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Abreviaturas

NGB: Neuroglobina

CGB: Citoglobina

HB: Hemoglobina

MB: Mioglobina

SNC: Sistema Nervioso Central

EP: Enfermedad de Parkinson
SN: Sustancia Negra (latin: Nigra)
Cyt c: Citocromo ¢

LDH: Lactato Deshidrogenasa
DA: Neuronas dopaminérgicas
VTA: Area tegmental ventral
WMH: Sustancia blanca

PPN: Nucleo pedunculopontino
CnF: Cuneiforme

STN: Nucleo subtalamico

DTI: Imégenes de tensor de difusion

aSyn: a-sinucleina



Resumen

La Neuroglobina (NGB) es una proteina que tuvo un reciente descubrimiento, a la
cual se le han atribuido funciones antiapoptoticas y antioxidantes. Aunado a esto,
se ha visto que un exceso de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno y
apoptosis son procesos relacionados en el desencadenamiento de enfermedades
neurodegenerativas, sin embargo, se desconoce la presencia de esta proteina en

estas patologias.

Especificamente en la enfermedad de Parkinson, no hay estudios que muestre un
patron de la presencia de esta proteina cuando esta presente la enfermedad, siendo
importante por ser el principal trastorno de movimiento, afectando a millones de
personas a nivel mundial. Por tanto, en el presente trabajo se investigo la presencia

de la Neuroglobina en un modelo murino de la enfermedad de Parkinson.

Los experimentos mostraron que hay una tendencia de mayor presencia de NGB
cuando esta presente la enfermedad de Parkinson en un modelo murino agudo. En
este estudio se describe el primer patron de presencia de NGB en la enfermedad

de Parkinson.



1. Marco Teérico

1.1 Neuroglobina

La Neuroglobina (NGB) es una globina con capacidad de unién al oxigeno cuya
presencia en tejidos nerviosos fue demostrada en el afio 2000 por Burmester et al
(2); quien la identific6 a través de homologias de secuencias genémicas (1). Se
encontré al mismo tiempo que la citoglobina (CGB) en humanos, y mas tarde en
otras especies animales, lo que sugiere una amplia distribucion entre los
vertebrados. El analisis filogenético indica que NGB puede tener un origen evolutivo

comun a las globinas de invertebrados (2).

Desde su descubrimiento, se ha demostrado que la NGB tiene una funcién esencial
y conservada en los vertebrados con el consiguiente papel neuroprotector. NGB es
un miembro de la superfamilia de las globinas y se expresa predominantemente en

neuronas del sistema nervioso central y periférico (3).

1.2 Estructura y cinética de neuroglobina

La neuroglobina (NGB), es una hemoproteina con un peso molecular de 17 kDa (4)
conformada por 150 a 160 residuos de aminoacidos (5). Es una globina
monomeérica estructuralmente similar a la mioglobina y a las cadenas a y 3 de la
hemoglobina (Véase Figura 1); sin embargo, su atomo de hierro se encuentra
hexacoordinado por lo que la union del ligando al centro del metal requiere de la
disociacion del enlace distal His (E7) 64-Fe (6).



Figura 1. Estructura cristalina de la Neuroglobina humana mostrando el grupo hemo
(rojo) y las cadenas laterales de histidina unidas al hierro (azul). Se indica la histidina

64 parcialmente disociada. Imagen retomada de Brittain (7).

Las caracterizaciones bioquimicas y biofisicas de NGB han sido estudiadas por
varios autores (8) (9) (10) , desde su descubrimiento. NGB tiene algunas similitudes
con hemoglobina (HB) y mioglobina (MB) que incluyen el efecto acido y alcalino de
Bohr en la afinidad por el oxigeno, medida por el valor de p50, es decir, la presion
parcial de oxigeno requerida para saturar el 50% de los sitios de union de proteinas,

es similar a la de MB (11).

NGB presenta una elevada estabilidad y su temperatura de fusion es de 100°C (12).
Otra caracteristica peculiar de NGB es la velocidad de autoxidacidon, ya que a
temperatura ambiente y en presencia de oxigeno, a diferencia de las otras globinas,

el equilibrio de NGB cambia al estado férrico (10).

1.3 Genética de neuroglobina

Actualmente hay un namero limitado de secuencias completas en bases de datos
para NGB de diferentes especies, entre ellas humano, ratones, peces y rata (13).
NGB es una proteina particularmente conservada; en ratones y humanos difiere

s6lo en 6% de las posiciones de aminoacidos (13). La comparacion de NGB humana



con MB o HB de vertebrados muestra menos de un 25% de identidad de secuencia
(1). En promedio, las tasas de sustitucion de aminoacidos son tres a cuatro veces

inferiores a las de la hemoglobina y mioglobina de vertebrados (14) (8).

Ademas, se ha encontrado que la estructura de NGB coincide con la estructura
normal tridimensional de las globinas, ya que mide entre 150 y 160 aminoécidos, y
es muy raro encontrar alteraciones en la secuencia. Los grupos hemo y los extremos
de union a ligando, histidinas proximal y distal PheB10, PheCD1, TyrCD3, ValE1ll,
LeuF4, ValFG1, ValFG3, y PheG5 se encuentran invariablemente (8). Setenta
aminoacidos estan estrictamente conservados entre las NGBs conocidas que
corresponde al 46,4% de las posiciones. La NGB ha resistido los cambios

producidos por evolucion (15).

NGB tiene 5 exones y 4 intrones. Las regiones codificantes de los genes NGB de
mamiferos y peces llevan tres intrones colocados en B12.2 (es decir, entre las
posiciones 2 y 3 del coddn del 12° aminoacido del alpha - hélice B), E11.0 y G7.0
(16). NGB comparte solo el 25% de la secuencia de aminoécidos con las
hemoglobinas y mioglobinas de los invertebrados pero se asemeja a algunas
globinas especificas del sistema nervioso de los vertebrados, lo que sugiere que

NGB deriva de una rama arcaica de las globinas de metazoarios (15).

1.4 Funciones de la neuroglobina

Mientras que NGB comparte una afinidad intrinseca por gases diatbmicos de bajo
peso molecular de manera similar a otras globinas, el nivel relativamente bajo de
expresion de NGB en las neuronas cerebrales limita su potencial para funcionar
como un depdésito de oxigeno, especialmente durante periodos de isquemia aguda
(17). Se han realizado estudios in vitro que han sugerido el papel neuroprotector de
NGB debido a su capacidad de captar especies reactivas de oxigeno (ROS) y
nitrégeno (RNS). Sin embargo, otros estudios han propuesto que NGB es parte de
una cadena de sefializacién que transmite el estado redox de la célula que protege

contra el estrés oxidativo o que inhibe la apoptosis (17).
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Varios estudios estan intentando identificar como NGB actuaria como un
detoxificador de los radicales libres producidos en reacciones redox, como
Wakasugi et al. (18), Herold et al. (19), Burmester et al. (3). Se sabe que la NGB
puede reaccionar con especies reactivas de oxigeno (ROS) como peréxido de
hidrégeno, superoxido; y especies reactivas de nitrégeno (RNS), principalmente con
peroxido de nitrito de manera similar a la HB (5). Sin embargo, debido a su
hexacoordinacién, el hierro en NGB esta protegido contra cambios electronicos y
consecuentemente, a diferencia de HB, NGB no entra en el estado de ferryl (Fe 4+)
(5). De acuerdo a esto, el mecanismo por el cual se ha observado el papel
antioxidante que desempefia NGB, es por una disminucion de la formacion de

radicales libres en su presencia (5).

