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Abreviaturas

6-OHDA

BHE

Cazt
DA
DMT-1

PSD

EP
GABA
GP
GPe
GPi
Glu
H202
L-DOPA
IL-113
INF-y
Mn
Mn*2
Mn*3
MnCl2
Mn(OAc)s
MPTP
NDA
NEM
NO
NOS
NST
Ox
OH-
ONOO-
SN
SNc
SNr
NE
TNF-a
TNFR1

6-Hidroxidopamina (2,4,5
Trihidroxifeniletilamina)
Barrera Hematoencefalica

Calcio
Dopamina
Transportador de Metales Divalentes

Densidad post Sinaptica

Enfermedad de Parkinson
Acido Gamma Aminobutirico
Globo Pélido

Globo Palido Externo
Globo P&lido Interno
Glutamato

Peréxido de Hidrégeno
Levodopa

Interleucina 113

Interferon gama
Manganeso

lon Manganoso

lon Manganico

Cloruro de Manganeso
Acetato de Manganeso

1-Metil-4-Fenil-1,2,3,6-Tetrahidropiridina

Neuronas Dopaminérgicas
Neuronas espinosas medianas
Oxido Nitrico

Oxido Nitrico Sintasa

Nucleo Subtalamico

Super Oxido

Radical Hidroxilo
Peroxinitrito

Sustancia Nigra

Sustancia Nigra Compacta
Sustancia Nigra Reticular
Nucleo Estriado

Factor de necrosis tumoral-a
Receptor para TNF-a



Resumen
La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa

mas comun a nivel mundial y se estima que su incidencia aumentara en los
proximos afios. Actualmente existen modelos experimentales que permiten su
estudio, sin embargo, no simulan la progresion lenta y natural de la enfermedad.
En el laboratorio de Neuromorfologia de la FES lztacala se implementd un
modelo experimental basado en la inhalacion de cloruro (MnCl2) y acetato de
manganeso (Mn(OAc)s3) que muestra mayor fidelidad al desarrollo de la EP. Por
otra parte, la L-DOPA es el tratamiento sintomatico mas utilizado en la EP, por
ello el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la actividad motora de ratas
expuestas a la inhalacion de la mezcla de MnCl2/Mn(OAc)s antes, durante y
después del tratamiento con L-DOPA. Se utilizaron 32 ratas macho de la cepa
Wistar de 180-200g, sometidas a 72 inhalaciones (6 meses) de la mezcla de
compuestos de manganeso (Mn). Posteriormente se dividieron en 3 grupos de 8
ratas cada uno: grupo “Expuesto” continué inhalando durante 2 semanas mas;
grupo “Expuestas+L-DOPA” continué inhalando y administracién de 15 mg/Kg
de L-DOPA via oral durante 2 semanas; grupo “L-DOPA” dejo6 de inhalar a los 6
meses y tratado con 15 mg/Kg de L-DOPA via oral durante 2 semanas. La
evaluacion motora se realizd mediante prueba de viga y “reaching task”, el
analisis morfolégico incluyé impregnacién de Golgi, Inmunohistoquimica anti-
tirosina hidroxilasa y microscopia electrénica. Los resultados de este trabajo
mostraron que el modelo por inhalacion de Mn produce alteraciones motoras
bilaterales progresivas, similares a las descritas en pacientes con EP,
evidenciadas por el aumento en el tiempo promedio del recorrido en la prueba
de viga de equilibrio y disminucién progresiva en el nimero de aciertos en el
‘reaching task”. La inhalacién de Mn propicié pérdida (74.85%) de neuronas
dopaminérgicas (NDA) en la sustancia nigra compacta, disminucion en la
densidad de espinas dendriticas en las neuronas espinosas medianas (50%) del
nacleo estriado y cambios ultraestructurales como aumento del diametro de los
botones sinapticos, sinapsis perforadas y vacuolas en el neuropilo. Los animales
presentaron respuesta positiva al tratamiento con L-DOPA, evidenciando dafio
dopaminérgico, sin embargo, en la coadministracion de Mn/L-DOPA, los
animales no mostraron recuperacion motora y si mayor pérdida de NDA y

espinas dendriticas.



Abstract
Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative

disease worldwide and it is estimated that its incidence will increase in the coming
years. Currently there are a few experimental models that allow their study,
however, do not simulate the slow and natural progression of the disease. In the
Neuromorphology laboratory of the FES lztacala, an experimental model was
implemented based on the inhalation of chloride (MnCI2) and manganese acetate
(Mn (OAc) 3) that shows greater fidelity to the development of PD. On the other
hand, L-DOPA is the most used symptomatic treatment in PD, therefore, the
objective of this work was to evaluate the motor activity of exposed rats to the
inhalation of the MnCI2 / Mn (OAc) 3 mixture before, during and after the L-Dopa
treatment. In this study 32 male rats of the Wistar were used, they of 180-200g,
all rats were exposed to 72 inhalations (6 months) of the manganese (Mn)
compounds. Later they were divided into 3 groups of 8 rats each group "Exposed"
continued inhaling for 2 more weeks; the exposed group + L-DOPA" continued
inhaling and was administered 15 mg / Kg of L-DOPA was orally for 2 weeks; the
inhalation was discontinued at the L-Dopa group at six months and 15 mg / kg of
L-DOPA was orally for 2 weeks to each rats. Motor activity was evaluated by
beam test and "reaching task”, the morphological analysis included Golgi
impregnation, anti-tyrosine hydroxylase immunohistochemistry and electron
microscopy. The results of this study demostrated that the manganese inhalation
model produces progressive bilateral motor alterations, similar to those described
in patients with PD, evidenced by the increase in the average time of the course
in the balance beam test and progressive decrease in the number of success in
the "reaching task". Inhalation of Mn causes dopaminergic neuronal (DAN) loss
(74.85%) in the susbstantia nigra pars compacta, decrease density of dendritic
spines in the medium spiny neurons (50%) of the striatum nucleus and
ultrastructural changes such as increased synaptic buttons diameter of the,
perforated synapses and vacuoles in the neuropil. The animals that presented
positive response to L-DOPA treatment, support dopaminergic damage,
however, in the co-administration of Mn / L-DOPA, the animals did not show

motor recovery and there was greater loss of NDA and dendritic spines.



Introduccion.
La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa que

afecta a 50 de cada 100,000 habitantes en México (Gonzalez y Armendariz,
2005); actualmente es el segundo padecimiento neurodegenerativo mas
frecuente en las personas de la tercera edad (Alarcon et al., 2010); fue descrita
por James Parkinson en Inglaterra en el afio 1817 con el nombre de “Paralisis
Agitante” como movimientos involuntarios con disminucién de la fuerza muscular

en segmentos que estan en reposo (Scorticati y Micheli, 2006).

Se considera una enfermedad crénica, de larga evolucion y curso progresivo que
se desarrolla mas gravemente durante los primeros cuatro afios (Hoehn y Yahr,
1967). Se caracteriza principalmente por temblor en reposo, rigidez, bradicinesia
y pérdida de los reflejos posturales (Koller, 1984; Coyle y Puttfarcken, 1993;
Cantello et al., 1995; Fahn, 2003; Gonzéalez y Armendariz, 2005; Tolosa et al.,
2006; Lin y Bleal, 2006).

Los sintomas de la EP comienzan de forma insidiosa y empeoran gradualmente,
el temblor en reposo es a menudo el primer sintoma reconocido por el paciente
(Fahn, 2003). Sin embargo, la enfermedad a veces comienza con bradicinesia;
y en algunos otros pacientes el temblor puede no desarrollarse (Fahn, 2003;
Rodriguez-Violante, 2011).

La bradicinesia es una caracteristica diferencial en los trastornos asociados a los
ganglios basales y se refiere a la lentitud en la realizacién de movimientos. La
manifestacion inicial de la enfermedad es a menudo la lentitud en la ejecucion
de las actividades de la vida diaria, también abarca dificultades de planificacion,

formulacién de movimientos y realizacién de tareas (Jankovic, 2008).

La pérdida de los reflejos posturales, generalmente se manifiesta en las Ultimas
etapas de la EP, comprometiendo la capacidad de mantener el equilibrio durante
las tareas diarias como caminar, girar y ponerse de pie después de estar sentado
(Morris et al., 2000; Jankovic, 2008).



Cuando la enfermedad progresa surgen problemas de equilibrio, sialorrea,
alteraciones de la sensacion, insomnio y fragmentacion del suefio (Estrada-

Bellmann y Martinez, 2011).

En la actualidad, México no cuenta con estudios epidemiolégicos acerca de la
prevalencia o incidencia de la enfermedad; sin embargo, se estima que a nivel
mundial se presenta entre el 1y 2% de la poblacion mayor de 60 afios de edad.
De acuerdo al conteo de poblacién y vivienda realizado en 2005; por parte del
Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), el 8.1% de la poblacion en
México se encuentra en este grupo de edad, lo que implicaria una prevalencia
aproximada de entre 83,000 a 166,600 personas con EP en México (Rodriguez-
Violante, 2011).

En la EP se observa pérdida selectiva de las neuronas dopaminérgicas (NDA)
de la sustancia nigra compacta (SNc) que conduce a la reduccién del contenido
de dopamina (DA) en el nucleo estriado (NE) (Kordowel et al., 2000;
Nieuwenhuys et al., 2009). La pérdida de las NDA de la SNc empieza varios afios

antes que aparezcan los sintomas (Estrada-Bellmann y Martinez, 2011).

El tratamiento de la EP se basa en el uso de medicamentos agonistas
dopaminérgicos como la bromocriptina, ropirol, cabergolina, apomorfina,
amantadina, selegilina y L-DOPA, siendo este ultimo es el mas utilizado en el
tratamiento de la enfermedad ya que es precursor de la DA, resultando el
tratamiento mas efectivo para reducir las alteraciones motoras de la EP
(Rodriguez-Violante, 2011; Mudiz, 2015).

La DA no cruza la barrera hematoencefalica (BHE), lo que limita su uso para el
tratamiento de la EP, la L- DOPA por otro lado, atraviesa con facilidad la BHE,
su absorcion se da principalmente en el duodeno y una vez absorbido es
convertido a DA por medio de la enzima dopadescarboxilasa, de esta manera se
restablece temporalmente la funcionalidad en el sistema dopaminérgico (Juri y
Chana, 2006). A menudo este farmaco es utilizado para determinar deficiencia
dopaminérgica y confirmar el diagnostico de la EP (Juri y Chana, 2006; Tolosa
et al., 2006; Anaya-Martinez et al., 2012).



