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Resumen

La rotenona es neurotdxico que permite evaluar diversos aspectos bioquimicos y
conductuales de la Enfermedad de Parkinson. El modelo de rotenona genera
controversia debido a que se reporta una alta variabilidad en el efecto que produce,
esto puede ser producto de las condiciones utilizadas, tales como la via de
administracion, dosis y cepa de roedor utilizada. El objetivo del presente estudio fue
caracterizar un modelo de toxicidad con rotenona en el raton hembra. Se utilizaron
3 grupos ratones hembra de la cepa CD-1 a los cuales se administrg, 0.5, 0.8 y
1mg/kg de rotenona i.p. por 21, 7y 7 dias respectivamente. Se encontré que el peso
de los ratones no varié en ninguno de los tratamientos. El grupo tratado con 0.8
mg/kg de rotenona, presento hipertermia en los primeros 2 dias de administracion
mientras que el grupo tratado con 1 mg/kg presentd hipotermia el tercer dia de
administracion, ambos grupos tuvieron un comportamiento similar al del grupo
vehiculo a partir del dia 4 y continu6 hasta el final del tratamiento. La prueba de
campo abierto mostr6 una tendencia a la disminucion de la exploracién dependiente
de la dosis. Por otro lado, los ratones no presentaron diferencias en el tiempo
promedio para concluir el recorrido en la prueba de la pasarela. Sin embargo, en el
parametro que mide la coordinacion, se observd que el grupo tratado con 1 mg/kg
de rotenona incrementé significativamente el nUmero de errores cometidos. Las
pruebas inmunohistoquimicas mostraron una disminucién en la inmunorreactividad
de tirosina hidroxilasa en el estriado y en la sustancia nigra pars compacta para los
grupos tratados con 0.8 y 1 mg/kg. Por su parte el transportador de dopamina
mostré una disminucién en la inmunorreactividad del para el tratamiento de 0.5
mg/kg y el grupo tratado con 1 mg/kg de rotenona. El andlisis inmunohistoquimico
no mostré cambios en la inmunorreactividad del transportador vesicular de
monoaminas de tipo 2. Finalmente se encontrd que la administracién de rotenona
incremento la inmunorreactividad de la proteina a-Sinucleina fosforilada en S129.
En conclusién, la administracion cronica de rotenona altera la regulacion de la
sintesis y transporte de dopamina y modifica la conducta motora del raton hembra

CD-1, encontrando que la dosis a evaluar en futuros experimentos es de 1 mg/kg.



| Introduccidén
1.1 Enfermedad de Parkinson

La Enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas comun, que afecta entre el 1-3% de la poblacién de adultos
mayores de 60 afios a nivel mundial (Martinez et al., 2016). El 10% de los casos de
EP son producidos por mutaciones genéticas familiares. Sin embargo, la mayoria
de los casos son de causa desconocida denominados idiopéaticos (Klein &
Schlossmacher, 2007). Existe evidencia que muestra que el género es un factor de
riesgo en la EP. La prevalencia de la EP en hombres es el doble que en mujeres, lo
que demuestra la importancia de estudiar el dimorfismo del cerebro para disefar
terapias Optimas tanto para pacientes masculinos como femeninos de la EP (Gillies
et al., 2014). Las principales caracteristicas fisiopatolégicas de la EP son la
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas en la Sustancia Nigra pars compacta
(SNpc) y la acumulacion de agregados proteicos, entre ellos la alfa-sinucleina (a-
syn), que forman los cuerpos de Lewy (CL). El nimero de neuronas dopaminérgicas
en la SNpc varia entre las especies. Los seres humanos tienen alrededor de
220,000 neuronas dopaminérgicas, mientras que el raton tiene entre 10,000 y
15,000 neuronas por cada hemisferio (Hamani & Lozano, 2003). Se ha encontrado
gue multiples marcadores del sistema dopaminérgico se encuentran alterados en la
EP. Existe una disminucion de la actividad de la enzima tirosina hidroxilasa (TH),
enzima limitante de la velocidad de biosintesis de dopamina (DA) (Tabrez et al.,
2012). Al igual, que el transportador de dopamina (DAT) que es el responsable de
la recaptacion de la DA desde el espacio sinaptico, y el transportador de
monoaminas vesiculares tipo 2 (VMAT-2) que dentro de las neuronas
dopaminérgicas se encarga del empaquetamiento de la DA en vesiculas sinapticas
para su posterior liberacion (Figura 1) los cuales también se encuentran disminuidos
en la EP (Ritz et al., 2009; Lohr & Miller, 2014). La EP se considera un desorden
principalmente de tipo motor. Los sintomas caracteristicos de la EP son la acinesia,
la bradicinesia, el temblor en reposo asi como la rigidez e inestabilidad postural

entre otros (Moustafa et al., 2016).
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Figura 1. Sintesis de dopamina. Se muestra el proceso de sintesis de la dopamina
desde la L-Tirosina, hasta la desnaturalizacion de esta, asi como las enzimas
principales que participan en el proceso de sintesis, recaptura y degradacion de la
dopaminay los receptores pre y postsinapticos. (TH) Tirosina Hidroxilasa, (AADC) L-
Aminoacido aroméatico descarboxilasa, (DAT) Transportador de dopamina, (VMAT?2)
Transportador vesicular de monoaminas de tipo 2, (DOPAC) Acido 3,4-
Dihidroxifenilacético, (MAO) monoamino oxidasa, (COMT) Catecol O-
metiltransferasa. Tomado y modificado de (Sharples et al., 2014)

Los sintomas motores son producidos por la desregulacion en los circuitos de los

ganglios basales (GB) (Jones & Hirst, 2013).



1.2 Regulacion del movimiento por medio de los ganglios basales (GB)

Los GB, son un conjunto de nucleos subcorticales encargados de mdultiples
tareas como es la regulacion de las funciones motoras, cognitivas entre otras. Los
4 nucleos que forman los GB son el globo palido, el nucleo subtalamico, la sustancia
nigra y el neoestriado. El globo palido, esta separado en el segmento interno (GPi)
y en el segmento externo (GPe). Por otra parte, la sustancia nigra se divide en
sustancia nigra dorsal y ventral, la parte dorsal comprende a la SNpc y la parte
ventral a la sustancia nigra pars reticulata (Avila Luna, 2013). En el sistema de los
GB se encuentran 3 tipos de neurotransmisores: GABA de tipo inhibitorio, Glutamato

gue presenta un efecto excitatorio y dopamina con un efecto dual.