NGB es una molécula con propiedades antioxidantes, ya que tiene muy poca
afinidad por el oxigeno y las especies oxigenadas son inestables, por lo tanto, no
proporciona una fuente estable de oxigeno (20). De hecho, se reconoce que uno de
los papeles de NGB es basicamente su afinidad por Oxido Nitrico (NO)(20, 21) y
esta accidon puede estar relacionada con la unién de este ligando gaseoso (21).
Ademas, se ha demostrado que NGB actua como un eliminador de ROS y RNS en
diferentes modelos animales (4, 22), aunque su actividad antioxidante es menor que
la de N-acetilcisteina, glutation y vitamina C (23). En células, la hipoxia no sélo
denota un bajo nivel de oxigeno sino también presencia de ROS y RNS. El papel
protector de NGB durante la hipoxia / isquemia puede por lo tanto relacionarse con
la neutralizacion de tales especies oxidantes reactivas que son la causa principal

del dafio celular (23).

El conocido 6xido nitrico (NO) es un mensajero celular cerebral producido por la
isoforma neuronal de éxido nitrico sintasa (23). Después de un periodo de hipoxia,
el nivel de NO aumenta de rango nanomolar a micromolar, debido a la afluencia de
Caz*" (20). Otras especies reactivas oxidantes incluyendo superoxido también se
vuelven més abundantes durante la hipoxia (20). Un importante destino del NO
producido durante la hipoxia es su reacciébn con el superdxido, formando

peroxinitrito (ONOQ7), cuyo papel en el dafo celular ha sido reconocido, causando
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dafio en ADN y proteinas (22). Se ha demostrado que en la forma Fe2 + 7NO, NGB
reacciona mas rapidamente con peroxinitrito que la HB (24). Esta propiedad puede
proteger a las neuronas y contribuir a su supervivencia después de episodios de
hipoxia. Ademas, a diferencia de HB y MB, la reaccion de metaneuroglobina (Fe3
+) con peroxinitrito o perdxido de hidrégeno no parece generar especies citotoxicas
de ferryl (Fe4 +), otra caracteristica que puede contribuir a la supervivencia celular
(21). NGB tiene también interacciones con muchas proteinas relacionadas con los

antioxidantes como Cyt ¢ (Transportador electrénico mitocondrial), entre otros(24).

Los mamiferos acuaticos como ballenas y focas (25) resisten condiciones de hipoxia
severa sin dafio y son modelos Unicos para investigar mecanismos
neuroprotectores. La comparacion de la secuencia de la proteina NGB entre los
mamiferos terrestres y acuaticos revelo diferencias menores en su secuencia, solo
dos o tres aminoacidos, lo que no confiere diferencias funcionales entre ambos
grupos (25). Sin embargo, los niveles de expresiéon de ARNm de NGB fueron 4-15
veces mas altos en el cerebro de focas y ballenas que en los de mamiferos
terrestres, lo que sugiere que niveles mas altos de NGB en mamiferos acuaticos
pueden ser un mecanismo neuroprotector contra la hipoxia cerebral y la produccion
de ROS (especies reactivas de oxigeno)(25). De manera similar, en un estudio de
comportamiento en ratones transgénicos que sobre expresan NGB bajo normoxia e
hipoxia, se demostr6 que NGB promueve la supervivencia in vivo y puede
desempeiiar un papel importante para contrarrestar los efectos adversos de un

accidente cerebrovascular isquémico-hipéxico(26).

Al principio, se sugiri6 que NGB tenia un papel similar al de MB, en neuronas. En
este caso actuaria como un reservorio de oxigeno liberdndolo y manteniendo la
concentracion de oxigeno en la cadena de transferencia de electrones en
situaciones estresantes como la hipoxia (11). Dado que el valor de p50 (presion
parcial a la que estan oxigenados el 50% de los sitios) medido para NGB es similar
al de MB, esta hipétesis parecia plausible, sin embargo, la baja concentracion de la
proteina en el cerebro (~ 1 uM) junto con la alta tasa de autoxidacion descarto esta

idea (14). Estudios sobre la autoxidacién de NGB han demostrado que la afinidad
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del oxigeno es mucho menor que la encontrada para MB (11).Los estudios en
humanos han correlacionado los polimorfismos genéticos del NGB con la
susceptibilidad a la neurodegeneracion. Uno de estos estudios demostré que la
disminucién de la expresién de NGB en los ancianos se asocia con un mayor riesgo
de padecer Enfermedad de Alzheimer (AD) (23). En otro estudio preclinico usando
ratones transgénicos, se encontré que la inyeccion intracerebroventricular de NGB
disminuyd la formacion de péptidos AR, disfuncidon mitocondrial, apoptosis y muerte
neuronal (27). Ademas, otros ensayos sugirieron que los efectos neuroprotectores
de NGB implicaban la inhibicién de la caspasa-3 y 9, la activacién de la via PI3K /
Akt (23) vy la eliminacion de agregados de proteinas (27). Algunas funciones
antiapoptoticas han sido atribuidas a NGB, ya que se ha observado que actua sobre
mecanismos mitocondriales relacionados con la formacion del apoptosoma (3).El
proceso de apoptosis es complejo. Algunos estudios utilizaron modelos
computacionales para determinar el mecanismo de NGB en la muerte celular (28).
Por ejemplo, los datos obtenidos mediante el modelado computacional sugieren que
la NGB reduce la formacion del apoptosoma mediante una reaccion redox con el
Cyt c, causando el bloqueo de la activaciébn del iniciador pro-caspasa 9 y
blogueando asi significativamente el desencadenamiento de la apoptosis (29). En
el mismo estudio (28), los autores simularon la interaccion entre NGB y Cyt c y
validaron sus resultados utilizando un estudio in vitro. También encontraron una
reaccion muy rapida entre la neuroglobina reducida (ferrosa) y el citocromo (férrico)
oxidado (23) lo que sugiere que la NGB podria afectar la iniciacion de la apoptosis
al interactuar con el Cyt ¢ (23). Por lo tanto, NGB puede ser considerada como un
objetivo potencial para disminuir dafio neuronal, y su expresion mejorada después
de una lesion cerebral probablemente refleja mecanismos enddégenos de

neuroproteccién (23).

La NGB esta regulada positivamente por compuestos farmacologicos, tales como
moléculas estrogénicas y androgénicas, como la testosterona (30). La
sobreexpresion de NGB por terapia génica o su induccion farmacoldgica puede
representar un enfoque terapéutico potencial para el tratamiento de lesion cerebral

traumatica o patologias neurodegenerativas (23).
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1.5 Distribucion Neuroanatémica de neuroglobina

NGB se expresa principalmente en condiciones hipéxicas por isquemia en el
sistema nervioso central y periférico (24). Sin embargo, la concentracion molecular
varia dependiendo del tejido. En las células retinianas, donde existe una alta
demanda de oxigeno, las concentraciones de NGB pueden ser hasta 100 veces

superiores que en las neuronas (31).

En el SNC (Sistema Nervioso Central), NGB se expresa predominantemente en
neuronas (16). Aunque la gran mayoria de las pruebas hasta la fecha sugieren una
amplia expresion de mRNA y la proteina en neuronas de diferentes regiones
cerebrales, la expresion parece ser sustancialmente diferente a nivel regional y
celular (31). La NGB en humanos, esta altamente expresada en hipotalamo,
particularmente en el area hipotalamica anterior y lateral (region mamilar), nucleo
paraventricular y nucleo arcuato; en nudcleo hipotaldmico dorsomedial y éarea
preoptica; nucleo tegmental laterodorsal y pontino y en nlcleo amigdaloide medial

basomedial y posterodorsal anterior (32).

En cerebro total, la NGB se ha encontrado en diferentes regiones incluyendo
corteza, talamo, cerebelo, hipocampo e hipotalamo (33). Estas éareas son
importantes en el procesamiento de las sensaciones, la memoria y el aprendizaje,
y son a menudo afectadas en choque hipéxico e isquémico, o lesiones traumaticas
(23).

NGB no sélo se expresa en el sistema nervioso sino también en retina, intestino y
ovario; sin embargo, no se ha detectado ninguna expresion en higado, rifidn,

corazén o musculo esquelético (23).