Patogénesis de la EP

La EP es un trastorno complejo, sin embargo, estudios recientes han
considerado que el estrés oxidativo y los dafios mitocondriales juegan un papel
importante en la patogénesis de esta enfermedad (Agid, 1991; Moore et al.,
2005).

Estrés oxidativo:

El estrés oxidativo se considera un importante mecanismo patogénico de la
muerte neuronal en la EP (Halliwell, 1992). Las propiedades oxidativas del
oxigeno juegan un papel vital en diversos fendmenos biolégicos. Sin embargo,
el oxigeno también puede provocar eventos oxidativos dafiinos dentro de las
células, principalmente a través de su transformacién a formas reactivas como:
peroxido de hidrogeno (H202), radicales hidroxilo (OH") y superéxido (O2’), y de
esta manera puede dafar las enzimas esenciales y proteinas estructurales
(Fhany Cohen, 1992). Se han descrito al menos nueve mecanismos que pueden
generar radicales libres. Los dos méas importantes implicados en la EP son:

Reaccion Haber-Weiss

02 + H202 » O2+ 02+ HO + HO?

Reacciéon de Fenton

0% + Fe* » Fe?*+0O
Fe?" + H202 » Fe3" +HO +HO
O2 + H20 » HO +HO'

L

Figura 1.- Esquema donde se muestran los componentes implicados en las reacciones de Haber-

Weiss y la reaccion de Fenton.

En la reaccion de Haber-Weiss se generan radicales OH" a partir del H202 y del
Oz, en la reaccién de Fenton se generan radicales Oz y OH" en presencia de
fierro (Fe?*) (Fig.1) (Ebadi et al., 1996, Birben et al., 2012).

El estrés oxidativo también provoca reacciones en cadena sin control, como la
peroxidacién de lipidos y reacciones de autooxidaciéon de catecolaminas como la
DA (Fhan y Cohen, 1992; Beal, 2003).



La DA presenta distintos procesos de oxidacion, que derivan en la formacion de
H202 y O2 (Drukarch et al., 2000) que a través de la reaccion de Fenton liberan
radicales OH" (Youdim, et al., 1999), estos son considerados como los radicales
libres mas reactivos, ya que pueden causar peroxidacion lipidica, dafio a
proteinas, carbohidratos y a las bases del ADN (Fahny Cohen, 1992; Birben et
al., 2012).

Actualmente existen diversos estudios que apoyan la teoria que el estrés
oxidativo aumenta en la EP, especialmente en la SNc (Jenner y Olanow, 1996;
Jenner, 2003) ademas, el tratamiento sintomético con L-DOPA aumenta la carga
oxidativa por medio de la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS, por
sus siglas en inglés) generando estrés oxidativo y muerte celular, relacionandose

con la progresion de la enfermedad (Migheli, et al., 1999; Serra et al., 2000).
Disfuncién mitocondrial

El daflo mitocondrial representa un factor de riesgo para las enfermedades
neurodegenerativas, debido a mutaciones en el ADN mitocondrial y produccion
de ROS (Lin y Beal, 2006). La alteracién de la funcién mitocondrial se debe
principalmente a la disminucion de la transferencia de electrones en los
complejos | y IV de la cadena respiratoria mitocondrial (Boveris y Navarro, 2008).
En la EP se ha descrito que el complejo | mitocondrial reduce su actividad del
20 % al 40 % especialmente en la SNc (Shapira, 1994; Greenamyre et al., 1999;
Boveris y Navarro, 2008; Hauser y Hastings, 2013) provocando disminucién de
la produccion de ATP con la consecuente muerte celular por apoptosis o necrosis
asi como la liberacién de ROS generando estrés oxidativo (Hartley et al., 1994;

Hauser y Hastings, 2013).
Inflamacion

La sintesis de componentes inflamatorios como citosinas generados por la glia,
especificamente por la microglia, tienen un papel importante en la patogénesis
de la EP (Gao, et al., 2002; Liu y Hong, 2003).

Cuando la microglia se activa, regula gran variedad de receptores y moléculas
implicadas en la inflamacion y fagocitosis, entre estas moléculas se encuentran,

el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interferén gama (INF-y), interleucina-



1B (IL-1B) y 6xido nitrico (NO). La sobreproduccion de NO puede ser neurotoxica
ya que reacciona con el Oz para formar peroxinitrito (ONOO") (Chao et al., 1996;
Gao et al., 2002; Lui y Hong, 2003; Zhao et al., 2009; Dong et al., 2009)
contribuyendo a procesos neurotoxicos y dafio a células dopaminérgicas; por lo
tanto, la sobreactivacién microglial en la EP podria promover la muerte neuronal
y fagocitar los restos celulares, contribuyendo a la progresion de la enfermedad
y al dafio de las areas adyacentes (Knott et al., 2000; Le et al., 2001; Gonzalez—

Torres y Armendariz—Borunda, 2005).

Aun cuando no se han identificado plenamente los factores que propician la EP,
se han propuesto y desarrollado modelos experimentales para abordar la
progresion de la EP.

Modelos experimentales de la EP

Para el estudio de la EP se han propuesto modelos animales, basados en el uso
de neurotéxicos como MPTP, 6-OHDA, Paraquat y Rotenona (Fig.2), éstos
actian provocando la muerte y degeneracion selectiva de las NDA de la SNc a
través de la inhibicion de la cadena respiratoria mitocondrial generando ROS y
Radicales libres y consecuentemente estrés oxidativo (Uversky, 2004; Alarcon
et al., 2010).

La  1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina  (MPTP)  fue  descubierta
accidentalmente en jévenes drogadictos que desarrollaron un sindrome
parkinsoniano idiopatico después de la autoadministracion intravenosa de este
compuesto (Langston et al., 1983; Langston et al.,1984; Shimohama et al., 2003).
Es considerado un potente neurotoxico ya que diversos estudios demuestran
qgue induce la muerte de NDA, asi como disminucion en la concentracién de DA
y sus metabolitos (Heikkila,1984) también reproduce los sintomas de la EP como
temblor, rigidez, lentitud de los movimientos e inestabilidad postural (Langston et
al.,1984; Bezard et al., 1997; Dauer y Przedborski, 2003) ademas, se demostrd
gue la administracion de L-DOPA induce mejoria de las alteraciones motoras, lo
cual indica que el dafio es dopaminérgico (Langston et al., 1984; Bezard et al.,
1997). Sin embargo, se requieren altas dosis de esta toxina para producir
deplecion de DA, y frecuentemente se presenta recuperacion, particularmente

en roedores (Shimohama et al., 2003; Mounayar et al., 2007). El MPTP atraviesa



con facilidad la BHE y es oxidado por la MAO-B principalmente en astrocitos,
transforméandose inicialmente en 1-metil-4-fenil-2,3-dihidropiridinio (MPDP*) y
posteriormente a 1-metil-4-fenilpiridinium (MPP*) por oxidacion espontanea. El
MPP* liberado de los atrocitos entra por medio del transportador de DA (DAT) a
las NDA, acumulandose en las mitocondrias provocando disfuncion mitocondrial,

especialmente del complejo | (Shimohama et al., 2003; Alarcon et al., 2010).

El Paraquat, N,N’-dimetil-4-4 -bipiridinium, es un herbicida utilizado como
neurotoxina para simular un modelo animal de la EP, causa muerte celular de
las NDA y ademas induce la formacion de cuerpos de Lewy (Mccormack et al.,
2002; Uversky, 2004). Aunque su estructura quimica es similar al MPP* la
absorcion de este compuesto es limitada, atravesando con dificultad la BHE
(Hatcher et al., 2008), induce dafio mitocondrial en el complejo | aumentando la

produccion de ROS y generando estrés oxidativo (Alarcon et al., 2010).

Rotenona, es un insecticida de origen natural usado para el control de plagas
(Dhillon et al., 2008), diversos estudios han demostrado el caracter neurotdxico
de esta sustancia, la cual actia a nivel mitocondrial, afecta el complejo |
provocando estrés oxidativo mediante la generacién y liberacion de ROS,
especialmente del ion Oz incrementando la concentracion de radicales libres,
también provoca la disminucién de ATP (Uversky, 2004), ocasionando la muerte
de las NDA y la aparicion de sintomas como bradicinesia, inestabilidad postural,
y temblor, alteraciones observadas en la EP (Betarbet et al., 2000; Shimohama
et al., 2003; GOmez-Chavarin et al., 2013).

El proceso toxico de la rotenona provoca la activacibn microglial
predominantemente en el NE, la SNc y en menor proporcion en la corteza
cerebral (Sherer et al., 2003) lo que indica que su toxicidad puede no ser

especifica de las NDA.

6-OHDA: La 6-hidroxidopamina (2,4,5-trihidroxifeniletilamina), es un compuesto
hidroxilado analogo a la DA que produce deplecion selectiva del 60-95% de las
NDA de la SNc (Ungerstdet, 1968; Kirik et al., 1998; Jakel et al., 2005). Esta
catalogado como el primer modelo animal utilizado para la EP. Comunmente se
realiza mediante la inyeccién unilateral en el haz medial del cerebro anterior o

bien en la SNc y actla inhibiendo la cadena respiratoria mitocondrial generando



estrés oxidativo, (Shimohama et al., 2003; Hanrott et al., 2006) reduccion de
glutation estriatal y disminucion en la actividad de la enzima superdxido

dismutasa (Perumal et al., 1992).

Este modelo simula algunos aspectos motores de la EP como arrastre de piesy
lentitud de la marcha (Metz et al., 2001; Truong et al., 2006). Pese a que este
modelo es el mas utilizado, es de caracter agudo, ocasionando muerte frecuente
de animales experimentales, ademas de que no atraviesa la BHE (Ferro et al.,

2005), por lo que se administra intracerebralmente por métodos estereotaxicos.
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Figura 2.- Esquema donde se muestra la accion y efecto de los agentes neurotoxicos: 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinio (MPTP), Rotenona (ROT), paraquat (PQ), atraviesan la barrera
hematoencefdlica. El MPTP entra al astrocito donde es metabolizado por la monoamino oxidasa
B, y se transforma en el 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP*), se libera al espacio presinaptico y entra
en las NDA a través del transportador de DA y se va directamente a la mitocondria. La ROT, PQ
y 6-OHDA atraviesan la membrana de las neuronas y también se dirigen a la mitocondria. Todos
los toxicos actuan inhibiendo el complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial, lo cual aumenta
la generacion de ROS, disminuye el potencial redox y por lo tanto la sintesis de ATP. La
generacion de ROS induce estrés oxidativo, propiciando dafio a las biomoléculas. Todo ello
produce la muerte de las NDA (Alarcén et al., 2010).

