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Resumen:

Aproximadamente, el 33% de la poblacién peruana vive en altura, sometida a una condicién
de hipoxia crénica que podria exacerbar la enfermedad de Parkinson y un mecanismo
posible de neuroproteccion seria la expresidn del neuropéptico Y. Los neuropéptidos, son
péptidos sintetizados en las células nerviosas, a nivel del sistema nervioso central y
periférico. El uso del modelo animal parkinsoneano por la inyeccidn unilateral de
6-hidroxidopamina a nivel del encéfalo de la rata, produce muerte neuronal a nivel de la
sustancia negra, donde existe una poblacién neuronal mayoritariamente dopaminérgica,
emulando la caracteristica principal de la enfermedad de Parkinson. Con el fin de entender
una posible explicacién del rol neuroprotector del neuropéptico Y, se evalud su expresion
mediante inmunohistoquimica a partir de cortes tipo Charcot en cerebros de ratas
parkinsonianas y ratas controles sometidas a hipoxia crénica. El modelo de rata
parkinsoniana sometido a hipoxia crénica fue confirmado a nivel comportamental,
mediante el test de rotacion obteniéndose mayor nimero de vueltas contralaterales a la
lesién en las ratas Parkinsoneanas. A nivel fisioldgico los animales mostraron una diferencia
de hematocrito de 20,72 % después de ser expuestos a una condicion de hipoxia crénica
(PB=433Torr; PIO2=90,9 Torr) por 3 semanas. A nivel neurohistoldgico se evalué neuronas
inmunoreactivas para tiroxinahidroxilasa mediante el programa Imagel y se encontrd
mayor nimero de neuronas dopaminérgicas muertas en el hemisferio operado del grupo
Parkinson comparado con los demas hemisferios. La observacion promedio del conteo de
neuronas inmunoreactivas para neupéptico Y a nivel neurohistoldgico, fueron observadas
en diferentes estructuras cerebrales del encéfalo de la rata. Se concluye que el aumento de
la expresiéon del neuropéptido Y podria actuar como un sistema compensatorio frente a la

enfermedad de Parkinson en condiciones de hipoxia crénica.
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Abstract:

Approximately 33% of the Peruvian population lives in height, subjected to a condition of
chronic hypoxia that could exacerbate Parkinson's disease and a possible mechanism of
neuroprotection would be the expression of neuropeptide Y. Neuropeptides are peptides
synthesized in nerve cells , at the level of the central and peripheral nervous system. The
use of the parkinsonian animal model by the unilateral injection of 6-hydroxydopamine in
the brain of the rat, produces neuronal death at the level of the substantia nigra, where
there is a predominantly dopaminergic neuronal population, emulating the main
characteristic of Parkinson's disease. In order to understand a possible explanation of the
neuroprotective role of the neuropeptic Y, its expression was evaluated by means of
immunohistochemistry from Charcot-type cuts in brains of parkinsonian rats and control
rats subjected to chronic hypoxia. The parkinsonian rat model subjected to chronic hypoxia
was confirmed at the behavioral level, using the rotation test, obtaining a greater number
of contralateral turns to the lesion in Parkinson's rats. At the physiological level, the animals
showed a difference in hematocrit of 20.72% after being exposed to a condition of chronic
hypoxia (PB = 433 Torr; PIO2 = 90.9 Torr) for 3 weeks. At the neurohistological level,
immunoreactive neurons for thyroxine hydroxylase were evaluated by the Imagel) program
and a greater number of dead dopaminergic neurons were found in the operated
hemisphere of the Parkinson group compared to the other hemispheres. The average
observation of the count of immunoreactive neurons for neuropeptic and neurohistological
level, were observed in different brain structures of the rat brain. It is concluded that the
increase in the expression of neuropeptide Y could act as a compensatory system against

Parkinson's disease in conditions of chronic hypoxia.

Keywords

Parkinson's disease, neuropeptide Y, hypoxia, tyrosine hydroxylase, substantia nigra



Leyenda

nucleo ventral tuberomamilar (VTM)
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nucleo rojo parte magnocelular (RMC)
nucleo interpenducular dorsomedial (IPDM)
nucleo interpenducular rostral (IPR)

nucleo pararubral (PaR)

pedunculo cerebral parte basal (cp)

nucleo parasubtalamico (PSTh)

tereta (Te)



6-hidroxidopamina (6-OHDA)
neuropéptido Y (NPY)

solucién fosfato salina (PBS)
sustancia negra (SN)

Presion Inspirada de Oxigeno (Ploz)
Presion barométrica (PB)
dopamina (DA)

tirosina hidroxilasa (TH)
Hemoglobina (Hb)
N-metil-D-aspartato (NMDA)

acido y-aminobutirico (GABA)
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I. INTRODUCCION

Aproximadamente, el 33 % de la poblacién peruana vive en altura sobre los 2 000 metros
sobre el nivel del mar (msnm) (1). Ademas, mas de 4 millones de habitantes viven entre
3 000y 4 500 msnm (1). Por tanto, esta poblaciéon vive en condiciones de hipoxia crénica.
Manifestando hipoxemia y modificaciones en el comportamiento del sistema respiratorio,
cardiovascular, renal y neuroendocrino para contrarrestar la baja presidn parcial de oxigeno
(02) a nivel arterial. Algunas manifestaciones fisioldgicas en condiciones de hipoxia crénica
son: aumento de hematocrito, concentracién de hemoglobinay la presién arterial pulmonar
(2). La hipoxia crénica a nivel del sistema nervioso central conduce a un aumento de flujo
sanguineo cerebral y capacidad de transporte de oxigeno (3). En condiciones extremas de
hipoxia existe un aumento del flujo de Ca?* a través de los receptores NMDA induciendo a

la apoptosis neuronal (4,5).

Ademas de los mecanismos fisioldgicos mencionados anteriormente como respuesta a una
condicidon de hipoxia crénica (2). Los efectos de la hipoxia han sido estudiados en animales
de laboratorio, sometidos a hipoxia crénica a una presién barométrica de 450 Torr por 14y
21 dias, encontrando un aumento en la mejor captacién de dopamina (DA) y alteraciones
mitocondriales a nivel de corteza cerebral respectivamente (6,7). Otros trabajos en ratas
sometidas a hipoxia moderada (10 % de oxigeno) durante 3 semanas y 9 % de oxigeno por
8 horas observaron alteraciones en neuropéptidos como angiotensina, substancia P,
Colecistoquinina y neuropéptido Y (8,9). La hipoxia también juega un rol importante en la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) a nivel mitocondrial, a través del Factor
Inducible por la Hipoxia-1 (10,11). Los ROS cumplen un rol importante en procesos

fisioldgicos vitales como en cascadas de sefializaciéon y regulacién celular (12). El



desequilibrio (falta o exceso) de los ROS estd relacionado a trastornos autoinmunes,

enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas (13-15).

Se postula que los ROS son factores desencadenantes de las enfermedades
neurodegenerativas (16). Sin embargo, existen otros factores involucrados como los
procesos inflamatorios, déficits epigenéticos y transcripcionales, mutaciones genéticas y
agregacion de proteinas (17-19). Las enfermedades neurodegenerativas, son un grupo
heterogéneo de enfermedades, que pueden afectar a nivel cognitivo, sensorial y motor
como por ejemplo el habla, pensamiento, equilibrio, coordinacién de movimientos finos
entre otras caracteristicas; compartiendo como caracteristica en comin la muerte
progresiva neuronal. Ademas, estas enfermedades tienen una etiologia genética y/o

ambiental, pudiendo ser multifactoriales como en la enfermedad de Parkinson (EP) (20).