La regulacién del movimiento por parte de los GB se genera mediante la
activacion de movimientos voluntarios y la eliminacion de movimientos involuntarios
esto mediado por las vias directas e indirectas de los ganglios basales. La via
directa, encargada de la activacion de los movimientos voluntarios, comienza
mediante la entrada de sefiales excitatorias provenientes de la corteza y sefales
tanto excitatorias como inhibidoras provenientes de la SNpc al putamen, el cual
libera GABA, inhibiendo a GPiy a la SNr, las cuales inhiben a VL, al inhibir el efecto
de GPi y SNr incrementa la actividad de VL liberando Glitamanto en la corteza lo
produce el movimiento controlado. Por su parte, la via indirecta es la encargada de
la eliminacién de los movimientos involuntarios. Al igual que la via directa comienza
entrada de sefales tanto de la corteza como de la SNpc estimulando el putamen el
cual libera GABA inhibiendo el GPe el cual, es el encargado de inhibir el STN, al
inhibir GPe aumenta la actividad de STN liberando Glutamato activando GPi y la
SNr los cuales inhiben mediante la liberacion de GABA a VL, disminuyendo la
liberacion de Glutamato en la corteza evitando los movimientos involuntarios (Figura
2A). En la EP la liberacion de DA de la SNpc al putamen disminuye induciendo un
aumento en la actividad de GPi y la SNr por parte de la via indirecta, esto conlleva
a una inhibicibn mayor del tAlamo provocando asi un descenso en los niveles de
Glutamato liberados a la corteza limitando asi el movimiento voluntario (figura 2B)
(Calabresi et al., 2014).
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Figura 2. Las via directas e indirectas en los ganglios basales y la corteza. En
(a) la regulacion de los ganglios basales en el cerebro sano, y en (b) la enfermedad
de Parkinson. El grosor de las lineas indica el nivel de actividad. Las flechas azules
representan conexiones excitatorias; Las flechas rojas representan conexiones
inhibitorias. GPe, segmento externo del globo palido; GPi, segmento interno del
globo pdlido; SNc, sustancia nigra pars compacta; SNr, substantia nigra pars
reticulata; VL, nucleo ventrolateral del talamo. Tomado y modificado de Jones and
Jahanshahi 2013.

A pesar de que la EP es conocida principalmente como una enfermedad motora,
es una patologia compleja donde existen también sintomas no motores como
ansiedad, apatia, depresion y alteraciones del suefio que causan un impacto mayor

en la vida de los pacientes de EP (Frucht, 2004).



Los mecanismos que originan esta patologia todavia no son claros, por lo cual,
el desarrollo de modelos animales para su estudio han sido una herramienta

invaluable para proponer nuevas terapéuticas farmacoldgicas.

1.3 Modelos experimentales de la EP usando neurotoxicos

Los modelos experimentales de la EP tienen como objetivo el estudiar los
mecanismos de la enfermedad y probar posibles terapias y farmacos con un
potencial clinico. Estos modelos se basan en la administracion sistémica o local de
neutoxinas que pueden replicar la mayoria de las caracteristicas patolégicas y

fenotipicas de la EP en mamiferos (Blandini y Armentero, 2012).
1.3.1 Modelo de toxicidad por 6-OHDA

El modelo mas utilizado en roedores es el de la 6-hidroxidopamina (6-OHDA),
el cual se ha visto que tiene una selectividad a las neuronas catecolaminérgicas. La
6-OHDA comparte algunas similitudes estructurales con la DA y la noradrenalina
(NE), esto le permite tener una afinidad a los trasportadores DAT Yy el trasportador
de noradrenalina (NET). Debido a esta afinidad la 6-OHDA puede ingresar a las
neuronas dopaminérgicas y noradrenérgicas para efectuar un dafio en neuronas del
sistema nervioso periférico y central (Bové et al., 2005). El modelo de accién de la
6-OHDA es una combinacién entre ROS y quinonas. La 6-OHDA administrada
bilateralmente produce anormalidades motoras que se atenlan mediante

estimuladores los receptores dopaminérgicos (Rodriguez Diaz et al., 2001).

1.3.2 Modelo de toxicidad por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP)

El 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) es un bloqueador del
complejo | mitocondrial de la cadena transportadora de electrones. EL MPTP fue
sintetizado inesperadamente mediante la sintesis ilicita del 21-metil-4-fenil-4-
propionpiperidina (MPPP) (Bové et al., 2005). EI MPTP causa dafio a las neuronas



dopaminérgicas de la SNpc como se observa en la EP. Después de la
administracion sistémica de MPTP, su metabolito activo, MPP+, se acumula dentro
de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, donde inhibe la produccion de ATP y
estimula la formacién de radicales superédxido. Los radicales superéxido producidos
reaccionan con el oxido nitrico (NO) para producir peroxinitrito, una especie
altamente reactiva que dafa los tejidos y dafa las proteinas por oxidacion y
nitracion. Esta nitracion dafia a proteinas como la TH afectando la sintesis de DA.
Todos estos eventos conllevan a la muerte de neuronas dopaminérgicas
(Przedborski et al., 2000).

1.3.3 Modelo de toxicidad por Rotenona

Entre los modelos animales de la EP, la rotenona representa uno de los
enfoques utilizados mas recientemente. La rotenona es el miembro mas potente de
los rotenoides, una familia de compuestos citotoxicos naturales extraidos de varias

partes de las plantas de leguminosa (Figura 3) (Tieu, 2011).

Figura 3. Estructura molecular de la rotenona

Este dltimo modelo, tiene ventaja sobre los otros modelos, debido a que
reproduce varias de las caracteristicas fisiopatologicas de la EP, como la disfuncion
mitocondrial y la generacion de agregados citoplasmaticos de a-syn en las neuronas
de la SNpc (Figura 4) (Martinez & Greenamyre, 2012), caracteristica de dafio en la

EP, que no cumplen otros modelos clasicos.
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Figura 4. Mecanismo de toxicidad de la rotenona. La rotenona es capaz de cruzar la
barrera hematoencefélica y la membrana plasmatica de las neuronas dopaminérgicas. La
rotenona bloquea el complejo | mitocondrial provocando un incremento en las especies
reactivas de oxigeno, incrementando los niveles de estrés oxidativo y desencadenando
procesos proapoptoticos o la oligomerizacion de la a-sinucleina. Tomado y modificado de
(Maries et al., 2003; Bisbal & Sanchez, 2019).

Existe evidencia reciente, que sugiere que los agregados de a-syn, también
llamados oligbmeros, tienen un papel importante en la neurodegeneracion de la EP,
ya que dafan diversas funciones subcelulares (Emmanouilidou et al., 2010; Winner
et al., 2011; Colla et al., 2012; Choi et al., 2013; Rocha et al., 2018).



1.4 La rotenona

La rotenona se utiliza como insecticida, acaricida y pesticida (Satta et al.,
2008). La OMS clasifica a este xenobiético como un pesticida de clase Il
(moderadamente peligroso), en mamiferos bloquea la oxidacion de NADH a NAD
provocando la inhibicion no competitiva del complejo | mitocondrial de la cadena
respiratoria impidiendo asi la formacion de ATP e induciendo estrés oxidativo (Ji et
al., 2015; Heinz et al., 2017) (Figura 5).

Rotenona

Sitio de inhibicion

CoQOH, CoQ

CoQ

Matriz

Fe- . . .
(Fe-s), Complejo | mitocondrial

NADH NAD +H'

Figura 5. Inhibicién del complejo | mitocondrial. Se muestra el sitio de unién e inhibicion
de la rotenona al complejo | mitocondrial (Tomado y modificado de (Limmen, 1998).

En 1985 se utilizé por primera vez en la investigacion de la EP la rotenona
(Heikkila et al., 1985) un insecticida y pesticida natural que se extrae de las raices
de las plantas de los géneros Lonchocarpus y Derris (Soloway, 1976). La rotenona
es una molécula altamente lipofilica, lo cual le permite cruzar las membranas

biolégicas entrando a las células sin la necesidad de un transportador especifico.



La rotenona, al ser un potente inhibidor de la cadena transportadora de electrones,

ha sido empleada para generar un modelo animal de la EP (Betarbet et al., 2000).

