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Inyeccion intracerebral (sustancia nigra
compacta) de hierro dextrano como modelo
experimental de la enfermedad de Parkinson
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Resumen

ANTECEDENTES

La enfermedad de Parkinson se distingue por la destruccion pro-
gresiva y selectiva de neuronas dopaminérgicas nigroestriatales.
Se ha relacionado con el metabolismo oxidante de la dopamina, la
generacion de peroxido de hidrégeno y la formacion de neurotoxina 6-
hidroxidopamina. El perdxido de hidrégeno puede dafiar directamente
al tejido o favorecer la produccion de radicales de oxigeno. Estos
procesos son favorecidos por las bajas concentraciones de enzimas
antioxidantes como glutation peroxidasa, superdxido dismutasa y
catalasa, las cuales se encuentran en el sistema nervioso central y
en el cerebro de pacientes con enfermedad de Parkinson.

OBJETIVO

Establecer un modelo experimental de la enfermedad de Parkinson
con hierro dextrano y distinguir los efectos conductuales y neuroqui-
micos después de inyectar 1 pL de hierro dextrano en la sustancia
nigra compacta.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 40 ratas macho de la cepa Wistar de 260 a 310 g, a las
cuales se les aplicé una microinyeccion de 1 pL de hierro dextrano
en la sustancia nigra compacta derecha con una micropipeta de 10
pum de grosor y se observo su comportamiento motriz de manera
directa, diariamente, durante 30 dias. A otro grupo se le aplicé una
microinyeccion de 1 pL de hierro dextrano en la sustancia nigra
compacta derecha y se les sacrifico por decapitacion, a los 7 y 30
dias. Se disecd el cuerpo estriado y se analizo el contenido de do-
pamina con la técnica de cromatografia de liquidos (HPLC). A los
resultados obtenidos se les realiz6 analisis de variancia y la prueba
de Tukey (p < 0.001).

RESULTADOS
En cuanto a las caracteristicas conductuales, los animales inclinaron
la cabeza del lado contralateral a la microinyeccion. Esta caracte-
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Abstract

BACKGROUND

Parkinson’s disease (PD) is featured by progressive and selective
destruction in the nigrostriatal dopaminergic neurons. Dopamine’s
oxidative metabolism, the hydrogen peroxide (H,0,) generation
and the production of the 6-hydroxydopamine neurotoxin have been
associated. H,0, may damage directly to the tissues or facilitate the
productions of oxygen free radicals. Such a fact is enhanced by low
levels of antioxidant enzymes such as glutation peroxidase, superoxido
dismutase and catalase, which are found in the central nervous system
in some extent.

OBJECTIVE

To develop a Parkinson’s disease experimental model by means of
the study of the neurochemical and behavioral effects after the admi-
nistration of 1pl of dextran Ferrum (D Fe) into the sustantia nigra
compacta (SNc) by means of a micropipette (10 pum thick).

MATERIAL AND METHODS

40 male wistar rats were used (260-310 g). D Fe was injected in the
right SNc and their motor performance was evaluated during 30 days.
Another group was decapitated after either, 7 or 30 days in order to
obtain the striatum dopamine content were analyzed by means of high
performance liquid chromatography. Results were analyzed by means
of an ANOVA and a pos hoc Tukey t test (p < 0.001).

RESULTS

Behavioral test showed that the animals maintained a head’s inclina-
tion contralateral to the microinjection’s site, increasing gradually
along time post-injection. Moreover, contralateral fore and hindlimb
crawling, and contralateral rotational movements were also observed.
On the other hand, dopamine levels decreased after 7 and 30 days
post-injection.
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ristica aumentaba progresivamente; ademas, arrastraban las patas
delanteray trasera, contralaterales y tenian movimientos de giro del
lado contralateral. Al hacer la cuantificacion de dopamina se observo

CONCLUSION

decremento significativo en la concentracion de este neurotrasmisor

alos 7 y 30 dias de la microinyeccion.

CONCLUSIONES

La inyeccion de hierro dextrano acelera el proceso de peroxidacion
y éste, a su vez, provoca los sintomas progresivos de la enfermedad

de Parkinson.

Palabras clave:

enfermedad de Parkinson, sustancia nigra
compacta, dopamina, hierro dextrano.

Antecedentes

La enfermedad de Parkinson es un
trastorno neurodegenerativo de los gan-
glios basales que evoluciona hasta dejar
al paciente incapacitado para realizar
movimientos voluntarios. La padece
aproximadamente 1% de la poblacion
después de los 55 afios de edad. Prime-
ro se detecta ligero temblor en una o
varias extremidades, rigidez muscular,
anomalias posturales y bradicinesia.
Estos sintomas se pueden acompanar de
pérdida del apetito y, subsiguientemente,
pérdida de peso, depresion, disminucion
de la capacidad intelectual y disfunciones
autonomas. La gravedad de los sintomas
puede aumentar en el transcurso de 10 a
15 afios, hasta reducir al paciente a un
estado de completa acinesia y demen-
cia.'?