La prevalencia de la EP varia ampliamente en el mundo, desde 14 por 100 000 habitantes
en China, 328 por 100 000 habitantes en India, 108 a 257 por 100 000 habitantes en Europa
y 658 por 100 000 habitantes en Argentina (21-24). En el Peru no existen trabajos completos
de prevalencia de la EP, excepto el estudio en Ulcumayo, Junin en el 2008 a 3 600 msnm
(493 Torr aproximadamente), el cual determind una prevalencia de 6,71 por 1 000
habitantes mayores de 40 afios (25). Sumado a esto, la Oficina de estadistica del Instituto
Nacional de Ciencias Neuroldgicas (INCN) ha reportado un aumento en el nimero de
pacientes con EP desde el afio 2006 (26). Ademas, la casuistica observada por INCN incluye
pacientes de todo el Peru (26). Por otro lado, los datos obtenidos de la prevalencia de
pacientes con EP del estudio en Ulcumayo el 2008, permite observar una poblacién que
nacié y reside a una altura de 3 600 msnm, preguntandonos si existe un factor

neuroprotector contra la EP en dicha poblacién.



La EP se caracteriza por la acumulacidn y agregacién de proteinas mal plegadas de alfa-
sinucleina, conllevando a la muerte de neuronas dopaminérgicas a nivel de la sustancia
negra pars compacta y produciendo signos clinicos motores como bradicinesia, temblor,
rigidez e inestabilidad en la postura (27). Presentando también sintomas no motores tales
como déficit olfativo, disfunciéon autondmica, déficit cognitivo, desordenes de suefio y
depresion (28-31). Estudios realizados en cerebros de pacientes con la EP, encontraron
alteraciones a nivel de la cadena respiratoria y mutaciones en el ADN mitocondrial (32).
También se ha reportado la acumulacién del radical hidroxilo debido a una disminucién de
glutatidén, asi como una reduccién de este uUltimo y un aumento de los niveles de glutation
oxidado (33,34). Otros estudios en pacientes con la EP han demostrado que tienen una

respuesta hipdxica subnormales, acompafiado por una baja percepcion a disnea (35).

El uso de modelos animales de laboratorio mas usados hasta la fecha para comprender la
EP tiene como base la lesién dopaminérgica unilateral inducida por 6-hidroxidopamina
(6-OHDA) produciendo muerte neuronal a nivel de la sustancia negra, donde existe una
poblacién neuronal mayoritariamente dopaminérgica, emulando la caracteristica principal
de la EP (36,37). La inyeccién unilateral de 6-OHDA en un modelo animal como la rata (rata
parkinsoniana) produce un comportamiento de rotacion alrededor de su mismo eje, por la
estimulacion de apomorfina. A nivel neurohistopatoldgico se observa perdida de: niveles
de DA estriatal, fibras y neuronas inmunoreactivas para tirosinahidroxilasa (TH) a nivel de
la sustancia negra (38). Ademas, este modelo permite el uso de nuevos farmacos y terapia
preclinica contra la EP (38). La disminucidn de los niveles DA es causada por el decaimiento
de la enzima TH, limitante de la velocidad de la biosintesis de catecolaminas y encargada de
catalizar la conversién el aminodcido L-tirosina a dihidroxifenilalanina (precursor de DA)

(39).



Estudios anatdmicos y funcionales revelaron que el NPY interactua con el sistema
dopaminérgico, existiendo proyecciones entre las interneuronas estriatales NPY y los dos
sistemas neuronales dopaminergicos nigroestrailes y corticostriatal (40). EIl NPY es una
sustancia neuroactiva de 36 aminodcidos, ampliamente distribuido a nivel de sistema
nervioso central (SNC) como en el hipotalamo, amigdala, locus coeruleus y corteza cerebral
(41). EINPY es sintetizado principalmente en neuronas GABAergicas, cumpliendo funciones
de neuromodulador y/o neurohormona. Entre las funciones se ha documentado la ingesta
de alimentos, sueiio, formacién de huesos, dolor, depresién, presion arterial, actividad
convulsiva, ansiedad, memoria, desarrollo, maduraciéon del SNC y neuroproteccion (42).
Ademas, el NPY esta involucrado en la patogénesis de las enfermedades

neurodegenerativas (42-49).

A partir de la observacion de la prevalencia de la EP, en la poblacién de Ulcumayo que vive
y reside a una altura de 3 600 msnm. Nos preguntamos si la condicion de hipoxia crénica
podria ser un factor de exacerbacién en la EP y como respuesta a dicha condicidn, el NPY
podria ser un factor neuroprotector contra la EP. Por lo tanto, el presente estudio utilizé el
modelo de rata parkinsoniana sometida a hipoxia crdnica y su evaluacién a nivel
comportamental por test de rotacién, fisiolégico por porcentaje de hematocrito y
neurohistolégico mediante densitometria dptica para poder entender el rol que juega la

expresion del neuropéptido Y a nivel neurohistolégico.



Il. Hipdtesis General

Existe un aumento en la expresién del Neuropéptido Y a nivel del encéfalo de la rata
parkinsoniana sometida a hipoxia crénica, como un posible mecanismo neuroprotector

frente a la enfermedad de Parkinson.



Objetivos

General

Evaluar la expresién de Neuropéptido Y en un modelo de rata parkinsoniana

sometida a hipoxia crdnica a través de inmunohistoquimica.

Especificos

Evaluar por medio de test de rotacién la lesidon motora del modelo de rata
parkinsoniana sometida a hipoxia crénica luego de la aplicacién de apomorfina via

intramuscular.

Evaluar semicuantitativamente por densitometria éptica, los niveles de la enzima
tiroxinahidroxilasa en la sustancia negra en cerebros de ratas parkinsonianas

sometidas a hipoxia crdnica.

Evaluar la expresidn de neuropéptido Y en cerebros de ratas parkinsonianas

sometidas a una condicién de hipoxia crénica.



IV. Materiales y Métodos

IV.i Animales

Se trabajé con 14 ratas machos de la cepa Holtzman, de 3 meses de vida con un peso
promedio de 240-270 g. Los cuales fueron separados en 2 grupos de 7 ratas (estudios
anteriores utilizaron 6 ratas por grupo) (37). Los animales fueron acondicionados en jaulas
con condiciones higiénicas, un ambiente controlado de ciclo luz / oscuridad de 12 horas y
alimentacion ad libitum dentro del bioterio de las instalaciones del LID (Laboratorios de
Investigacion y Desarrollo) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. El estudio fue
registrado bajo el cédigo de SIDISI 61610 y aprobado por la oficina de la Direccién

Universitaria de Investigacion, Ciencia y Tecnologia (DUICT).

