de cascadas de
sefializacion como MAPK, PI3K y PLCy responsables de la supervivencia celular,
diferenciacion celular y la plasticidad sinaptica (Howe et al., 2001; Zheng et al.,
2008), también se ha demostrado que la administraciéon crénica del BDNF sobre la
SN aumenta la locomocién espontdnea, actividad rotacional (giro inducido con
apomorfina o anfetamina) y la DA en el NE en la rata adulta (Altar et al., 1992;
Martin-Iverson et al., 1994), asi como el incremento de la frecuencia de disparo de
las neuronas dopaminérgicas en la SN (Shen et al., 1994), sugiriendo que el BDNF
aumenta la funcién del sistema dopaminérgico nigroestriatal. Asi como el BDNF es
responsable de la expresion de los receptores D3 durante el desarrollo embrionario
y de mantener su expresién en el adulto (Guillin et al., 2001; 2003); el receptor D3 es
sintetizado por las neuronas dopaminérgicas de la SNc (Howells et al., 2000)
siendo éste el responsable de la actividad neurogénica en ellas, se ha reportado que
cuando se estimula selectivamente el receptor D3 se presenta restauracion del
circuito nigroestriatal (Van Kampen et al., 2004; 2005) influyéndolo que se ve
reflejado en el desempefio motor (Ouagazzal y Creese, 2000; Van Kampen et al.,
2006).

La formacién de espinas dendriticas depende de la entrada glutamatérgica de la
corteza y dopaminérgica de la SNc. La entrada dopaminérgica regula la accién
excitatoria del glutamato que induce la liberacién de Ca?* que a su vez promueve
la formacién de la espina; esta DA nigral es acompafiada del transporte
anterogrado del BDNF a las espinas de las NEM; la funcién del BDNF en las
espinas es restablecer el contacto sindptico. El agotamiento de la DA estriatal
provoca una desregulacién glutamatérgica (por la presencia de receptores D2 en la
terminal glutamatérgica) que genera la perdida de las espinas dendriticas de las
NEM (Bouyer et al., 1984; Freund et al.,, 1984; Deutch, 2006), al recuperar la
dopamina pérdida se restableceria el funcionamiento de la entrada glutamatérgica
excitatoria y se recuperaria el contenido de BDNF en la espina. El BDNF también

modula la ramificacién de las dendritas, la morfologia de la espina dendritica
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(Tanaka et al., 2008; Horch et al., 2002) asi como la plasticidad sindptica y la
potenciacion a largo plazo (LTP) (Kang y Schuman, 1995; Figurov et al., 1996). El
receptor D3 participa favoreciendo la arborizaciéon de dendritas de las neuronas
dopaminérgicas mesencefalicas (Collo et al., 2008), esta hipotesis podria explicar la
posible accién del tratamiento en el aumento significativo en el ntimero de espinas
del estriado de ambos lados, infiriendo la recuperacién de las sinapsis. Nuestra
hipétesis de lo que posiblemente sucedié con el tratamiento se apoya de los
estudios de Baydyuk y cols. (2010; 2011; 2013), que comprueban la especificidad
del BDNF-TrkB en las NEM; y de Benitez en el 2013, que reporta la eficacia y
especificidad del co-tratamiento con el agonista D3 (7-OH-DPAT) y BDNF en un
modelo de lesién bilateral, con microscopia confocal mostré la co-localizacion de
células inmunorreactivas a TH y BDNF-flag en neuronas de la SNc, mostrando el
porcentaje de expresién del BDNF-flag en la SNc estaba entre el 94% y 93%.
(Grafica 12 y figura 28).
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Figura .28. Imédgenes de microscopia confocal para evaluar el porcentaje de Grafica. 12. Porcentaje de expresion de las neuronas positivas a
expresion de las neuronas positivas a TH y BDNF flag en la SNc de ambos lados. TH y BDNF-flag en la SNc de ambos lados. Del lado derecho de
En los paneles A, By C, se muestra una imagen panoramica de la SNc; A se la SNc hubo un porcentaje de expresién del 94% y del lado
observa una imagen panordmica de la sustancia nigra correspondiente a la izquierdo obtuvimos un porcentaje del 93% asegurando la
inmunoreactividad Anti TH, en B la inmunoreactividad a Anti-BDNF-flag y en C expresion del BDNF en las neuronas dopaminérgicas
la combinacion de ambos, donde se aprecia la colocalizacion de los dos remanentes. La tabla muestra los valores obtenidos en la cuenta
marcadores asegurando la expresion del BDNF-flag en las neuronas de las neuronas tanto positivas solo a TH como al BDNF-flag.
dopaminérgicas en la sustancia nigra, son acercamiento a 20X. En los paneles D, Las barras representan el promedio de las mediciones
Ey F son acercamientos a 63X de algunas neuronas presentes en la SNc, en D se individuales + el error estindar para cada lado (Lesionada + 7-
muestra la inmunoreactividad Anti-TH, en E podemos observar la imagen con la OH-DPAT + BDNF).
inmunoreactividad Anti-BDNF-flag en verde y en F la combinacién de ambos
anticuerpos.

