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RESUMEN

Barroso Herndndez, Alejandra. Doctorado en Ciencias en Alimentos. Unidad de
Investigacion y Desarrollo en Alimentos del Instituto Tecnolégico de Veracruz.
EFECTO DE LA SUPLEMENTACION DE ACEITE DE ALGA RICO EN OMEGA-3 EN
LA RESPUESTA CONDUCTUAL Y NEUROFISIOLOGICA EN PARKINSONISMO
EXPERIMENTAL EN RATAS WISTAR. Asesores: Dra. Rosa Maria Oliart Ros, Dr.
Oscar Lopez Franco.

El parkinsonismo es un trastorno con caracteristicas y sintomas similares a la
enfermedad de Parkinson (EP). Se produce cuando las células nerviosas de la
substantia nigra mueren o sufren algin deterioro. Existen modelos murinos
experimentales de parkinsonismo, como el inducido por la administracion de
haloperidol. La deficiencia de acidos grasos poliinsaturados omega-3 esta asociada
con enfermedades del sistema nervioso central y en las funciones cerebrales. El
objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de la suplementacion con aceite de alga rico
en omega-3 (SAA) en la respuesta conductual y fisiologica en un modelo murino de
parkinsonismo experimental inducido por haloperidol (H). Se utilizaron dos modelos
experimentales: administracion del SSA al mismo tiempo que el H (14 dias) (co-
suplementacion), y administracion del SAA seis semanas previas a la induccion con
H (pre-suplementacion). El efecto se estudio a nivel de conductas (horizontal, vertical
e inmovilidad) y actividad motriz, mediante la prueba de campo abierto. La
administracion de H provoco una disminucion en la actividad motriz (0-20 vs 60-110
cuadros cruzados), y la pre-suplementacion con SAA atenud el efecto (20-40
cuadros). El haloperidol provoco una disminucion significativa en el tiempo que las
ratas pasaron en posicion vertical y horizontal, y aumento el tiempo en inmovilidad
(250 seg vs 2 seg en el testigo), y la pre-suplementacion atenué el efecto del H. La
pre-suplementacion con SAA provoco un aumento de acidos grasos omega-3 (EPA 'y
DHA) en el tejido cerebral, en comparacion con el grupo co-suplementado. La pre-
suplementacion de SAA evito el aumento en la expresion de receptores de dopamina
D2 observado con la administracion de H, coincidiendo con una disminucion en la
densidad de receptores en el grupo H, por pérdida de los receptores de D, debido al
estrés oxidativo promovido por el haloperidol. En conclusion, la pre-suplementacion
con aceite de alga rico en omega-3 en el modelo de parkisonismo, previno
parcialmente el deterioro inducido por el H, debido a los efectos benéficos de los
AGPI omega-3 sobre la degeneracion neuronal de las células dopaminérgicas.
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ABSTRACT

Barroso Hernandez Alejandra. Doctorate in Food Science. Unidad de Investigacion y
Desarrollo en Alimentos. Instituto Tecnoldgico de Veracruz. EFFECT OF THE
SUPPLEMENTATION OF RICH ALGAE OIL IN OMEGA-3 IN THE BEHAVIORAL
AND NEUROPHYSIOLOGICAL RESPONSE IN EXPERIMENTAL PARKINSONISM
IN WISTAR RATS. Advisors: PhD. Rosa Maria Oliart Ros, PhD. Oscar Lopez Franco.

Parkinsonism is a disorder with characteristics and symptoms similar to Parkinson's
disease (PD). It occurs when nerve cells of the substantia nigra die or suffer some
deterioration. There are experimental murine models of parkinsonism, such as that
induced by the administration of haloperidol. Omega-3 polyunsaturated fatty acid
deficiency is associated with diseases of the central nervous system and brain
functions. The objective of the study was to evaluate the effect of a supplementation
with an omega-3-rich algae oil (SAA) on behavioral and physiological response in a
murine model of experimental parkinsonism induced by haloperidol (H). Two
experimental models were used: administration of SSA at the same time as H (14
days) (co-supplementation), and administration of SAA six weeks before the induction
with H (pre-supplementation). The effect was studied at the level of behavior
(horizontal, vertical and immobility) and motor activity, through the open field test. The
administration of H caused a decrease in motor activity (0-20 vs 60-110 crossed
frames in the control group), and pre-supplementation with SAA attenuated the effect
(20-40 frames). Haloperidol caused a significant decrease in the time rats spent in
vertical and horizontal position, and the time in immobility (250 sec vs. 2 sec in the
control), and pre-supplementation attenuated the effect of H. Pre-supplementation
with SAA caused an increase in omega-3 fatty acids (DPA and DHA) in the brain,
compared to the co-supplemented group. The pre-supplementation of SAA prevented
the increase in the expression of dopamine D> receptors observed with the
administration of H, coinciding with a decrease in the density of receptors in group H,
due to the loss of D2 receptors caused by the oxidative stress promoted by
haloperidol. In conclusion, pre-supplementation with omega-3-rich algae oil in the
parkisonism rat model partially prevented the deterioration induced by haloperidol,
due to the beneficial effects of omega-3 PUFAs on the neuronal degeneration of
dopaminergic cells.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden crénico y degenerativo
relacionado con la edad, que afecta al 1-2% de las personas mayores de 60 6 65
afios. Se produce debido a la pérdida de neuronas de la substantia nigra del
mesencéfalo, area cerebral que controla el movimiento, por lo cual hay una
disminucion progresiva de la capacidad para coordinar los movimientos. Estas
células mueren o sufren algin deterioro, por lo que se produce una degeneracién en
los ganglios basales que ocasiona una pérdida o una interferencia en la accion de la
dopamina y menos conexiones con otras células nerviosas y musculos. La causa de
la degeneracion de células nerviosas y de la pérdida de dopamina habitualmente no

S€ conoce.

Existen modelos murinos experimentales de parkinsonismo, como el inducido por la
administracion de haloperidol, que provoca trastornos motores a través del bloqueo
en los receptores dopaminérgicos, y es una buena aproximacion para caracterizar
neurofisiologica y conductualmente al temblor que presentan los pacientes con

parkinsonismo.

Se ha reportado que la deficiencia de acidos grasos omega-3 esta asociada con
enfermedades del sistema nervioso central (SNC) en las que esta implicada la
dopamina, y existen evidencias sobre su efecto neuroprotector y reparador. Esto ha
generado interés por aclarar la participacion de estos acidos grasos en las funciones
cerebrales como en la enfermedad de Parkinson. Particularmente, diversas
investigaciones en el area de neuroquimica, histologia, neurofisiologia y de la
conducta, han documentado que la presencia del acido docosahexaenoico (DHA,
omega-3) esta asociada a un efecto neuroprotector, tanto en animales como en
humanos. Sin embargo, poco se conoce sobre su implicacion en el Parkinsonismo.
Por lo tanto, resulta de gran interés analizar el efecto neuroprotector de los acidos
grasos omega-3 en un modelo de parkinsonismo experimental, como una estrategia

no farmacolégica de prevencion y tratamiento de estas enfermedades.



INTRODUCCION

En la rata, las alteraciones motoras inducidas farmacolégicamente por la
manipulacion dopaminérgica, es una buena aproximacion para caracterizar
neurofisiolégica y conductualmente al temblor que presentan los pacientes con
parkinsonismo. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la
suplementacion con aceite de alga rico en omega-3 en la respuesta conductual y
fisiolégica en un modelo murino de parkinsonismo experimental inducido por
haloperidol. La suplementacion se llevo a cabo de manera previa y simultanea a la
administraciéon del haloperidol, y el efecto se estudié a nivel de: conducta motora,

namero de receptores dopaminérgicos y expresion génica.