Aunque estos modelos reproducen aspectos muy importantes de la EP son
incapaces de simular la progresion lenta y natural de los pacientes con EP. En
la busqueda de un modelo animal que represente la progresion de la enfermedad

se ha encontrado que la inhalacion de Manganeso (Mn) con estados de valencia



+2 y +3 puede ser una alternativa viable (Ordofiez-Librado et al., 2008), ya que
a pesar de ser un mineral esencial para el funcionamiento de enzimas
mitocondriales, como la super oxido dismutasa (SOD) y el piruvato carboxilasa
(Sloot y Gramsbergen, 1994). Existen reportes que relacionan concentraciones
elevadas de Mn en sangre y su acumulacion en la SNc con la aparicion de una
patologia similar a la EP, condicién conocida comunmente como “manganismo”
(Takeda, 2003).

Manganeso (Mn)

El Mn es un elemento que de manera natural se encuentra en nuestro organismo
en pequeias cantidades, por ejemplo, el valor normal en sangre vade 0.4a 1.2
mg/L; es indispensable para ciertos procesos metabdlicos como la sintesis de
aminodcidos, carbohidratos y lipidos (Finley y Davis, 1999), sin embargo, la
exposicién crénica a este mineral puede causar severos dafios neuroldgicos
debido a que el Mn tiende a acumularse en los ganglios basales, especialmente
en zonas ricas en DA como la SN, Nucleo estriado (NE) y Globo palido (GP)
(Yamada et al., 1986; Sloot y Gramsbergen 1994; Reaney et al., 2006)
provocando “manganismo”, condicion descrita en 1837 por James Cooper
(Lucchini et al., 2009) quién al observar a 5 mineros encontré que el sintoma mas
prominente y temprano era la paraplejia, afectando primordialmente las
extremidades inferiores, otros sintomas son desorientacion, deterioro de la
memoria, bradicinecia progresiva, distonia y perturbacion en la marcha
(Rosenstock et al., 1971; Rodier, 1995; Bast-Petterse et al., 2004).

El manganismo es una disfuncion extrapiramidal progresiva, donde se han

identificado al menos tres fases (Rodier, 1995):

-La primera se caracteriza por no presentar sintomas especificos como astenia,
anorexia, apatia, dolores de cabeza, hipersomnia, espasmos, cansancio de las
piernas, artralgia, e irritabilidad y algunas veces puede presentar episodios de

psicosis denominada “locura manganica”.

-La segunda se caracteriza por presentar sintomas relacionados con la

disfuncion de los ganglios basales, por ejemplo, rigidez facial, alteraciones del



habla (tartamudeo, lentitud y mala articulacion de las palabras), alteraciones en

la marcha y ligeros temblores.

-La dltima fase presenta agravamiento de los sintomas mencionados, se
caracteriza por rigidez muscular, temblores y escalonamiento en la marcha

denominado “paso de gallo”.
Respuesta a la L-DOPA

Se han reportado diferentes respuestas a la terapia con L-DOPA en pacientes
gue presentan sintomas por intoxicacion por Mn. Se ha observado reducciéon en
la rigidez y bradicinesia ademas de mejoria en el equilibrio en algunos pacientes
(Mena et al., 1970; Huang et al., 1989), Rosenstock en 1971 reporté que la
cognicion y la bradicinesia, pero no la distonia, mejoraron en un paciente que
recibio tratamiento con L-DOPA. Koller y colaboradores (2004), realizaron un
estudio con plazo de un mes, donde 13 pacientes con sintomas de
parkinsonismo inducido por Mn fueron tratados con dosis altas (900 mg/dia) de
L-DOPA, sin embargo, no se observo ningun efecto en la escala de calificacion
clinica (The Unified Parkinson's Disease Rating Scale (UPDRS)) ni en las
medidas objetivas (tiempo de caminata, prueba de tapping). Asi mismo, Olanow
y colaboradores (1996), concuerdan en la inefectividad del tratamiento con L-
DOPA en monos expuestos a cloruro de Mn (MnCly).

Las diferentes respuestas al tratamiento con L-DOPA en la intoxicacion por Mn
pueden estar relacionadas con la variabilidad que existe en la metodologia
utilizada en los estudios, por lo que podemos inferir que tanto la via de
administracion, la valencia del Mn, el tiempo de exposicion y la dosis
administrada, juegan un papel fundamental en la respuesta al tratamiento con L-

DOPA y por lo tanto, al dafio al sistema dopaminérgico.

Vias de entrada y Absorcion del Mn

Las principales vias de entrada del Mn en los humanos es a través de la
inhalacion y la ingesta (Rodier, 1955). Solo un pequefio porcentaje del Mn es
absorbido y una cantidad aun menor llega finalmente al cerebro; tanto la

absorcion como el transporte del Mn esta regulados por varios sistemas, como
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el tracto intestinal, la transferrina, proteinas del transporte sanguineo y la BHE,
el estado de valencia en el que se encuentre el Mn, determinara la ruta por la

cual llegara al cerebro.

El Mn tiene diferentes estados de valencia, pero son el Mn divalente (Mn*?) y
trivalente (Mn*3) los mas comunes en los seres vivos (Aschner y Aschner, 1990;
Reaney et al., 2006). EI Mn*? en el torrente sanguineo es tomado por el
transportador de metales divalentes (DMT-1), la albumina y la B-globulina; por
otro lado, el Mn*3 se une a la transferrina para posteriormente ser transportado
al cerebro (Aschner y Gannon, 1994; Slot y Gramsbergen, 1994; Crossgrove y
Yokel, 2004; Dobson et al., 2004; Aschener et al., 2005; Au et al., 2008).

Transporte del Mn al Cerebro

El Mn cuenta con tres diferentes rutas para ser transportado al sistema nervioso
central (SNC), que dependeran de la via de exposicion y la afinidad a las

diferentes especies de Mn (Crossgrove et al., 2003):

1) Através de la BHE: es una estructura restrictiva microanatémica vascular
que regula la entrada de particulas al cerebro (Fitsanakis et al., 2006). El
Mn tiene la capacidad de atravesar la BHE mediante las células
endoteliales microvasculares o por un proceso de difusion a través de los
canales de Ca?* (Crossgrove y Yokel, 2004; Yokel, 2009).

La transferrina y el DMT1 participan en el transporte de Mn a través de la
BHE (Ashner y Ashner, 1990), se ha observado que su expresion aumenta
hasta un 35% en el cerebro cuando se presentan niveles altos de Mn
(Reaney et al., 2006; Garcia et al., 2006), normalmente se localiza en la
membrana de las neuronas de los ganglios basales, lo que podria explicar

la sensibilidad de esta region a la toxicidad del Mn (Au et al., 2008).

2) Através del liquido cefaloraquideo: el epitelio del plexo coroideo juega un
papel importante en la modulacion del movimiento de productos quimicos,
incluido iones metélicos entre la sangre y el liquido cefalorraquideo
(Dobson, 2004). ElI Mn es transportado al cerebro a través del liquido
cefaloraquideo por medio de la transferrina secretada por las células
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ependimarias de los plexos coroideos (Takeda et al., 2000; Takeda, 2003;
Wang et al., 2008).

3) A través del sistema olfatorio y del nervio trigémino: el transporte a través
del bulbo olfatorio a menudo resulta ser una ruta directa para el ingreso
de productos quimicos desde la nariz hasta el cerebro. Los productos
quimicos inhalados son captados y transportados a las neuronas del
bulbo olfatorio, asi mismo el nervio trigémino cuenta con receptores que
proyectan directamente al SNC (Tjalve et al., 1996; Henriksson et al.,
1999; Fechter et al., 2002; Dorman et al., 2004).

Neurotoxicidad del Mn

Similar a lo reportado en la EP, el Mn afecta a las neuronas dopaminérgicas de
los ganglios basales; éstos ultimos son una serie de nucleos conectados entre
si, ubicados en el telencéfalo, diencéfalo y mesencéfalo (Albin et al., 1989;
Parent, 1990). Los ganglios basales estan implicados en procesos cognitivos,
emocionales y motores; estan integrados por el NE, globo palido (GP), nucleo
subtaldmico (NST) y sustancia nigra (SN) (Herrero et al., 2002; Yelnik, 2002).

NE: Es el componente mas grande de los ganglios basales, recibe proyecciones
masivas de la corteza cerebral, tAlamo y SNc; también recibe proyecciones,
aunque en menor intensidad, del GP y el NST. Las neuronas del NE consisten
principalmente de neuronas espinosas medianas de proyeccion (NEM-96%), es
decir, neuronas cuyas dendritas estdn densamente cubiertas con espinas
dendriticas, todas estas neuronas son GABAérgicas, otras neuronas estriatales
son pequefias interneuronas GABAérgicas (1%) o interneuronas colinérgicas
grandes (2%) (Herrero et al., 2002; Yelnik, 2002).

Globo palido: compuesto por el globo palido interno (GPi) y el globo palido
externo (GPe). El GP recibe aferencias del NE y el NST. Las neuronas del GP
son principalmente GABAEérgicas (Parent et al., 1995; Yelnik, 2002).

Nucleo subtalamico: se compone de una multitud de interneuronas de
proyeccion densamente empaquetadas de tamafio mediano, al igual que el

cuerpo estriado, recibe proyecciones de la corteza cerebral y el GPe. El
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neurotransmisor principal es el glutamato (Glu), envia aferencias ala SNy al GP
(Parent et al., 1990, 1995; Yelnik, 2002).

Sustancia Nigra: es una estructura que comprende la pars reticulata (SNr) y la
pars compacta (SNc), donde se concentran las NDA (Parent et al., 1990; Mink,
1996; Yelnik, 2002; Herrero et al., 2002). La pérdida progresiva de las NDA
conduce a la reduccion de DA principalmente en el NE provocando los déficits

motores caracteristicos de la EP (Albin et al., 1989; Kreitzer y Malenka, 2008).