IV.ii Guia de ruta

Se disefid un cronograma para organizar los experimentos y pruebas de los animales

tratados. (Figura 1)

reposo postcirugia cdmara hipobérica Inmunohistoquimica
dia0 dial dia8 dia 29 dia 30 diad3
test rotacional cirugia test rotacional
+ +
Muestra de sangre Muestra de sangre
+
perfusion

Figura 1: La presente figura muestra los dias donde se realizaron las pruebas y

experimentos. Donde el dia O representa el inicio y las condiciones iniciales.
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IV.iii Lesidn
En el dia 1, se preparé las 14 ratas para la cirugia (en el hemisferio derecho). Primero fueron
anestesiadas con Ketamina 100 mg/Kg, Xilacina 5 mg/Kg y Atropina 0,4 mg/kg
intraperitoneal. También se usé Lidocaina como anestesia local a nivel del canal auditivo
externo para reducir el dolor producido por la manipulacién del animal en el aparato
estereotdxico (Figura 2). Los animales fueron divididos en dos grupos de 7 ratas cada uno:
grupo Sham vy grupo Parkinson. El grupo Sham, fue definido como el grupo al cual se inyecté,
mediante una jeringa Hamilton, 5 uL de solucién vehiculo (buffer fosfato salino(PBS) con
0,2 % de acido ascoérbico). Al grupo Parkinson se inyecté 6-hidréxidopamina (6-OHDA) con
solucién vehiculo (30 pg/5 uL) (Figura 3). Los 2 grupos fueron tratados a nivel del fasciculo
prosencefdlico medial (MFB), segun el atlas de coordenadas estereotaxica de cerebro de
ratas de Paxinos — Watson, cuarta edicién (50). Las coordenadas usadas para la generacién
del modelo animal parkinsoneano fue anteroposterior (AP) -2,00 mm, Lateral-dorsal (LD)
+2,00 mm, dorsoventral (DV) -8,00 mm (51) (Figura 4). Luego de la cirugia, los animales
fueron suturados mediante una aguja de cirugia afiadiendo sulfadiazina de plata al 1 % para
evitar futuras infecciones y posteriormente dejadas en jaulas para su recuperacién por una

semana del dia 1 a 8 (Figura 1) antes de ser introducidas a la camara hipobdrica.

Figura 2: La presente figura muestra el
aparato estereotaxico, el cual tiene una
serie de tornillos y barras para sostener
la cabeza del animal y colocarla en una
posicion fija con un sistema de

coordenadas.




Figura 3: La presente figura muestra
un animal anestesiado y sujeto en el
aparato  estereotaxico para la

inyeccion de 6-hidréxidopamina.

Figura 4: La presente figura muestra el libro de coordenadas estereotdxica para cerebro de
rata de Paxinos y Watson cuarta edicidon para ubicar el sitio de inyeccién de la sustancia
vehiculo y de 6-hidréxidopamina en las coordenadas (AP) -2,00 mm, Lateral-dorsal (LD)

+2,00 mm y dorsoventral (DV) -8,00 mm.



IV.iv Hipoxia crénica

Las 14 ratas fueron sometidas por 3 semanas (dia 8 a 29) (Figura 1) a condiciones de hipoxia
crénica mediante el uso de una cdmara hipobarica, la cual es una cdmara conectada a una
motobomba capaz de extraer el aire dentro de esta y generar un ambiente parcial de vacio
(Figura 5). Los animales estuvieron a una Presion Barométrica (PB) = 433 Torr y una Presién
Inspirada de Oxigeno (Ploz) = 90,9 Torr (Figura 6) (52). Durante el experimento se tomaron
las medidas necesarias para evitar el dolor y estrés innecesario de los animales, como el
monitoreo diario de salud y eutanasia en caso necesario. También se tomaron muestras de

sangre para determinar el porcentaje de hematocrito antes (dia 0) y después (dia 29) de la

exposiciéon a la cdmara hipobdrica (Figura 1)

Figura 5: La presente figura muestra la

camara hipobarica donde se alojaron los

animales por 3 semanas.

Figura 6: La presente figura muestra las jaulas
de los animales dentro de la camara

hipobarica y el monitoreo diario de estos.




IV.v Test de rotacion

Los 2 grupos experimentales (Sham y Parkinson) fueron evaluados antes de la cirugia
(precirugia) (dia 0) y del sacrificio (presacrificio) (dia 29), mediante el test de rotacién.
Ambos grupos fueron inyectados con apomorfina 0,5 mg/kg (Sigma Chemical Co.) disuelto
en NaCl al 0,9 % por via intramuscular. Posteriormente los animales fueron dejados por

5 min para su aclimatacion y se registré por 5 min el nimero total de rotaciones ipsilateral

y contralateral a la lesion unilateral selectiva. (figura 7) (51).

Figura 7: La presente figura
muestra una rata dentro en
un recipiente cilindrico
después de la inyeccién con
apomorfina. Se observé que
la rata daba rotaciones
ipsilateral y contralateral a la

lesion.

IV.vi Perfusion

Acabado la prueba de rotacidn y extraccion de sangre el dia 29 (Figura 1). Los animales
fueron anestesiados mediante pentobarbital sédico 90 mg/Kg intraperitoneal, para ser
perfundidos (introduccion lenta y continua de un liquido a través del corazdn). Se utilizé un
sistema de inyeccidén de solucién de lavado (solucién salina) 400 mL y solucién fijadora

(paraformaldehido al 4 %) 300 mL, los cuales estaban acoplados a una canula calibre 16 con

11



punta roma. Se introdujo la canula en el corazdn, ingresando por el ventriculo hasta llegar
a nivel de la arteria aorta y se liberd (cortd) la auricula derecha para la eliminacién de la
sangre (Figura 8). Posteriormente los cerebros de los animales fueron extraidos y
mantenidos en paraformaldehido al 4 % por 24 horas a 4 °C para su fijacion. Las muestras
fueron preservadas en PBS y luego cortadas mediante un vibratomo (KD-400 vibration
Microtome) (Figura 9), obteniéndose cortes neurohistolégico tipo Charcot (coronales) de

50 um. Para la conservacién de algunos cortes coronales se usé pizadinamida al 0,01 % en

PBS para su posterior utilizacién.

Figura 8: La presente figura muestra la
perfusién de una rata para la posterior

extraccion del cerebro.

Figura 9: La presente figura muestra el aparato
vibratomo (KD-400 vibration Microtome) usado

para cortes coronales de tejidos a 50 um.

12



IV.vii Inmunohistoquimica

Los cortes coronales de 50 um obtenidos a partir de los cerebros tratados de ambos grupos
(Sham y Parkinson) fueron procesados del dia 30 a 43 (Figura 1). Los cortes coronales fueron
3 veces lavados con PBS en agitacion por 10 min. Luego fueron trasladados a una placa con
pocillos. Se afiadié 2 ml de solucién 1 (7 mL H,0; al 30 % + 13 mL metanol) eliminando la
peroxidasa enddgena y dejados en oscuridad por 30 min a temperatura ambiente (agitando
1 a 2 min cada 10 min). Finalizado el tiempo, los cortes coronales fueron 3 veces lavados
con PBS en agitacién por 10 min. Y dejados en solucidn mezcla 2 % (49 mL PBS + 1mL de

suero de caballo + 100 uLTriton 100) durante 1 hora en agitacién a temperatura ambiente.