2. ANTECEDENTES

2.1 Enfermedad de Parkinson.

La enfermedad de Parkinson (EP) fue descrita por primera vez por James Parkinson
en 1817 (Parkinson, 1817); es un trastorno neurodegenerativo que se puede definir
como un sindrome asociado con lesiones neuropatoldgicas especificas (Blum et al.,
2001). Clinicamente se considera una enfermedad idiopatica, presentando
alteraciones motoras, tales como la bradicinesia, temblor en reposo, rigidez y una
pérdida de los reflejos posturales. Sin embargo, las caracteristicas no motoras, tales
como alteraciones en el suefio, trastornos del estado de animo, asi como déficits
cognitivos, también son componentes importantes de la expresion clinica de la EP
(Goldam et al., 2015; Xicoy et al., 2019). La ocurrencia de este trastorno
neurodegenerativo aumenta con la edad y se considera que afecta entre el 1-2% de
la poblacion después de 65 afios. La media de aparicion de esta enfermedad es de
alrededor de 60 afos, con una duracion media de 13 afios. Con menor frecuencia, la

EP puede tener un inicio antes de los 40 afios (Xicoy, et al., 2019).

La principal caracteristica patologica de la EP es una pérdida progresiva de las
neuronas dopaminérgicas, del 5% de células por afio de la substantia nigra pars
compacta (SNpc), una estructura del cerebro medio. La pérdida de neuronas de la
substantia nigra es mas comun en la parte ventral de la SNpc. Esto da lugar a un
agotamiento de la dopamina (DA) en el cuerpo estriado, responsable de los sintomas

motores, especialmente la acinesia (Lee et al., 1994).

Existe una fase subclinica antes de la aparicion de parkinsonismo. Durante este
periodo, pueden ocurrir fenbmenos compensatorios estriatales (Anglade et al., 1995),
tales como aumento de la actividad neuronal o sensibilizacion de los receptores
dopaminérgicos. Por lo tanto, la EP no es clinicamente evidente antes de la pérdida

del 50% - 70% de las neuronas dopaminérgicas. Los primeros signos clinicos solo se
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observan cuando la degeneracion ya avanzo fuertemente, por ello se deduce que el
inicio de la degeneracidén no se puede determinar. Por lo tanto, la etiologia de la EP
sigue siendo dificil de establecer con exactitud (Ishibashi et al., 2014).

Actualmente no hay tratamiento curativo disponible para la EP y los pacientes
encuentran alivio parcial para los sintomas motores con agentes farmacolégicos,
como levodopa. Sin embargo, el uso a largo plazo se asocia con complicaciones
secundarias. Otros tratamientos sintomaticos también estan disponibles, tales como

los agonistas dopaminérgicos, pero con efectos secundarios (Goldam et al., 2015).

La cirugia es otra estrategia utilizada, pero solo esta indicada en casos muy
puntuales. También se encuentra el tratamiento mediante el uso de injertos
cerebrales, que consiste en introducir en la zona cerebral dafiada un tipo de células

gue detienen y reducen la lesion de los tejidos (Strémberg et al., 2010).

Como se ha visto, hay tratamientos sintomaticos eficaces, pero su uso prolongado
tiene efectos secundarios, y aun no hay un tratamiento que frene de manera evidente
la progresion de la enfermedad, por lo que es importante la investigacion de nuevas
estrategias terapéuticas que puedan cambiar la evolucion del trastorno (Micheli,
2006).

Los avances en la neurociencia molecular sugieren que la degeneracion neuronal
puede ser detenida a través de estrategias neuroprotectoras especificas. Sin
embargo, solo se alcanzara este paso si se comprenden mejor las vias moleculares
de la muerte de las células neuronales involucradas en la EP. Por lo tanto, los
modelos in vivo o in vitro utilizando neurotoxinas o farmacos experimentales son
esenciales ya que permiten el estudio de los procesos degenerativos, asi como
nuevos enfoques terapéuticos (Insua et al., 2003; Joardar et al., 2006; Chang et al.,
2012).
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2.2 Ladopamina.

La dopamina (DA) es una catecolamina intermediaria en la biosintesis de la
noradrenalina y adrenalina, asi como un importante neurotransmisor en el sistema
nervioso central y periférico (Missale et al., 1998). Tiene una variada participacion en
funciones como la conducta motora, la memoria, la cognicién, el mecanismo de la
recompensa, la emotividad, la afectividad, asi como en la comunicacion
neuroenddcrina. Varias enfermedades han sido relacionadas con la alteracion de la
transmision de DA, como los trastornos neuropsiquiatricos, el trastorno de
hiperactividad con déficit de atenciéon (TDHA), esquizofrenia, psicosis, depresion, y
con otras enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson (EP),
enfermedad de Huntington (HD) y esclerosis multiple (MS) (Barajas et al., 2015). La
dopamina es sintetizada en las terminales nerviosas dopaminérgicas a partir de su
aminoacido precursor, la tirosina, por medio de una serie de reacciones catalizadas
por enzimas. La mayor parte de la tirosina se obtiene de la dieta; también puede
sintetizarse una proporcion pequefia en el higado derivandola de la fenilalanina. La
primera etapa de la sintesis de dopamina es la hidroxilacion de la tirosina por la
enzima tirosina hidroxilasa (TH) a L-DOPA (L-3,4-dihidroxifenilalanina o levodopa)
por medio de la oxidacién de la posicion 3 del anillo benceno, seguida por una
descarboxilacion mediante la enzima descarboxilasa de aminoacidos aromaticos
(AADC) que da origen a la dopamina (DA), que sufre una hidroxilacion por la enzima
dopamina B-hidroxilasa en el carbono beta de la cadena lateral, para dar origen a la
noradrenalina (NA) (Figura 2.1). En las neuronas dopaminérgicas, el producto final

de la sintesis de catecolaminas es la DA (Bahena et al., 2000).
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Figura 2.1 Sintesis de la dopamina, la noradrenalina y la adrenalina (tomada de
http://odegiful0a.changeip.com/Adrenalina-Bioquim.html).

2.2.1 Almacenamiento y liberacion de la dopamina.

La DA se sintetiza a partir de la tirosina del citoplasma neuronal, y luego se
transporta a vesiculas secretoras en las que se almacena y de las que se libera
(Figura 2.2). Para transportar la DA a las vesiculas sinapticas hacen falta dos
bombas moleculares independientes. Una ATPasa de protones que concentra los
protones en la vesicula, con lo que crea un gradiente electroquimico caracterizado
por un pH intravesicular bajo (concentracion de protones elevada) y electropositivo.
Este gradiente lo aprovecha un antiportador de protones, el transportador vesicular

de monoaminas (VMAT), que permite a los protones desplazarse a favor del
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gradiente (fuera de la vesicula), a la vez que transporta simultdneamente la DA al
interior en contra del gradiente de concentracion. Cuando se estimula la neurona, las
vesiculas de almacenamiento de DA se fusionan con la membrana plasméatica de
una forma dependiente del Ca?*, con lo que se libera DA en la hendidura sinaptica.
En la hendidura, la DA puede unirse tanto a los receptores de DA postsinapticos
como a los autorreceptores de DA presinapticos (Missale et al., 1998; Bahena et al.,
2000).

Tirosina

Monoaminoc
oxidasa

| Transportador

Canales ‘ (&) @ '

idnicos | Segundos mensajeros I

\ /

Cambios en la excitabilidad neuronal, en el
metabolismo y en la expresion génica.

Figura 2.2. Neurotrasmision dopaminérgica.
(Tomada de https://www.researchgate.net/figure/Figura-2-Almacenamiento-liberacion-recaptura-y-
procesamiento-de-la-dopamina_figl0_233764315).