Los reportes actuales sugieren que el Mn se acumula en los ganglios basales
(Fig.3), donde los astrocitos son el sitio principal de disfuncién temprana y dafios
toxicos del Mn (Hazell, 2002). Los astrocitos se encargan de la recaptura de
aproximadamente el 80% del Glu, sin embargo, debido a que tienen alta afinidad
por el Mn, la presencia de este elemento en niveles excesivos, provoca
disminucién en la absorcion del Glu, en consecuencia se observa aumento de
este neurotransmisor, promoviendo excitotoxicidad por sobreactivacion

glutamatérgica (Hazell, 2002; Fitsanakis et al., 2006).
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Figura 3.- Esquema donde se muestra la toxicidad inducida por Mn y su acumulacion en los
ganglios basales: A) Diagrama esquematico simplificado de los ganglios basales se muestran
los neurotransmisores presentes para el funcionamiento normal. B) Se ha descrito que el Mn se
acumula especialmente en el GP, SN y NE. El aumento de Mn en el GP produce la disminucién
de las sefales gabaérgicas en el NST entonces la entrada glutamatérgica en la SN no es
regulada y conduce a la disfuncién dopaminérgica en el NE. El grosor de las lineas muestra la
intensidad de la neurotransmision. GP: globo pélido, STN: nicleo subtalamico, Thal: talamo, SN:

sustancia nigra (Erikson y Aschner, 2003).
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Por otro lado, el Mn puede aumentar la produccién de NO a traveés de las células
microgiales activadas, lo que puede conducir potencialmente a la produccién
sostenida de NO neurotéxico afectando a las neuronas circundantes, también
aumenta la produccién de citocinas proinflamatorias y ROS (Chang y Liu, 1999;
Zhang et al., 2003; Filipov et al., 2005).

Debido a que el Mn se acumula en la matriz mitocondrial puede interrumpir su
funcién mediante tres posibles mecanismos 1) por la inhibicion de la energia de
transduccion, 2) mutaciones en el ADN mitocondrial y 3) generacion de ROS
(Zhang et al., 2003). Alaimo (2012) reporta que el Mn induce aumento de la
generacion de ROS implicados en la muerte celular asociada a enfermedades
neurodegenerativas como la EP; las ROS se ven implicadas en la activacion de

la caspasa 3 provocando la muerte celular por apoptosis.

El Mn tiene diferentes estados de valencia, siendo el Mn*3 el mas toxico (Ali et
al.,1995), sin embargo, Archibald y Tyree (1987) proponen que existe una
relacion sinérgica donde el Mn+2 se oxida gracias a la participacion del radical
superoxido dando lugar al Mn*3 (Fig. 4).

Mn*complex + 05 +2H* —Mn**complex + Hy0, 1)

Mn®*complex + 05 — Mn?*complex + 0, 2)

Figura 4.- Mecanismo propuesto por Archibald y Tyree (1987) de la posible conversion del M*2 a
Mn*3 y viceversa mediante la accién del radical O2".

Algunos investigadores (Bonilla, 1986; Aschner et al., 2005; Repetto y Repetto,
2009) reportan que la absorcién de Mn produce encefalopatia con degeneracion
neuronal, principalmente en el caudado-putamen, GP, NST y SN, esta Ultima es
la méas afectada, ya que se decrementa la concentracion cerebral de DA 'y de sus
metabolitos como DOPAC, HVA, ademas de reducir la produccion de ATP
(Brouillet et al., 1993).

13



Por otra parte, Latchoumycandane y colaboradores (2005) mencionan que el Mn
provoca muerte celular por apoptosis en las NDA del mesencéfalo, mediante la
activacion de proteinas proapoptoticas, particularmente la liberacion de

citocromo C y activacion de la caspasa 3 (Fig.5).

Mn
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Figura 5.- Modelo propuesto por Latchoumycandane y colaboradores (2005) que describe la
secuencia de eventos de muerte celular por apoptosis inducida por Mn. 1) El Mn altera la funcién
mitocondrial, lo que resulta en la liberacién de citocromo C al citosol; 2) citocromo C citolitico
activa la cascada de caspasas. La caspasa-3 media la escision proteolitica de la PKC; la PKC a

su vez media la fragmentacién del ADN y la apoptosis.

En el laboratorio de Neuromorfologia, Ordofiez-Librado y cols. en 2008
implementaron un modelo de la EP en ratén basado en la inhalacién de la mezcla
de cloruro y acetato de Mn, el modelo consisti6 en la inhalacion de
MnCl2/Mn(OAc)s durante una hora, dos veces por semana, por un periodo de
cinco meses; dentro de las evidencias proporcionadas en este estudio se
encuentra la degeneracién progresiva y bilateral de las NDA de la SNc,
reportando pérdida neuronal del 67.58%, ademas de demostrar respuesta
favorable en la conducta motora tras la administracion de L-DOPA (Ordofiez-
Librado et al., 2010), evidenciando que las afecciones provocadas por el Mn son
de origen dopaminérgico, ademas se observaron alteraciones estructurales y
ultraestructurales, como disminucion del numero de espinas dendriticas en las
NEM del NE, aumento en el diametro de los botones sinapticos, mayor nimero
de sinapsis perforadas y disminucién en la concentracion de DA y sus

metabolitos (HVA y DOPAC); siendo consistente con lo reportado por otros
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modelos de la EP y por enfermos de Parkinson (Ingham et al., 1993; Ingham et
al., 1998; Colin-Barenque et al., 2000; Solis et al., 2007; Villalba et al., 2009)

Por altimo, en 2012 Sanchez-Betancourt y cols. corroboran que este modelo es
reproducible en ratas. En este caso el niumero de inhalaciones aumento, tres
veces por semana durante 6 meses y se midieron las mismas variables que en
el estudio anterior, obteniendo resultados similares; adicionalmente se analizé
por un periodo de cuatro meses posterior a la inhalacién y se concluy6 que los
animales expuestos no presentaban recuperacion. Estas evidencias refuerzan el
uso de la mezcla de MnCl2/Mn(OAc)s como un modelo que simula de manera
progresiva y bilateral las alteraciones motoras producidas en la EP, del mismo
modo se presentan las alteraciones estructurales y ultraestructurales
caracteristicas de la enfermedad, ademéas con este modelo los animales no
presentan recuperacion espontanea ni gradual de los sintomas motores en al

menos un periodo de 4 meses posterior a la exposicion de Mn.

Justificacion

Actualmente existe controversia en torno a si el uso de L-DOPA logra revertir las
alteraciones motoras producidas por la intoxicacion de Mn; diversos estudios
presentan resultados contradictorios en torno a ello, observando respuestas,

positivas, negativas o nulas al tratamiento.

En el laboratorio de Neuromorfologia se demostré6 que el tratamiento con L-
DOPA posterior a la exposicion de la mezcla de MnCl2/Mn(OAc)s reduce de
manera significativa las alteraciones motoras, inducidas en ratas y ratones
expuestos a Mn, sin embargo, ain no se ha evaluado el efecto que tiene la L-
DOPA frente inhalaciones ininterrumpidas de la mezcla de MnCl2/Mn(OAC)s.

El presente trabajo evaluara la respuesta motora de ratas al tratamiento con L-
DOPA durante y después de la exposicion a la mezcla MnCl2/Mn(OAc)s. Con ello
se pretende despejar las dudas que existen en torno al uso de la L-DOPA como
tratamiento de las alteraciones motoras producidas por la mezcla de Mn y
ampliar el conocimiento del uso de la inhalacion de Mn como un modelo ideal

para el estudio de la EP.
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Objetivo general

Evaluar los cambios inducidos en la actividad motora, el nUmero de espinas
dendriticas de las NEM estriatales y el numero de NDA de la SNc de ratas
expuestas a la inhalacion de la mezcla de MnCl2/Mn(OAc)s antes, durante y
después del tratamiento con L-DOPA.

Objetivos particulares
e Evaluar la actividad motora de las ratas expuestas a la mezcla de

MnCl2/Mn(OAc)s mediante las pruebas de viga de equilibrio y de
“‘Reaching task” antes, durante y después del tratamiento con L-Dopa.

e Determinar el nimero de espinas dendriticas de las NEM del NE mediante
la impregnacion de Golgi en los animales control y expuestos a la mezcla
de MnCl2/Mn(OAC)s.

e Realizar el analisis ultraestructural del NE de los animales control y
expuestos a la mezcla de MnCl2/Mn(OAC)s.

e Determinar el niumero de NDA de la SNc mediante el conteo de neuronas
marcadas por medio de la técnica de Inmunohistoquimica anti-tirosina
hidroxilasa (TH).
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Metodologia
Los experimentos se llevaron a cabo en 32 ratas Wistar macho con peso inicial

de 180-200g, mantenidos en ciclos de luz/oscuridad 12:12, con agua y

alimentacion ad libitum.

Antes de la exposicion a la mezcla de MnCl2/Mn(OAc)s los animales fueron
entrenados durante dos semanas en las pruebas de coordinacién motora de viga
de equilibrio (6mm y 12mm) (Anexo 1) y de “Reaching task” (Anexo 2),
posteriormente se dividieron en: un grupo expuesto a agua desionizada (n==8)
(grupo control), mientras que los demas animales fueron expuestos a la mezcla
de MnCl2/Mn(OACc)s por via inhalada en una caja de acrilico, 1 hora, 3 veces por
semana. Después de 72 inhalaciones (6 meses), los animales expuestos se
dividieron en los siguientes grupos; un grupo que continué inhalando durante 2
semanas mas (n=8) (Expuestas), un grupo que continud inhalando y ademas fue
medicado con L-DOPA (15 mg/Kg) via oral durante 2 semanas (n=8)
(Expuestas+L-DOPA), y, finalmente, otro grupo que dejo de inhalar a los seis
meses y fue tratado con L-DOPA (15 mg/Kg) durante 2 semanas(n=8) (L-DOPA).
Cada semana se evalué la coordinacion motora de todos los animales mediante

las pruebas motoras antes mencionadas (Sanchez-Betancourt et al., 2012).

Todos los animales bajo las condiciones mencionadas fueron sacrificados
después de 6 meses y 2 semanas, se perfundieron via aorta, se fijaron con
glutaraldehido y paraformaldehido al 2%; se extrajeron los cerebros y
posteriormente se realizaron cortes histoldgicos para obtener fragmentos del NE
y la SNc, para realizar la técnica de impregnacion argéntica de Golgi, el andlisis

ultraestructural y la técnica inmunohistoquimica anti-TH.