También se ha encontrado expresiéon de NGB en cultivo de astrocitos cerebrales
(34) y astrocitos reactivos inducidos por lesion cerebral traumatica, malaria y
encefalitis autoinmune experimental (34, 35). En estos trastornos del SNC se han
encontrado astrocitos NGB positivos en regiones dafiadas y cicatriz astroglial (34).
Sub-celularmente, NGB se expresa principalmente en citoplasma de astrocitos; sin

embargo, la NGB no se detecta en astrocitos post-accidente cerebrovascular (36).
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NGB también esta presente en liquido cefalorraquideo de pacientes que sufren
dolor crénico regional o sistémico (35) y células tumorales de glioblastoma (37).
Aunado a la expresion y gran importancia que se le ha atribuido a la NGB en el SNC,
se ha visto la vital importancia de indagar en cuanto a su expresion y funciones en
los trastornos cerebrales o bien enfermedades neurodegenerativas, como la

enfermedad de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP), entre otras (23).

A continuacion, se muestran mapas de cortes coronales de cerebro de rata en los
gue se presentan las principales areas neuroanatémicas que expresan NGB (33)
(38) (Figura 2):

A B

T‘-‘ y ' - Figur I ¢} /s(*’ j S - Figure 9

N @ gD @

Interaural 6.60 mn : Bregma -2.40 mr

eraural 12.72 o
Interaural 12.72 mm Bregma 3.72 mm

Figura 2. Mapas de corte coronal en cerebro de rata (Bregma: A)-2.40 mm; B)
3.72 mm). Se pueden identificar las zonas cerebrales donde se encuentra NGB,
sefialadas en rojo: A) Hipocampo (1), Hipotalamo (2), Cuerpo estriado (3) y B)

Corteza prefrontal (4). Figura tomada y modificada de Paxinos (38).

1.6 Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es una de las enfermedades neurodegenerativas
mas comunes Yy afecta a alrededor del 1% de la poblacién mayor de 60 afios (39).
La enfermedad de Parkinson es un trastorno neurodegenerativo cronico
caracterizado por alteraciones motrices que incluyen movimientos voluntarios
lentos, temblores en reposo, rigidez muscular y deterioro de la marcha y equilibrio
(40).
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Este trastorno neurodegenerativo progresivo es causado principalmente por la
pérdida de células dopaminérgicas en la sustancia nigra (SN) (41). Sin embargo, se
ha aceptado ampliamente que las etapas tempranas de esta patologia se relacionan
con problemas del tronco encefalico, seguido mas tarde por una deposicion de a-

sinucleina a través de la corteza cerebral (42, 43).

La alfa sinucleina es una proteina presinaptica que puede ubicarse de manera
soluble en el citosol o unida a membranas (44). Se ha vinculado con plasticidad
sindptica y transporte vesicular intraneuronal, asi como con la liberacion y
recaptacion de dopamina (neurotransmisor catecolaminérgico que participa en la
regulaciéon de diversas funciones como la conducta motora, emotividad y afectividad
(44). Mutaciones en alfa sinucleina causadas por estrés oxidativo, agregados de
nitritos, presencia de metales pesados y diversos toxicos aumentan su
concentracion intracelular y consecuentemente empieza a agregarse en forma
fibrilar en el soma de neuronas vulnerables, formando inclusiones denominadas
cuerpos de Lewy (45) (46). Los cuerpos de Lewy conllevan a la disfuncién neuronal
presente en la EP, favoreciendo el aumento en la vulnerabilidad al estrés oxidativo
y en ultimo término a la aparicion de apoptosis (47). En etapas mas avanzadas, la
EP prosigue con la pérdida selectiva de neuronas dopaminérgicas de la sustancia
nigra pars compacta del mesencéfalo ventral(48, 49). La neurodegeneracién que
se acompafa de la pérdida de neuronas pigmentarias de neuromelanina que
conduce a la despigmentacion del area (50, 51). La pérdida de neuronas
dopaminérgicas nigrales, por consiguiente, da lugar a la deplecién de dopamina en
el estriado y genera una amplia gama de disfunciones motoras (52). La EP también
se asocia con sintomas no motores y no dopaminérgicos que se extienden mas alla
de la ruta dopaminérgica nigroestriatal y a menudo ocurren afios o incluso décadas

antes del diagndstico clinico (52).

Segun un estudio realizado por Kleinknecht et al.(53) la NGB humana mostré un
efecto protector contra la formacion de agregados de alfa sinucleina en levaduras y
en células de mamiferos (53). La expresion de NGB redujo el numero de células

con agregados casi dos veces en comparacion con el control, asi como el nUmero
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de agregados por célula (53). Kleinknecht et al.(54) realizaron mediciones de lactato
deshidrogenasa (LDH) para determinar si existe un efecto de neuroglobina sobre la
toxicidad celular, ya que la liberacién de LDH en el medio de cultivo celular es un
indicador de dafios de la membrana plasmatica y se utiliza como marcador de
citotoxicidad (53). Las mediciones de LDH fueron similares para todas las células
del ensayo y apoyan que NGB actia como supresor de la agregacion de alfa-

sinucleina sin causar citotoxicidad significativa (53).

1.7 Areas neuroanatémicas afectadas

Como se menciond anteriormente, la EP es una enfermedad neurodegenerativa
caracterizada por la pérdida de neuronas dopaminérgicas (DA) en las vias

nigroestriatal y mesolimbica, incluyendo el area tegmental ventral (VTA).

En un estudio realizado por Apostolova et al.(54), se analizaron estructuras
cerebrales en individuos normales e individuos con EP, y utilizando cartografia de
distancia radial, estudiaron las diferencias estructurales y volumétricas 3D entre los
hipocampos, caudados y ventriculos laterales, encontrando que no existen
diferencias hipocampales y el deterioro cognitivo de la EP se asocia con la atrofia
caudada anterior y la ampliacion ventricular (54). La hipertrofia ventricular, la atrofia
del hipocampo y la hiperintensidad de la sustancia blanca (25) se observan
comunmente en EP y se han asociado con el deterioro cognitivo (55). Ademas,
segun un estudio realizado por Breen et al.(44), el volumen del hipotdlamo se reduce
en individuos con EP en comparacion con individuos control, encontrando también
gue los niveles de melatonina se asocian significativamente con el volumen relativo

de materia gris hipotaldmica en el grupo EP.

Varios estudios han demostrado que las neuronas colinérgicas del nudcleo
pedunculopontino (PPN) degeneran en la EP(56) (57) (58) (59). Los nucleos
pedunculopontino (PPN), subcuneiforme y cuneiforme (CnF) comprenden la region
locomotora mesenceféalica (MLR) (57). Esta es una region funcional desde la cual la

estimulacioén eléctrica induce locomocion coordinada en mamiferos descerebrados.
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El PPN proyecta y recibe proyecciones del nucleo subtalamico (STN), globo palido
interno y sustancia nigra pars reticulata y compacta (57). Ademas, tiene conexiones
aferentes y eferentes con cerebelo, tdlamo, corteza cerebral y médula espinal (57).
Las evidencias crecientes sugieren que el PPN es crucial en el desarrollo de
trastornos de la marcha y el equilibrio: la manipulacion experimental del PPN en
mamiferos pone de manifiesto su participacion en la postura y locomocién (58).
Nutt et al.(58) demostraron recientemente que la lesion de las neuronas colinérgicas

en PPN en monos fue suficiente para inducir trastornos de la marcha y del equilibrio.

Nagae et al. (60) investigaron cambios microestructurales dentro de los ganglios
basales en pacientes con EP utilizando imagenes de tensor de difusion
‘DTI’(método para caracterizar cambios o diferencias microestructurales en
neuropatologias). Se puede utilizar una imagen de tensor de difusion para mapear
y caracterizar la difusion tridimensional del agua como una funcién de la localizacién
espacial (60). El tensor de difusion describe la magnitud, grado y orientacion de
anisotropia (propiedad del tejido cerebral normal que depende de la direccionalidad
de las moléculas del agua y de la integridad de las fibras de sustancia blanca,
permite obtener imagenes de los tractos y fibras nerviosas ayudando a crear mapas
de conectividad) (61), las cuales se habian reducido dentro de la sustancia nigra y
aumentado en la difusividad media y radial dentro de la sustancia nigra y globus

pallidus en comparacion con controles (60).