2.2.2 Recaptaciéon de la dopamina.

El mecanismo principal para la terminacion de la transmision sinaptica en el SNC son

los transportadores. Una vez liberada al espacio sinaptico, la dopamina se une a
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receptores pre y postsinapticos. Aunque existen enzimas extraneuronales que la
catabolizan, la terminacion del efecto del neurotransmisor se debe principalmente a
la captura de este por las propias terminales nerviosas que la liberaron. Varios
mecanismos retiran la DA del espacio sinaptico y ponen fin a la sefializacion. La
mayor parte de la DA liberada en la hendidura sinaptica se transporta de vuelta a la
célula presinaptica mediante una proteina con 12 dominios transmembrana, el
transportador de dopamina (DAT). La recaptaciéon de DA supone el transporte del
neurotransmisor en contra de su gradiente de concentracion, por lo que se necesita
una fuente de energia. Por esto, el DAT acopla la recaptacion de DA con el
cotransporte de Na* a favor de su gradiente de concentracion en la célula. Tanto el
Na* como el CI se contrasportan con la DA a la célula. Como el gradiente de Na+ se
mantiene mediante la bomba Na*/K*-ATPasa, la recaptacion de DA depende
indirectamente de la presencia de una bomba de Na*/K* en funcionamiento. La DA
captada en la célula presinaptica puede reciclarse en vesiculas, de forma que se
pueda aprovechar en la neurotransmision, o bien puede degradarse en reacciones
gue catalizan las enzimas monoaminooxidasa (MAO) o catecol-O-metiltransferasa
(COMT) (Bahena et al., 2000).

La DA sinaptica que no llegé a captarse en la célula presinaptica puede difundirse
fuera de la hendidura sinaptica o bien degradarse por el efecto de la COMT. Esta se
expresa en el cerebro, el higado, el rifidn y el corazén; inactiva las catecolaminas
afiadiendo un grupo metilo al grupo hidroxilo en la posicion 3 del anillo de benceno.
En el SNC, la COMT se expresa principalmente en las neuronas. Como resultado del
COMT y la MAO, la DA se degrada al metabolito estable acido homovanilico (HVA),

gue se excreta en la orina (Bahena et al., 2000).

2.3 Vias dopaminérgicas.

El sistema dopaminérgico en el cerebro cobrdé importancia a partir de las
investigaciones sobre la EP, que, como ya se menciond, es el resultado de la

degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra pars compacta
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(SNpc). Hay tres vias principales de la DA en el SNC: la via nigroestriada, la via
mesocortical y la via mesolimbica, todas involucradas en diferentes caracteristicas

neurofisioldgicas (Figura 2.3) (Missale et al., 1998; Barajas et al., 2015).

Via mesocortical

Via nigro-estriada

Via mesolimbica

Figura 2.3. Vias dopaminérgicas (Tomada de Mendez et al., 2017).

La via dopaminérgica principal del cerebro es el sistema nigroestriado, que contiene
cerca del 80% de la DA del cerebro. Esta via se relaciona con la funcion motora, la
SNpc envia su sefial para el cuerpo estriado dorsal y regula, a través de la liberacion
de DA y sus receptores, la actividad de las redes de los ganglios basales. Su
degeneracion provoca las anomalias en los movimientos caracteristicos de la

enfermedad de Parkinson (Missale et al.,1998).

En posicion media con respecto a la substantia nigra hay una zona de somas
dopaminérgicos en el mesencéfalo denominada area tegmental ventral (VTA). En la
via mesocortical y mesolimbica, el ATV tiene proyecciones divergentes que inervan
muchas zonas del prosencéfalo, principalmente la corteza cerebral, el estriado o
nucleo accumbens (NAc), la amigdala, el bulbo olfatorio, el hipocampo, vias que
estan relacionadas con la funcidn cognitiva, la motivacion y la emocion. Es posible
gue las alteraciones de estas vias sea el origen de la esquizofrenia (Missale et
al.,1998).
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El sistema dopaminérgico se caracteriza por la presencia de neuronas que sintetizan
y liberan dopamina, en las cuales coexiste un transportador de dopamina, ademas de
receptores selectivos en las células en donde la dopamina produce diferentes efectos
fisioldgicos. Las diversas acciones de la DA se realizan a través de cinco subtipos de
receptores de membrana acoplada al sistema de proteinas G, expresados en las
células blanco (Jackson et al.,, 1994, Missale et al., 1998). Los receptores
dopaminérgicos descritos han sido localizados simultdneamente en las terminales
nerviosas (presindpticos) y en las membranas de diversas células blanco

(postsinapticos) (Missale et al.,1998).

La transmision dopaminérgica en el sistema nervioso central (SNC) ha sido bien
caracterizada y esta involucrada en varias funciones, como en las cognoscitivas, el
control de la locomocion, en la emociones y afecto, asi como en la secrecion
neuroendocrina (Missale et al., 1998). También hay evidencia de que la DA en el
sistema nervioso periférico (SNP) se secreta en algunos tejidos y puede ser
detectada en sangre, asi como se ha registrado la presencia de receptores DA en

diversos tejidos (Jose et al., 1998).

Una alteracion en cualquiera de estos sistemas dopaminérgicos puede provocar una
enfermedad, como la enfermedad de Parkinson, que se debe a una desregulacion de

la neurotransmision con DA (Barajas et al., 2015).

2.4 Receptores dopaminérgicos.

Los receptores se definen como moléculas o arreglos moleculares que pueden
reconocer selectivamente a un ligando (agonista o antagonista) y ser activados por el
ligando con eficacia intrinseca (agonista) para iniciar un evento celular (Bahena et al,
2000).

Los receptores de DA pertenecen a la familia de las proteinas receptoras acopladas
a proteinas G, las cuales estan expuestas a la superficie extracelular de la

membrana plasmatica, atraviesan la membrana y tienen regiones intracelulares que
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activan una clase unica de moléculas de sefalizacion llamadas proteinas G. Este
mecanismo de sefializacion interviene en muchos procesos importantes, entre ellos
la vista, el olfato y la neurotransmision. Una de las funciones principales de las
proteinas G consiste en activar la produccién de segundos mensajeros (Bahena et al,
2000; Barajas et al., 2015).

2.4.1 Clasificaciéon de los receptores dopaminérgicos.

La primera clasificacion de los receptores dopaminérgicos fue propuesta por
Kebabian y Calne en 1979, de acuerdo con la evidencia farmacoldgica y bioquimica,
como dos familias, una acoplada positivamente a la enzima adenilato ciclasa (AC)
gue interviene en la generacion de adenosin monofosfato-3’,5’ ciclico (AMPc), y otra
independiente de ésta. La familia D1 estaria acoplada a proteinas Gs, induciendo un
incremento en la produccion de AMPc, y la familia de los D2 estarian acoplados a
proteinas Gi, induciendo una menor actividad de la AC y menor producciéon de AMPc.
Estas diferencias funcionales son actualmente explicadas por las diferencias
estructurales que existen entre las dos familias de receptores dopaminérgicos
(Jackson et al., 1994; Missale et al., 1998).

Con técnicas de sintesis de farmacos especificos ha sido posible identificar la
presencia de diversos receptores dopaminérgicos especialmente en el SNC. Son
conocidos clasicamente como la familia de los receptores D1 6 Di-like y D2 6 Do-like.
De acuerdo con las similitudes que existen entre los receptores en cuanto a su
estructura, sus efectos farmacologicos, su distribucion, asi como la activacion de
segundos mensajeros intracelulares, han sido clasificados dentro de la familia D1 los
subtipos de receptores D1 y Ds, mientras que dentro de la familia de los receptores
D2 se encuentran los subtipos de receptores D2, Dz y D4. Hay dos formas alternativas
de las proteinas D2, D2s (de corto) y Do (de largo), que representan variantes de

corte y empalme alternativo del mismo gen (Missale et al., 1998).
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2.4.2 Estructura del receptor dopaminérgico.

A partir de que el cDNA del receptor dopaminérgico D fue aislado por primera vez
por Bunzow y colaboradores (1988), se ha descrito la existencia de otros subtipos de
receptores, asi como variaciones de un mismo receptor (Missale et al., 1998).