Se sabe que las areas mas vulnerables a la toxicidad por rotenona son: el
estriado, la sustancia nigra pars compacta, el hipocampo y la corteza. Estas
regiones son importantes en la patogénesis de la EP (Thiffault et al., 2000; Mitra et
al., 2015). Se pensaria que al no necesitar un transportador especifico, la rotenona
no tendria especificad a algun tipo de células. Sin embargo, estudios han
demostrado que las neuronas dopaminérgicas son mas susceptibles a la toxicidad
por rotenona. Una hipétesis es que la dopamina juega un papel importante en esta
especificidad al generar especies reactivas de dopamina (Ahmadi et al., 2008).
Estudios in vitro han reportado una regulaciéon positiva de DAT producida por
rotenona (Sai et al., 2008). Otra de las propuestas es que la rotenona afecta el
movimiento vesicular dentro de las neuronas dopaminérgicas aumentando la
concentracion de estas dentro del espacio intra celular incrementando la toxicidad
mediante la alteracién del citoesqueleto (Ren et al., 2005). A su vez el bloqueo
mitocondrial tiene un efecto mas agresivo en las neuronas dopaminérgicas de la via
nigroestriatal debido a la demanda energética que presentan (Bolam & Pissadaki,
2012). Otra de las consecuencias del bloqueo mitocondrial y la disminucion en la
sintesis de ATP se produce en la internalizacion de la dopamina a las vesiculas,
este proceso se lleva a cabo mediante el trasportador vesicular de monoaminas de
tipo 2 (VMAT2) y es dependiente de ATP(German et al., 2015). Por otra parte se ha
reportado una redistribucion de VMAT2 producida por rotenona (Watabe & Nakaki,
2008).

Después de la administracion sistémica de rotenona, esta puede causar una
degeneracion cronica y progresiva de la via nigroestriatal, y procesos similares a los
reportados en la patologia como: la formacién de inclusiones de tipo citoplasmaticas
gue contienen ubiquitina y a-syn; alteraciones en la sefalizacion del calcio;
induccién de estrés oxidante (produccién de especies reactivas de oxigeno [ROS]),
disminucién de enzimas antioxidantes (ej. superoxido dismutasa [SOD], catalasa y

glutation peroxidasa [GPX]); inflamacién; apoptosis; disminucién de la tirosina



hidroxilasa (TH); disfuncion proteosomal y acumulacion de hierro en la SNpc
(Betarbet et al., 2006; Johnson et al., 2015; Zhang et al., 2017). Actualmente se
propone una relacion entre el incremento de niveles de DA y las modificaciones de
la a-syn, como una relacién en la produccion de afectaciones en el SNC, como la

neurodegeneracion (Subhojit, 2017).

1.4 Modificaciones postraduccionales de la proteina a-syn

La proteina a-syn sufre multiples modificaciones postraduccionales como lo
son Ubiquitinacién, Truncacion o fosforilacion (Figura 6). En los ultimos afios la
fosforilacion en el residuo de Serina 129 (pS129) ha ganado interés por parte de los
investigadores debido a que en condiciones normales, el cerebro humano posee
menos del 4% de a-syn con esta modificacion, sin embargo tanto en la EP como en
otras sinucleopatias, este porcentaje se eleva a mas del 90% (Fujiwara et al., 2002;
Muntané et al., 2012). Aun existe la controversia sobre el papel de las
modificaciones postraduccionales de la a-syn, y sobre los efectos que tiene el
incremento en lafosforilacion de la a-syn en la toxicidad o si la toxicidad en las
neuronas provoca la fosforilacion de la proteina. A pesar de ello, los diferentes
estudios han propuesto a la proteina a-syn (pS129) como un buen marcador para
modelos de estudio de EP debido a que en ese estado de fosforilacion es como se

encuentra en los cuerpos de Lewy (Oueslati, 2016).
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Figura 6. Modificaciones postraduccionales de la a-syn. Se muestran todas las
modificaciones postraduccionales de la proteina a-syn desde K96 hasta Y136, las cuales
se encuentran dentro del sitio de union a metales y a membrana (Tomado y modificado de
(Oueslati, 2016)

Diversos grupos de investigacion han estudiado el modelo de rotenona, pero en
todos los modelos de EP existe mucha variabilidad debido a que cada uno considera
parcialmente el estudio de algunos aspectos a investigar. Las diferencias en la
literatura varian de acuerdo con algunos factores que son criticos en la toxicidad
gue se generay entre estos estan: la via de administracién, asi como el tiempo de
exposicidn al neurotdxico o la especie en que se estudia. Algunos estudios como el
de (Murakami et al., 2015), proponen al modelo de raton expuesto cronicamente a
rotenona como un modelo de EP a nivel del sistema nervioso central (SNC) y
sistema nervioso periférico (SNP). Sin embargo, el estudio de la toxicidad de la
rotenona puede dar muchos aspectos a investigar; entre ellos pueden evaluarse la
agregacion de la a-syn, la disfuncién del sistema dopaminérgico; niveles de TH, del
transportador de dopamina (DAT) o su transportador vesicular (VMAT-2), la
reduccion de dopamina o la afectacion en la neurotransmision y la
neurodegeneracion de la via nigroestriatal y otros nucleos afectados por la muerte

neuronal.
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ll. JUSTIFICACION

La rotenona es un bloqueador de clase A del complejo | mitocondrial, capaz
de producir degeneraciéon de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra
(SN) y alterar el estado de fosforilacion de la a-Syn; diversos autores han
relacionado este dafio con el déficit de la conducta motora (Alam et al., 2004;
Venkatesh Gobi et al., 2018). Las evidencias experimentales sobre el tratamiento
con rotenona indican que los reguladores de la homeostasis de la dopamina se
encuentran alterados (Richardson et al., 2019). Estudios en ratbn macho C57BL
muestran una administracion ip de 2.5mg/kg por 6 dias no causé perdida de la
inmunorreactividad de TH en estriado y SNpc (Bhurtel et al., 2019). Existen pocos
resultados reportados de un modelo de raton hembra con administracion
intraperitoneal (Xiong et al., 2012). Sin embargo, diversos reportes del modelo
experimental de rotenona muestran gran variabilidad en la toxicidad que la rotenona

genera en los roedores (Schmidt & Alam, 2006; Corona et al., 2010).

Debido a lo expuesto, se ha indagado en los factores que pueden afectar la
toxicidad de la rotenona en roedores, y se ha propuesto que son la via de
administracion, la dosis y el tiempo del tratamiento, los factores cruciales para
reproducir el modelo (Cannon et al., 2009; Xiong et al., 2012). A pesar de los datos
ya descritos hasta el momento es indispensable aclarar los mecanismos de
toxicidad de la rotenona en el ratdn, y evaluar si el tratamiento intraperitoneal de
rotenona induce modificaciones sobre la regulacién de la sintesis y transporte de
dopamina, eventos que afecten sustancialmente la homeostasis dopaminérgica
llevando a la muerte celular. Incluso es posible pensar que otros procesos se
detonen posteriores a la exposicion con rotenona y que se pueda alterar el estado
de fosforilacion de la a-Syn, un evento que es de alto interés fisiopatoldgico debido
a que la fosforilacion en S129 se presenta aumentada de un 4 a un 90% en las
sinucleopatias (Fujiwara et al., 2002).
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lll. HIPOTESIS

La administracion intraperitoneal de rotenona causa un modelo de toxicidad

dopaminérgica en ratones hembra de la cepa CD1.