La enfermedad de Parkinson se dis-
tingue por disminucion de dopamina en
el cuerpo estriado como resultado de la
pérdida neuronal en la sustancia nigra
compacta. La disminucion de dopamina
tiene como consecuencia la degeneracion
de las vias dopaminérgicas nigroestria-
tales. Se conoce muy poco acerca de la
causa de muerte de las células dopami-
nérgicas o del mecanismo mediante el
cual se degeneran. Una hipotesis con la
cual se ha tratado de explicar el origen de
la enfermedad de Parkinson es a través de
compuestos toxicos exogenos o endoge-
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nos del cuerpo, a corto y largo plazo, en
la funcion neuronal. El incremento de las
concentraciones de hierro es un cataliza-
dor potencial de la reaccion de radicales
libres. Se propuso que la acumulacion
patologica de hierro en la enfermedad
de Parkinson puede provocar incremento
del estrés oxidante con la acumulacion de
radicales libres y la peroxidacion lipidica
subsiguiente.’* Uno de los factores endo-
genos que participa en la generacion de
radicales libres es la concentracion alta
de dopamina en las neuronas nigroestria-
les. Por cada mol de dopamina oxidada
por monoamino oxidasa se genera un
mol de peréoxido de hidrégeno, el cual
puede dafiar directamente al tejido o in-
crementar la produccion de radicales de
oxigeno. Estos procesos son favorecidos
por las concentraciones bajas de enzimas
antioxidantes como la glutation peroxi-
dasa, superdxido dismutasa y catalasa,
las cuales se encuentran en el sistema
nervioso central.

El perdxido de hidrégeno, a pesar
de no ser en si mismo un radical, es de
vital importancia, ya que con los metales
de transicion Cu+ o Fe?+ provoca la re-
accion de Fenton con la produccion del
radical hidroxilo. Asi, el estrés oxidante
puede incrementarse por la presencia de
estos metales.

Otra manera de formacion de radi-
cales libres es a través de la sintesis de

The D Fe injection accelerated the peroxydation mechanisms, leading
to a progressive development of Parkinson's disease.

Key words:

Parkinson’s disease, sustantia nigra com-
pacta, dopamine, dextran ferrum.

neuromelanina en las neuronas dopami-
nérgicas del mesencéfalo.”!°

Sengstock y sus colaboradores!!
trabajaron con infusiones de cloruro de
hierro en la sustancia nigra a diferentes
concentraciones: baja (2.5 mm), media
(4.2 mm) y alta (6.3 6 12.6 mm). Encon-
traron disminucion en la concentracion
de dopamina y sus metabolitos (DOPAC
y HVA) en el cuerpo estriado a los dos
meses postinfusion, ademas de muerte
celular en la zona a partir de la concen-
tracion media. Estos mismos autores,
al inyectar hierro en concentraciones
de 1.25 6 2.10 nmoles, y al medir la
concentracion de dopamina y sus me-
tabolitos a los dos, cuatro y seis meses,
encontraron disminucion de dopamina y
sus metabolitos.'?

El propdsito de este trabajo es es-
tablecer un modelo experimental de la
enfermedad de Parkinson con hierro
dextrano, que se manifiesta de manera
progresiva neuroquimica y conduc-
tualmente, y distinguir los efectos con-
ductuales y neuroquimicos después de
inyectar 1 pL de hierro dextrano en la
sustancia nigra compacta.

Material y métodos

Se utilizaron 40 ratas macho de la cepa
Wistar con peso de 260 a 310 g; se man-
tuvieron en cajas estandar de bioterio
con libre acceso a comida y agua, y se
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formaron tres grupos: el control (n = 8),
otro al que se le inyecto 1 pL de solucion
salina (n = 16) y al ultimo se le inyecto
1 pL de hierro dextrano (n = 16) en la
sustancia nigra compacta derecha con
una micropipeta de 10 um de grosor. La
microinyeccion se realizé con anestesia
con pentobarbital sodico (50 mg/kg de
peso), con las siguientes coordenadas
estereotaxicas: antero posterior = 3.7,
lateral = 2.0 y profundidad = 2.5. Se
tomo como referencia la linea interaural
de acuerdo con el atlas de Paxinos y Wat-
son." Los animales fueron decapitados
para extraer el cuerpo estriado ipsilateral
y contralateral a la microinyeccion (se-
gun la técnica de Glowinski e Iversen),'*
alos 7 (n=8)y 30 (n = 8) dias después
de la microinyeccion, con el proposito
de cuantificar el contenido de dopamina.
Se peso el tejido y, posteriormente, se
homogeneizé a 14,000 rpm durante 13
minutos. El sobrenadante se inyectd aun
cromatografo de liquidos de alta resolu-
cion (HPLC Perkin Elmer modelo 1020)
y se cuantificd con un detector electro-
quimico con potencial de oxidacion de
0.600 volts vs un electrodo de referencia
Ag/AgCl. Los datos neuroquimicos se
compararon con el grupo control y el de
solucion salina, mediante un analisis de
variancia para un diseflo completamente
al azar de dos factores. Cuando tenian
diferencias significativas (p < 0.01) se
aplicaba la prueba de comparacion de
medias Tukey con p <0.01.