Todos los subtipos de receptores dopaminérgicos tienen una estructura similar con
siete regiones o dominios hidrofébicos que se encuentran distribuidos en la
membrana celular denominados TMI-TMVII. Entre estos dominios existen tres asas
denominadas CPL1, CPL2 y CPL3 que protruyen dentro y fuera del citoplasma. El
extremo amino terminal (NH2) es extracelular y presenta el mismo numero de
aminoacidos en todos los subtipos de receptores, asi como un nimero variable de
sitios para glicosilacion. Los receptores de la familia D> tienen un asa intracelular
(CPL3) muy larga, una caracteristica que es comun en los receptores que interactiian
con el sistema de proteinas Gi, para inhibir a la AC (Figura 2.4). Los receptores de la
familia D1 se caracterizan por una CPL3 corta, como muchos de los receptores que
se acoplan a las proteinas Gs y que estimulan la produccion de AMPc (Figura 2.4). El
extremo carboxilo (COOH) terminal protruye, al igual que las asas citoplasmicas,
dentro del citoplasma, y es siete veces mas largo para la familia de los receptores D1
qgue para los de la familia D2. Esta porcion es rica en residuos de serina, treonina, lo

cual es un substrato para fosforilacion (Missale et al., 1998).

12
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Espacio
estracelular

Citoplasma

Figura 2.4. Estructura de los receptores dopaminérgicos. Se representan caracteristicas estructurales
de los receptores de dopamina Di. Los receptores D2 son similares y se caracterizan por un extremo
COOH-terminal mas corto y por un tercer bucle intracelular mas grande. Los residuos involucrados en
la union de dopamina se destacan en los dominios transmembrana. Los sitios de fosforilacién
potenciales se presentan en el tercer ciclo intracelular (I3) y en el extremo COOH. Los sitios de
glicosilacibn  potenciales estdn representados en el NHz terminal. (Tomada de
http://apuntesmedicinaucsg.blogspot.com/2013/12/neurofisiologia-de-receptores.html).

2.4.3 Familia D..

Como se mencion6 anteriormente, la familia de receptores D, esta constituida por
tres subtipos denominados D, D3y D4, los cuales tienen como caracteristicas una
region iz muy larga de 101 a 166 aminoacidos, dependiendo del subtipo y de la
especie. En contraste, la misma region esta conformada por 57 y 50 residuos en los
receptores D1y Ds, respectivamente (Jackson et al., 1994). Las regiones iz largas
parecen ser tipicas de los receptores que inhiben a la AC (y por lo tanto la formacién
de AMPc) mediante la activacion de proteinas Gi. Dicha region es también rica en
residuos de serina y de treonina, mismos que pueden ser fosforilados por diversas
protein cinasas, regulando asi el acople a la proteina G correspondiente (Bahena et
al., 2000).
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2.4.3.1 Caracteristicas y distribucién de los receptores D, en el cerebro.

Existen dos formas de receptores D> generadas por procesamiento alternativo
(“splicing”) del ARNm proveniente de un gen Unico. La forma corta (D2s) esta formada
por 414 aminoé&cidos en el humano y 415 en la rata, mientras que la forma larga (D2L)
tiene 443 y 444 aminoacidos, respectivamente. La diferencia de residuos
aminoacidicos se observa sobre todo en la regién is, conformada por 29 aminoacidos
mas en las formas largas del receptor (Jackson et al., 1994). Dado que la region ises
critica para el acople a proteinas G, es probable que la variacion en longitud de dicha
region resulte en diferencias tanto en los procesos de transduccion de sefiales como
en la regulacion de la activacion de proteinas G (Missale et al., 1998; Barajas et al.,
2015).

El receptor D2 se encuentra en alta densidad en el neoestriado, el tubérculo olfatorio,
la capa molecular de la formacion hipocampal, el nicleo accumbens, las islas de
Calleja y el area tegmental ventral. Se encuentra también en moderadas cantidades
en la substantia nigra reticulada y en la substantia nigra compacta (donde es
expresado por las neuronas dopaminérgicas como autorreceptor somatodendritico),
en la corteza cerebral (regiones prefrontal, entorrinal y cingulo), en el globo palido, la
amigdala, el talamo y el hipotalamo (Jackson et al., 1994). En la hipofisis, el receptor
D2 es expresado por los melanotropos y por los lactotropos, donde regula la
neurosecrecion al modular la apertura de canales de Ca*™ activados por voltaje
mediante la activacion de proteinas G (Lledo et al., 1992; Missale et al., 1998;
Gomora et al., 1996).

La distribuciéon del ARNm es practicamente paralela a la descrita para el receptor,
con la excepcidon de las substantia nigra reticulada, en la que se han determinado
niveles intermedios del receptor, pero muy bajos o indetectables del ARNm (Jackson
et al., 1994), indicando que en esta region el receptor se encuentra localizado en las
terminales sinapticas de las vias aferentes y en las dendritas de las neuronas
dopaminérgicas de la substantia nigra (SNc) que se extiende a substantia nigra

reticulada (SNr). Cabe destacar que, en general, la distribucion del ARNm de las dos
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formas (corta o larga) del receptor coincide con la distribucién del ARNm total para
ambas formas. Sin embargo, en las regiones donde se han observado una
distribucién diferencial es en el neoestriado y la hipofisis, en donde se observa una
mayor presencia del receptor D2 en forma larga (Jackson et al., 1994).

2.5 Modelos murinos de manipulacion dopaminérgica para el estudio de la EP.

Hay diversos modelos de manipulacion dopaminérgica en rata que permiten una
aproximacion a las alteraciones en los ganglios basales, tales como el parkinsonismo
en humanos. Hay modelos por neurotoxicidad a través de agentes quimicos
neurotoxicos especificos para las neuronas dopaminérgicas y catecolaminérgicas
como el inducido por 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (Jeon, 1995) o bien por 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP) (Gonzéalez, 2005), el acido 3-nitropropiénico (3-
NP), la retonona (Gonzéalez, 2005), la inyeccion crénica de anfetamina (Sthepans et
al., 1998) y el &cido maldnico (MA).

Es importante mencionar que los modelos basados en el uso de antagonistas de DA
presentan ventajas frente a las neurotoxinas, por la reversibilidad del dafio en el
animal. Estos modelos utilizan la administracion de antipsicéticos de eficiencia clinica
para interferir con la funcidén transmisora de la dopamina y producir efectos
neurolégicos motores. Tal es el caso del uso de butirofenonas y sus congéneres,
como el haloperidol y la pimozida, con afinidad selectiva a receptores de dopamina
D2 (Bahena et al., 2000).

El haloperidol es un neuroléptico perteneciente a la familia de las butirofenonas. Es
un potente antagonista de los receptores dopaminérgicos cerebrales (D1 y D2).
Como consecuencia directa del efecto bloqueante dopaminérgico central, el
haloperidol posee una actividad incisiva de delirios y alucinaciones (probablemente
debido a una interaccion en los tejidos limbico y mesocortical) y una actividad sobre

los ganglios basales (via nigrostriada). La actividad sobre los ganglios basales
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probablemente sea la razén de los indeseables efectos motores extrapiramidales
(distonia, acatisia y parkinsonismo).

El haloperidol es considerado uno de los prototipos para farmacos tipo neuroléptico
estandar, que tienen perfiles similares de sus efectos motores a los observados en
los enfermos con la EP (Freedman et al., 1994; Sultana et al., 2000; Campos, 2008)
tales como acinesia, bradicinesia, rigidez, temblor, alteraciones en la marcha y
postura anormal (Campos et al., 2008; Hardman et al., 2003). Su administracion oral
o intraperitoneal (IP) estimula movimientos mandibulares (Glenthoj et al., 1989;
Trevitt et al.,, 1998; Wisniecki et al., 2003) que correlacionan con el temblor en el
parkinsonismo. Al respecto, el modelo de parkinsonismo de temblor mandibular (TM)
propuesto por Salamone et al. (1998) es un modelo que cumple con los criterios de
validacion de modelos animales (Ishiwari et al., 2004; Collins-Praino et al., 2011) bajo

los planteamientos anteriores.