Impregnaciéon Argéntica de Golgi: Se realizaron cortes histolégicos de 120 um a
nivel del NE los cuales se procesaron mediante la técnica de impregnacion
Argéntica de Golgi y se realiz6 el conteo de espinas dendriticas de las NEM; para
el conteo se seleccionaron 5 dendritas secundarias de 10 neuronas y se contaron

las espinas en una longitud de 10 um (Avila-Costa et al., 2006) (Anexo 3).
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Inmunohistoquimica anti-TH: Se obtuvieron cortes histologicos de 50 um de la
SNc y se procesd con la técnica inmunohistoquimica TH (anti-TH Millipore
1:1000, anti IGg de conejo Vectastain 1:200, revelado con Diaminobenzidina),
para identificar la enzima Tirosina Hidroxilasa, enzima limitante en la sintesis de
DA. Finalmente se realizé el conteo de las neuronas positivas a TH en un area
de 1500 pum?en la SNc (Ordofiez-Librado, 2012) (Anexo 4).

Andlisis ultraestructural: Los cerebros se retiraron cuidadosamente y se
colocaron en la misma solucién de fijacion durante una hora. Usando un
microscopio de diseccion, se tomaron pequefios fragmentos del cuadrante
dorsomedial del NE derecho e izquierdo para su estudio ultraestructural en un
microscopio electrénico Zeiss Gemini. Se realizé el andlisis de 50 terminales
sinapticas por animal seleccionadas al azar. En cada boton sinaptico se
analizaron las caracteristicas morfolégicas de la membrana y organelos, asi

mismo se midieron:

* Didmetros de los botones presinapticos mediante el software Orbicule

Macnification, 2.0.4.

» Contacto sinaptico con cuello o cabeza de la espina; los contactos sinapticos

fueron clasificados en contactos con la cabeza de la espina y con el cuello.

* Numero de sinapsis perforadas; basandonos en la clasificacién descrita por
Calverley y Jones en 1987, se analizo:

- El sitio de la perforacién se proyecta hacia la terminal presinaptica.

- La zona activa tiene uno 0 mas componentes curvados negativamente
que estan separados por una region central de la zona activa que proyecta
hacia la terminal presinaptica.

- La densidad post sinaptica (PSD) est4 en estrecha asociacién con el
cuerpo de la espina 0 una extension de ésta.

Se determind que una sinapsis contenia una PSD perforada si habia una
hendidura en la PSD de >50 nm (el ancho de una vesicula sinaptica) (Anaya-
Martinez et al., 2014) (Anexo 5).
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Analisis estadistico:

Para los datos conductuales (prueba de viga y “reaching task”), se utilizé6 ANOVA
de dos vias, seguido del analisis multifactorial de Bonferroni. Por otro lado, para
los datos obtenidos en la técnica de Golgi e inmunohistoquimica anti-TH se utilizo
ANOVA de una via seguido del analisis de post hoc de Tukey; por ultimo, para
el analisis ultraestructural se utilizo t de Student para muestras no pareadas. Las
diferencias entre los grupos se consideraron estadisticamente significativas

cuando p=<0.05.

Resultados
Una de las caracteristicas principales de la EP son las alteraciones motoras

particularmente en la marcha, los enfermos se tornan mas lentos debido al
constante arrastre de los pies, por tal motivo para hacer hincapié en este aspecto
particular se realiz6 la prueba de la viga equilibrio, en la cual se evalu6 el tiempo
en que las ratas tardaban en atravesar dos vigas inclinadas, una de 6 mmy la
otra de 12 mm. En la Fig. 6 se observa el desempefio de los grupos en la viga
de 12 mm. El grupo control tardd un tiempo promedio de 14+0.8 segundos
mientras que los demas grupos comenzaron a aumentar el tiempo de recorrido
a partir de la cuarta semana hasta estabilizarse, aproximadamente en la semana
13 tardando en promedio 111.15+5.14 segundos, sin embargo, al ser tratados
con L-DOPA mostraron disminucién en el tiempo de recorrido, observandose
tiempos similares al grupo control (7-30 segundos), después de dos semanas de
tratamiento, lo mismo sucede en la viga de 6 mm donde el grupo control alcanz6
un promedio de 13.09+0.7 segundos (Fig. 7); es importante resaltar que el grupo
que continud inhalando la mezcla de MnCl2/Mn(OAc)s simultaneamente al
tratamiento con L-DOPA mostré menor grado de recuperacion con respecto al
grupo que dejoé de inhalar antes de ser tratado con L-DOPA.
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Figura 6.- Media del tiempo en segundos que tardaban en recorrer la viga de 12 mm los cuatro
grupos (Control 14+0.8 s, Expuestos 91.45+5.5 s, Expuestos+ L-DOPA 77.5816.2 s y L-DOPA
83.45+5.1 s) a lo largo de 26 semanas, se observa que el grupo control se mantuvo estable
mientras que los demas grupos aumentaron el tiempo de recorrido mostrando diferencias
significativas con respecto al grupo control. ANOVA con andlisis de Bonferroni * = p< 0.05 vs

grupo control.
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Figura 7.- Media del tiempo en segundos que tardaban en recorrer la viga de 6 mm los cuatro
grupos (Control 13.09 £0.7 s, Expuestos 101.21+5.7 s, Expuestos+ L-DOPA 79.26+5.5y L-DOPA
90.9446.1 s) a lo largo de 26 semanas, se observa que el grupo control se mantuvo estable
mientras que los demas grupos mostraron diferencias significativas con respecto al grupo control
coincidiendo con lo reportado en la viga de 12 mm. Por otro lado, se observa que el grupo que
continué inhalando presentd una recuperacion lenta frente al tratamiento con L-DOPA (LD).
ANOVA con andlisis de Bonferroni * = p< 0.05 vs grupo control.

La dificultad para realizar movimientos alternados y secuenciados en las
extremidades superiores, especialmente en las manos son sintomas
caracteristicos de los enfermos de Parkinson por tal motivo se evalud la
coordinaciéon motora mediante la prueba de “reaching task”, con ella se valoré la
cantidad de aciertos logrados. El grupo control mantuvo un promedio de
15.474+0.1 aciertos, mientras que los grupos sometidos a la inhalacién de
MnCl2/Mn(OAc)s después de la novena semana comenzaron a disminuir la
cantidad de aciertos (10.67+0.6), una vez que los animales fueron tratados con
L-DOPA mostraron mejoria, alcanzando valores similares al control (13.25%0.6),
no obstante lo animales que fueron medicados simultaneamente a la
inhalaciones de la mezcla de Mn, nuevamente no alcanzaron el mismo grado de

recuperacion que los otros grupos (Fig.8).
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Figura 8.- Media del nimero de aciertos en la prueba de “reaching task”. Se muestran los
resultados de los diferentes grupos (Control 15.47+0.1, Expuestos 8.64+0.6, Expuestos+ L-
DOPA 8.41+0.6 y L-DOPA 9.08+0.7), inicio del tratamiento con L-DOPA (LD). ANOVA con
analisis de Bonferroni * = p< 0.05 vs grupo control.

Durante la realizacion de esta prueba se hicieron ciertas observaciones
adicionales en el comportamiento de los animales expuestos a la mezcla de Mn.
Los animales expuestos presentaron alteraciones motoras como: dificultad para
iniciar el movimiento y problemas para sujetar el alimento, ya que en lugar de
sujetarlo con la mano, el alimento era arrastrado al interior de la caja y
posteriormente era tomado con el hocico, ademas, algunos animales perdieron

interés por realizar la tarea, a pesar de estar privados de alimento.
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En cuanto al nimero de espinas dendriticas la Fig. 9 muestra que en los
animales expuestos a la mezcla de Mn hay pérdida significativa del numero de
espinas dendriticas, comparado con el grupo control, también observamos que
existe pérdida significativa de espinas dendriticas cuando se administra el
tratamiento con L-DOPA de manera simultanea a la inhalaciones de
MnCl2/Mn(OAC)s.

Lo anterior puede observase mas claramente en la Fig. 10, donde apreciamos
la densidad de las espinas dendriticas con los diferentes tratamientos, se
observa que el grupo control (A y B) tiene una densidad normal de espinas
dendriticas, mientras que en el grupo expuesto a las inhalaciones de Mn (C y D)
se redujo significativamente el numero de espinas, mientras que la
administracion de L-DOPA (E y F) refleja mayor cantidad de espinas dendriticas,
por el contrario cuando el tratamiento es simultaneo a las inhalaciones de la
mezcla de MnCl2/Mn(OAc)s se observa pérdida significativa de espinas
dendriticas (G y H).

Espinas dendriticas

Promedio espinas dendriticas + ES

Figura 9.- Promedio de espinas dendriticas de las NEM del NE tanto del grupo control (18.02+0.2),
Expuestos (9.07+0.3), Expuestos + L-DOPA (7.14+0.09) Y L-DOPA (15,14+0.2). Observamos disminucién
en el nimero de espinas dendriticas después de la exposicion al Mn, ademas de evidenciar que el
tratamiento con L-DOPA resulta efectivo siempre que las inhalaciones sean suspendidas antes de iniciar
la administracion. ANOVA con post hoc Tukey *** = p< 0.001. Donde *= p< 0.001 vs Control, += p< 0.001

vs Expuestos, $= p< 0.001 vs Expuestos+ L-DOPA y %= p< 0.001 vs L-DOPA.
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Inmunohistoquimica TH

Se cuantificé el nimero de NDA en la SNc (Fig.11 y 12); observando pérdida del
75.59 % en el grupo expuesto con respecto al grupo control. El grupo L-DOPA
presentd pérdida del 29.70%, sin embargo, la coadministracion del farmaco y el
Mn (Expuestos+L-DOPA), aumenté la muerte neuronal (57.2%) de manera
significativa con respecto al grupo que detuvo las inhalaciones antes del
tratamiento con L-DOPA (30%).

Inmunohistoquimica anti-TH
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Figura 11.- Se observa el promedio de neuronas inmunoreactivas anti-TH en la SNc de los
diferentes grupos; Control (98.64+2.5), Expuestos (24.81+1.8), Expuestos+L-DOPA (42.04+4.6)
y L-DOPA (69.35+3.4), todos los grupos muestran diferencias significativas con respecto al grupo
control y entre ellos. ANOVA con post hoc Tukey *** = p< 0.001. Donde *= p< 0.001 vs Control,
+= p< 0.001 vs Expuestos, $= p< 0.001 vs Expuestos+ L-DOPA y %= p< 0.001 vs L-DOPA.
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Figura 12.- Micrografias representativas en 40x de cortes de la SNc con imnunohistoquimica
para TH, donde se observan las neuronas dopaminérgicas remanentes en los animales del grupo
L-DOPA (A) y Expuestos+ L-DOPA (B).