Se prepard 2 soluciones con anticuerpo primario A y B. El anticuerpo primario A: 5 mL de
solucion mezcla 2 % + 5 pL anticuerpo policlonal IgG anti-tiroxinahidroxilasa hecho en
conejo dilucién 1/1000 (Marca Merck, cddigo AB152) y anticuerpo primario B: 5 mL de
solucion mezcla 2 % + 2 pL anticuerpo policlonal IgG anti-neuropeptido Y hecho en conejo
dilucién 1/2500 (Marca Abcam, cddigo ab30914). Se agregd 1 mL de anticuerpo primario
diferente a cada pocillo que contenian los cortes coronales y fueron dejados por 90 min a

temperatura ambiente en agitacién para ser luego incubados por 19 horas a 4 °C

Finalizado las 19 horas, los cortes coronales fueron 3 veces lavados con PBS en agitacién
por 10 min. Luego dejadas en solucidon con anticuerpo secundario biotinilado hecho en
conejo (Marca Merck, cédigo AB-1000) 1:200 (10 mL solucion mezcla 2 % + 50 pL
anticuerpo secundario) durante 60 min a temperatura ambiente en agitacion. Finalizado el
tiempo, los cortes coronales fueron 3 veces lavados con PBS nuevamente en agitacion por
10 min y fue agregado el complejo ABC (solucidn mezcla 2 % + 2 gotas de A + 2 gotas B)

(Vector Lab), durante 60 min a temperatura ambiente en agitacion.
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Finalmente, los cortes coronales fueron 3 veces lavados con PBS en agitacion por 10 miny
revelados con DAB (diaminobencidina) (Vector Lab) durante 1 min a temperatura ambiente
y en oscuridad. El material usado en el revelado con DAB fue inactivado con lejia y luego

descartado.

Los cortes coronales revelados fueron adheridos a laminas portaobjetos y secadas por 24
horas a temperatura ambiente. Tanto las [dminas neurohistolégicas inmunoreactivas para
TH y NPY fueron deshidratas mediante alcohol 100 %, seguidas de xilol 100 % para ser

cubiertas con laminilla.

IV.viii Densitometria dptica para tiroxinahidroxilasa

Las I[dminas neurohistolégicas inmunoreactivas para TH de los 2 grupos (grupo Sham vy
Parkinson) fueron leidas mediante un microscopio Leica DM20 a 2.5X para su posterior
fotografia, mediante el uso de una cdmara digital (Marca Leica) (53). Se obtuvieron campos
fotograficos de los cortes coronales de cada hemisferio (derecho e izquierdo) de cada
animal y se calculé la densitometria éptica a nivel de la sustancia negra usando el programa
Imagel. Se generaron 4 grupos (Parkinson hemisferio derecho, Parkinson hemisferio
izquierdo, Sham hemisferio derecho, y Sham hemisferio izquierdo) y se compararon las
medias de las densitometrias dpticas de los grupos por el test de ANOVA Tukey, mediante

el programa STATA 14.

14



IV.ix Reconstruccion de Imagenes

Las estructuras anatdémicas en las laminas neurohistolégicas inmunoreactivas para NPY
fueron identificadas mediante un microscopio Leica DM20 a 2.5X, usando el libro de
coordenadas estereotdxica para cerebro de rata de Paxinos y Watson cuarta edicion (50).
Luego se procedid a contar las neuronas inmunoreactivas en cada lamina neurohistoldgica,
la observacidon promedio del conteo de neuronas inmunoreactivas para NPY y generando

una imagen por diferente nivel anteroposterior de bregma.
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V. Resultados

Porcentaje de Hematocrito de ratas sometidas a hipoxia crénica

En las 14 ratas machos que fueron sometidos a hipoxia crénica (PB = 433 Torr ;
Plo2 = 90,9 Torr) mediante el uso de la camara hipobarica por 3 semanas (dia 8 a 29), se
observé un aumento del porcentaje de hematocrito (Grafica 1). El valor promedio del
porcentaje de hematocrito para ambos grupos antes de la cirugia (dia 0) fue 44,71 %,
mientras que el valor promedio del porcentaje de hematocrito antes del sacrificio (dia 29)

fue 65,43 %.

Niveles de hematocrito
70

B5
B0
35
50
45
40
35
30
5
20
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5

0

dia 0 dia 29

porcentaje de hematocrito
dia O P& 760 Torr; PIO2: 159.6 Torr)
dia 29 ( PB: 433 Torr; PIO2: 90.9 Torr)

m Grupo Swam  m Grupo Parkinson

Gréfica 1: La presente grafica de barras muestra el promedio del porcentaje de hematocrito
el dia 0 (PB =760 Torr; PIO2 = 159.6 Torr) y 29 (PB =433 Torr; PIO2 = 90,9 Torr) para ambos
grupos (grupo Parkinson y Sham). El promedio del porcentaje de hematocrito el dia 0 para
los grupos Swam y Parkinson son 44,71 con una 0 de 0,76. Mientras el promedio del
porcentaje de hematocrito el dia 29 para el grupo Sham es 65,43 con una ¢ de 0,98 y el
grupo Parkinson es 65,43 con una O de 0,53. Se observa que el promedio del porcentaje de

hematocrito en ambos grupos es mayor el dia 29 comparado con el dia 0.
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Test de rotacion

En el experimento realizado en los dos grupos (Parkinson y Sham), se observé un mayor
numero de vueltas en el grupo Parkinson después de haber sido inyectado con apomorfina
via intramuscular el dia 29 comparado con el grupo Sham (Grafica 2). Los 2 grupos
mostraron reducido o ausente numero de vueltas después de ser inyectados con
apomorfina via intramuscular el dia 0 (Grafica 2). El comportamiento de los animales con
lesion unilateral selectiva inducido por apomorfina, un agonista dopaminérgico, presentd
una conducta rotatoria ipsilateral a la lesién, producido por el desequilibrio de dopamina
entre el estriado homolateral y contralateral a la lesién dopaminérgica. Por consiguiente,
un mayor numero de vueltas es proporcional a una mayor muerte de neuronas

dopaminérgicas a nivel de la sustancia negra.
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Grafica 2: La presente grafica de barras muestra el promedio del nimero de vueltas de
los 2 grupos (Parkinson y Sham) producido por la aplicacion de apomorfina via
intramuscular el dia 0 y 29. El promedio del nimero de vueltas el dia 0 para el grupo
Sham es 0,43 con una desviacion estandar(o) de 0,79 y para el grupo Parkinson es 0,29
con una o de 0,49. Mientras que el promedio del nUmero de vueltas el dia 29 para los

grupos Shames 1,43 con una 0 de 2,15y el grupo Parkinson es 56,29 con una o de 8,99.
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Densitometria dptica para tiroxinahidroxilasa

En el presente trabajo el 6-OHDA fue inyectado en la posicién (AP) -2,00 mm, Lateral-dorsal
(LD) +2,00 mm, dorsoventral (DV) -8,00 mm, produciendo una lesiéon unilateral a nivel
precortical. La aplicacion de 6-OHDA destruye neuronas adrenérgicas a nivel de los ganglios
simpaticos. A nivel del sistema nervioso central el 6-OHDA destruye neuronas
catecolaminergicas, a nivel de la sustancia negra, donde existe una poblacién neuronal
mayoritariamente dopaminérgica (36). La neurotoxicidad de 6-OHDA es mediada por su
capacidad de inhibir el complejo-I, conduciendo a la disminuciéon del ATP y generando
especies reactivas de oxigeno. Ademads, la 6-OHDA también inhibe la enzima tirosina
hidroxilasa (37), mediado también por receptores de NMDA en la neurodegeneracion (54).
Otros mecanismos por los cuales actua el 6-OHDA es la reduccion de la actividad enzimatica
de la superdxido dismutasa y disminucién de glutation (GSH) (55). Trabajos anteriores
mencionan que el 6-OHDA puede ser inyectado directamente a nivel de la sustancia negra,
generando un modelo experimental animal con la enfermedad de Parkinson agudo. Para el
presente trabajo se usé las coordenadas mencionadas anteriormente para generar un

modelo experimental animal con la enfermedad de Parkinson crénico (Figura 4) (51,56).