De acuerdo a lo anterior, a continuacién (Figura 3), se muestran las areas cerebrales

principalmente afectadas en EP (38, 60):
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Figure £3
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Figura 3. Cortes coronales de cerebro de rata (Bregma: A) -0.72mm; B) -6.00 mm;
C) 3.72 mm). Se pueden identificar las zonas cerebrales que se encuentran
afectadas en EP, sefaladas en verde: A) cuerpo estriado (1), B) Sustancia nigra (2),

y C) Corteza prefrontal (3). Figura tomada y modificada del atlas de Paxinos (38).

Los ganglios basales son un grupo de nucleos subcorticales que controlan los
movimientos voluntarios, se consideran dentro de ellos el nicleo estriado (Putamen
y caudado), globo palido interno y externo, nicleo subtalamico y sustancia nigra
pars compacta y reticulada (62). Los ganglios basales no tienen conexiones directas
con las vias descendientes de la médula espinal (62). En su lugar forman bucles
neurales que se extienden desde la corteza motora hasta el talamo motor y de vuelta
a la corteza. Los bucles se han dividido anatbmicamente en cuatro grupos — motor,
oculomotor, premotor y bucles limbicos- que funcionan en paralelo sin
ramificaciones colaterales (62). Las proyecciones limbicas tienden a la sinapsis en

islas celulares en el caudado conocidas como estriosomas, mientras que los bucles
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motores hacen sinapsis en la matriz homogénea del putamen. Dentro del bucle
motor, la disposicidbn somatotopica de la corteza se preserva a lo largo del circuito.
Estos bucles diferentes parecen controlar movimientos a varios niveles de

complejidad, asi como en diferentes areas anatomicas (62).

Los neurotransmisores primarios dentro de estos bucles son glutamato (principal
neurotransmisor excitador del sistema nervioso, que participa en varios procesos
fisiologicos de importancia, como desarrollo de plasticidad, memoria, aprendizaje,
asi como en varias patologias como epilepsia y Parkinson (63)) y acido y-
aminobutirico (GABA), neurotransmisor inhibidor mas abundante en el sistema
nervioso central (62). Estos bucles contienen vias directas (excitatorias) e indirectas
(inhibitorias) (62). La entrada dopaminérgica (64) en la sustancia nigra pars
compacta parece modelar el equilibrio entre los bucles motores tanto inhibitorios
como excitatorios (62). A continuacion (Figura 4), se muestra la via de sefializacion
afectada en EP (62):

A B

Thalamus Thalamus

Cortex GABA Cortex GABA
* Glutamats #’ Glutamate
* Dopamine ---’v Dopamine

Figura 4. Modelos de la funcion ganglio basal, nacleos subcorticales que controlan
el movimiento voluntario. A) Modelo normal de la funcién ganglio basal; B) Modelo
para la disfuncion ganglio basal en Enfermedad de Parkinson. Gpe= globo palido
externo. Gpi=globo palido interno. STN= nucleo subtalamico. SNc=substantia
nigra pars compacta. SNr=substantia nigra pars reticulada. Figura tomada y
modificada de Burch (62).
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1.8 Neuroglobina y Parkinson

En la actualidad no existen estudios sobre la NGB y su relacion con las
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson. Como se
explicé anteriormente, se han realizado algunas investigaciones (3) (10) (24), que
indagan sobre las propiedades y funciones de esta proteina cerebral, sin embargo,
la informacion todavia es muy limitada y se requiere mas investigacion que podria
ser de gran importancia en cuanto a las enfermedades neurodegenerativas se
refiere dado a las propiedades y funciones que se le han atribuido. La comprension
del papel de la NGB en la enfermedad de Parkinson puede proporcionar los
cimientos para la evaluacion y disefio de nuevos tratamientos para el control de esta
enfermedad, al mismo tiempo que para otras enfermedades neurodegenerativas. A
continuacion, se muestra una correlacion de las areas neuroanatémicas con mayor
distribucion de NGB y afectadas por EP (33) (31) (38) (60)(Figura 5):
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Bregma -6.00 mm

Figura 5. Cortes coronales de cerebro de rata (Bregma: A) -2.40 mm; B) 3.72 mm;
C) -6.00 mm), donde se marcan en verde y rojo las areas con mayor distribucion
de NGB y areas afectadas en Parkinson: A) cuerpo estriado (1); B) Corteza
Prefrontal (2) y C) Sustancia nigra (3). Figuras retomadas y modificadas de
Paxinos (38).
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2. Empleo de modelos animales para el estudio de enfermedades humanas

Los avances cientificos en biologia molecular y la necesidad cada vez mayor de
poner en practica los conocimientos para la identificacion de biomoléculas, han
traido consigo la posibilidad de utilizar animales como modelos en la
experimentacién. Actualmente, hay muchos animales que se utilizan con estos
fines, por ejemplo: ratas y ratones, primates, perros, gatos, porcinos, conejos, entre

otros.

R. norvegicus fue la primera especie de mamifero que se utilizé para la investigacion
cientifica, con trabajos que datan de antes de 1828. La primera colonia reproductora
registrada para ratas se establecio en 1856. La genética de la rata tuvo un comienzo
sorprendentemente temprano. Los primeros estudios de Crampe de 1877 a 1885
se centraron en la herencia del color del pelaje. Después del redescubrimiento de
las leyes de Mendel al final del siglo, Bateson utilizé estos conceptos en 1903 para

demostrar que el color del pelaje de rata es un rasgo mendeliano (65).

La primera cepa de rata endémica, PA, fue establecida por King en 1909. La rata
se convirti6 en el modelo de eleccién para fisiblogos, nutricionistas y otros

investigadores biomédicos (66).

Durante el siglo pasado, el papel de la rata en la medicina se ha transformado como
una herramienta indispensable en medicina experimental y desarrollo de farmacos;
ejemplos de uso de la rata en la investigacion médica humana incluyen cirugia (67),
trasplante (68), cancer (69), diabetes (70), adiccion (71), regeneracion neural (72),
heridas (73), cicatrizacion Osea (74), enfermedades cardiovasculares (75) y
trastornos del movimiento (76). En el desarrollo de farmacos la rata se emplea
rutinariamente tanto para demostrar la eficacia de la actividad terapéutica y evaluar
la toxicidad de nuevos compuestos terapéuticos antes de realizar ensayos clinicos

en humanos (76).

Las ventajas de los ratones y ratas sobre otros animales experimentales incluyen la
posibilidad de manipular informacion genética nueva dentro de la célula y

transmitirla a la linea germinal. Por otro lado, la rata tiene un ciclo reproductivo muy
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corto con tamafio de camadas grandes; es un animal pequefio, manejable,
resistente, bien caracterizado en cuanto a su biologia y por lo tanto muy usado en

el laboratorio (76).

Es una especie que cuenta con muchas cepas consanguineas diferentes. Para la
rata existe un numero abundante de anticuerpos y sondas de Cadn, y se han
construido bibliotecas gendmicas y de Cadn para cada cepa de rata. Es
relativamente barato en comparacién con otros animales experimentales y su
mantenimiento, aun en condiciones de alta seguridad, es relativamente sencillo
(77).