Ultraestructura

En el andlisis ultraestructural se utilizé tejido estriatal obtenido de los grupos
control y expuestos + L-DOPA, se midi6 el didmetro de 50 botones sinapticos.
En la figura 13 se observa aumento significativo en el diametro de los botones
sinapticos, de 1.1100+3 um en el grupo expuestos+ L-DOPA con respecto a los
valores promedio de 0.4753+3 um del grupo control. La figura 14 nos muestra
el neurdpilo estriatal de animales del grupo control y el del grupo expuesto+L-
DOPA, este Ultimo presenta un aumento de vacuolas y un aumento en el
diametro de los botones sinapticos.
Diametro del Botén Sinaptico
1.5+

1.0+

0.5+

Media del diametro (micras) + ES

0.0-
Cont Expuestos+L-DOPA

Figura 13.- Media del diametro de los botones sindpticos, claramente el diametro de los botones
sinapticos de los animales Expuestos+L-DOPA tuvieron aumento significativo (1.1100+3 um) con

respecto al Control (0.4753+3 pm). Prueba de T ***= p<0.001 vs grupo control.
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Figura 14.- Micrografias electronicas de neuropilo estriatal, A) se observa el neuropilo de una animal
perteneciente al grupo control donde se observan diversos contactos sinapticos (=) y algunas mitocondrias (m)
B) neuropilo perteneciente a un animal expuesto a las inhalaciones de Mn, se pueden observar, los botones
sindpticos hinchados (b) y formacion de vacuolas en el tejido (V).

El tipo de contacto sinaptico nos orienta a saber si el contacto es excitatorio
(conexién asimétrica con la cabeza de la espina) o dopaminérgico (conexion
simétrica con el cuello de la espina). En nuestros resultados se observé aumento
de los contactos sinapticos con la cabeza de la espina (9%) (Fig.16-B), en los
animales expuestos+L-DOPA, mientras que, los contactos con el cuello de la
espina (Fig.15-B) disminuyeron de manera significativa hasta un 70%. En la
Fig.15-A podemos observar el boton sinaptico haciendo contacto con el cuello

de una espina dendritica y en la Fig. 16-A se observa el contacto sinaptico con

la cabeza de la espina.

Contacto el cuello de la espina
30

25+
20+
15+

10+

Media del nimero total de contactos + ES

Cont

S i & Expuestos+L-DOPA
RS 3a .. B
Figura 15.- A: Micrografia del NE donde se observa el contacto sinptico tanto con la cabeza de la espina (*)
como con el cuello (=) ademéas se distinguen los botones sinapticos (b) y algunas mitocondrias (m). B: En el
caso especifico de los contactos con el cuello de la espina se vieron disminuidos en el grupo expuesto+L-

DOPA donde la media fue de 6.3+7 um botones a diferencia del grupo control, donde la media fue de 21.5+7
botones. Prueba de T *** = p<0.001 vs grupo control.
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Contacto con la cabeza de la espina
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Media del nimero total de contactos + ES

Expuestos+L-DOPA

B Cont

Figura 16.- A: Micrografia del NE donde se observa claramente el contacto sinaptico con la cabeza de la espina
dendritica (*) ademas se distingue el botdn sinaptico (b). B: Media del nimero de contactos con la cabeza de
la espina, se observa aumento significativo entre el grupo control y Expuestos+L-DOPA, teniendo una media
de 21+1 y 23+1 botones respectivamente. Prueba de T *** = p<0.05 vs grupo control.

También se analiz6 el nUmero de sinapsis perforadas, en la Fig. 17 observamos
la micrografia de un animal expuesto a la inhalacion de la mezcla de Mn donde
se aprecia la discontinuidad del contacto sinaptico (Fig.17-A) y aumento
significativo de sinapsis perforadas (50%) posterior a la inhalacion de Mn y al

tratamiento con L-DOPA, con respecto al grupo control (Fig.17-B).

Sinapsis Perforadas
144 *

Media del nimero total de contactos + ES

B Cont Expuestos+L-DOPA

Figura 17.- A: Micrografia Electronica donde se observan una sinapsis perforada (€) en tejido estriatal de una
rata expuesta a inhalacién de la mezcla de Mn y tratada simultdneamente con L-DOPA; adicionalmente, se
observa: el botdn sinaptico (B) y un contacto sinaptico simple (*) B: Gréfica de la media del nimero de sinapsis
perforadas en ratas expuestas+ L-DOPA (12+3) vs control (6£3). Prueba de T *** = p<0.001 vs grupo control.
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Discusion

La inhalacion de la mezcla de cloruro MnCl2/Mn(OAc)s ha mostrado ser un
modelo de estudio ideal de la EP, ya que actia de manera lenta y progresiva, lo
que permite estudiar los diferentes estadios de la enfermedad. El presente
estudio reafirma estas aseveraciones mediante los resultados obtenidos en las
pruebas motoras de viga de equilibrio (6 y 12mm) (Fig. 6 y 7) podemos observar
que el deterioro motor se acentia a medida que el nimero de inhalaciones
aumenta, los animales incrementaron el tiempo de recorrido para lograr
completar la prueba, estos resultados concuerdan con lo reportado por Ordoiiez-
Librado y cols. 2010 y Sanchez-Bentancourt y cols. 2012, quienes observaron
gue el tiempo total necesario para cruzar la viga de equilibrio de ratones y ratas
expuestos a la mezcla de Mn aument6é de manera significativa a partir de la
segunda semana de exposicion y continué aumentando hasta la administracion
del tratamiento con L-DOPA, el cual redujo las afecciones motoras en ambas

especies.

La prueba motora “reaching task” resulta mas sensible para evaluar alteraciones
motoras sutiles y estrategias de ensefianza compensatoria que no pueden ser
detectados por otras pruebas motoras (Biernaskie et al., 2004), se utiliz6 para
observar los movimientos en las extremidades y analizar la capacidad de las
ratas para recuperar pellets asi como la exactitud para sujetarlos y con ello se

evaluo el posible dafio en la coordinacion motora.

Se observé que los animales expuestos a la mezcla de Mn aumentaron la
cantidad de errores de manera significativa a partir de la semana nueve (Fig.8)
y conforme prosiguen las inhalaciones aumenta la presencia de movimientos
erraticos como la manera de sujetar los pellets, éstos eran arrastrados al interior
de la caja de acrilico y, posteriormente sujetados directamente con el hocico,
algunos de los animales también presentaron falta de interés por realizar la
prueba; estos datos concuerdan con lo descrito en pacientes con la EP en un
estudio realizado por Whishaw y colaboradores en 2002, donde mencionan que
los enfermos de Parkinson presentan deficiencias motoras en una prueba similar
a la de “reaching task”, como cambios de la postura, movimientos rigidos,
conformaciéon atenuada de los digitos y lentitud para realizar la tarea, lo que

sugiere cierta homologia en las alteraciones motoras de los enfermos de
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Parkinson y los animales sometidos a la inhalacion de la mezcla de Mn, esto es
apoyado por estudios que demuestran que la exposicion constante a Mn induce
alteraciones en la actividad motora espontanea asociadas a cambios en las
concentraciones de DA, por lo cual genera alteraciones en las NDA (Bonilla,
1984; Cardozo y Bonilla 1985).

Por otro lado, el tratamiento con L-DOPA fue suministrado para mostrar el dafio
neuronal que la inhalacion de la mezcla de Mn produce en la via dopaminérgica,
ya que la degeneracion y muerte de las NDA esta directamente asociada a la
EP, la muerte neuronal conlleva a la disminucion en las concentraciones de DA
en el NE, principal sitio de accion del neurotransmisor (Flordn y Rangel, 2005),
al restaurar la DA mediante la administracion de L-DOPA provoca la

recuperacion parcial de la funcionalidad del sistema.

Nuestros resultados muestran que el tratamiento con L-DOPA contribuyé a la
mejoria casi inmediata de los sujetos experimentales llegando a niveles similares
a los del grupo control, lo cual evidencia el dafio neurotoxico especifico de las
NDA. Es importante destacar que el grupo que continué inhalando mostré una
mejoria tardia frente al tratamiento con L-DOPA con respecto al grupo que dejo
de inhalar antes del tratamiento, esto puede deberse a la auto-oxidacion de la L-
DOPA la cual genera quinonas y ROS (Smith et al.,1994), incrementando aun
mas la pre-existente condicién de estrés oxidativo, Serra y colaboradores en el
2000 mencionan que la presencia del Mn estimula la autooxidacion de la L-
DOPA, reportando que la infusién intraestriatal de MnClz aumenta la produccion
de Dopa-semiquinonas ademas de una marcada disminucién de DA, también se
ha demostrado que el Mn junto con la L-DOPA disminuye de manera significativa
la viabilidad de las células PC12 induciendo apoptosis (Migheli et al.,1999).

Numero de espinas dendriticas

Actualmente se ha reportado que los cambios en el nimero de espinas
dendriticas y su morfologia estan asociados con alteraciones a largo plazo en la
eficacia de la transmisién excitatoria y la deplecion dopaminérgica (Day et al.,
2006; Deutch et al., 2007). En la EP existe disminucion en la densidad de espinas
dendriticas de entre 20 a 30% en NEM del NE (Zaja-Milatovic et al., 2005

Stephens et al., 2005), asi mismo en algunos modelos experimentales como el
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de MPTP (en primates no humanos) y el modelo de 6-OHDA, se ha reportado
que existe relacion entre la degeneracién nigral y la disminucion del nimero de
espinas dendriticas al menos en un 50% en NEM del NE (Ingham et al., 1993;
Ingham et al., 1998; Solis et al., 2007; Villalba et al., 2009).

Del mismo modo, en el presente estudio se observd pérdida significativa de
espinas dendriticas después de la exposicion a la mezcla de MnCl2/Mn(OAC)s
(Fig.9), cabe destacar que el grupo que fue expuesto a la mezcla de Mn y tratado
simultdneamente con L-DOPA mostré mayor pérdida de espinas dendriticas
(Fig.10).