De los cuatro campos fotograficos de los cortes coronales de neuronas inmunoreactivas
para tiroxinahidroxilasa a nivel de la sustancia negra obtenidos de los 4 grupos generados
(Parkinson hemisferio derecho, Parkinson hemisferio izquierdo, Sham hemisferio derecho,
y Sham hemisferio izquierdo), se observo que el grupo Parkinson hemisferio derecho habia
menos neuronas inmunoreactivas para tiroxinahidroxilasa a nivel de la sustancia negra

comparado con los demas grupos (Figuras del 10 al 13).
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Figura 11: La presente figura
muestra un campo fotografico
de wun corte coronal de
neuronas inmunoreactivas para
tiroxinahidroxilasa a nivel de la
sustancia negra del hemisferio
derecho de una rata
parkinsoniana. Tomado a 2.5X
mediante un microscopio Leica
DM20. La flecha indica la

sustancia negra (SN).

Figura 10: La presente figura
muestra un campo fotografico
de un corte coronal de neuronas
inmunoreactivas para
tiroxinahidroxilasa a nivel de la
sustancia negra del hemisferio
izquierdo de una rata
parkinsoniana. Tomado a 2.5X
mediante un microscopio Leica
DM20. La flecha indica Ia

sustancia negra (SN).
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Figura 13: La presente figura
muestra un campo
fotogradfico de wun corte
coronal de neuronas
inmunoreactivas para
tiroxinahidroxilasa a nivel de
la sustancia negra del
hemisferio derecho de una
rata Sham. Tomado a 2.5X
mediante un microscopio
Leica DM20. La flecha indica

la sustancia negra (SN).

Figura 12: La presente figura
muestra un campo fotografico
de un corte coronal de
neuronas inmunoreactivas
para tiroxinahidroxilasa a nivel
de la sustancia negra del
hemisferio izquierdo de una
rata Sham. Tomado a 2.5X
mediante un  microscopio
Leica DM20. La flecha indica la

sustancia negra (SN).
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Los valores obtenidos de densitometria dptica de los 4 grupos mediante el programa Image)
(Tabla 1) fueron comparados usando las medias de densitometria 6ptica mediante ANOVA.
Se determind que al menos una de las medias de densitometria éptica de un grupo era
diferente (Tabla 2 y Tabla 3). Luego se determind mediante el test Tukey, que el grupo
Parkinson hemisferio derecho mostraba una diferencia significativa comparada con los

demas grupos (Tabla 4).

Tabla 1: El presente cuadro muestra los valores de densitometria éptica de los campos
fotograficos de los cortes coronales de neuronas inmunoreactivas para
tiroxinahidroxilasa a nivel de la sustancia negra de los 4 grupos generados (Parkinson
hemisferio derecho, Parkinson hemisferio izquierdo, Sham hemisferio derecho, y Sham

hemisferio izquierdo) obtenidos por el programa Imagel.

Tabla 1: Densitometria dptica de Tiroxinahidroxilasa usando Image)

Parkinson Parkinson

Sham hemisferio | Sham hemisferio
hemisferio hemisferio

derecho izquierdo
derecho izquierdo

0,227 528 541

0,309 493 106

0,301 299 778

0,351 635553

0,184 603 396

0,280 627 617

0,278 384 733

0,301 689 602

0,184 603 396

0,280 627 617

0,272 400 163

0,362 956 256

0,207 349 358

0,278 525 878

0,166 313 907

0,169 537 776

0,233 790 287

0,281 842 417

0,275 219 600

0,338 979990

0,268 332174

0,309 363 547

0,266 857 664

0,282 208 812
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0,246 188 169

0,288 871 966

0,347 412 411

0,352 406 198

0,187 873 044

0,273 715 343

0,380 425 547

0,385317 233

0,208 430 334

0,254 328 303

0,347 749 160

0,367 454 007

0,176 597 923

0,232 875 592

0,2974 233 53

0,331667 511

0,175438 514

0,239432776

0,174 519 788

0,277 718 262

0,211 804 308

0,258 111 480

0,284 238 222

0,305 945 722

0,299 429 400

0,364 915 167

0,301 509 482

0,328 512 611

0,193 441 963

0,254 090 926

0,240 440 537

0,248 524 996

0,169 139 595

0,264 812 665

0,223 267 648

0,317 011 096

0,232 737 645

0,293 216 054
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Tabla 2: La presente tabla muestra el Test Shapiro—Wilk para los 4 grupos (Parkinson

hemisferio derecho, Parkinson hemisferio izquierdo, Sham hemisferio derecho, y Sham

hemisferio izquierdo). En los 4 grupos el valor de p no fue menor a 0,05 ,por lo tanto,

no se rechazd Ho, los datos tienen una distribucion normal. El test Shapiro—Wilk fue

obtenido mediante el programa STATA 14.

—> tratamiento = Parkinsoncirugia

Shapiro-Wilk W test for normal data

Variabhle Obs W v = Prob>=z
densidadop~a 17 0.92949 1.450 0.7398 0.21341
—> tratamientoc = Parkinsonnocirugia

Shapiro-Wilk W test for normal data

Variable Obs W 'l z Prob>z
densidadop~a 17 0.94330 1.1%8 0.360 0.35347
—>= tratamiento = Shamcirugia

Shapiro-Wilk W test for normal data

Variable Obs W w = Prob>=
densidadop~a 14 0.93225 1.254 0.445 0.32738
—-* tratamiento = Shamnocirugia

Shapiro-Wilk W test for normal data

Variable b= W v = Prob>==

densidadop~a 14 0.90424 1.772 1.127 0.12996
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Tabla 3: La presente tabla muestra el Test ANOVA para los 4 grupos (Parkinson
hemisferio derecho, Parkinson hemisferio izquierdo, Sham hemisferio derecho, y Sham
hemisferio izquierdo). El valor de p fue menor a 0,05, por tanto, al menos una de las

medias de los grupos comparados es diferente. El test ANOVA fue obtenido mediante

el programa STATA 14.

oneway densidadoptica tratamiento

Znalysis of Variance

Source 55 df M3 F Prob » F
Between groups .085872659 3 02862422 13.28 0.0000
Within groups .124584335 58 .00z154502

Total .21085659594 61 .003456672
Bartlett's test for egual wariances: chiZ(3) = 8.3635 Prob>chiZ = 0.03%

pwmean densidadoptica, owver(tratamiento) mcompare(tukey) effects
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Tabla 4: La presente tabla muestra el Test Tukey, comparando los 4 grupos (Parkinson
hemisferio derecho, Parkinson hemisferio izquierdo, Sham hemisferio derecho, y Sham
hemisferio izquierdo) entre si. El valor de p fue menor a 0,05 en todas las comparaciones
del grupo Parkinson hemisferio derecho versus los demas grupos, por tanto, se rechazé

Ho. El test Tukey fue obtenido mediante el programa STATA 14.