Segun la secuenciacion del genoma de rata que contiene 2.75 millones de pares de
bases, se encontr6 que este es mas pequefio que el genoma humano, que se
conforma por 2.9 mil millones de pares de bases, y ligeramente mayor que el
genoma del raton, pues contiene 2,6 mil millones de pares de bases (78). Sin
embargo, también se ha encontrado que el genoma de rata contiene
aproximadamente el mismo nimero de genes que los genomas humanos y de ratén
(78). Ademas, casi todos los genes humanos conocidos asociados a enfermedades
tienen contraparte en el genoma de la rata y parecen altamente conservados a
traves de la evolucion de los mamiferos, lo que confirma que la rata es un excelente
modelo para muchas areas de la investigacion médica (78). La secuenciacién del
genoma ayuda a los investigadores a identificar mejor las areas cruciales de la
diferencia biolégica entre las ratas y los seres humanos. La comparacion del
genoma humano con los de otros organismos es la herramienta mas poderosa
disponible para comprender los complejos componentes gendmicos involucrados
en la salud humanay la enfermedad (78). Segun Pasupuleti et al. (79), los siguientes

son los beneficios del uso de modelos animales en la investigacion:

1. El uso de animales en la investigacion ha hecho una contribucién sustancial a la

comprension de los procesos bioldgicos

2. Ha sido responsable de muchos descubrimientos biomédicos importantes
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3. Se utiliza en el desarrollo de un gran numero de terapias y tratamientos

preventivos, tales como antibidticos, insulina, vacunas y trasplante de 6rganos.
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3. Planteamiento del problema

La Neuroglobina es una proteina que presenta preferencia por las neuronas del
Sistema Nervioso Central. Se ha visto que esta proteina tiene actividades
antiapoptoticas y antioxidantes cuando existe hipoxia, situacion presente en la
enfermedad de Parkinson, por lo que esta proteina podria estar teniendo un efecto
neuroprotector cuando esta presente este padecimiento. Actualmente, hay pocos
estudios que indaguen a cerca de la presencia de esta proteina en las
enfermedades neurodegenerativas, especificamente, no existen estudios que
demuestren la tendencia de la presencia de NGB en la enfermedad de Parkinson,
donde posiblemente podria estar incrementada. Por esto mismo, se evalud la
presencia de NGB en un modelo murino de la enfermedad de Parkinson, utilizando
la técnica de inmunohistoquimica a través de los anticuerpos anticonejo
neuroglobina y anticonejo biotinilado; anticuerpos nuevos para la identificacion de

la presencia de esta proteina en tejidos.
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4. Justificacion

La neuroglobina es una proteina que recientemente se identificd en el cerebro, a la
cual se le han atribuido funciones neuroprotectoras que podrian ser de gran
relevancia en las enfermedades neurodegenerativas, como la Enfermedad de
Parkinson que actualmente es un problema de salud publica, ya que modula
procesos directamente relacionados con su fisiopatologia; sin embargo, existe muy
poca informacién al respecto de la presencia de la proteina en las areas afectadas

por este padecimiento.
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5. Hipotesis

Existe un aumento en la presencia de NGB en las areas neuroanatomicas
relacionadas con la enfermedad de Parkinson como es corteza prefrontal, cuerpo
estriado y sustancia nigra, evaluada en un modelo murino para la Enfermedad de

Parkinson.
6. Objetivos

6.1 Objetivo General

Determinar las diferencias en la presencia de NGB en corteza prefrontal, cuerpo
estriado y sustancia nigra, en un modelo murino control y de la enfermedad de

Parkinson.

6.2 Objetivo Especifico

6.2.1 Comparar los agregados de NGB en corteza prefrontal, cuerpo estriado y
sustancia nigra en un modelo murino de la cepa Wistar con la enfermedad de

Parkinson.

28



7. Metodologia

7.1 Implicaciones éticas

La actual investigacion se llevo a cabo acogiendo todos los términos de la norma
oficial mexicana NOM-062-Z00-1999, especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio, la cual tiene por objeto
establecer y uniformar las especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y
uso de los animales de laboratorio que deben cumplir las personas fisicas o0 morales

relacionadas en todos los campos con este tipo de animales.

Los modelos animales con los que se experimentd se mantuvieron en cautiverio y
bajo el debido manejo, clasificados segun la categoria b de esta norma:

experimentos que causan nula 0 minima molestia o estrés.

La vigilancia de esta Norma corresponde a la Secretaria de Agricultura, Ganaderia
y Desarrollo Rural, asi como a los Gobiernos de los Estados y del Distrito Federal,
en el ambito de sus respectivas atribuciones y circunscripciones territoriales, de

conformidad con los acuerdos de coordinacion respectivos.

7.2 Modelo murino

Condiciones en vivario

Para el estudio se utilizaron 8 ratas macho de la cepa Wistar, con un peso
aproximado de 300 gramos * 50 gramos, 45 dias postnatales. Los modelos se
mantuvieron en condiciones estandarizadas del bioterio: ciclos de luz/oscuridad
12:12 (luces encendidas a las 5:00 am), con temperatura ambiente controlada (22
+ 2°c), comida y agua ad libitum. Todos los estudios cumplieron los principios y
procedimientos descritos por los Institutos Nacionales de Salud; la guia para el
cuidado y uso de animales de laboratorio y el comité local de la Universidad
Autonoma del Estado de México.
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7.2.1 Modelo murino de la enfermedad de Parkinson

Antes de la cirugia, a los modelos animales se les administré6 una mezcla de
ketamina / xilazina (80 mg / kg de peso corporal y ketamina 10 mg / kg de peso
corporal xilazina) mediante inyeccion intraperitoneal (27 aguja de calibre y jeringa
de 1 cc). La administracién adicional de anestésico se llevé a cabo segun fue
necesario durante el curso de cada operaciéon para mantener un plano quirdargico de

anestesia.

La enfermedad de Parkinson se les indujo de acuerdo al siguiente procedimiento
segun Jaidar et al.(80): las ratas Wistar (23-29 dias postnatal) se inyectaron con 2
pl de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (Sigma, 4 ug / yl en NaCl al 0,9%, 0,5% de
C6H806) en la sustancia nigra derecha 1 ul / min en coordenadas estereotaxicas:
anteroposterior, 3.9; Lateral, 1,8; Ventral, 6,7 mm. Una semana después de la
inyeccion, las ratas se trataron con 4 mg / kg i.p. Anfetamina y se contaron los giros
ipsilaterales durante 90 minutos con un aparato automatico. Se utilizaron animales
gue mostraron mas de 500 giros ipsilaterales para los experimentos, que se
realizaron 11-15 dias después de la lesién. Esta puntuacién rotacional corresponde

a > 97% de la lesion de las células dopaminérgicas SN (80).

7.3 Obtencién de muestras

a) Eutanasia

Los individuos se sacrificaron 11-15 dias después de inducido el dafio, para ello se
administraron 2 MI de pentobarbital sddico (anestesal Pfizer) por via intramuscular

y posterior a la ausencia de signos vitales se procedi6 a la perfusion.

b) Perfusion

Posterior a la induccion con pentobarbital sédico, se procedié a la apertura de la
cavidad abdominal, posterior al pinzamiento de la vena cava y aorta abdominal, se

introdujo una canula por via intracardiaca dirigida a la aorta ascendente, se fij6 con
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una pinza de presion y se realizo el corte de las auriculas cardiacas. Se perfundieron

200 mL de buffer de fosfatos, seguido de 250 mL de paraformaldehido al 4%

al

término de lo cual se procedié a la decapitacién del animal y la extraccién del

cerebro.

c) Obtencion del cerebro

Una vez finalizada la perfusion se retir la cabeza utilizando una guillotina. Se
realizé una incision en el tegumento desde el cuello hasta la nariz y se expuso el
craneo, quitando el masculo del cuello que quedaba para que la base del craneo
estuviera expuesta. A continuacion, se hizo un corte que se extiendié hasta el
borde distal de la superficie del crdneo posterior y un corte idéntico en el lado
contralateral. Se utilizaron pinzas para retirar el hueso de la superficie dorsal del
craneo y pinzas para recortar los lados del craneo. Con una espatula, se cortaron
los bulbos olfatorios y las conexiones a lo largo de la superficie ventral del
cerebro. Después de retirar el cerebro de la cavidad 6sea, se coloco en un vial
con 20 Ml de solucion de sacarosa al 10% por 24 horas al término de las cuales
se sustituyo por sacarosa al 20% 24 horas mas, y en las siguientes 24 horas se
mantuvo con sacarosa al 30%. Posteriormente se realizaron cortes coronales de

40 um a través de un criostato (Leica).