2.6 Modelo de parkinsonismo.

Los modelos de enfermedad de Parkinson con neurotoxinas y neurolépticos han
permitido el estudio de los posibles mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad,
asi como de la eficacia de los tratamientos tanto sintomaticos como neuroprotectores
ylo restauradores, probando la eficacia y seguridad en dichos modelos previamente a

la administracion en humanos (Bankiewicz et al., 1993).

El modelo de parkinsonismo (Salamone et al., 1998) induce en la rata un temblor
mandibular rapido y no dirigido a algun estimulo en patrticular, que se genera en
repetitivas oscilaciones verticales de la mandibula (Salomone et al., 1990, 1996,
1998), en una escala de frecuencia entre 3-7 Hz (Ishiwari, 2004; Finn et al., 1995;
Salamone et al., 1996; Collins—Praino et al., 2011). Las -caracteristicas
neuroquimicas, anatomicas y electromiograficas del temblor mandibular se
homologan con lo registrado en el temblor de pacientes parkinsonianos (Salamone et
al., 1998; Cousins et al., 1998; Cenci et al., 2002).
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La induccion de los temblores mandibulares (TMs) en rata esta asociada con
alteraciones en los mecanismos estriatales (Mayorga et al., 1997; Salamone et al.,
1990). La mayoria de TMs son inducidos por una alteracién en la neurotransmision
dopaminérgica estriatal, que puede ser ocasionada por antagonismo dopaminérgico
(Salamone et al., 1996; Ishiwari et al., 2005; Collins-Praino et al., 2011) o por el
efecto de la deplecion de dopamina en el estriado ventrolateral (EVL) con 6-OHDA
(Jicha et al., 1991; Finn et al., 1997), si bien se sabe que la region ventrolateral del
estriado es una area que recibe proyecciones dopaminérgicas provenientes de la
substantia nigra compacta (Berke et al., 2000).

En el presente trabajo se utilizara el modelo inducido por el antagonista
dopaminérgico sistémico haloperidol, el cual émula las caracteristicas de las

alteraciones motoras en el parkinsonismo (Salamone et al., 1998).

2.7 Acidos grasos.

Los &cidos grasos son compuestos organicos, no polares, generalmente insolubles
en agua, formados por cadenas de hidrocarburos que tienen, por lo general, un
namero par de atomos de carbono, en un rango de longitud de 6 a 24 carbonos
(Arab, 2003). Los acidos grasos se encuentran en triglicéridos y fosfolipidos, y rara
vez como acidos grasos libres. Los acidos grasos son importantes como unidades de
almacenamiento de energia, ya que su metabolismo genera grandes cantidades de
ATP. Ademas, las grasas juegan un papel vital como unidades estructurales en las
membranas celulares (como anclaje de proteinas, transporte y sefializacion de
moléculas), como precursores de eicosanoides y como reguladores de la expresion
génica (Arab, 2003).

Los acidos grasos pueden ser saturados o insaturados, estos ultimos tienen en su
estructura dobles enlaces. Los acidos grasos insaturados se clasifican a su vez en

monoinsaturados y poliinsaturados. Los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) 6
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PUFA por sus siglas en inglés (polyunsaturated fatty acids) se definen como aquellos

acidos que contienen dos o més dobles enlaces.

En los mamiferos, los AGPI se clasifican en dos grandes categorias, los esenciales y
los no esenciales. Los AGPI esenciales son aquellos que deben ser ingeridos en la
dieta, ya que no pueden ser sintetizados a partir de otros precursores. A esta
categoria pertenecen los &cidos grasos linoléico (18:2 n-6) y a-linolénico (18:3 n-3)
(Figura 2.5).

HO

5 (o]
Acido alfa-linolénico (ALA, C18:3, omeaa-3)
HO

(o)
Acido linoléico (LA, C18:2, omega-6)

Figura 2.5. Estructura quimica de los &cidos grasos esenciales: acido alfa-linolénico y acido linoléico.

2.7.1 Acidos grasos poliinsaturados esenciales.

Los AGPI esenciales se dividen en dos familias: la omega-6 (n-6) y la omega-3 (n-3).
Los acidos grasos n-3 y n-6 difieren en la posicion de los dobles enlaces dentro de su
cadena hidrocarbonada: a partir del extremo metilo, el doble enlace terminal se ubica
en el carbono 3 para los acidos grasos omega-3, y en el carbono 6 para los acidos
grasos n-6. Los acidos grasos octadecanoides (18 carbonos) como el acido a-
linolénico (ALA) y el &cido linoléico (LA) constituyen los precursores de la familia n-3
y n-6 de AGPI, respectivamente (Figura 2.6). Los acidos grasos esenciales n-3 y n-6
no son interconvertibles en el organismo, por lo que su aporte debe de provenir

necesariamente de fuentes exégenas (Shahidi, 2006).
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Los AGPI mas importantes fisiolégicamente son el EPA y el DHA, dos acidos grasos
omega-3 que se encuentran principalmente en el aceite de pescado (Muskiet et al.,
2004), y el &cido araquiddnico (AA) que es un importante AGPI n-6 ya que es el
precursor de varios mediadores proinflamatorios de la familia de eicosanoides, como
prostagladinas, tromboxanos y leucotrienos, mientras que los provenientes de los
omegas-3 tienen un efecto antiinflamatorio (Soberman et al., 2003). Estas moléculas
de sefalizacién ejercen control sobre muchos sistemas corporales, principalmente la
inflamacion, la epigenética, el desarrollo y funcion cerebral, y la inmunidad (Muskiet
et al., 2004).

Tanto el higado como el cerebro tienen la maquinaria enzimatica para convertir el
ALA en DHA (Brenna et al., 2009). Mas especificamente, el ALA es desaturado
inicialmente por la A-6 desaturasa, que se considera generalmente como la reaccion
limitante de la velocidad en la via, antes de someterse al alargamiento y entrar en un
segundo evento de desaturacion (A-5 desaturasa) para formar EPA (20:5 n-3) (Figura
2.6). EI EPA puede ser alargado por la enlogasa 2 para formar el &acido
docosapentanoico (DPA; 22:5 n-3) y luego a 24:5 n-3 seguido de la desaturacion que
utiliza de nuevo la A—6 desaturasa para formar 24:6 n-3. El 24:6 n-3 se trasloca
entonces desde el reticulo endoplasmatico hasta el peroxisoma donde sufre una
ronda de B-oxidacion para formar DHA (Barcelo-Coblijn et al., 2009; Sprecher, 2000;
Calder, 2016). El higado tiene una mayor capacidad que el cerebro para la
conversion del ALA y sigue siendo la principal fuente de DHA no dietético (Barcelo-
Coblijn et al., 2009). EI AA es el acido graso n-6 mas abundante en el cerebro, que
comprende 8-11% de los &cidos grasos de los fosfolipidos. El contenido de DHA en
el cerebro es de 12-15%, mientras que el EPA no se almacena en cantidades

significativas en el cerebro (Whelan, 2008).
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Acidos grasos n-6 Acidos grasos n-3
Acido linoléico Acido linolénico
18:2 18:3
l —  A-6 Desaturasa €Em— l
18:3 18:4
l —  Enlogasa D —— l
20:3 20:4
l — A-5 DESALUrasa € l

Acido araquidénico Acido
20:4 eicosapentaenoico
l -3  Enlogasa — l
22:4 22:5
l —  Enlogasa —
24:5 24:5
— A-6 DESAtUrasa €
24:6
24:4
Acido docosapentaenoico 22:5 Acido docosahexaenoico 22:6

Figura 2.6. Familia de &cidos grasos poliinsaturados esenciales. (Tomada de Valenzuela et al., 2011)

2.7.2 DHA.

El acido docosahexaenoico (DHA) es un &cido graso de cadena larga omega-3,
altamente insaturado. Tiene 22 carbonos en su cadena de acilo, que incluyen seis
dobles enlaces. EIl DHA se muestra en la nhomenclatura comidn de acidos grasos
como 22:6 n-3 (Figura 2.7). El nombre comun para el DHA, que se utiliza raramente,
es el acido cervonico. Las cadenas de acilos sin dobles enlaces, como los acidos
grasos saturados, son rectas y se empaquetan fuertemente. La introduccion de un
doble enlace cis en una cadena acilo introduce un doblez en la cadena, haciendo

menos facil que tales cadenas se empaqueten juntas y bajen su punto de fusion.
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Como la cadena acilo de DHA contiene seis enlaces dobles cis (Figura 2.7), posee
propiedades fisicas Unicas y un punto de fusion muy bajo (-44 °C). Al igual que otros
acidos grasos, el DHA se encuentra mas a menudo enlazado a través de su grupo
carboxilo en una estructura lipidica mas compleja, tal como un triglicérido, un

fosfolipido o un éster de colesterilo (Calder, 2016).