En un ambiente dafiado para las neuronas dopaminérgicas de la SNc como el de

los enfermos de Parkinson en el que el BDNF se encuentra disminuido al igual que
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el receptor D3 (Howells et al., 2000; Guillin et al., 2001 y 2003), un tratamiento que
recupere los contenidos de estos factores tendria como consecuencia una accién
neuroprotectora de la neuronas DA y esto, posiblemente, permitiria una
disminucién o eliminacién de la sintomatologia conductual, que podria ser
aconsejable para las personas con este padecimiento.

La prueba de campo abierto permite analizar la conducta emocional, y se ha
observado que posterior al co-tratamiento los animales aumentaron su nivel de
ansiedad. Esto también fue reportado por Reyna en 2012, que observé aumento en
el nivel de ansiedad, lo que explica como una respuesta positiva al tratamiento,
debido a que la recuperacién de la inervacién dopaminérgica produce un estado
de mayor alerta. Sin embargo también se sabe que la inervacién dopaminérgica
nigral puede ser nigroestriatal y exoestriatal; el sistema nigro-extraestriatal inerva
sincronicamente a distintos nicleos, ya que una neurona de la SNc inerva con sus
ramificaciones colaterales al ntcleo reticular taldmico (NRT), GP y/o NE (Anaya,
2006), y se ha establecido que los componentes emocionales como la ansiedad
estdn mas relacionados con nucleos extraestriatales por ejemplo el tdlamo; Picazo
en el 2009 reporta la relacion que existe entre la perdida dopaminérgica de la SNc y
el NRT en la apariciéon del sintoma de la ansiedad. Es por esto, que otra explicacion
de por qué el tratamiento no elimina el sintoma de la ansiedad y al contrario la
aumenta, podria ser que el tratamiento a los 5 meses atin no recupera la inervacién
de las colaterales al tadlamo y como sabemos el tdlamo es una estructura importante
del sistema limbico ya que es el responsable de controlar la respuesta emocional a

una situacién determinada.

Por otra parte en este estudio existié6 una variable negativa que fue la pérdida de
gran parte de los individuos posterior a las cirugias de transfeccion y colocacion de
la bomba de microdifusién, suponiendo que fue producto de un proceso invasivo,
sin embargo animales con el mismo tratamiento con diferente modelo

sobrevivieron. Se ha establecido que la ingesta minima de Mn es responsable de
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regular la funcién de sistema inmune, por lo que el exceso (toxicidad) de su
contenido en el organismo podria debilitarlo provocando cierta vulnerabilidad a
infecciones, asi como también es responsable de la respuesta inflamatoria de los
pulmones ocasionando sintomas como tos, bronquitis y neumonia. Y otros
sintomas como la pérdida de apetito, apatia e insomnio. Sintomas como problemas
respiratorios si fueron observados en nuestros animales, asi como pérdida de
apetito, por lo que suponemos que las inhalaciones de Mn debilitaron el sistema

inmune, lo que produjo mayor sensibilidad posterior a las intervenciones.
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CONCLUSION.
Modelo del Mn (MnCl2-Mn (OAc)3)

v Es un modelo éptimo para reproducir la enfermedad de Parkinson debido a
que es bilateral, no invasivo, crénico y progresivo.

v Reproduce las conductas sintométicas (hipocinesia e inestabilidad postutal)
y emocionales (ansiedad).

v Induj6 una pérdida de neuronas dopaminérgicas de la SNc del 65.95% y de
espinas dendriticas de las NEMs del 82.2%.

Co-tratamiento agonista D3 (7-OH-DPAT) v BDNF.

v" El co-tratamiento con 7-OH-DPAT y BDNF recupera la coordinacién motora
evaluada con la prueba de rotarod.

v" El co-tratamiento con 7-OH-DPAT y BDNF al menos preserva las neuronas
dopaminérgicas de la SNc.

v" El co-tratamiento con 7-OH-DPAT y BDNF recupera o preserva las espinas
dendriticas de las NEM, confirmando la recuperaciéon de la via nigro-
estriatal.

v El co-tratamiento con 7-OH-DPAT y BDNF no elimina los sintomas
emocionales como la ansiedad.

v' El co-tratamiento con 7-OH-DPAT y BDNF reitera la importancia de un
ambiente enriquecido con estos componentes (BDNF y D3R) para la
neuroprotecciéon de las neuronas dopaminérgicas de la SNc, ponderandolo
como un tratamiento viable para la EP.
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PERSPECTIVAS.