7.4 Inmunohistoquimica para NGB

La inmunohistoquimica es una técnica inmunoenzimética basada en la tincién de

cortes histolégicos y en la utilizacion de anticuerpos de unién especifica a antigenos,

formando complejos antigeno-anticuerpo, los cuales son detectados por medio de

observaciéon por microscopia. El procedimiento que se utilizé para llevar a cabo las

inmunohistoquimicas en este trabajo se describe a continuacion:
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1. Se lavaron los cortes en PBS para inmunohistoquimica 3 veces por 5 min
PBS inmunohistoquimica (1L de solucion):

NaCl., 89
-NazHPOs (12H20)........... 2.99
KH2PO 4o, 0.29
KOl 0.29

2. Se inhibié la peroxidasa enddgena, sumergiendo los cortes en Solucién de
Acido Peryédico al 0.28% durante 1 minuto a temperatura ambiente
3. Se lavaron los cortes en PBS para inmunohistoquimica 3 veces por 5 min
4. Se incubaron los cortes en Recuperador de Antigeno por 30 minutos a 60° C
Recuperador de Antigeno:

-Recuperador............... 1mL
-Agua destilada............. 20 mL

5. Se equilibro la temperatura por 15 min a temperatura ambiente
6. Se lavaron los cortes en PBS para inmunohistoquimica 3 veces por 5 min
7. Se sumergieron los cortes en solucion de bloqueo de 1.5 a 2 horas a
temperatura ambiente
Solucién de Bloqueo:

-PBS - Tritdn 0.01% + Albumina Sérica Bovina 2.5%.

8. Se incubaron en Anticuerpo Primario de 18 a 24 horas a 4° C (****48horas)
Anticuerpo Primario dilucion 1:500 en solucion de bloqueo

9. Se lavaron los cortes en PBS para inmunohistoquimica 3 veces por 5 min
10. Se incubaron en Anticuerpo Secundario Biotinilado por 2 horas a temperatura
ambiente
Anticuerpo secundario dilucién 1: 500 en PBS inmunohistoquimica

11.Se lavaron los cortes en PBS para inmunohistoquimica 3 veces por 5 min
12.Se incubaron en Complejo AB (Streptovidina-Peroxidasa) por 45 min a
Temperatura ambiente
****Se prepard6 Complejo AB 30 minutos antes de usarse

13. Se lavaron los cortes en PBS para inmunohistoquimica 3 veces por 5 min
14. Se sumergieron los cortes en solucion de revelado
Solucion de Revelado:

-PBS inmunohistoquimica.............. 10 mL
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-Peréxido de hidrogeno 3%........... 0.1 mL

****_a solucion de revelado se inactivo con cloro y permanganato de potasio al 3%
antes de desecharse.

15. Se lavaron los cortes en PBS para inmunohistoquimica 3 veces por 5 min
16.Se montaron en portaobjetos los cortes con ayuda de pinceles y dejaron
secar laminilla
17.Se paso la laminilla por riel de secado (5 min en c/u)
Riel de Secado:

-Alcohol 96%

-Mezcla 1:1 de alcohol al 96% y alcohol absoluto
-Alcohol absoluto

-Mezcla 1:1 de alcohol absoluto y xilol

-Xilol 1

-Xilol 2

18. Se coloco en portaobjetos gota de resina sintética y se sell6 con cubreobjetos
la preparacién

Para la identificacion de la presencia de NGB en el cerebro por medio de
inmunohistoquimica y por observaciéon al microscopio, se determind la localizacion

de neuroglobina en las siguientes areas cerebrales:

Corteza prefrontal, cuerpo estriado, sustancia nigra.
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7.5 Cuantificacién de NGB

Se realizaron conteos de agregados de NGB identificados con un marcaje de color
marron, con un objetivo de 100 X en un microscopio de campo claro en un area
estandarizada de 0.031 mm?. Los conteos se hicieron por triplicado en cada una de

las areas a evaluar en los cortes por cada sujeto. En total se analizaron 18 campos.

Posterior a la contabilizacién, los datos se analizaron en el programa estadistico
Statgraphics Centurion, donde se realiz6 un ANOVA multifactorial utilizando como
factor 1 el tratamiento (control, Parkinson), y factor 2 el area del cerebro (Corteza
prefrontal, cuerpo estriado y Sustancia nigra). La variable que se midié fue la
densidad de agregados de NGB de color marrén por unidad de area (0.031 mm?).
Los agregados indican la presencia de NGB en el citoplasma de las neuronas del
sistema nervioso central, por campo evaluado. Las diferencias estadisticas se

aceptaron cuando la p < 0.05.
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8. Resultados

Comprobacién de modelo murino de la Enfermedad de Parkinson

Una vez realizada la induccion de la Enfermedad de Parkinson por inyeccién de 20
pL de 6-OHDA en la sustancia nigra, se evaluaron las ratas machos y se eligieron
las ratas que presentaron mayor numero de giros, usando como valor aceptado un
namero de giros mayor a 500; giros que se contabilizaron con un aparato
automatico, como se muestra en la Figura 6. Cabe mencionar que el método para
la induccion de la Enfermedad de Parkinson en rata estd muy aceptado y se llevo a

cabo tanto el método como la comprobacién de acuerdo a Jaidar (80).

induccion de la enfermedad de Parkinson se llevé a cabo de manera correcta.

Distribucion de NGB en areas neuroanatémicas

Después de la seleccidn de las ratas a través de la prueba de giros, una vez pasados
15 dias post cirugia se prosiguié a la perfusién, de modo que se obtuvieron todos
los cerebros, haciendo cortes por criostato de 40 micras, para proseguir con el
método de inmunohistoquimica mencionado anteriormente, encontrando la
siguiente distribucion de NGB en las areas neuroanatomicas evaluadas en este
trabajo.
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Corteza prefrontal

Se realiz6 una reconstruccion del corte del area neuroanatémica, corteza prefrontal.
Los cortes reconstruidos fueron los obtenidos por criostato con grosor de 40 micras
y coordenadas Bregma 3.72 mm e Interaural 12.72 mm, segun Paxinos (38). Las
fotografias fueron tomadas con objetivo 4X en microscopio de campo claro a través
del programa ImageJ, y posteriormente la reconstruccion se realizé con el programa
Image Composite Editor (Véase Figura 7 A). En la Figura 7 (A.1 y A.2) se puede
observar el marcaje especifico como pequefias marcas marrones correspondientes
a NGB, evaluada en la corteza prefrontal lado izquierdo, en grupo control y grupo
Parkinson, respectivamente; donde se puede observar mayor marcaje de NGB en
grupo con EP, como se muestra en la Figura A.1, A.2.

Figura 7. Localizacion por Inmunohistoquimica de presencia de Neuroglobina. A,
muestra una reconstruccion del corte que se utilizé para ver la presencia de NGB
en Corteza prefrontal. El cuadro en naranja muestra el area de corteza prefrontal.
(A.1) Imagen de presencia de NGB en corteza prefrontal en modelo control. (A.2)
Presencia de NGB en corteza prefrontal en modelo Parkinson. Ambas tomadas en
microscopio de campo claro con un objetivo 4X.
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Cuerpo estriado

Se realiz6 una reconstruccion del corte del area neuroanatémica, cuerpo estriado.
Los cortes reconstruidos fueron los obtenidos por criostato con grosor de 40 micras
y coordenadas Bregma -2.40 mm e Interaural 6.60 mm, segun Paxinos (38). Las
fotografias fueron tomadas con objetivo 4X en microscopio de campo claro a través
del programa ImageJ, y posteriormente la reconstruccion se realiz6 con el programa
Image Composite Editor (Véase Figura 8 B). En la Figura 8 (B.1 y B.2) se puede
observar el marcaje especifico como pequefias marcas marrones correspondientes
a NGB, evaluada en cuerpo estriado lado izquierdo, en grupo control y grupo
Parkinson, respectivamente; donde se puede observar mayor marcaje de NGB en

grupo con EP, como se muestra en la Figura 8 (B.1, B.2).