IV. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos del modelo de toxicidad por la rotenona en las neuronas
dopaminérgicas de la via nigroestriatal de ratones hembra, y sus consecuencias

sobre la conducta motora.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar los efectos de la administracion intraperitoneal de rotenona sobre la
conducta motora.

2. Determinar los efectos de la administracién de rotenona sobre la expresion de la
TH, el DAT y el VMAT2 en el estriado.

3. Determinar la expresion de la TH y la a-Syn en la SNpc posterior al tratamiento

intraperitoneal de rotenona.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Diagrama de trabajo
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Analisis de resultados
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5.2 Sujetos experimentales

Para el desarrollo del presente proyecto se utilizaron 66 ratones hembra de
la cepa CD-1 adultos (25-30 g), proporcionados por el Bioterio Claude Bernard de
la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. Los ratones fueron alojados
durante el periodo experimental en el vivario del laboratorio de Neuroquimica, en
condiciones de luz-oscuridad de 12/12h, a una temperatura de 22 + 2 °C y una
humedad relativa de 50 £ 5%, con alimento y agua ad libitum. Los ratones se
habituaron por dos semanas antes de comenzar con la administracién de rotenona
0 su vehiculo en el vivario. EI manejo de los animales se dio bajo las normas
establecidas por el comité de ética y la Norma oficial Mexicana NOM-062-ZOO0-
1999. El manejo de los RPBI del proyecto se realizé conforme a la norma NOM-087-
ECOL-SSA1-2002.

Para la formaciéon de los grupos experimentales, los animales fueron
aleatorizados con el fin de obtener 6 grupos (3 vehiculo y 3 rotenona a las dosis de
0.5, 0.8 y 1 mg/kg), a los cuales se les dio un seguimiento diario de peso corporal y

temperatura rectal.

5.3 Preparacion de la rotenona

La rotenona (Abcam) se prepar6 a una concentracion de 0.6 mg/mL en una
solucion de 1:1 Dimetilsulféxido-Polietilenglicol (DMSO:PEG) y fue almacenada en

alicuotas de 2 mL a -20 °C.

5.4 Administracion de larotenona

La administracion del vehiculo (DMSO.PEG) o Rotenona a diferentes dosis
(0.5, 0.8 y 1 mg/kg i.p.) se realizé diariamente a los animales entre las 8:00 y 9:00

a.m por 7 y 21 dias dependiendo del tratamiento.
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5.5 Modelo de campo abierto

Para la realizacion de la prueba de campo abierto, se utilizé6 una caja de
acrilico negro de dimensiones de 55 cm de largo x 60 cm de ancho x 30 cm de alto.
El area de exploracion fue dividida en cuadros de 10 cm. Al inicio del ensayo, el
raton se coloco en el area central y se le permitio la exploracion en el campo abierto
por 6 minutos. Al finalizar el tiempo, la caja se limpié con mezcla alcohol y agua para
eliminar olores que pudieran perturbar la actividad del siguiente ratén. El parametro
evaluado fue el nUmero de cuadros visitados en 5 minutos por ratén, en cada ensayo
se eliminaron los primeros y ultimos 30 segundos. La conducta fue videograbada

para su posterior analisis (Seibenhener & Wooten, 2015).

5.6 Modelo de la Pasarela

La evaluacion de la conducta motora se llevd a cabo mediante el modelo de
la pasarela (Fleming et al., 2006). Para ello se utilizé6 una pasarela de plexiglas de
1 mde largo, 17 cm de altura, 3.5 cm en el lado méas ancho y 0.5 cm en el lado mas
estrecho (figura 7) 1 cm por encima de la pasarela se coloca una rejilla con las

mismas dimensiones.

[
L

(e E— AN I

Figura 7. Evaluacién de la motricidad por la prueba de la pasarela en ratones. (A) Vista
superior de la pasarela de plexiglas. (B) Vista lateral de la pasarela de plexiglas (modificado
de Fleming et al., 2006).
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En cada ensayo, el ratén se coloco en el extremo de la parte mas ancha de
la pasarela y se indujo al animal a recorrerla hasta llegar al otro extremo que posee
la parte mas estrecha. Un dia antes de comenzar con la administracion de la
rotenona o su vehiculo, se realizaron 2 ensayos asistidos en donde se ayudé al
roedor a completar la pasarela y 3 no asistidos donde se dej6 que el roedor
completara el recorrido. Para la evaluacion posterior al tratamiento se realizaron
Unicamente 3 ensayos no asistidos. Los parametros evaluados fueron: el tiempo
gue tarda en recorrer la pasarela completa, y el niumero de errores cometidos (cada
paso que da el raton y falla al apoyar la pata en la rejilla). Todos los ensayos fueron

videograbados para su posterior analisis.

5.7 Obtencion de tejido nervioso parainmunohistoquimica

Al dia siguiente de la evaluaciébn conductual los animales fueron
anestesiados con pentobarbital (50 mg/kg i.p.) para posteriormente realizar una
perfusion intracardiaca de solucion salina isotonica (SSI) y luego paraformaldehido
al 4% en PBS 1x (pH=7.4). Al finalizar la perfusion se extrajeron los cerebros los
cuales fueron conservados en solucidén de paraformaldehido al 4% por 1 semanay

posteriormente fueron almacenados en PBS hasta la fecha de procesamiento.

Para la obtencién de secciones del estriado y la SNpc se realizaron cortes
coronales del tejido cerebral a 60 um de espesor utilizando un micrétomo (Leica
modelo SM2010 R) con la técnica de congelacién con anhidrido carboénico sélido o

hielo seco.

5.8 Inmunohistoquimica

Previo a la inmunohistoquimica fueron seleccionados los cortes del tejido
nervioso aproximadamente a la altura AP: +0.74 mm respecto de Bregma para el
estriado y a AP: -3.16 mm respecto de Bregma para cortes que contenian a la SNpc.

Los tejidos se colocaron en una placa para cultivos celulares. Para la
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inmunohistoquimica se empleé el método de peroxidasa (HRP) con
diaminobencidina (DAB), reportado por Patricio et al., (2019). El buffer empleado
durante la prueba fue de PBS con y sin Triton al 0.2% y el bloqueo se realiz6 con
NGS al 5%. El tejido se incub6 por dos noches con el anticuerpo primario (Tabla 1),
posteriormente con el anticuerpo secundario anti Goat 1:500 marca Vector.
Finalmente, los tejidos se expusieron con DAB para inducir la reaccion y en el caso
de la inmunohistoquimica para VMAT-2 se expusieron con DAB/Ni. Todo el proceso

se realiz6 en agitacion constante y a temperatura ambiente.

Tabla 1. Anticuerpos primarios.

Q:;;'gigpo Marca Hospedero Clase Concentracion
anti-TH Merk Mouse Monoclonal | 1:1000
anti-DAT Merk Rat Monoclonal | 1:500
anti-VMAT-2 Thermo Fisher [ Rabbit Polyclonal 1:100
anti-a-Syn Cell Signalling | Rabbit Monoclonal | 1:1000

5.10 Analisis de imagen.

Las imagenes obtenidas de las pruebas inmunohistoquimicas se analizaron

con el programa ImageJ del NIH.