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Madison y cols. en 2011,
quienes expusieron ratones a MnClz, observando disminucion de espinas
dendriticas en las NEM estriatales. La alteracion dopaminérgica causada por el
Mn tiende a desencadenar cambios en la estructura de las NEM, debido a que
existe una estrecha relacion entre la disminucién de DA y la pérdida de espinas
dendriticas, la denervacibn de DA en el sistema nigroestriatal tiene como
consecuencia alteraciones en los receptores D2 encargados de inhibir la libracion
de Glu aumentando la excitotoxicidad, por otro lado, el aumento en la
permeabilidad del Ca?* generado por el Glu, también puede generar cambios en
la estructura dendritica (Deutch, et al., 2007; Smith et al., 2009).

Son muchos los mecanismos que estan implicados en la pérdida de espinas
dendriticas en las NEM, no obstante la disminucién de DA, el aumento del Ca?*
intracelular y el Glu juegan un papel fundamental en este proceso tanto en la EP
como en la intoxicacion por Mn (Coyle y Puttfarcken, 1993; Segal, 1995;
Stephens et al., 2005; Deutch, et al., 2007; Smith et al., 2009; Madison et al.,
2011; Madison et al., 2012; Herms y Dorostkar, 2016).

Inmunohistoquimica anti-TH

La pérdida de NDA en la SNc es el rasgo histopatol6gico mas representativo de
la EP, debido a que los primeros sintomas de la enfermedad comienzan a
presentarse cuando la pérdida neuronal alcanza aproximadamente un 60% en la
SNc y la deplecion dopaminérgica en el NE es de hasta el 80% (Dauer y
Przedborski, 2003; Fhan, 2003).
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Por ello, los modelos experimentales de la EP tienen como prioridad recrear este
aspecto; el modelo de inhalacién de la mezcla de MnCl2/Mn(OAc)s ha mostrado
disminuir hasta un 67.58% el nimero de neuronas inmunopositivas a TH en
ratones y 75.95% en ratas en la SNc (Ordofiez-Librado et al., 2010: Sanchez-
Betancourt et al., 2012), lo que concuerda con los datos obtenidos en el presente
estudio, donde se observé pérdida neuronal del 75.59% en los animales
expuestos a la mezcla de MnCl2/Mn(OAc)s; por otro lado, el tratamiento con L-
DOPA posterior a las inhalaciones de Mn, mostré menor pérdida neuronal ya que

se report6 disminucion del 29.70 % de NDA en la SNc.

Sin embargo, el grupo que continué inhalando de manera simultanea al
tratamiento con L-DOPA presenté mayor pérdida de NDA (57.39%) con respecto
al grupo que dejo de inhalar (Fig. 11 y 12), este cambio en la supervivencia
neuronal también ha sido observado por otros autores quienes reportan
disminucion en la supervivencia neuronal cuando el Mn y la L-DOPA se
administran conjuntamente, proponiendo que el Mn interactia de manera
negativa con la L-DOPA propiciando aumento en la neurotoxicidad, disminucién
en la concentracion de DA estriatal y de sus metabolitos secundarios (Parenti et
al., 1986; Parenti et al., 1988; Prabhakaran et al., 2008).

Analisis ultraestructural

En nuestros resultados uno de los cambios ultraestructurales mas evidentes fue
el aumento del diametro de los botones sinapticos del NE en las ratas expuestas
a MnCl2/Mn(OAc)s + L-DOPA (Fig.13), ademas se observo aumento de vacuolas
en el neuropilo (Fig.14), estos resultados coinciden con lo reportado por Colin-
Barenque y colaboradores en el 2000, quienes analizaron cerebros de personas
con EP y observaron que las neuronas estriatales mostraban nudcleos
distorsionados, axones degenerados y claro aumento en el diametro de los
botones sinapticos; por otro lado, con el modelo de 6-OHDA también se presenta
aumento de los botones sinapticos y presencia de sinapsis perforadas (Ingham
et al.,1991; Ingham et al., 1993).

Las sinapsis perforadas se refieren a contactos sinapticos que dan la apariencia
de ser mas de un contacto (Calverley y Jones, 1990), pero realmente es la

ruptura de la zona activa; se ha demostrado que las sinapsis perforadas estan
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asociadas al posible potenciamiento de la actividad sinptica, (Geinisman et al.,
1991; Greenough y DeVoogd, 1978). Sin embargo, Avila-Costa y colaboradores
en 2008, mencionan que podria tratarse de un mecanismo de plasticidad
neuronal negativo; ya que este tipo de sinapsis puede inducir el aumento en la
transmision  Glutamatérgica y desencadenar muerte neuronal por

excitotoxicidad.

Esto es congruente con lo observado en la EP y la lesion con 6-OHDA donde el
aumento de sinapsis perforadas es proporcional al incremento de sinapsis
glutamatérgicas, posiblemente asociadas a este mismo proceso (Anglade et al.,
1996; Meshul et al., 1999; Colin-Barenque et al., 2000; Avila-Costa et al., 2005).

Anaya y colaboradores en 2014 proponen que, la reduccion de la transmision
dopaminérgica nigroestriatal que se produce con el modelo de 6-OHDA da como
resultado aumento en la transmision sinaptica cortico-estriatal mediada por Glu.
Debido a que los receptores D2 localizados en las terminales de las neuronas
corticales regulan la liberacion de Glu, la deplecion de DA en este nucleo
propiciaria la liberacion excesiva de Glu de las neuronas de la corteza cerebral
propiciando aumento en la excitotoxicidad (Calabresi et al., 2001).

Asi mismo en el modelo de inhalacion de la mezcla de Mn, se observa aumento
significativo en el nimero de sinapsis perforadas en el NE (Fig. 17), el Glu
también podria estar implicado en este proceso, ya que existen reportes donde
se menciona que los astrocitos tienen alta afinidad por el Mn, lo que provoca
disminucibn en la captura del Glu propiciando de esta manera la

sobreestimulacion glutamatérgica (Hazell, 2002; Fitsanakis et al., 2006).

Es importante mencionar que los contactos sinapticos en el NE pueden
presentarse en diferentes puntos de la espina dendritica; se ha propuesto que
las conexiones que se dan en la cabeza de la espina suelen ser preferentemente
asimétricas y excitatorias (Freund et al., 1984; Freund et al., 1985); por el
contrario, las conexiones con el cuello de la espina son generalmente sinapsis
simétricas y TH-positivas lo cual sugiere que estas conexiones son de origen
dopaminérgico (Freund et al., 1984; Freund et al., 1985; Ingham et al., 1998).
Esto es consistente con los datos obtenidos en el presente estudio, donde se

observé gue los animales expuestos+ L-DOPA, presentaron disminucién en los
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contactos sinapticos con el cuello de la espina dendritica (Fig.15), indicando
pérdida de conexiones dopaminérgicas y aumento significativo de sinapsis
excitatorias evidenciado por el aumento de conexiones sinapticas con la cabeza

de las espinas (Fig.16).

Estos resultados son equivalentes con los datos obtenidos por Ordofiez-Librado
en el 2012 quien reportdé aumento de contactos sinapticos con la cabeza de las
espinas dendriticas en ratones expuestos a la mezcla de MnCl2/Mn(OAc)s, asi
como aumento en el tamafio de los botones sinapticos y de vacuolas en el
neuropilo, ademas de mayor presencia de sinapsis perforadas.
Datos similares han sido observados en otros modelos de la EP, por ejemplo, en
la lesion con 6-OHDA se observa disminucién en las sinapsis simétricas y un
aumento de las sinapsis asimétricas, ademas de la presencia de sinapsis

perforadas en el NE (Ingham y cols, 1998; Meshul et al., 1999).

Los resultados obtenidos con el modelo de inhalacion de la mezcla de
compuestos de Mn, podemos inferir que, al igual que el modelo con 6-OHDA y
la EP, el Mn afecta de manera significativa el flujo dopaminérgico en la via
nigroestriatal, generando todas las alteraciones motoras caracteristicas de la EP,
ademas de coincidir con los dafios morfologicos y estructurales de la
enfermedad, pero con la ventaja de que es un modelo no invasivo, bilateral y que

se desarrolla paulatinamente como sucede en la enfermedad en humanos.

Neurotoxicidad de la L-DOPA

El medicamento mas utilizado hasta el dia de hoy con mejores resultados
sintoméaticos demostrados en la EP es la L-DOPA, sin embargo, se ha reportado
que el tratamiento a largo plazo con este farmaco provoca neurotoxicidad, misma
gue es atribuida a la generacidén de semiquinonas y quinonas producidas por la
autooxidacion de la L-DOPA (Asanuma et al., 2003).

La DA es catabolizada por la monoamino-oxidasa (MAO) o mediante
autooxidacion no enzimatica para producir ROS. La autooxidacion espontanea
de la DA y L-DOPA genera DA semiquinona y DOPA quinona, moléculas
especificas de NDA altamente citotoxicas; durante este proceso se producen
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ROS como H20:2 el cual reacciona con algunos metales de transicién como Fe?*
y Mn induciendo mas muerte neuronal (Agid, 1991; Coyle y Puttfarcken, 1993;
Asanuma et al., 2003; Hauser y Hastings, 2013). Por lo tanto, es probable que
la L-DOPA, al aumentar los niveles intraneuronales de DA, mejore la formacion
de materiales citotoxicos a partir de la oxidacion DA activada por Mn (Parenti et
al., 1986).

En el presente trabajo observamos que, cuando la L-DOPA se administra
conjuntamente con la mezcla de Mn disminuye su eficacia, esto también se ha
observado en estudios in vitro, donde la administracion conjunta de L-DOPA y
MnCl2 provoca aumento de muerte en cultivos celulares (Migheli et al., 1999;
Prabhakaran et al., 2008). Por otro lado, Parenti y colaboradores en 1986

reportan que la neurotoxicidad del Mn es incrementada en presencia de L-DOPA.