El DHA juega un papel vital en la estructura y funcion del cerebro y los ojos. Un
suministro adecuado durante la vida fetal y en la infancia es esencial para asegurar

un desarrollo 6ptimo (Calder, 2016).

Figura 2.7. Diferentes representaciones de la estructura del DHA. El DHA tiene 22 carbonos y seis
enlaces dobles cis en su cadena hidrocarbonada (acilo). El carbono a es el carbono del grupo
carboxilo terminal (COOH) y el carbono omega es el carbono del grupo metil (CHs) terminal (Tomada
de Calder, 2016).

Los acidos grasos omega-3, como es el caso del DHA, tienen un papel importante en
las funciones cerebrales ya que son los principales componentes de los fosfolipidos
de membrana de las células neuronales, por lo tanto, regulan propiedades de la
membrana tales como fluidez, felixibilidad, permeabilidad y la modulacién de

proteinas unidas a la membrana (Delion et al., 1996; Innis, 2000).

21



ANTECEDENTES

En la sangre, los acidos grasos se pueden incorporar en triglicéridos, fosfolipidos y
ésteres de colesterol unidos a las proteinas plasmaticas como la albumina, de la que
se disocian y, posteriormente, pueden penetrar la barrera hematoencefalica (Chen et
al., 2008). Los AGPI unidos a albumina son la principal fuente para el cerebro. Una
vez en el cerebro, los AGPI son convertidos por la acil-CoA sintetasa en acil-CoAs y
luego se esterifican preferentemente en el fosfolipido en la posicién sn-2
(estereoespecifica) a través de la transferasa-acil CoA (Mashek et al., 2006).

Dependiendo de su nivel de insaturacién y la conformacion tridimensional, los AGPI
promueven un aumento de la fluidez de la membrana mediante la interrupcion del
empagquetamiento ordenado de la bicapa fosfolipidica de las membranas biolégicas.
Se ha encontrado que el DHA tiene preferencia por el fosfolipido de membrana
fosfatidiletanolamina, asi como para la fosfatidilserina, y se encuentran
principalmente en la membrana sinaptica, la retina y los axones, mientras el AA se
une a fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol (Chen et al., 2011). Las conformaciones
del DHA dentro de la bicapa de fosfolipidos por la presencia de sus multiples dobles
enlaces cis, confieren una mayor fluidez y otras propiedades Unicas a las membranas
biologicas. Por lo tanto, proporciona un entorno bien adaptado para la funcién 6ptima

de receptores, permeasas y canales (Salem et al., 2001).

Las fosfolipasas A2 (PLAs2) son un grupo de enzimas responsables de la liberacion
de acidos grasos por hidrélisis de los fosfolipidos de membrana en la posicidon sn-2
del glicerol. Mas del 90% de los AGPI liberados son rapidamente reesterificados y
regresan a la bicapa de fosfolipidos (Bazinet et al., 2005). La funcion de los AGPI
libres es suministrar energia a las células a través de vias de degradacion, tales
como reacciones de p-oxidacion en la mitocondria, o estan involucrados como
mensajeros que pueden desencadenar cascadas de sefializacion intracelulares,
incluyendo la apoptosis, procesos inflamatorios y la proliferacion celular. Debido a su
amplio espectro de actividad, los AGPlI omega-3 son reconocidos como potentes
agentes para la prevenciéon y el tratamiento de numerosos padecimientos, que van
desde trastornos cardiovasculares hasta las enfermedades neurodegenerativas
(Calon et al., 2007).
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2.7.3 Acidos grasos esenciales en la funcién cerebral.

Una gran porcion de fosfolipidos en el cerebro contiene acidos grasos esenciales que
pertenecen a las familias omegas 6 (n-6) y omega 3 (n-3) (O'Brien et al., 1964;
Crawford et al., 1976). Los acidos grasos omega-3 tienen varias funciones
importantes tales como la definicién de la fluidez, flexibilidad, permeabilidad y la
modulacion de las proteinas de membrana, ya que son en el componente principal

de los fosfolipidos de membrana de las células neuronales (Suzuki et al., 1998).

La composicion lipidica de las membranas afecta también la estructura terciaria y
cuaternaria de los receptores (colinérgicos, dopaminérgicos, adrenérgicos) y la

funcion asociada a la transmision de impulsos nerviosos (Calvani et al., 2003).

Los tejidos neuronales como el cerebro y la retina contienen cantidades elevadas de
acido docosahexaenoico (DHA), pero particularmente en las membranas sinapticas,
el DHA esta altamente concentrado y esto facilita la exocitosis de las vesiculas que
contienen neurotrasmisores, lo que indica un papel importante en la regulacion de la
liberacion de neurotrasmisores (Pongrac et al., 2007). Ademas, no solo modula las
propiedades fisicas de las membranas neuronales (Tanabe et al., 2004), sino que
también promueve la formacion de segundos mensajeros que pueden funcionar en
los procesos de sefializacion (Phillis et al., 2006). EI DHA también puede regular la
actividad e insercion de receptores de membrana como los receptores de glutamato
(Moreira et al.,, 2010), asi como modular receptores dopaminérgicos y la

neurotransmision serotoninérgica (Chalon, 2006).

La composicion lipidica de las membranas y la proporcion de acidos grasos n-3,
principalmente DHA, puede alterar las funciones de éstas por falta de fluidez.
También se puede afectar a las proteinas por su relacién con los lipidos de la
membrana y en consecuencia también hay efectos en las funciones enzimaticas.
Con la deficiencia de &cidos grasos omega-3 se ha encontrado que en las
membranas mitocondriales de la corteza cerebral y del bulbo olfatorio de rata se
reduce en un 30-35% la fosfatidilserina. EI aumento de DHA es relevante en la

prevencion de las vias de la neurogénesis, la regulacion de la neurotransmision, la
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reduccién de la producciéon de amiloide-pB, y el aumento de los niveles del factor

neurotrofico derivado del cerebro (Cole et al., 2010).

Se requieren suministros adecuados de A&cidos grasos esenciales durante el
desarrollo y en la edad adulta, para garantizar la funcién cerebral adecuada (Innis,
2011). Estudios en rata, sobre la deficiencia de acidos grasos omega-3, mencionan
gue la etapa del desarrollo es un periodo critico para el cerebro (Chen, et al., 2012;
De Velasco et al., 2012). Durante el desarrollo prenatal, el DHA se transporta de la
madre a la cria a través de la placenta. Después del nacimiento, la adquisicion de
omega-3 se logra mediante el consumo de leche materna (Innis, 2011). Y si hay una
disminucion de los acidos grasos omega-3, se observa un deteriodo en las
habilidades del aprendizaje y vison, disminucion de las actividades sensoriales y

motoras (Innis, 2007).