Se analizaron 2 imégenes por cada hemisferio de cada sujeto experimental.
Para el andlisis de inmunoreactividad de TH en estriado, DAT y VMAT-2 se realiz6
un analisis de densitometria semicuantitativa. Las imagenes de TH para SN y a-Syn

se realiz6 un analisis cuantitativo de cada imagen.
5.11 Analisis estadistico

Los datos obtenidos en la conducta motora para el modelo de campo abierto
y en el modelo de la pasarela se presentan como el promedio + E.S.M. Para su
estudio los datos se graficaron y analizaron con una prueba ANOVA de una via, con
una prueba post-ANOVA de Tukey, y se consider6 como diferencia significativa

cuando la P < 0.05.
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Los datos obtenidos del control de peso y la temperatura rectal se
presentaron como el promedio + E.S.M y fueron analizados con una prueba t-testy

se establecié como significativa una P < 0.05.

Los resultados obtenidos del analisis de imagen de tipo cuantitativo se
realizaron con una prueba ANOVA de una via y se aplico un analisis post-ANOVA
de Tukey, para la comparacién se establecié como diferencia significativa una P <
0.05.
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VI. Resultados

6.1 Efecto fisiol6gico producido por administracion crénica de rotenona.

Como parte del control que se llevdo con los animales, se realizé el
seguimiento de dos parametros: La ganancia de peso y la temperatura corporal de
los sujetos experimentales, los cuales fueron evaluados durante el tratamiento. El
grupo tratado con 0.5 mg/kg de rotenona no mostré cambios en la ganancia de peso

durante los 21 dias de tratamiento en comparacion al grupo vehiculo (Figura 8A).

Los resultados del seguimiento de la temperatura corporal mostraron que la
administracion de rotenona genera una disminucion de la temperatura de los sujetos
experimentales tratados con 0.5mg/kg de rotenona a partir del dia 17, exceptuando

el dia 20 donde la diferencia no es estadisticamente significativa (Figura 8B).
31 A)

——— Vehiculo
30

—— Rotenona 0.5 mg/kg

29

Peso (0)

28
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o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Dia
Figura 8: Evaluacién del peso y la temperatura ratones hembra (0.5 mg/kg). En
la grafica A) se muestra el seguimiento de la ganancia de peso de los sujetos
experimentales tratados con vehiculo o rotenona. La grafica B) muestra la
temperatura rectal de los sujetos experimentales durante el tratamiento con
Rotenona (Rojo) (n=6) o su vehiculo (Negro) (n=8). La administracion de rotenona se
realiz6 por 21 dias. Los datos se analizaron con una pruebat student con una p<0.05.
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Peso (g)

Los grupos tratados con una dosis mayor de rotenona (0.8 y 1 mg/kg) por 7
dias tampoco presentaron cambios estadisticamente significativos en la ganancia
de peso corporal (Figura 9A). Sin embargo, la administracién de rotenona a la dosis
de 0.8 mg/kg causé un incremento de la temperatura en los primeros tres dias de
administracion en comparacion con el grupo vehiculo. Este incremento es
estadisticamente significativo sin embargo a pesar del incremento de temperatura

no se genera hipertermia ya que la temperatura normal del ratén es de 36.5 a 38°C.

Por el contrario, la administracién de rotenona a una dosis de 1 mg/Kg indujo
una disminucion de la temperatura corporal en los primeros tres dias de tratamiento
en comparacion con el grupo vehiculo. La temperatura presentada por el grupo
tratado con 1 mg/Kg de rotenona el segundo dia fue de 35.7 °C y el tercer dia de
35.5 °C generando hipotermia en los ratones (Figura 9B). A partir del dia 4 de
tratamiento, la temperatura fue similar para todos los grupos experimentales y se

mantuvo asi hasta finalizar el tratamiento.
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Figura 9: Evaluacion del peso y latemperaturaratones hembra (0.8 y 1 mg/kg).
En la grafica A) se muestra el seguimiento de la ganancia de peso de los sujetos
experimentales tratados con vehiculo (Negro) (n=24), Rotenona 0.8 mg/kg
(Naranja) (n=11), y Rotenona 1 mg/kg (Rosa) (n=17) durante 7 dias. La gréfica B)
muestra la temperatura rectal de los sujetos de experimentacion durante el
tratamiento. Los datos se analizaron con una prueba t student con una *p<0.05.

21



6.2 Efecto de la administracién de rotenona sobre la conducta motora

La exploracion en el campo abierto permitié evaluar la actividad motora de
los animales previo al tratamiento (basal) y posterior al tratamiento con vehiculo o
rotenona. Durante la prueba se observd que los sujetos experimentales previos al
tratamiento recorrian en promedio 282 + 1 cuadros en los 5 minutos, un nimero
similar al presentado por el grupo que recibié el vehiculo 287 +1 (Figura 10).
Posterior al tratamiento con rotenona a 0.5 mg/kg los animales presentaron una
disminucién del 9% en la exploracion mientras que el grupo administrado con 0.8
mg/kg de rotenona presentd una mayor disminucion (23% en la exploracion)
respecto a su grupo vehiculo y el grupo basal. En cuanto al grupo con rotenona 1
mg/kg presentd una disminucién en la exploracion del 30% durante la prueba en

comparacion con el grupo vehiculo y el basal.
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Figura 10: Evaluacion de la conducta motora por prueba de campo abierto.
Los datos muestran el promedio de cuadros visitados en la exploracion del campo
abierto pre-tratamiento o basal (n=66), vehiculo (h= 32), rotenona 0.5 mg/kg por
21 dias (n=6), rotenona 0.8mg/kg por 7 dias (h=11) y rotenona 1 mg/kg por 7 dias
(n=17). El analisis estadistico se realizo con una prueba ANOVA de una via y una
prueba post-ANOVA de Tukey *P<0.05.
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Con la finalidad de evaluar la coordinacion de los animales se realiz6 la prueba
de la pasarela. El primer pardmetro evaluado es el tiempo que se requiere para que
los sujetos recorran la pasarela (Figura 11 A). Los sujetos administrados ya sea con
rotenona (0.5, 0.8 y 1 mg/kg) o su vehiculo, no presentan diferencia
estadisticamente significativa en tiempo requerido para completar la prueba en
comparacion con el grupo basal y con el vehiculo, en cada ensayo los animales
demoraron en promedio 7 + 0.8 s. Para evaluar la coordinacién motora se cuantificd
el nimero de errores durante el recorrido en la pasarela, un parametro de la
ejecucion motora en la prueba (Figura 11 B), se encontrd que el promedio de errores
cometidos se incremento para los animales que recibieron las dosis de 0.8 y 1 mg/kg
de rotenona, y se observd que la dosis mas alta provoc6 una latencia mayor a

cometer errores durante la prueba.
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Figura 11: Efecto de la rotenona sobre coordinacion motora en prueba de la
pasarela. En A) se presenta el promedio de tiempo requerido por los sujetos
experimentales para completar la prueba. En B) se graficd el nimero de errores
cometidos durante el trayecto en la pasarela tanto grupal como individualmente. La
conducta motora se determind previo al tratamiento (n=66) y posterior al tratamiento
con vehiculo (n=32) o rotenona. 0.5 mg/kg por 21 dias (n=6), rotenona 0.8mg/kg por
7 dias (n=11) y rotenona 1 mg/kg por 7 dias (n=17). El andlisis estadistico se realiz6
con una prueba ANOVA de una via y una post-ANOVA de Tukey *P<0.05.
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6.3 La administracion de rotenona disminuye la inmunoreactividad de TH en

el estriado y SNpc

Con la finalidad de determinar si la rotenona causa modificaciones en la via
dopaminérgica nigroestriatal, se evalué la inmunoreactividad para la proteina TH en
el estriado y SNpc. El andlisis de imagen permitié identificar el porcentaje de area
tefiida para la TH en estriado. Los resultados mostraron una disminucion del 20 y
21% de la inmunoreactividad de TH para los grupos tratados con 0.8 y 1 mg/kg de
rotenona respectivamente, cuando fueron comparados con el grupo vehiculo. Por
el contrario, en el grupo tratado con 0.5 mg/kg de rotenona no se observaron
cambios en lainmunoreactividad a TH en comparacion con el grupo vehiculo (Figura
12).