Los grupos de 30 dias con la mi-
croinyeccion de solucion salina (n = 8)
y dextrano (n = 8) sirvieron para evaluar
la respuesta motora, la cual consistié en
observar la postura general (posicion
de la cabeza y cuerpo), la fuerza de las
extremidades (resistencia de oposicion
al estiramiento pasivo) y la colocacion
de las extremidades (la rata era levan-
tada de la cola y se observd la posicion
de las extremidades traseras, ya que el
estiramiento hacia afuera es normal y si
se desviaban hacia atras mas de 45 gra-
dos y tendian a mantenerlas pegadas al

cuerpo se consideraba anormal). A cada
conducta se le asignd una calificacion
de 0 a 5 puntos, la cual iba de normal a
alteracion grave. Al final de cada sesion
se sumo el puntaje obtenido y la evalua-
cion se realizd cada tercer dia durante
un mes. Los resultados se compararon
estadisticamente con la prueba de lat de
Student con p < 0.01.

Resultados
Parametros conductuales

Como parte de la conducta, los animales
manifestaron, el primer dia después de la
microinyeccion con dextrano, inclinacion
lateral de la cabeza, mientras que las ratas
que se inyectaron con solucion salina no
tuvieron esta conducta. La fuerza de las
extremidades se calific6 como de débil
a moderada en 100% de estos animales
con FID (Escala de Fuerza Izquierda o
Derecha), mientras que en el grupo de
solucion salina fue calificado de mode-
rada a fuerte. Las ratas, al ser levantadas
por la cola, tenian tendencia a pegar las
extremidades y doblarlas al cuerpo en los
animales con 1 mg de hierro dextrano y
las ratas que recibieron solucién salina
las mantenian hacia fuera y estiradas;
esta conducta es calificada como normal.
Un comportamiento que se observo en
los animales con dextrano fue que tenian
movimientos de giro del lado contralate-
ral de la microinyeccion. En el cuadro 1
se muestran las conductas que denotan
diferencias entre ambos grupos.

Al realizar la suma de calificaciones
asignadas a cada conducta por dia se
observd que las ratas inyectadas con
dextrano mostraron puntajes promedio
de 4.016, mientras que los animales con
solucion salina tuvieron valores promedio
de 0.712; la diferencia fue significativa al
comparar ambos grupos (figura 1).

Neuroquimica

Al hacer la cuantificacion de dopamina en
el cuerpo estriado ipsilateral y contralate-
ral, y al compararla entre ellos por grupo,
no mostré diferencias significativas. Al
comparar los datos del grupo de solucion
salina y el de dextrano en los diferentes
dias de sacrificio con los datos del grupo
control y el grupo de solucion salina se
observd decremento significativo en la
concentracion de dopamina en los grupos
que recibieron dextrano a los 7 y 30 dias
después de la microinyeccion (figura 2).

Discusion

En este trabajo se encontré que al reali-
zar la microinyeccion de dextrano hubo
alteraciones motoras y disminucién de la
concentracion de dopamina en el cuerpo
estriado, en contraste con el grupo al que
solo se le administré solucion salina.
Por lo tanto, la sola introduccién de la
micropipeta no produjo dafio. En los
modelos quirurgicos, para provocar la
enfermedad de Parkinson se necesitan
grandes extensiones de lesion para en-
contrar alteraciones.’> Por este motivo,

(solucion salina y hierro dextrano)

Conducta

Inclinacion lateral de No
la cabeza

Fuerza de las extre-
midades

Colocacion de las ex-
tremidades

Cuadro 1. Conductas observadas que tienen diferencia entre los dos grupos

Solucién
salina

Moderado-fuerte

Posicion afuera
estiradas

Hierro dextrano

Si

Débil-moderado

Desviacion de 90°
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Figura 1. Promedio de los puntajes obtenidos después de la valoracion motora a los 30 dias de la
administracion de solucién salina y hierro dextrano. Las barras muestran la media + error estdndar; la
barra blanca (solucién salina) y la barra azul (hierro dextrano) tienen diferencias significativas entre
los dos grupos. Se aplicé la prueba de la t de Student. *p < 0.001.