Por otro lado, durante el envejecimiento, disminuye la concentracion de los acidos
grasos poliinsaturados en las membranas neuronales. Hay dos posibles factores
para esta disminucion. La primera es una disminucion en la capacidad de los acidos
grasos consumidos en la dieta para cruzar la barrera hematoenceféalica, ya que se
vuelve menos efectiva durante el envejecimiento (Yehuda et al., 2005). Y el segundo,
la disminucion del nivel y la actividad de las enzimas involucradas en los precursores
dietéticos de los acidos grasos esenciales, por lo cual la actividad de la enzima
desaturasa disminuye durante el envejecimiento, y esto modifica la membrana
cerebral, lo que podria generar trastornos neurodegenerativos como el Parkinson
(Bousquet et al., 2009), enfermedad de Alzheimer (Cunnane et al.,, 2012) o la
esquizofrenia, donde se sefiala que los omega-3 y omega-6 son deficientes, en

particular los niveles de DHA (Horrobin, 2001).

Por lo tanto, un equilibrio de los acidos grasos omega-3 y omega-6 es determinante
para mantener la homeostasis y el desarrollo normal del cerebro (Gomez-Pinilla,
2008).
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2.8 Relacion de los acidos grasos omega-3 con la Enfermedad de Parkinson.

Aungue hay una gran cantidad de estudios sobre modelos de EP en células y
animales inducidos por toxinas, todavia no se ha desarrollado un tratamiento que
pueda modificar o detener la EP, por lo tanto, se necesitan mas estudios para
avanzar en el campo de la EP. Se han podido identificar de manera imparcial varios
procesos o vias que pueden estar involucrados en la EP (Xicoy et al., 2019). Los
acidos grasos poliinsaturados pueden desempefiar un papel muy importante en la
enfermedad de Parkinson (Cole et al., 2013), ya que se ha asociado en diferentes
procesos, y diversos antecedentes han mostrado la importancia de los &cidos grasos
de cadena larga, como el acido docosahexaenoico (DHA) y el acido araquidénico
(AA), en la funcién cerebral (Uauy et al., 2006; Innis, 2007; Zhang et al, 2011).

Desde un punto de vista evolutivo, la expansion de la materia gris en la corteza
cerebral coincidio con la inclusion en la dieta humana de pescados y mariscos y otras
fuentes que contienen altos niveles de DHA (Crawford et al., 1999, 2001; Bradbury,
2011). Ya en la década de 1920 algunos investigadores habian descrito la
importancia de los acidos grasos esenciales, ya que habian observado cambios en la
piel en ratas y trastornos neuroldgicos y visuales en los seres humanos sometidos a
la restriccion de grasas en sus dietas (Burr et al., 1929). Desde entonces, se han
estudiado diversos aspectos funcionales relacionados con los &cidos grasos
esenciales (AGEs), y se ha enfatizado la importancia del equilibrio en la dieta,
teniendo en cuenta que el DHA y AA pueden ejercer efectos opuestos sobre el

metabolismo cerebral.

El AA y el DHA participan en diversas etapas del desarrollo neuroldgico, incluyendo
la neurogénesis y la diferenciacion morfologica de algunas neuronas (Castro et al.,
2001; Levant et al., 2004). Se ha demostrado mediante estudios in vitro que el DHA
estimula el ciclo celular en las células neuroprogenitoras de la retina y la maduracion
de células gliales (Insua et al., 2003; Joardar et al., 2006). También se demostr6 que

el DHA promueve la diferenciacion dopaminérgica en células madre pluripotentes
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inducidas e inhibe la formacion de teratoma en ratas con Parkinson (Chang et al.,
2012).

En otros estudios han utilizado hibridacion in situ o andlisis de microarreglos y han
demostrado que el DHA es capaz de regular la transcripcion de genes relacionados
con el metabolismo celular, la sefalizacion celular, incluyendo la respuesta al estrés
oxidativo, la divisién celular, el crecimiento y la apoptosis (Sessler et al., 1998; Kitajka
et al., 2004). Estos resultados y diversas evidencias indican que los AGPI de cadena
larga (AGPI-CL) pueden actuar como neuroprotectores en el cerebro, y que el DHA
esta implicado en la reduccion de la apoptosis y la necrosis en diferentes clases de
neuronas (Kim et al., 2010), asi como también en las funciones inflamatorias,
mientras que el AA puede actuar como un factor neurotréfico en las neuronas

sensoriales (Robson et al., 2010).

Dentro de los efectos neuroprotectores del DHA estan implicados los subproductos
de su metabolismo llamados docosanoides, especialmente la neuroprotectina D1
(NPD1), que en condiciones de inflamacién o estrés oxidativo es capaz de reducir los
agentes proapoptoticos, tales como la caspasa-3, Bad y Bax, asi como de inhibir la
ciclooxigenasa-2 y el factor proinflamatorio NF-kB (Mukherjee et al., 2004; Chen et
al.,, 2005; Bazan et al.,, 2011). Otros estudios han demostrado también que un
derivado de etanolamina de DHA, llamado N-docosahexaenoico etanolamina (DEA)
aumenta el crecimiento de neuritas y la sinaptogénesis en las neuronas del

hipocampo (Kim et al., 2011a, b).

En conjunto, estos hallazgos sugieren que el desequilibrio en los niveles de AA /
DHA en la vida temprana y sobre todo la deficiencia de DHA, inducen la
neurodegeneracion (Schmitz et al.,, 2008; Bazan., 2011). Sin embargo, en
condiciones fisiologicas, los niveles de AGPI-CL en los fosfolipidos de membrana del

cerebro disminuyen con el envejecimiento (Uauy et al., 2006).

Estudios en humanos han observado que una mayor ingesta de AGPI omega-3, pero
no de omega-6, esta asociada con un menor riesgo de EP (Kamel et al., 2014; Xicoy

et al., 2019), mientras que en otros estudios han reportado que un mayor consumo
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de omega-6 se relaciona con un mayor riesgo de EP (Miyake et al., 2010; Xicoy et
al., 2019). También se ha observado que en el suero de pacientes con EP
disminuyeron las concentraciones de AGPI-CL, incluidos ALA, LA y AA, en
comparacién con los controles (Schulte et al., 2016; Xicoy et al., 2019), mientras que
el liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con EP aumentd los niveles de 4-
hidroxinenal, un producto muy téxico generado por la peroxidacién de AA (Selley,
1998; Xicoy et al., 2019). Asi mismo, se ha encontrado que los niveles de DHA, AA'y
el acido linolénico disminuyen en las balsas lipidicas de la corteza frontal de los
pacientes con EP (Fabelo et al.,, 2011; Xicoy et al.,, 2019). Ademas, no se han
observado cambios de AGPI en la corteza temporal de pacientes con EP (Julien et
al., 2006; Xicoy et al., 2019). Actualmente no hay un acuerdo sobre el impacto de la
ingesta de los AGPI en el riesgo de EP y hay poca informacién disponible sobre los
niveles de AGPI en sangre, LCR y el cerebro en pacientes con EP. El Unico hallazgo
consistente es la distribucion intracelular alterada de AGPI en neuronas de la corteza
frontal de pacientes con EP, es decir, niveles reducidos de DHA en las balsas
lipidicas y aumento de DHA en la fraccion citosélica (Julien et al., 2006; Xicoy et al.,
2019).

En modelos animales se ha observado que, durante las ultimas etapas de la
gestacion y el periodo de lactancia, hay una acumulacion significativa de todos los
acidos grasos en el cerebro (Green et al., 1999). Los acidos grasos saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados se distribuyen de forma diferente entre la materia
gris y blanca en las regiones del cerebro (Levant et al.,, 2006). Su acumulacién se
produce en las distintas etapas del desarrollo del cerebro (Innis, 2007). Durante el
embarazo, la necesidad de AGPI-CL es mayor, ya que tiene que ser compartida
entre los diferentes tejidos de la madre y del feto, de acuerdo con su disponibilidad
en la dieta y su metabolismo en el higado (Green et al., 1999; Uauy et al., 2006;
Innis, 2007; Rapoport et al., 2007).