El analisis de la SNpc fue mediante el conteo de células TH-IR positivas. El grupo
vehiculo mostré una media de 359 + 6 células positivas a TH+. La administracion
de rotenona 0.5mg/kg en las ratonas no caus6 modificaciones estadisticamente
significativas en comparacién con el grupo vehiculo (Figura 13). Por otra parte, las
dosis mas altas de rotenona (0.8 y 1mg/kg) si causaron una disminucion del numero
de células TH+ en un 17% y 19% en los grupos tratados con de rotenona

respectivamente, comparadas con el grupo vehiculo.
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Figura 12: Efecto de la rotenona en la inmunoreactividad de TH en estriado. En el
panel A) de fotomicrografias se muestra el estriado tefiido para cada grupo con rotenona a
diferentes dosis. B) muestra el diagrama de Paxinos para ubicar el nivel donde se realizaron
los cortes. En la grafica C) se muestra el promedio del porcentaje de area tefiida para TH
posterior al tratamiento con rotenona o vehiculo. Los grupos experimentales incluyen al
vehiculo (n=21), rotenona 0.5 mg/kg por 21 dias (n=6), rotenona 0.8 mg/kg por 7 dias (n=7)
y rotenona 1 mg/kg por 7 dias (n=10). Barra de escala 200um. El analisis estadistico se
realizé con una prueba ANOVA de una via y una prueba post-ANOVA de Tukey **P<0.01.
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Figura 13: Efecto de la rotenona sobre la inmunorreactividad a TH en SNpc. En el
panel de fotomicrografias A) se muestra el panel de inmunorreactividad a TH para los
grupos vehiculo, rotenona a diferentes dosis. B) muestra el diagrama de Paxinos para
ubicar el nivel donde se realizaron los cortes. En la grafica C) se muestra el promedio del
numero de células positivas a TH en la SNpc para cada grupo, vehiculo (n=21), rotenona
0.5 mg/kg por 21 dias (n=6), rotenona 0.8 mg/kg por 7 dias (n=7) y rotenona 1mg/kg por 7
dias (n=10). Barra de calibracion 300 um. El analisis estadistico se realiz6 con una prueba
ANOVA de una via y una post-Tukey **P<0.01.
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6.4 Efecto del tratamiento con rotenona sobre lainmunoreactividad del DAT y
VMAT-2 en el estriado

La inmunoreactividad para DAT en el estriado puede indicar cambios en el
sistema de recaptura para la DA, lo cual puede afectar la homeostasis del
neurotransmisor. Para conocer los efectos de la rotenona sobre la
inmunoreactividad a DAT se evalu6 el porcentaje de area tefiida en los estriados de
los diferentes grupos experimentales. Los resultados sobre la inmunoreactividad de
DAT en el grupo con tratamiento de rotenona 0.5 mg/kg por 21 dias mostré una
disminucién del 19% respecto al grupo vehiculo (Figura 14). Los animales con la
administracion de rotenona 0.8 mg/kg por 7 dias no muestran cambios significativos
sobre la inmunoreactividad de DAT en el nucleo estriado, comparados con el grupo
control. Finalmente, en el grupo tratado con rotenona a 1 mg/kg por 7 dias se
encontré una disminucion del 13% en el estriado en comparacion con el grupo
vehiculo. Posterior a la evaluacién del transportador de dopamina, evaluamos la
inmunoreactividad a VMAT-2. La cuantificacién para la marca del transportador
vesicular en el estriado en los grupos que recibieron la rotenona a las dosis de 0.5,
0.8 y 1 mg/kg en comparacion con el grupo vehiculo fue similar en su distribucion y
en su densidad (Figura 15). El porcentaje de area tefiida para el grupo vehiculo fue
de 55%. Los grupos tratados con rotenona 0.5 y 0.8 mg/kg incrementaron 2% el
area tefida, este incremento no es estadisticamente significativo. Finalmente, el
grupo tratado con 1 mg/kg se comporté de igual manera al grupo vehiculo con 55%

de area tefiida.
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Figura 14: Efecto de larotenona sobre la inmunorreactividad a DAT en estriado. En el
panel de fotomicrografias A) se muestra el panel de inmunorreactividad a DAT para los
grupos vehiculo y rotenona a diferentes dosis. B) muestra el diagrama de Paxinos para
ubicar donde se realizaron los cortes. En la grafica C) se muestra el promedio del porcentaje
de area tefiida para DAT posterior al tratamiento con rotenona o vehiculo. Los grupos
experimentales incluyen al vehiculo (n=21), rotenona 0.5 mg/kg por 21 dias (n=6), rotenona
0.8 mg/kg por 7 dias (n=7) y rotenona 1 mg/kg por 7 dias (n=10). Barra de calibracién 200
pum. El analisis estadistico se realizé con una prueba ANOVA de una via y una prueba post-
ANOVA de Tukey *P<0.05, **P<0.01.
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Figura 15. La inmunorreactividad para VMAT-2 en estriado no se modifica posterior

al tratamiento con rotenona. En el panel de fotomicrografias se muestra el panel de
inmunoreactividad a VMAT-2 para Vehiculo, rotenona 0.5, 0.8 y 1 mg/kg. En la gréfica se
muestra el porcentaje de area tefiida para VMAT-2 para los grupos Vehiculo (n=21),
rotenona 0.5 mg/kg por 21 dias (n=6), rotenona 0.8mg/kg por 7 dias (n=7) y rotenona
1mg/kg por 7 dias (n=10). Barra de calibracion 100 um. El andlisis estadistico se realizé
con una prueba ANOVA de una via y una prueba post-ANOVA de Tukey.
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6.5 Efecto de la rotenona sobre la inmunorreactividad de la proteina a-Syn
fosforilada en S129