Nuestros resultados muestran que cuando la L-DOPA se administraba al
interrumpir las inhalaciones de Mn actuaba de manera positiva mejorando los
aspectos motores y estructurales, sin embargo, cuando la mezcla de Mn y la L-
DOPA se coadministran se presenté aumento de muerte neuronal, esto puede
ser atribuido a que se produce una relacién sinérgica entre la L-DOPA y la
mezcla de Mn, donde los subproductos originados por la autooxidacion de la L-
DOPA, en especial el H202 reacciona con algunos metales de transicion, en este
caso con el Mn, de esta manera produce OH+ y aumenta la concentracién de
radicales libres (Asanuma et al., 2003). Por otro lado, Shen y Dryhurst, en 1998,
mencionan que el Mn cataliza la autooxidacion de DA directamente a DA-o-

quinona, proponiendo el siguiente mecanismo Fig.-18:

DA following the pathway shown in eqs 1—4

D(OH), + Mn*" < DO,~Mn"" + 2H" 1
DO,~Mn" + 0,— DO,~Mn"" + 0,  (2)
DO,~Mn""* + 0,7 — -DO,~Mn""** + 0, (3)
-DO,~Mn""*" — DA-o-quinone + Mn*™  (4)
overall
D(OH), + O, — DA-e-quinone + H,0, ()

Figura 18.-Donde D(OH)?= DA, DOz = DA semiquinona y DO2- Mn= DA-Complejo de manganeso. La
autooxidacién catalizada por Mn de DA implica Ciclo redox de Mn?* y Mn3* en una reaccion que genera
H202 y DA-O —quinona (Shen y Dryhurst, 1998).

35



Con esto podemos asumir que ambos compuestos interactian entre si formando

esta relacion sinérgica, donde la DA (L-Dopa) propicia la reducciéon del Mn?* a

Mn3* que como ya mencionamos es mas neurotéxico y éste a su vez cataliza la

autooxidacion de la DA generando DA-quinonas y H202, este ultimo interactla

con el Mn3* circundante iniciando el ciclo nuevamente.

Conclusion

El modelo de inhalacion de la mezcla de cloruro y acetato de Mn
implementado en el laboratorio de Neuromorfologia de la FES lztacala
provoca la progresion lenta en el desarrollo de las alteraciones
conductuales y neuroldgicas caracteristicas de la EP.

El tratamiento con L-DOPA tiene un efecto positivo cuando la
administracion es posterior a la exposicion de Mn, en este caso el
tratamiento reduce las alteraciones motoras producidas por la inhalacién
de Mn de manera casi inmediata como ocurre con la EP.

Cuando el tratamiento con L-DOPA es administrado de manera
simultdnea a la exposicion de Mn, se observa disminucién en la habilidad
para emitir respuesta motora tanto en la viga de equilibrio como en el
“reaching task”, por otro lado, la pérdida neuronal y la disminucion en el
namero de espinas dendriticas se ven aumentadas. Lo que podria indicar

gue la L-DOPA potencia el dafio provocado por el Mn.
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Anexos
Anexo 1. - Conducta Motora: Prueba de viga de equilibrio.

Todos los animales fueron entrenados durante dos semanas en un aparato de
madera con dos pedestales a los cuales va unida una viga de madera de 1m de
largo, elevada del suelo, con inclinacién de 15°, la cual tiene un grosor de 6 mm
y otra de 12mm. Se registr6 con un cronémetro el tiempo en que los animales
tardaron en atravesar la viga de un extremo a otro con un tiempo limite de dos

minutos (120 segundos) por rata (Sanchez-Betancourt et al., 2012).
Anexo 2.- Prueba motora “reaching task®.

Los animales fueron entrenados, empleando una caja de acrilico, la cual tiene al
frente una abertura de 1 cm por la cual el animal tiene que alcanzar utilizando el
miembro anterior preferente un pellet y comerlo, se cuentan como aciertos cada
vez que el animal toma el trozo de alimento y lo lleva hasta su hocico, y como
error si se le cae o no lo puede sujetar, a cada animal se le pusieron 20 pellets y
se cuantificaron los aciertos y errores en un lapso de dos minutos. La evaluacion
en ambas pruebas se realizd periédicamente, una vez por semana durante los
dias que no inhalaron en un lapso de 26 semanas. Para la realizacion de esta
prueba los animales fueron privados de alimento al 90% de su peso (Sanchez-
Betancourt et al., 2012).

Anexo 3.- Método de impregnacién argéntica de Golgi

1.- Las muestras ya fijadas se lavan en buffer fosfatos y se sumergen en una
mezcla de osmio/dicromato de potasio (OsO4 1g, K2Cr207 8g, H20 300ml)
durante 7 dias a temperatura ambiente en la obscuridad (se utilizaron 10ml de la
mezcla para cada cerebro).

2.- A continuacion, las muestras se lavan rapidamente con agua destilada,
después con nitrato de plata al 0.75%. Los fragmentos se colocan en nitrato de

plata durante 24 horas a temperatura ambiente.

3.- Para realizar los cortes, se quita el exceso de nitrato de plata con papel filtro
y se encastran en un blogue de parafina. La parte libre de la muestra se bafa en
alcohol al 95% y se realizan los cortes de 120um, lubricando constantemente la

cuchilla con alcohol.
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4.-Los cortes se deshidratan en 2 bafos de alcohol absoluto 10 minutos cada
uno, posteriormente en esencia de clavo durante 10 minutos para ser aclarados,
y después dos cambios de xilol, finalmente se montan en un portaobjetos con

resina sintética (Valverde, 1970)

Posteriormente se realiz6 el conteo de espinas dendriticas de las NEM; donde
se seleccionaron 5 dendritas secundarias de 10 neuronas por animal y se

contaron las espinas en una longitud de 10 um (Avila-Costa et al., 2006).
Anexo 4.- Inmunohistoquimica anti TH

Se realizaron cortes histologicos a nivel de mesencéfalo que contiene a la SNc
de todos los grupos experimentales, y se realizd inmunohistoquimica anti-TH.
Para lo cual se realizaron cortes de entre 25-50 ym, posteriormente se hicieron
lavados sucesivos en el siguiente orden: En amortiguador PBS 3 veces por 10
minutos; 3 lavados en amortiguador TRIS de 10 minutos; amortiguador TRIS y
peroxido de hidrogeno 0.3 % (30 min.); amortiguador TRIS y borohidrido de sodio
0.01 % (30 min); amortiguador TRIS con 1% de suero normal de cabray 0.3 %
de triton (durante 1 h), todos con agitacion, posteriormente se incubaron los
cortes en una alicuota de anticuerpo primario anti-TH en amortiguador TRIS
1:1000 con 1 % de suero normal de cabra por 3 dias a 4 °C. Posteriormente se
lavaron los cortes 3 veces en amortiguador TRIS con 1 % de suero normal de
cabra durante 10 min con agitacion. Se incubaron por 2 horas a temperatura
ambiente en el anticuerpo secundario. Anti-IGg de conejo 1:200 en TRIS con 1
% de suero normal de cabra. Se hizo un lavado en TRIS con 1 % de suero normal
de cabra, para después incubar en Abidina-Biotina (2 Hrs) a temperatura
ambiente. Después de 3 lavados en TRIS con agitacidon se revelo la tincion en
los tejidos con 3-3 Diaminobencidina (DAB) al 0.05 % y 0.003 % de peroxido de
hidrogeno. El tejido se lava una dltima vez en TRIS por 10 min y se montan en
portaobjetos previamente gelatinizados, se dejan secar un dia. Para cubrir con
resina se realizO la deshidratacion de los cortes con alcoholes de
concentraciones crecientes (60, 70, 80, 90 y 96 %) diez minutos en cada uno y
3 cambios en alcohol de 100 % de 10 min. y finalmente dos cambios en tolueno
de 10 min. cada uno. Para su posterior analisis en un fotomicroscopio, haciendo

un conteo de las neuronas inmunorreactivas a TH en la SNc en un area de 1500
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pm2 en 10 cortes por animal a partir del inicio del nacleo terminal medial del

tracto Optico accesorio (Ordofiez-Librado, 2012).

Anexo 5.- Microscopia Electronica

Usando un microscopio de diseccion, se tomaron pequefios fragmentos del NE
y de la SNc para el analisis ultraestructural. Los fragmentos se lavaron en PBS,
y fueron colocados durante una hora en tetradéxido de Osmio al 1% preparado
con PBS para la postfijacion; posteriormente, los fragmentos se lavaron con PBS
en tres cambios de 10 minutos cada uno. El segundo paso consisti6 en la
deshidratacion del tejido con alcoholes de concentraciones crecientes (del 50 al
100 %) durante lapsos de 10 minutos cada uno y finalmente, el tejido, fue puesto
en alcohol al 100 % por tres ocasiones de 10 minutos cada una; después se
coloca el tejido en tolueno durante dos periodos de 10 minutos cada uno. Los
fragmentos fueron infiltrados en una mezcla de resina 1:1 araldita-tolueno a 60
°C. Se mantuvieron por 12 horas en una mezcla 3:1 de araldita-tolueno a
temperatura ambiente, los fragmentos ya infiltrados se incluyeron el araldita pura
a 60 °C durante 24 horas. Una vez que se polimerizo la resina, se procedié a
realizar los cortes finos de 900 A en un ultramicrotomo Reichert-Jung utilizando
cuchillas de diamante. Se montaron los cortes en rejillas de cobre y se
contrastaron en acetato de uranilo al 5 % durante 20 minutos y con citrato de

plomo al 0.4 % por 5 minutos (Avila-Costa et al., 2008).

Posteriormente, se realiz6 el andlisis ultraestructural con el microscopio
electronico Zeiss Gemini en 50 terminaciones sinapticas seleccionadas al azar
por animal. En cada botdn sinaptico observamos todas sus caracteristicas de

membrana y organelos, se midieron:

» Diametros del botén presinaptico, mediante el software Orbicule Magnification
for Mac, 2.0.1.

* Tipo de contacto sinaptico, es decir, si el contacto se lleva a cabo con la cabeza
o con el cuello de la espina dendritica.

-Los contactos sinapticos fueron clasificados en contactos con la cabeza de la
espina y con el cuello, debido a que se ha evidenciado que las conexiones que

se dan en la cabeza de la espina suelen ser preferentemente asimétricas y
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excitatorias y, por el contrario las conexiones al cuello de la espina son
generalmente, sinapsis simétricas y dopaminérgicas (Freund et al., 1984).

* El numero de sinapsis perforadas:

Basandonos en la clasificacién de sinapsis perforadas, descrita por Calverley y
Jones en 1987:

- El sitio de la perforacion se proyecta hacia la terminal presinaptica.

-La zona activa tiene uno o mas componentes curvados negativamente
separados por una region central de la zona activa que proyecta hacia la terminal

presinaptica.

-La PSD esta en estrecha asociacion con el cuerpo de la espina o una extensién

de este.

Se determindé que una sinapsis contenia una PSD perforada si habia una
hendidura en la PSD de >50 nm (el ancho de una vesicula sinaptica) (Anaya-
Martinez et al., 2014).
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