Pairwise comparisons of means with egqual variances

over : btratamiento
Humber of
Comparisons
tratamiento &
Tukey Tukey
densidadoptica Contrast Std. Err. t P=lt]| [95% Conf. Intervall]
tratamiento
Parkinsonnocirugia
s
Parkinsoncirugia .0677239 .01559222 4.25 0.000 .0256078 .1l0984
Shamcirugia vs Parkinsoncirugia 0674518 0187535 4.03 0.001 0231369 1117667
Shamnocirugia vs Parkinsoncirugia .101048% 0187535 &.03 o.oo00 056734 1453638
Shamcirugia ws Parkinsonnocirugia —.0ooz2721 0187535 -0.02 1.000 - . 044587 .D440428
Shamnocirugia
s
Parkinsonnocirugia .0333251 .0167535 1.39% 0.204 —-.010%8%98 07764
Shamnocirugia wvs Shamcirugia .0335972 .0175455 1.91 0.233 —-.0128125 .D8000&8
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Inmunohistoquimica para NPY

Se obtuvieron imdagenes (Figuras del 14 al 20) a diferentes niveles posteroanterior de
bregma: -3,6 mm, -3.8 mm, -4,16 mm, -4,3 mm, -5,3 mm, -5,8 mm y -6,04 mm
respectivamente; a partir de la observacién promedio de conteo de neuronas
inmunoreactivas para NPY, usando un microscopio Leica DM20 a 2.5X y el libro de
coordenadas estereotdxica para cerebro de rata de Paxinos y Watson cuarta edicion (50).
Se observé la distribucion del NPY en el grupo Parkinson en 7 diferentes niveles de bregma.
Por otro lado, la distribucién del NPY fue observada en el grupo Sham fue en 2 niveles
diferentes de bregma -3,8 mm y -5,3 mm (Figuras 15 y 18). Se identificaron estructuras en
las ldminas neurohistoldgicas inmunoreactivas para NPY como el nucleo ventral
tuberomamilar (VTM), area hipotaldmica lateral (LH), nucleo hipotaldmico ventromedial
central (VMHC), nlcleo hipotaldmico ventromedial ventrolateral (VMHVL), area
hipotaldmico posterior (PH), haz del prosencéfalo mediano(mfb), nucleo rojo (R), nucleo
epilemniscal (ELm), tracto mamilar principal (pm), ndcleo mamilar medial (MMn), nucleo
premamilar dorsal (PMD), nucleo supramammilar (SuM), drea tegmental ventral (VTA),
pedunculo mamilar (mp), sustancia negra pars reticular (SNR), nucleo interfascicular (IF),
lemnisco medial (ml), sustancia negra parte medial (SMM), nucleo rojo parte parvicelular
(RPC), nucleo rojo parte magnocelular (RMC), nucleo interpenducular dorsomedial (IPDM),
nucleo interpenducular rostral (IPR), nucleo pararubral (PaR), pedunculo cerebral parte
basal (cp), nucleo parasubtalamico (PSTh) y Tereta (Te). Se creé una tabla para comparar
las estructuras donde hubo presencia de las neuronas inmunoreactivas para NPY entre el

grupo Parkinson y Sham (Tabla 5).

Finalmente se realizd6 un campo fotografico de un corte coronal de neuronas

inmunoreactivas para NPY del grupo Sham a nivel de hipocampo (Figura 21), debido a que
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solo hubo neuronas inmunoreactivas para NPY en SNR y PSTh a nivel de bregma -5,3 mmy

-3,8 mm respectivamente.
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Figura 14: La presente figura muestra la observacion promedio de neuronas
inmunoreactivas para NPY a partir de los cortes coronales de las ldminas neurohistolégicas
inmunoreactivas para NPY a nivel de bregma -3,60 mm. EL corte coronal del grupo
Parkinson (imagen derecha) se muestra neuronas inmunoreactivas para NPY en la periferia
de LH (drea hipotaldmica lateral), VMHC (nucleo hipotalamico ventromedial central),
VMHVL (nucleo hipotaldmico ventromedial), PH (area hipotaldmico posterior) y mfb (haz
del prosencéfalo mediano). Los recuadros “a”, “b”, “c” y “d” son figuras que muestran

campos fotograficos de un corte coronal de neuronas inmunoreactivas para NPY.
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Figura 14 Recuadro “a": La presente figura muestra un campo fotografico de un corte
coronal de neuronas inmunoreactivas para NPY del recuadro “a” dentro de la figura 14, en
el hemisferio no operado de una rata del grupo Parkinson a nivel de bregma -3,60 mm. La
Tomado a 10X mediante un microscopio Leica DM20. Donde la flecha indica una neurona

inmunoreactiva para NPY.

29



Figura 14 Recuadro “b”: La presente figura muestra un campo fotografico de un corte
coronal de neuronas inmunoreactivas para NPY del recuadro “b” dentro de la figura 14, en
el hemisferio operado de una rata del grupo Parkinson a nivel de bregma -3,60 mm. Tomado
a 10X mediante un microscopio Leica DM20. Donde la flecha indica una neurona

inmunoreactiva para NPY.
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Figura 14 Recuadro “c”: La presente figura muestra un campo fotografico de un corte
coronal de neuronas inmunoreactivas para NPY del recuadro “c” dentro de la figura 14, en
el hemisferio no operado de una rata del grupo Parkinson a nivel de bregma -3,60 mm.
Tomado a 10X mediante un microscopio Leica DM20. Donde la flecha indica una neurona

inmunoreactiva para NPY.
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Figura 14 Recuadro “d”: La presente figura muestra un campo fotografico de un corte
coronal de neuronas inmunoreactivas para NPY del recuadro “d” dentro de la figura 14, en
el hemisferio operado de una rata del grupo Parkinson a nivel de bregma -3,60 mm. Tomado
a 10X mediante un microscopio Leica DM20. Donde la flecha indica una neurona

inmunoreactiva para NPY.
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Figura 15: La presente figura muestra la observacion promedio de neuronas
inmunoreactivas para NPY a partir de los cortes coronales de |ldminas neurohistolégicas
inmunoreactivas para NPY a nivel de bregma -3,80 mm. El corte coronal del grupo Parkinson
(imagen derecha) muestra neuronas inmunoreactivas para NPY en la periferia de Te (tereta
los nucleos hipotalamicos). Ademas, en el corte coronal del grupo Sham (imagen izquierda)
muestra neuronas inmunoreactivas para NPY en la periferia de PSTh (nucleo

parasubtalamico).