Con el fin de estudiar si la rotenona produce un efecto sobre el estado de
fosforilaciéon de la proteina a-Syn se realiz6 la prueba de inmunohistoquimica para
la proteina fosforilada en S129 en la SNpc.
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Figura 16. Efecto de la rotenona en la inmunoreactividad de a-Syn fosforilada en
S129. En el panel de fotomicrografias se muestra el panel de inmunoreactividad a a-Syn
para el vehiculo y rotenona 0.5, 0.8, 1 mg/kg. En la grafica se muestra el resultado de
porcentaje de células positivas a a-Syn. Las barras representan el promedio de células
positivas posterior al tratamiento para el vehiculo (n=21), rotenona 0.5 mg/kg por 21 dias
(n=6), rotenona 0.8 mg/kg por 7 dias (n=7) y rotenona 1 mg/kg por 7 dias (n=10). Barra de
escala 300 um El andlisis estadistico se realiz6 con una prueba ANOVA de una via y una
post-Tukey **P<0.001.
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El analisis de inmunoreactividad para la proteina a-Syn fosforilada en Ser129
para el grupo vehiculo fue en promedio 35 + 2 células positivas a a-Syn. Por su
parte los grupos tratados con rotenona presentaron un incremento en el nimero de
células a-Syn S129 positivas. El grupo tratado con 0.5 mg/kg de rotenona en
promedio tuvo 102 + 6 células positivas al igual que el grupo tratado con 0.8 mg/kg.
Por su parte el grupo tratado con 1 mg/kg presento 106 *+ 4 células a-Syn S129

positivas.
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VII. Discusién

La rotenona, es un potente inhibidor de la cadena transportadora de
electrones y se emplea para generar un modelo animal de la EP (Betarbet et al.,
2000;(Bhurtel et al., 2019). Si bien, este neurotéxico puede generar modificaciones
a nivel celular es importante determinar las dosis por via intraperitoneal a las que
se puede inducir alteraciones en la via nigroestriatal y sobre la conducta motora de
los animales. El presente trabajo tuvo como objetivo establecer un modelo de
toxicidad con la administracién intraperitoneal de rotenona en ratonas, un
neurotéxico que a pesar de que ha sido empleado desde hace mas de tres décadas,
genera amplia discusion sobre su uso en el raton porque presenta variabilidad en
sus efectos y no se ha evaluado a detalle en los diferentes procesos bioquimicos y
conductuales. Por ello para estudiar la toxicidad de la rotenona se emplearon
ratonas adultas de la cepa CD-1, y se evalud la administracion de 0.5 mg/kg por 21
dias, obteniendo una letalidad media. Con el fin de disminuir la letalidad se
disminuyo el tiempo de administracién a 0.8 mg/ kg, dosis a la cual no se observé
letalidad y si se encontraron cambios tanto conductuales como bioquimicos. Tras
evaluar la toxicidad de rotenona a 0.8 mg/kg, se aumento la dosis a 1 mg/kg en otro
grupo de ratonas y se conservo el tiempo de administracion. Este dltimo grupo
tampoco presento letalidad y mostré una mayor toxicidad tanto a nivel conductual
como bioquimico. Estos resultados nos permitieron conocer los efectos de la
toxicidad de la rotenona en las neuronas dopaminérgicas del estriado y la SNpc de

ratonas, asi como sus consecuencias en la conducta motora.

En todos los tratamientos se realiz6 un seguimiento del peso corporal y la
temperatura durante el tratamiento con el neurotoxico. La administracion de
rotenona a las distintas dosis utilizadas no modificé la ganancia de peso en
comparacion con el grupo vehiculo. Si bien en otros estudios con roedor se reporta
disminucién del peso cuando son expuestos a rotenona (Cannon et al., 2009; Inden
et al., 2011), es importante remarcar en dichos estudios la via de administracion es
oral, lo que podria provocar la alteracién directa del metabolismo de los roedores,

contrastando la administracion sistémica utilizada en el presente proyecto la cual a
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las dosis utilizadas no producen alteraciones en el metabolismo de los ratones

hembra.

Por otra parte, se observé que la administracion de 0.5 mg/ kg de rotenona
induce una disminucién en la temperatura corporal del ratén a partir del dia 17 en
comparaciéon con el grupo vehiculo, sin embargo, esta disminucidbn no es
fisiologicamente relevante ya que, a pesar de la disminucion, los ratones se
mantienen dentro de los parametros normales de temperatura del ratén (36.5 -
38°C). A su vez, el incremento de la temperatura corporal de los ratones tratados
con de 0.8 mg/kg de rotenona tampoco supera las condiciones normales del ratén
por lo cual no se considera hipertermia. Sin embargo, el grupo tratado con 1 mg/kg
de rotenona presenta disminucion de la temperatura corporal durante los primeros
tres dias de administracion (~36.5°C) llegando a una temperatura inferior a la
temperatura corporal considerada normal en los ratones. Este resultado contrasta
con el mostrado por Hu y colaboradores (2016) quienes mostraron que una
administracion de rotenona a 1 mg/kg en ratones C57/BL no produce hipotermia a
las 6 y 24 horas posteriores a la administracion, esta diferencia puede ser debido a
la cepa utilizada, el raton C57BL/6 es un raton endogamico por su parte el raton CD-
1 presenta una variabilidad genética entre individuos lo que genera que el efecto
sea distinto entre los sujetos experimentales. La hipotermia que se presenta en los
primeros dias puede ser una respuesta neuroprotectora ante el bloqueo del

complejo I mitocondrial reduciendo asi el metabolismo energético de las neuronas.

En cuanto a la evaluacion de la conducta motora evaluada por la prueba de
la pasarela, se observo que la rotenona a 0.5 y 0.8 mg/kg no altera la exploracion
de los sujetos experimentales. Sin embargo, en el grupo tratado con 1 mg/Kg existe
una disminucién del 30% en la exploracion, lo indica que existe un dafio a nivel del
SNC. Con el fin de evidenciar dafios en el sistema locomotor regulado por los
ganglios basales, se utilizo la prueba de la pasarela la cual nos permite evaluar la
coordinacion de los sujetos experimentales. Los resultados mostraron que la
administracion de rotenona no altera el tiempo requerido para cruzar la pasarela en

ninguna de las dosis utilizadas. Sin embargo, es importante destacar que la
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rotenona a 1 mg/kg increment6 el nUmero de errores al cruzar la pasarela, lo que
indica una alteracion sobre la coordinacion motora. Este resultado contrasta con el
publicado por Bhurtel y colaboradores (2019) donde una administracion
intraperitoneal de 2.5 mg/kg por 6 dias de rotenona no incrementd los errores
durante la prueba de la pasarela (Bhurtel et al., 2019). Esta diferencia podria
deberse a que en estos experimentos se empleod el ratobn macho C57BL y en el
presente estudio se utilizaron hembras CD-1. Hasta aqui los resultados indican que
la administracion de 1 mg/kg durante 7 dias produce alteraciones motoras, lo cual
puede sugerir una alteracion a nivel del SNC; hasta el momento se ha propuesto
gue las areas mas vulnerables a la toxicidad por rotenona son: el estriado, la
sustancia nigra pars compacta, el hipocampo y la corteza. Estas regiones son

importantes en la patogénesis de la EP (Thiffault et al., 2000; Mitra et al., 2015).