Cuerpo estriado

Figura 8. Localizacion por Inmunohistoquimica de presencia de Neuroglobina. B,
muestra una reconstruccion del corte que se utilizé para ver la presencia de NGB
en Cuerpo estriado. El cuadro en naranja muestra el area de cuerpo estriado. (B.1)
Imagen de presencia de NGB en cuerpo estriado en modelo control. (B.2) Presencia
de NGB en cuerpo estriado en modelo murino de Enfermedad de Parkinson. Ambas

tomadas en microscopio de campo claro con un objetivo 4X.
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Sustancia nigra

Se realiz6 una reconstruccién del corte del area neuroanatémica, sustancia nigra.
Los cortes reconstruidos fueron los obtenidos por criostato con grosor de 40 micras
y coordenadas Bregma -6.00 mm e Interaural 2.96 mm, segun Paxinos (38). Las
fotografias fueron tomadas con objetivo 4X en microscopio de campo claro a través
del programa ImageJ, y posteriormente la reconstruccion se realiz6 con el programa
Image Composite Editor (Véase Figura 9 C). En la Figura 9 (C.1 y C.2) se puede
observar el marcaje especifico como pequefias marcas marrones correspondientes
a NGB, evaluada en la sustancia nigra lado izquierdo, en grupo control y grupo
Parkinson, respectivamente; donde se puede observar mayor marcaje de NGB en

grupo con EP, como se muestra en la Figura 9 (C.1, C.2).
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Figura 8. Localizacion por Inmunohistoquimica de presencia de Neuroglobina. C,
muestra una reconstruccion del corte que se utilizé para ver la presencia de NGB
en Sustancia nigra. El cuadro en naranja muestra el area de sustancia nigra. (C.1)
Imagen de presencia de NGB en sustancia nigra en modelo control. (C.2) Presencia
de NGB en sustancia nigra en modelo murino de Enfermedad de Parkinson. Ambas

tomadas en microscopio de campo claro con un objetivo 4X.
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Cuantificacion de NGB

De acuerdo al estudio estadistico semicuantitativo realizando un ANOVA
multifactorial, a través del cual se comparé la presencia de NGB en las diferentes
areas estudiadas y los tratamientos, con intervalos de confianza de 95%, se
encontré que hay mayor presencia de NGB cuando esté presente la enfermedad de
Parkinson, de acuerdo a la densidad de agregados de NGB encontrados en el area
del objetivo (0.031 mm?) en los conteos por triplicado que se llevaron a cabo (Véase
Gréfica 1).

Comparacion de medias de la densidad de agregados de
Neuroglobina

28

26

24

22

rrrrp rrr|rrrrrrq
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Agregados marrones / 0.031 mm?

20

Control Parkinson
Tratamiento

Gréfica 1. Comparacion de medias de la densidad de agregados de NGB entre el
grupo control y el grupo con Parkinson. Se muestran intervalos de confianza del
95% para cada grupo. La densidad de agregados de NGB entre el grupo control no

es estadisticamente significativa comparada con el grupo con Parkinson.

Sin embargo, entre las areas evaluadas en ambos tratamientos, hay diferencias
significativas solamente en Sustancia nigra cuando esta presente la enfermedad de
Parkinson, ya que tanto en Corteza prefrontal y Cuerpo estriado entre los
tratamientos no hay diferencias significativas en cuanto a la presencia de

Neuroglobina, sin embargo, en corteza prefrontal se muestra una tendencia de
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mayor agregrados de NGB cuando esta presente la EP, como se muestra en la
Grafica 2, ya que comparamos las medias de la densidad de agregados de NGB
por tratamiento y por areas neuroanatémicas realizando un ANOVA multifactorial,

con intervalos de confianza del 95%.

Comparacion de medias de la densidad de agregados de
Neuroglobina por tratamiento y por dreas neuroanatdmicas
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Gréfica 2. Comparacion de las medias de la densidad de agregados de NGB, por
tratamiento y por areas neuroanatémicas. Se muestran intervalos de confianza del
95% construidos con la distancia minima significativa (LSD). El tratamiento control
se muestra en color azul y el tratamiento de Parkinson se muestra en color rojo.
Intervalos sobrepuestos no presentan diferencias; intervalos no sobrepuestos si

presentan diferencias significativas.
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9. Discusién

NGB tiene una amplia presencia en el sistema nervioso central, la cual ha sido
demostrada en diversos estudios en diferentes areas cerebrales. Segun Wistub
(26), esta proteina esté presente en corteza, tAdlamo, hipocampo, hipotalamo, entre
otras areas. En nuestro estudio encontramos presencia de esta proteina en todas
las areas cerebrales estudiadas que engloban: cuerpo estriado, corteza prefrontal y
sustancia nigra, hallazgo que coincide con otros estudios como Hankeln (24) y
Cutrupi (25).

Ante situaciones normales, en las areas evaluadas tratamiento control, dentro de
este mismo grupo se encontr6 una mayor presencia de NGB en cuerpo estriado y
corteza prefrontal como se muestra en la figura 7(A.1) y 8(B.1). Sin embargo,
también existe presencia en sustancia nigra en sujeto control, pero en menor
proporcion comparada con las otras areas evaluadas, datos que se corroboran en

la Gréfica 2.

En la enfermedad de Parkinson, como se habia mencionado anteriormente, no
existen estudios publicados al respecto, por lo que los datos obtenidos en la
presente investigacion son de gran relevancia, ya que este es el primer reporte en
el que se indica e identifica un patron de presencia de NGB en un modelo para la
enfermedad de Parkinson, lo cual puede ser un parteaguas para identificar el rol
gue juega neuroglobina en la enfermedad de Parkinson. Cabe hacer mencion que
la enfermedad de Parkinson es el principal trastorno neurodegenerativo del
movimiento que actualmente afecta al 1% de la poblacién mayor de 60 afios (32).
Ademas, en México se ha estimado una prevalencia de 40-50 casos por cada
100,000 habitantes/ afio. Se ha calculado que en el mundo debido al aumento de la
tasa de sobrevida y con esto el aumento de enfermedades neurodegenerativas, la
enfermedad de Parkinson afecta actualmente 4.1-4.6 millones de personas mayores
de 50 afos, calculandose que para el afio 2030 esta cifra sera duplicada, lo que

conlleva un problema de salud publica.
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Debido a la gran importancia epidemioldgica de esta patologia, analizar la presencia
de NGB es de relevancia e interés, ya que gracias a nuestro estudio se encontro
gue en sustancia nigra, cuerpo estriado y corteza prefrontal hay un incremento en
la presencia de esta proteina cuando esta presente la enfermedad de Parkinson,
sin embargo, la presencia de NGB solamente es estadisticamente significativa en
Sustancia nigra, area en la que el incremento en la presencia de NGB, es de gran
importancia en modelo murino de la enfermedad de Parkinson, ya que resaltamos
gue sustancia nigra, es la principal area afectada durante esta patologia por la
pérdida de neuronas dopaminérgicas, por lo que, al existir un alza en la presencia
de esta proteina en ésta, podria estar llevando a cabo sus propiedades
neuroprotectoras y ser necesaria para la supervivencia de las neuronas

dopaminérgicas que se proyectan hacia ganglios basales o corteza prefrontal.

Cabe hacer mencion que la mayor presencia de NGB en sustancia nigra en el
modelo de enfermedad de Parkinson, también podria atribuirse al efecto de la
induccién de la enfermedad, ya que en el presente modelo experimental se analizd
15 dias post-cirugia la presencia de NGB, lo cual pudiese haber favorecido el alza
de la proteina como respuesta a una afectacion aguda, al llevar a cabo su funcion
neuroprotectora antipoptotica y antioxidante, como lo describen diversos articulos
como Hua et al (12), Dewilde et al (8), Fago et al (22).