33



1mm

hemisferio
hemisferio opeiado
operado

Figura 16: La presente figura muestra la observacién promedio de neuronas
inmunoreactivas para NPY a partir de los cortes coronales de |ldminas neurohistolégicas
inmunoreactivas para NPY a nivel de bregma -4,16 mm. El corte coronal del grupo Parkinson
(imagen derecha) muestra neuronas inmunoreactivas para NPY en la periferia de VTM

(ntcleo ventral tuberomamilar).
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Figura 17: La presente figura muestra la observaciéon promedio de neuronas
inmunoreactivas para NPY a partir de los cortes coronales de |laminas neurohistolégicas
inmunoreactivas para NPY a nivel de bregma -4,30 mm. El corte coronal del grupo Parkinson
(imagen derecha) muestra neuronas inmunoreactivas para NPY dentro y la periferia de pm
(tracto mamilar principal). También se observa neuronas inmunoreactivas para NPY en la
periferia de MMn (nucleo mamilar medial), PMD (nucleo premamilar dorsal) y SuM (nucleo
supramamilar). Los recuadros “a”, “b”, “c” y “d” son figuras que muestran campos

fotograficos de un corte coronal de neuronas inmunoreactivas para NPY.
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Figura 17 Recuadro “a”: La presente figura muestra un campo fotografico de un corte
coronal de neuronas inmunoreactivas para NPY del recuadro “a” dentro de la figura 17, en
el hemisferio no operado de una rata del grupo Parkinson a nivel de bregma -4,30 mm. La
Tomado a 10X mediante un microscopio Leica DM20. Donde la flecha indica una neurona

inmunoreactiva para NPY.
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Figura 17 Recuadro “b”: La presente figura muestra un campo fotografico de un corte
coronal de neuronas inmunoreactivas para NPY del recuadro “b” dentro de la figura 17, en
el hemisferio operado de una rata del grupo Parkinson a nivel de bregma -4,30 mm. La
Tomado a 10X mediante un microscopio Leica DM20. Donde la flecha indica una neurona

inmunoreactiva para NPY.
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Figura 17 Recuadro “c”: La presente figura muestra un campo fotografico de un corte
coronal de neuronas inmunoreactivas para NPY del recuadro “c” dentro de la figura 17, en
el hemisferio operado de una rata del grupo Parkinson a nivel de bregma -4,30 mm. La
Tomado a 10X mediante un microscopio Leica DM20. Donde la flecha indica una neurona

inmunoreactiva para NPY.
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Figura 17 Recuadro “d”: La presente figura muestra un campo fotografico de un corte
coronal de neuronas inmunoreactivas para NPY del recuadro “d” dentro de la figura 17, en
el hemisferio operado de una rata del grupo Parkinson a nivel de bregma -4,30 mm. La
Tomado a 10X mediante un microscopio Leica DM20. Donde la flecha indica una neurona

inmunoreactiva para NPY.
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Figura 18: La presente figura muestra la observacion promedio de neuronas
inmunoreactivas para NPY a partir de los cortes coronales de |laminas neurohistolégicas
inmunoreactivas para NPY a nivel de bregma -5,30 mm. El corte coronal del grupo Parkinson
(imagen derecha) muestra neuronas inmunoreactivas para NPY dentro y la periferia de SNR
(sustancia negra pars reticular). También se observa neuronas inmunoreactivas para NPY
en la periferia de VTA (area tegmental ventral), mp (pedunculo mamilar), y IF (nucleo
interfascicular). Ademas, existe presencia de neuronas inmunoreactivas para NPY dentro

de SNR en el grupo Sham.
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Figura 19: La presente figura muestra la observacién promedio de neuronas
inmunoreactivas para NPY a partir de los cortes coronales de |laminas neurohistolégicas
inmunoreactivas para NPY a nivel de bregma -5,80 mm. El corte coronal del grupo de
Parkinson (imagen derecha) muestra neuronas inmunoreactivas para NPY en la periferia de

R (nucleo rojo) y ELm (nucleo epilemniscal).
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Figura 20: La presente figura muestra la observacién promedio de neuronas
inmunoreactivas para NPY a partir de los cortes coronales de las ldminas neurohistolégicas
inmunoreactivas para NPY a nivel de bregma -6,04 mm. El corte coronal del grupo de
Parkinson (imagen derecha) muestra neuronas inmunoreactivas para NPY en la periferia de
VTA (area tegmental ventral), ml (lemnisco medial), SMM (sustancia negra parte medial),
RPC (nucleo rojo parte parvicelular), RMC (nucleo rojo parte magnocelular), IPDM (ntcleo
interpenducular dorsomedial), IPR (nucleo interpenducular rostral), PaR (nucleo pararubral)
y cp (pedunculo cerebral parte basal). Los recuadros “a”, “b”, “c” y “d” son figuras que

muestran campos fotograficos de un corte coronal de neuronas inmunoreactivas para NPY.
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Figura 20 Recuadro “a”: La presente figura muestra un campo fotografico de un corte
coronal de neuronas inmunoreactivas para NPY del recuadro “a” dentro de la figura 20, en
el hemisferio operado de una rata del grupo Parkinson a nivel de bregma -6,04 mm. Tomado
a 10X mediante un microscopio Leica DM20. Donde la flecha indica una neurona

inmunoreactiva para NPY.
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Figura 20 Recuadro “b”: La presente figura muestra un campo fotografico de un corte
coronal de neuronas inmunoreactivas para NPY del recuadro “b” dentro de la figura 20, en
el hemisferio operado de una rata del grupo Parkinson a nivel de bregma -6,04 mm. Tomado
a 10X mediante un microscopio Leica DM20. Donde la flecha indica una neurona

inmunoreactiva para NPY.

44



Figura 20 Recuadro “c”: La presente figura muestra un campo fotografico de un corte
coronal de neuronas inmunoreactivas para NPY del recuadro “c” dentro de la figura 20, en
el hemisferio operado de una rata del grupo Parkinson a nivel de bregma -6,04 mm. Tomado
a 10X mediante un microscopio Leica DM20. Donde la flecha indica una neurona

inmunoreactiva para NPY.
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Figura 20 Recuadro “d”: La presente figura muestra un campo fotografico de un corte
coronal de neuronas inmunoreactivas para NPY del recuadro “d” dentro de la figura 20, en
el hemisferio no operado de una rata del grupo Parkinson a nivel de bregma -6,04 mm.
Tomado a 10X mediante un microscopio Leica DM20. Donde la flecha indica una neurona

inmunoreactiva para NPY.
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Tabla 5: La presente tabla muestra las estructuras y nucleos donde se encontraron
neuronas inmunoreactivas para NPY a diferentes niveles posteroanterior de Bregma
para ambos grupos (Parkinson y Sham) sometidos a hipoxia crénica (PB = 433 Torr ;

PIO,=90,9 Torr).

b(rrigr:;a Sham | Parkinson b(rrign:r;a Sham Parkinson

-3,6 - LH -5,3 - IF

-3,6 - VMHC -5,3 - mp
-3,6 - VMHVL -5,8 - R

-3,6 - PH -5,8 - Elm
-3,6 - mfb -6,04 - VTA
-3,8 PSTh Te -6,04 - ml

-4,16 - VTM -6,04 - SMM
-4,3 - pm -6,04 - RPC
-4,3 - MMn -6,04 - RMC
-4,3 - PMD -6,04 - IPDM
-4,3 - SuM -6,04 - IPR
-5,3 - VTA -6,04 - PaR
-5,3 SNR SNR -6,04 - cp
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Figura 21: La presente figura muestra un campo fotografico de un corte coronal de neuronas
inmunoreactivas para NPY a nivel de hipocampo de una rata del grupo Sham. Tomado a 10X
mediante un microscopio Leica DM20. Donde la flecha indica una neurona inmunorreactiva

para NPY.
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VI. Discusion

Nuestro objetivo es evaluar la expresién del NPY en un modelo de rata Parkinsoneana
sometida a hipoxia crénica, a partir de los indicios de que la condicion de hipoxia crénica

jugariaunrol en el inicio de la EP y que el NPY podria actuar como un factor neuroprotector.