Teniendo en cuenta la vulnerabilidad de las neuronas DA de la via
nigroestriatal a la perdida de ATP (Ren et al., 2005; Ahmadi et al., 2008; Bolam &
Pissadaki, 2012) y el papel que juegan en el control del movimiento, se evaluaron
marcadores de la regulacion de DA de la via nigroestriatal. Se evalu6 la
inmunoreactividad de la enzima TH, ya que esta es la enzima limitante de la
biosintesis de DA. Nuestros resultados mostraron que el grupo tratado con 0.5
mg/kg durante 21 dias no present6 una disminucion de la inmunorreactividad para
la TH en el estriado. Por su parte, los grupos tratados con 0.8 y 1 mg/kg tuvieron
una disminucion del 20 y 21% respectivamente. Este resultado podria indicar que la
administracion de rotenona a 0.5 mg/kg no es suficiente para generar un dafio
celular o modificaciones en el proceso de biosintesis de DA, esto podria deberse a
gue la rotenona se metaboliza rapidamente en compuestos menos activos (Caboni
et al., 2004) y el bloqueo que presenta al complejo | mitocondrial no es un bloqueo
total, por lo cual para generar un efecto de toxicidad requiere de mayor
biodisponibilidad (Ji et al., 2015). Para evaluar si existian modificaciones en el
namero de neuronas inmunorreactivas a TH de la SNpc, se determind la
inmunorreactividad para TH. El resultado fue similar al encontrado en el estriado. El
grupo tratado con 0.5 mg/kg de rotenona no presentd cambios en el niumero de

células positivas a TH, mientras que los grupos de 0.8 y 1 mg/kg presentaron una
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disminucién de 17 y 19% en el nimero de células positivas a TH, respectivamente
al compararlos con el grupo vehiculo, lo cual sugiere una disminucion de la
sefializacion de la SNpc al estriado dentro de los ganglios basales aumentando la
actividad de la via indirecta y reduciendo la actividad de la via directa, evitando la
ejecucion de movimientos controlados como se puede observar en el aumento de

errores durante la prueba de la pasarela.

Se sabe que la rotenona altera el trasporte vesicular mediante la modificacion
del citoesqueleto (Ren et al., 2005). En el presente proyecto, se realizé la
determinacion de la inmunorreactividad para DAT y VMAT-2 en el estriado con la
finalizad de conocer si habia cambios en las proteinas de transporte de dopamina,
tanto a nivel extracelular como vesicular. Al evaluar la presencia de DAT y VMAT-2
en los animales tratados con rotenona a las diferentes dosis observamos una ligera
disminucién de DAT, en los grupos con 0.5 y 1 mg/kg de rotenona respecto al
vehiculo. Sin embargo, el grupo de 0.8 mg/kg de rotenona no presento diferencias
cuando se compard con el grupo vehiculo, lo que indicaria que la regulacion de DAT
por rotenona es en primer lugar por el tiempo de exposicion al neurotdxico que a la

dosis utilizada.

La evaluacion del transportador VMAT-2 es crucial en ambientes de
toxicidad, por ser una proteina clave en el almacenamiento y proteccion de la
dopamina frente a su oxidacién. Los resultados no indicaron modificaciones en la
inmunorreactividad para VMAT-2 producida por la administracién de rotenona. Este
resultado sugiere que la expresion de VMAT-2 no se ve alterada por la
administracion de rotenona, sin embargo, se desconoce la actividad de este,
parametro que resulta importante debido a que es dependiente de una ATPasa y

por consiguiente de la generacion de energia por parte del complejo |.

Con los hallazgos encontrados, consideramos que las modificaciones
bioguimicas por la administracion de 0.5, 0.8 no resultan de relevancia para afectar
el comportamiento en la conducta motora de las ratonas, ya que los animales
realizaron tanto la exploracion como la ejecucion en la pasarela de forma similar al

grupo vehiculo. En contraste, en el presente trabajo evidencié una disminuciéon TH-
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IR y en la presencia de DAT producida por la administracién de rotenona 1 mg/kg
I.p. por 7 dias, esto acompafado de un déficit motor y una disminucién en la
coordinacion de las ratonas. Es importante investigar si estas modificaciones son
permanentes y si una administracion a largo plazo genera cambios mas
pronunciados a nivel de la sintesis y transporte de dopamina, asi como sobre las

habilidades motoras.

Finalmente, se determind el estado de fosforilacién de la proteina a-Syn en
S129 ya que es la modificacion postraduccional que prevalece en las sinucleopatias
y es el principal componente de los CL (Fujiwara et al., 2002). Es importante aclarar
que se ha descrito que el modelo de rotenona es capaz de recrear los CL, sin
embargo, en el presente estudio, analizamos solo el estado de fosforilacion de la
proteina y no la presencia de dichos cuerpos. La administracion de rotenona a las
diferentes dosis empleadas triplicé la inmunorreactividad a a-Syn-pS129 en VTA,
en comparacion al grupo vehiculo; sin cambios en la SNpc. Si bien se esperaba que
la SNpc tuviera mayor cantidad de o-Syn fosforilada en S129, fue VTA la que
presentd la mayor inmunorreactividad a a-Syn-pS129. Este hecho sugiere que la
rotenona administrada de forma subaguda genera cambios sobre la fosforilacion de
la a-Syn y que estos pueden anteceder a la neurodegeneracion de la via
nigroestriatal o a las modificaciones que llevan a una alteracién de las conductas
motoras. Este resultado podria también fortalecer la hipotesis de un un dafio en VTA
en la EP. Diversos autores descartan este hecho (Mosharov et al., 2009). Sin
embargo, cada vez se presenta mayor evidencia de que VTA se encuentra
modificado en la EP (Alberico et al., 2015). VTA ha estado implicado en una
variedad de comportamientos y estados psicopatologicos, que incluyen depresion,
ansiedad, y funcion ejecutiva lo que ayudaria a dilucidar mejor el mecanismo por el

cual se genera la sintomatologia no motora de la EP.

Se ha descrito que el modelo de rotenona tiene una alta variabilidad y
letalidad en el roedor. En el presente trabajo se encontré que al administrar por via
intraperitoneal 0.5, 0.8 y 1 mg/kg en ratbn hembra CD-1 reduce la letalidad a 21y 7

dias. La variabilidad en cuanto a la toxicidad entre individuos corrobora lo ya descrito
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(Xiong et al., 2012), ya que hubo sujetos experimentales que no presentaron
modificaciones bioquimicas y conductuales ante las administraciones del
neurotoxico. Y aun con las dificultades que representa esta variabilidad, hemos
observado que con la administracion de 1 mg/kg a ratonas durante 7 dias podemos
inducir un modelo toxicidad de raton que consideramos mas replicable, ya que se
encontraron ya los efectos iniciales de la toxicidad por rotenona. Uno de los factores
importantes es estudiar directamente el bloqueo del complejo | mitocondrial y las
modificaciones sobre la actividad mitocondrial. También es importante estudiar si
las alteraciones observadas en el presente estudio son permanentes o temporales,
asi como fortalecer la caracterizacion con nuevos marcadores que nos permitan

dilucidar el mecanismo de toxicidad de la rotenona en la via nigroestriatal.
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VIII. Conclusién

La administracion de 1 mg/kg i.p. de rotenona causO hipotermia, una
reduccion de la TH en el estriado y la SNpc, ademas de una disminucion en el DAT,
sin cambios en el VMAT-2 del estriado y un incremento de la inmunoreactividad de
a-Syn-pS129. Al mismo tiempo se observé que las ratonas presentaron una
reduccion en la exploracién y la coordinacion motora. Sin embargo con las dosis de

0.5y de 0.8 mg/kg de rotenona no se logro establecer el modelo de toxicidad.

IX. Perspectivas

1. Evaluar la toxicidad de la administracion intraperitoneal de rotenona a 1mg/kg
por un periodo de 15 dias.

2. Evaluar los niveles de dopamina en el estriado de animales con
administracion intraperitoneal de rotenona a 1mg/kg por un periodo de 15
dias.

3. Determina la funcion del complejo | mitocondrial en diferentes regiones del

SNC posterior a la administracion de 1 mg/kg de rotenona.
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