El modelo de Mn es un modelo que reproduce las alteraciones motoras de la EP,
sin embargo es importante que un modelo sea lo més parecido a la enfermedad, y
en este estudio se muestran los primeros indicios de sintomas no motores como la
ansiedad, lo que deja a recomendaciéon proximas pruebas especificas para

determinar la presencia de estos sintomas no motores.

El modelo de Mn presenté dos variables importantes en el conteo de neuronas

positivas a TH de la SNc:

*Posible recuperacion a los 10 meses (6m exp-Mn y 5m sin exp/sin tto) (Anexo).

*Posible lateralizacion del modelo, esto se refiere a que la pérdida neuronal inicia
primero de un lado del cerebro (izq-der), a pesar de que el modelo es bilateral y se
pensaria que el dafio fuera asimétrico.

*Comprobar si este modelo debilita el sistema inmune para tomar medidas en
beneficio de la sobrevivencia de los animales.

Es por ello que estas variables observadas deben ser estandarizadas para definir la
viabilidad del modelo.

La prueba de pasarela es una prueba muy fina para determinar las alteraciones
motoras de la marcha, es importante se corrijan o se revisen las variables que no

permitieron un andlisis correcto de la prueba.

La preservacion significativa de las neuronas dopaminérgicas de la SNc, el
restablecimiento de la via nigro-estriatal asi como la recuperaciéon de la
coordinacién motora se probablemente se debe, a la relaciéon sinérgica entre el
BDNF y el receptor D3, sin embargo seria importante explorar si este
restablecimiento del sistema se debi6é a una posible respuesta neurogénica, ya que
como antecedente se sabe que la neurogénesis, en etapa adulta, es estimulada por
estos dos elementos (BDNF y RD3); y asi proponerlo como un posible tratamiento

neurogenerativo y neuroprotector viable para pacientes con EP.
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ANEXO.

Como se menciond los animales con el modelo de Parkinson inducido por la
inhalacion de manganeso fueron especialmente suceptibles a las infecciones, por
ello se perdié un primer grupo completo de animales con el modelo a los que se
colocaron bombas con solucién salina (tratamiento Sham), asi que se procedio a
exponer a Mn a otro grupo de animales, a los cuales se les aplicé el mismo
protocolo de evaluaciones conductuales que los animales tratados (BDNF/agonista
D3). Pero el analisis de este tejido tardé por lo largo del proceso; por tal motivo y
como se sefiala en el escrito se utilizé como tejido control el de animales con el
modelo experimental de Parkinson inducido por inhalacion de Mn sacrificados al
terminar los 6 meses de exposicion a la mezcla de MN.

Al realizar el conteo de neuronas positivas a TH, se observaron ciertas
discrepancias acerca del modelo de Mn y la recuperacién de las neuronas con el
tratamiento.

El grupo que solo fue expuesto a Mn durante 6 meses y se sacrificé a los 5 meses
posteriores a la inhalacién (durante este periodo no se administré tratamiento), al
realizar el conteo de neuronas DA se observé aumento no significativo, pero si del
doble del nimero de neuronas en comparacioén con el grupo que estuvo expuesto a
los 6 m Mn sacrificado una vez finalizadas las inhalaciones, esto supone una
posible recuperacion espontanea. Este resultado cuestiona el resultado de los datos
con el tratamiento, ya que hace pensar que la recuperaciéon que se obtuvo por el
tratamiento (100%) posiblemente se deba a la recuperacion espontinea de los
animales.

Sin embargo es importante mencionar que esta recuperacion es cuestionable ;La
recuperacion contintia hasta recuperar completamente el sistema? ;En qué
momento comienza la recuperacién?, ;Las neuronas que sobreviven son viables?
Por lo que inferimos que probablemente la recuperaciéon que se esta dando sea un
33.3% recuperacion espontdnea y 33.3% recuperacion por el tratamiento, haciendo

notar que el 33.3% es un dato suficiente para afirmar que el tratamiento es 6ptimo
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para la Enfermedad de Parkinson capaz de actuar como neuroprotector,
restablecer la via nigro-estriatal y por tanto estabilizar la actividad motora. (Grafica
13)

Se deja a posteriores estudios responder estas interrogantes sobre la recuperaciéon

espontanea.

Neuronas TH +

4000+

30004

2000+

# Neuronas TH+

10004

Control 6m Mn Tto Mn solo
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Grafica.13. Conteo neuronas TH. * Control vs 6 m Mn. p < 0.05.
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