Cabe resaltar, que existen pocos estudios que indaguen acerca de la presencia de
NGB en enfermedades neurodegenerativas. De hecho, existe un estudio (81) donde
se evaluo la presencia de NGB en areas afectadas en la enfermedad de Huntington,
patologia neurodegenerativa donde se ve afectado principalmente cuerpo estriado,
talamo y corteza. En dicho estudio encontraron mayor presencia de NGB cuando
esta presente la enfermedad, sin embargo, aunque hay una mayor presencia de la
proteina en cuerpo estriado comparada con el control, la presencia de NGB en el
estriado es menor, que, en tdlamo y corteza, a pesar de que el cuerpo estriado es
la principal area afectada en la enfermedad de Huntington. Lo cual también
concuerda con nuestros resultados, pero en las areas afectadas en la enfermedad

de Parkinson, sustancia nigra, cuerpo estriado y corteza, sin embargo, en nuestro
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estudio, aunque hay una tendencia a mayor presencia de neuroglobina en todas las
areas, solo encontramos diferencias estadisticamente significativas en sustancia
nigra, cuando esta presente la enfermedad. Lo anterior, podria deberse a la
proteccion de modo que las &reas con proyecciones desde sustancia nigra, area
donde se presenté la muerte de neuronas dopaminérgicas, no se vean mayormente
afectadas, previniendo la apoptosis de neuronas en ganglios basales o corteza

prefrontal, sin embargo, faltan mas estudios al respecto.
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10. Conclusién

- Primer informe que demuestra un patron de presencia de NGB durante la induccion

aguda de la enfermedad de Parkinson en un modelo murino.

- Los resultados de este estudio proporcionan un mayor apoyo a la hipétesis de que
NGB podria desempefiar un papel neuroprotector en enfermedad de Parkinson, ya
gue con la induccidn de esta patologia se produce un alza de la presencia de esta

proteina en el area mas afectada que es la Sustancia nigra.

11. Perspectivas

Evaluar y comparar la presencia de NGB en las diferentes etapas de la enfermedad
de Parkinson para tener un mayor entendimiento del momento en el que la proteina

se hace presente y el por qué.
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Anexo |

Perfusion y extraccion del cerebro

1.

Usando el bafio de agua, tampon de perfusion caliente a 37 ° C. Colocar
la valvula de salida en un vaso lleno con tampoén. Llenar una jeringa de 50
ml con tampdn y se conecte a un tubo fijador. Lave la tuberia en varias
ocasiones por la expulsion y retirada del tampén.

Borrar la linea con el tampo6n hasta que todas las burbujas de aire en la
tuberia se eliminan. Es crucial para el éxito de una perfusién no tener
burbujas de aire en cualquiera de las lineas.

Retirar la jeringa y conectar el fijador de paraformaldehido al 4%
(temperatura ambiente) el contenedor. Para evitar burbujas de aire en el
extremo del tubo, apretar el tubo, mientras que la colocacién del tubo en
el recipiente de manera que una gota de tampon sobresale desde el
extremo to ponerse en contacto con la superficie del fluido dentro del
contenedor.

Cierre la puerta de salida (extremo de la aguja). Gire la véalvula de
amortiguacion (azul) a la misma posicion que la valvula de fijador (blanco).
Esto permitird que el flujo desde la linea de tampon solo.

Abra la puerta de salida y repita el paso Al a A3 para el llenado de la linea
de amortiguacion. Después de que todas las burbujas de aire se eliminan
cerrar el orificio de salida, retire la jeringa y conectar el recipiente tampon,
teniendo cuidado de no introducir burbujas de aire en la tuberia.

Sistema de prueba para la capacidad de mantener la presion de bombeo
del mandémetro de goma. Normalmente existe una cierta resistencia
debido a la compresién de aire en el sistema.

Instalacién de herramientas de la cirugia con el fin de facil acceso: Llenar
aguja de perfusion con tampon para eliminar la posibilidad de burbujas de
aire.

Antes de la cirugia, una mezcla de ketamina / xilazina (hasta 80 mg / kg
de peso corporal y ketamina 10 mg / kg de peso corporal xilazina) se
administra mediante inyeccion intraperitoneal (27 aguja de calibre y
jeringa de 1 cc). La administracion adicional de anestésico se llevara a
cabo segun sea necesario durante el curso de cada operacién para
mantener un plano quirdrgico de anestesia.

Una vez que el animal ha llegado a un plano quirdrgico de anestesia,
coloquelo en la bandeja poco profunda llena de hielo picado. (Use dedo
pizca de respuesta el método para determinar la profundidad de la
anestesia. Se debe asegurar que el animal no responde antes de
continuar).
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Haga una incisidbn 5-6 cm lateral a través del tegumento y la pared
abdominal justo debajo de la caja toracica. Con cuidado, separar el higado
a partir del diafragma.

Haga una pequefia incision en la membrana con las tijeras curvas, romas.
La posiciony la presion del dedo pueden ayudar en la capacidad de cortar
el diafragma.

Continuar la incisién diafragma a lo largo de toda la longitud de la caja
toracica para exponer la cavidad pleural.

Coloque las tijeras curvas, romas a un lado de las costillas, el
desplazamiento de cuidado de los pulmones, y hacer un cuT a través de
la caja toracica hasta la clavicula. Haga un corte similar en el lado
contralateral.

Elevacion del esterndn de distancia, recortar cuidadosamente cualquier
tejido que lo conecta con el corazon. Sujetar la punta del esternén con la
pinza hemostética y colocar la pinza hemostatica sobre la cabeza.
Cuando se hace correctamente, el timo se levanta desde el corazon, junto
con el esterndn, que proporciona una vision clara de los grandes vasos.
Hacer una pequefia incisiébn en el extremo posterior del ventriculo
izquierdo con unas tijeras iris.

Pasar una aguja de calibre 15-perfusion romo o de oliva con punta-a
través del ventriculo corte en la aorta ascendente. La punta debe ser
visible a través de la pared de la aorta, y no debe llegar al arco de la aorta
en las arterias braquial y carotideo divergen.

Utilizar una pinza hemostatica para sujetar el corazon, esto asegura la
aguja y evita la fuga. Si se desea, el hemostato modificado puede ser
utilizado para sujetar la aorta alrededor de la punta de la aguja (estas
hemostatos permanecer en su lugar hasta que comienza la diseccion,
pero se omiten las ilustraciones futuras para mayor claridad).

Por ultimo, hacer una incision a la auricula derecha del animal con unas
tijeras iris para crear una toma de corriente tan grande como sea posible
sin dafiar la aorta descendente. En este punto el animal esta listo para ser
perfundido.

Abrir y conectar el puerto de salida a la aguja de la base con cuidado de
no introducir burbujas de aire.

Sube el manémetro de la bombilla a una presion de 80 mm Hg con rapidez
y de manera uniforme. Mantener esta presion durante todo el periodo de
infusion de amortiguamiento. Inicie el temporizador.

Ajuste el angulo de la aguja. El angulo de la aguja es critico para la
consecucion de una tasa maxima de flujo (observar el cambio de flujo con
ajuste del &ngulo).

Cambie el beneficio ER valvula (azul) una vez tampdn esta casi terminado
(200 ml). El liquido debe estar en ejecucion claro. La limpieza del higado
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23.

24,

25.

26.
27.

es un indicador de una buena perfusion. El higado debe ser clara en este
punto. Indique el tiempo para sus registros.

Temblores de fijaciébn deben ser observadas en cuestion de segundos, lo
gue deberia ser considerado como el verdadero tiempo de la fijacion.
Indique el tiempo para sus registros.

La presion puede ser gradualmente aumentar hasta un maximo de 130
mm de Hg 2 para mantener un caudal constante.

Cierre la valvula de salida una vez que el fijador esta casi terminado.
Indique que termina el tiempo para sus registros.

La rata debe ser rigida en esta etapa.

El paraformaldehido se ha de recoger y almacenar para su eliminacion de
acuerdo a los reglamentos de su institucion.
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