El incremento promedio del porcentaje de hematocrito para ambos grupos después de la
exposicién a hipoxia crénica fue 20,72 % (Grafica 1). Este valor confirmaria que el
incremento del porcentaje de hematocrito es producto de la respuesta fisioldgica a la baja
presiéon parcial de O, a nivel arterial, conllevando al incremento de hemoglobina para
contrarrestar la hipoxemia producida, similar a lo encontrado en estudios en animales de
laboratorio en hipoxia crénica (403,53 Torr) por 5 meses (57). Otros estudios encontraron
un incremento del nivel de Hemoglobina, 15 Hb a 20,71 Hb en hipoxia crénica (433 Torr )
por 5 semanas (52). La exposiciéon a un ambiente hipdxico produce adaptaciones
estructurales y funcionales a nivel del SNC en la rata como: duplicacion de la densidad
capilar, disminucion promedio de la distancia intercapilar, activaciéon del gen HIF- 1y
Angiopoyetina-2 (58). La capacidad de los organismos senescentes para responder a una
condicidn de estrés como la hipoxia se ve disminuida con la edad, como la disminucién de
factor de crecimiento endotelial vascular (59). Por lo que la hipoxia crénica seria también
un factor que exacerba la EP en pacientes de edad avanzada clinicamente diagnosticado
con la EP y un mecanismo posible de neuroproteccion seria el aumento de la expresion de

NPY.

A partir de los hallazgos encontrados en ambos grupos experimentales (Parkinson y Sham)
mediante el test de rotacion (Grafica 2), se confirma que el incremento del nimero de
vueltas contralateral a la lesidon en las ratas es producto de la muerte de neuronas

dopaminérgicas a nivel de la sustancia negra por la 6-OHDA. La aplicacidon de apomorfina,
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agonista dopaminérgico, tiene un mayor impacto dopaminérgico en el hemisferio dafiado
(hemisferio derecho), conduciendo a un comportamiento de movimiento (vueltas)
contralateral a la lesion producida por 6-OHDA, debido a una mayor sensibilidad de los
receptores dopaminérgicos D1 y D2 en el neoestriado (hemisferio derecho dafiado),
estructura neuroanatémica implicada en el control del movimiento y equilibrio (60). Estos
resultados guardan relacidn con estudios realizados en modelos animales parkinsonianos

inducidos con 6-OHDA (61).

La primera demostracion de los efectos bioldgicos de 6-OHDA, fue informado hace mas de
50 afiosy la generaciéon de modelos animales parkinsoneanos ha sido ampliamente utilizado
(62,63). A partir de los resultados de densitometria dptica de los 4 grupos generados
(tabla 4), se confirma la muerte de neuronas dopaminérgicas causado por la neurotoxicidad
de 6-OHDA a nivel de la SN. Esto confirma la causa neuroldgica real de nuestro modelo
basico para EP, ya que otros estudios que obtuvieron mas del 40 % de muerte de neuronas

dopaminérgicas a nivel de la SN después de 21 dias realizada la lesion (64).

La expresion del NPY estd ampliamente distribuida en estructuras como hipocampo, corteza
cerebral, amigdala, hipotdlamo (excepto area predptica lateral y nucleo supraquiasmatico),
tdlamo (excepto nucleo talamico paraventricular), cerebelo, puente, medula, bulbo
olfatorio (excepto Capa de células granulo del accesorio y Capa plexiforme externa del
accesorio) (The Human Protein Atlas Project by Knut & Alice Wallenberg foundation) (63).
En el presente trabajo, a partir de las imagenes obtenidas del promedio de neuronas
inmunoreactivas para NPY a diferentes niveles anteroposterior de Bregma, se observo la
expresion de NPY en el drea del hipotdlamo (Figura 14), dicha area implicada en la
homeostasis energética y biosintesis del NPY en nucleo arqueado (ARC) (66). La expresién
del NPY en la area hipotaldmica lateral (LH) (Figura 14) juega un rol importante en el

comportamiento como sueio-vigilia y busqueda de drogas (placer); teniendo LH
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proyecciones hacia el area tegmental ventral (VTA), el cual esta involucrada en los circuitos
de recompensa dopaminérgicos (67). La expresiéon del NPY en VTA (Figuras 18 y 20), tienen
una rol inhibitorio directo sobre las neruonas dopaminérgicas y GABAérgicas dentro de VTA
(67). La expresion del NPY fue observada en la periferia del nucleo tereta hipotaldmico
(Figura 15) y del area hipotaldamico posterior (PH) (Figura 14). Estudios en el area
hipotaldmica posterior (PHA) muestran expresion del NPY asi como hipocretina, TH y GABA
(68). Asi mismo se muestra que la expresion del NPY esta localizado principalmente a nivel
dorsal y ventral de PHA (68). Por otra parte, no se ha reportado expresion del NPY en el
nucleo premamilar dorsal (Figura 16). También se observd la expresidon del NPY en el nucleo
supramamilar (Figura 17), similar a lo encontrado en otros estudios donde estd involucrado

en los procesos de memoria (69).

La expresiéon del NPY a nivel de la sustancia negra (Figura 18) para ambos grupos
experimentales, mostro diferencias en el promedio de neuronas con inmunoreaccién para
NPY. La expresion de NPY en SNCD, SNR y SNM; y SNR en el grupo Parkisnon (Figura 18) y
Sham (Figura 20) respectivamente fue mayor en el primero. EL NPY actuaria como un mayor
neuroprotector, mediante el receptor Y2, estimulando la sintesis de DA (42). La expresiéon
de NPY en la periferia del nucleo rojo también fue observada (Figuras 19 y 20). La pérdida
de neuronas dopaminérgicas en EP, conduce a un aumento de hierro a nivel de SN,
existiendo una asociacion entre el contenido de hierro en el nucleo rojo y la discinesia (70).
Estudios mencionan que el nucleo rojo es crucial para producir el mecanismo de caida de la

salida respiratoria durante la hipoxemia isocapnica en el recién nacido (71,72).

En el presente trabajo, la presencia de inmunoreaccién para NPY en las ldminas
neurohistoldgicas, las estructuras como VMHC, VMHVL, VTM, VTA, SNR, R, IPDM, IPR, LH
fueron iguales a las reportadas por inmunofluorescencia en The Human Protein Atlas

Project (65). EI NPY es una sustancia neuroactiva constitutiva a nivel de estructuras como el
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area hipotalamica lateral (73). La reducida presencia de neuronas con inmunoreaccion para

NPY en el grupo Sham, podria ser debido a la sensibilidad de la técnica empleada (65). La

expresidon del NPY en SNR, PSTh, corteza cerebral e hipocampo del grupo Sham (Figura 20),

sugiere una sobreexpresion del NPY en las estructuras cerebrales observadas en

condiciones de hipoxia crénica (tabla5).

VII.

VIII.

Conclusiones

Hay expresién de NPY, observadas mediante inmunohistoquimica, en
neuroestructuras a nivel subcortical como LH, VMHC, VMHVL, PH, mfb, Te, VTM,
pm, MMn, PMD, SuM, VTA, SNR, IF, mp, R, EIm, ml, SMM, RPC, RMC, IPDM, IPR, PaR,

cp en el modelo de rata parkinsoniana sometida a hipoxia crénica.

El NPY es una sustancia neuroactiva que podria actuar como un sistema
compensatorio frente a la enfermedad de Parkinson e Hipoxia a nivel del encefelo

de la rata.

Perspectivas

En estudios futuros se podria cuantificar la expresidn de proteinas y ARNm del
neuropéptido Y y Tirosinahidroxilasa a nivel de la sustancia negra en las ratas

parkinsoneanas sometidas a hipoxia crénica.
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