se cree que los efectos encontrados en
los grupos a los que se les inyectd dex-
trano se deben al incremento de hierro
en la sustancia nigra compacta, lo cual
favorece la produccion de radicales li-
bres y, con ello, el dafio a las neuronas
dopaminérgicas y a sus conexiones con
otros grupos neuronales. Los estudios

2.5 4

mcg/g tejido

0.5 A

post mortem revelan que los cerebros de
pacientes con enfermedad de Parkinson
contienen hierro en cantidades significa-
tivamente altas en comparacion con los
cerebros de adultos sin ninguna afeccion
neurologica.'® Ademas, tienen bajas
concentraciones de enzimas antioxidan-
tes como la glutation peroxidasa.!”

30 7 30

Dias
Figura 2. Concentracion promedio de dopamina en el cuerpo estriado. La barras muestran la media +
error estandar; la blanca es la de control, las verdes son para solucién salina (7 y 30 dias) y las azules
de hierro dextrano (7 y 30 dfas). Se aplicé un ANOVA con *p < 0.001 y la prueba de Tukey con dife-

rencias significativas (*p < 0.001).
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Este estudio coincide con lo reporta-
do por el grupo de Sengstock y col.!12
y el de Sziréki y col.” Ambos inyectaron
cloruro de hierro y citrato ferroso en la
sustancia nigra y encontraron disminu-
cién de dopamina y sus metabolitos a
los dos, cuatro y seis meses en el cuerpo
estriado y a los siete dias después a la
microinyeccion.

Muntané y sus colaboradores'® ad-
ministraron dextrano subcutineamente
durante el tratamiento para inflamacion y
obtuvieron incremento en la produccion
del anién superdxido y peroxidacion
lipidica.

Los efectos neuroquimicos que se
encontraron pueden explicarse por el
proceso de estrés oxidante al reaccionar
el hierro inyectado con el peroxido de hi-
drogeno que se encuentra en la sustancia
nigra como producto de la degradacion
de la dopamina por la MAO B,y
genera la formacion de radicales libres y
la subsiguiente peroxidacion lipidica que
dafia las neuronas dopaminérgica de la
sustancia nigra y, con esto, la disminu-
cién de las concentraciones de dopamina
en el cuerpo estriado.

La enfermedad de Parkinson se dis-
tingue por la degeneracion progresiva
de neuronas dopaminérgicas; hasta la
fecha se desconoce la causa de esta
degeneracion. Una hipoétesis del origen
de la enfermedad de Parkinson es en
relacién con la produccion de radicales
libres y la incapacidad de las enzimas
antioxidantes para mantener las concen-
traciones normales de radicales*®72!-2
y de enzimas antioxidantes, como la
glutation peroxidasa.

Cuando se compararon los datos
ipsilateral y contralateral del mismo
grupo no se encontraron diferencias
significativas en el grupo de 7 y 30
dias con hierro dextrano, lo cual puede
explicarse por los efectos de compensa-
cion que ocurren en el cuerpo estriado,
que incluyen adaptaciones neuroqui-
micas de las neuronas dopaminérgicas
remanentes, capaces de mantener la
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funcion que normalmente mantiene la
via nigroestriatal completa.*?* Este me-
canismo se manifiesta en los primeros
siete dias y el efecto se mantiene para
el grupo de 30 dias.

El efecto progresivo después de
la microinyeccién se mantiene neuro-
quimica y conductualmente al menos
hasta los 30 dias. Esto no sucede con
los modelos farmacologicos de la en-
fermedad de Parkinson, en los cuales
se han utilizado inhibidores de las
catecolaminas (alfa-metiltirosina) o
antagonistas de la dopamina (haloperi-
dol), con los cuales sucede la inhibicion
dopaminérgica, que reproduce rigidez,
incluyendo sedacion y acinesia.?** En
modelos de la enfermedad de Parkinson,
donde se utilizaron dos neurotoxinas,
1-metil-4-fenil-1, 2, 5,6-tetrahidropi-
ridina (MPTP) y 6-hidroxidopamina
(toxinas que actuan especificamente en
las neuronas catecolaminérgicas y que
provocan acinesia, catalepsia, déficit en
la integracion sensoriomotora y pérdida
de conducta motivada, como comer y
beber), los efectos pueden ser revertidos
de 10 a 20 minutos por la administracion
de agonistas de la dopamina (1-dopa y
apomorfina).??’

Se puede concluir que la microinyec-
cioén de 1 pL de hierro dextrano acelera
los procesos de peroxidacion y provoca
disminucion progresiva de la concentra-
cion de dopamina y alteraciones motoras
similares a las que suceden en la enfer-
medad de Parkinson.
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