Por otro lado, diversos estudios han mostrado que los AGPI omega-3 en animales
ejercen acciones neuroprotectoras, al aumentar la expresion del factor neurotréfico

derivado del cerebro en ratones tratados con MPTP y 6-OHDA. También se ha
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obervado que el DHA, protege las neuronas dopaminérgicas contra la neurotoxicidad
inducida por el MPTP o toxicidad inducida por rotenona, en modelos de roedores
(Tanriover et al., 2010; Ozkan et al., 2016; Serrano et al., 2018). Ademas, el DHA
desempefia un papel crucial en la diferenciaciéon de células madre pluripotentes
inducidas en neuronas dopaminérgicas funcionales, y una suplementacién con DHA
protege a las neuronas dopaminérgicas del sistema nervioso en ratones tratados con
MPTP (Chang et al., 2012; Parlak et al., 2015; Xicoy et al., 2019).

Varios estudios han indicado que los sistemas dopaminérgicos pueden verse
particularmente afectados cuando la disponibilidad del DHA se reduce en el cerebro
(Delion et al., 1994; Zimmer et al., 1998; Zimmer et al., 2000a; Zimmer et al., 2000b;
Zimmer et al., 2002; Chalon, 2006).

Un estudio sobre la reversibilidad inducido por déficit de AGPI-CL omega-3 en la
neurotransmision dopaminérgica en ratas, demostraron que, incluso después de la
restitucion de una dieta adecuada después del destete, la liberacion estimulada de
dopamina en el NAc y la corteza frontal, y los sitios de union VMAT2 en el NAc no

mostraron una recuperacion completa (Kodas et al., 2002).

Por otra parte, ratas alimentadas durante 21 meses con isdbmeros trans de ALA
mostraron niveles reducidos de dopamina enddgena en la corteza frontal, el cuerpo
estriado y el hipocampo. Sin embargo, la suplementacion dietética posterior con cis
ALA fue capaz de aumentar la concentracion de dopamina sélo en la corteza frontal
(Acar et al., 2003). Otro estudio demostrdé que, cuando las ratas fueron alimentadas
desde la concepcion con una dieta que produce una disminucién relativamente
modesta de DHA en el cerebro, no se encontraron cambios en el comportamiento de
adultos que fueran indicativos de disfunciébn dopaminérgica, como la actividad
locomotora estimulada por anfetamina. Sin embargo, los cambios en la catalepsia
inducida por haloperidol se invirtieron por la suplementacion de la dieta al destete
(Levant et al., 2004).

Hacioglu y colaboradores (2012) suplementaron con DHA a ratas con parkinsonismo

experimental, tratados con MPTP, en el cual los animales inducidos con MPTP
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mostraron una disminucion de la actividad locomotora, la coordinacibn motora, y
pérdida del equilibrio en comparacién con los animales inducidos con MPTP y
tratados con DHA, lo cual sugiere que el DHA protege a las neuronas
dopaminérgicas significativamente contra la muerte celular. Otros reportes similares
se obtuvieron en modelos inducidos a parkinsonismo (inducido por una toxina o 6-
hidroxidopamina), donde se observo el efecto protector de la administracion de AGPI
omega-3, ya que se Vvio una recuperacion parcial en la locomocion y una disminucién
en los niveles de peroxidacion lipidica, al igual que se ven atenuados los déficits de
aprendizaje y memoria en ratas suplementadas, por lo tanto esto indica que los AGPI
omega-3 previenen los trastornos de comportamiento y neuroquimicos, presentando

una posible accion protectora (Barros et al., 2016; Delattre et al., 2016).

Los mecanismos implicados en la pérdida de células dopaminérgicas en la substantia
nigra inducida por la restriccion dietética de acidos grasos esenciales (AGES) no se
entienden por completo, pero parece que, durante el desarrollo del cerebro, tal
deficiencia podria afectar multiples mecanismos homeostaticos que por lo general
confieren resistencia a la substantia nigra e incluso al area tegmental ventral (VTA),
modificando el perfil de degeneracion de las células dopaminérgicas del
mesencéfalo. La evidencia acumulada ha sefialado al estrés oxidativo en la
desaparicion de las células dopaminérgicas como un factor relevante involucrado en
la etiologia y evolucidon de la enfermedad de Parkinson, asi como en otras

enfermedades neurodegenerativas (Melo et al., 2011).

Por lo tanto, en modelos experimentales de enfermedad de Parkinson, como en
lesiones estriatales con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6
tetrahidropiridina (MPTP) que producen el estrés oxidativo, se ha demostrado que la
suplementacién dietética con DHA puede restaurar parcialmente la neurotransmision
dopaminérgica (Bousquet et al.,, 2008; Cansev et al., 2008), asi como aumentar la
actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD) en el cuerpo estriado (Sarsilmaz
et al., 2003), y hay disminucion significativa de actividad de la ciclooxigenasa-2 y de
los niveles de prostaglandina E2 en la substantia nigra, atenuando la muerte de

células dopaminérgicas inducida por MPTP (Ozsoy et al., 2011).
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Resultados obtenidos por Ozsoy et al. (2011) destacan la importancia del DHA en el
mantenimiento del equilibrio redox en la substantia nigra, lo que refuerza la accion
protectora de la suplementacion dietética del DHA en poblaciones de células en

condiciones de estrés oxidativo.

Durante el envejecimiento del cerebro, hay una disminucién progresiva de la
actividad de varias enzimas antioxidantes, incluyendo SOD y CAT (Cardoso, et al.,
2012; Venkateshappa et al., 2012). Por lo tanto, los niveles altos de estrés oxidativo
inducido por la deficiencia de DHA en la substantia nigra de los animales jévenes
pueden acelerar el perfil degenerativo de este ndcleo, lo que aumenta el riesgo de
enfermedades relacionados con la dopamina, tales como la enfermedad de

Parkinson.

Por otro lado, una alimentacioén restringida de ALA a corto plazo fue capaz de reducir
los niveles del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) del cuerpo estriado y
la corteza cerebral en ratones (Miyazawa et al., 2010). Esta sensibilidad del cuerpo
estriado a los cambios en los niveles del BDNF en funcion de la concentracion de
DHA también se observo en otros estudios, como el que realiz6 Bousquet et al.
(2009) que, en condiciones de estrés oxidativo inducido por MPTP y una
suplementaciéon con DHA, dio lugar a una fuerte reaccion del cuerpo estriado,
aumentando el BDNF comparado con el testigo. También se ha observado un efecto
estimulador de DHA en la expresion del BDNF en otras regiones, tales como el
hipocampo, la corteza cerebral y la médula espinal (Vines et al., 2012), indicando un
efecto generalizado que puede ocurrir en las neuronas con diferentes perfiles

neuroguimicos.

El BDNF es una neurotrofina dopaminérgica potente producida en la substantia nigra
y transportada al estriado (Hyman et al., 1991). Esta regulada por el factor de
transcripcion Nurrl (Volpicelli et al.,, 2007) que esta implicado en la génesis,
desarrollo y funcion de las células dopaminérgicas (Jankovic et al., 2005). El DHA
puede reducir la pérdida del factor de transcripcion Nurrl en la substantia nigra en

condiciones de estrés oxidativo mediado por MPTP (Bousquet et al., 2009).
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Diversos estudios apoyan la hipotesis de que la reduccion de los niveles de BDNF
puede ser un posible mecanismo implicado en la pérdida de las células de dopamina
por el agotamiento del DHA en el sistema nigroestriatal. Una infusion intratecal del
BDNF reduce la pérdida de neuronas de dopamina y la gravedad de la enfermedad
de Parkinson en monos tratados con MPTP (Tsukahara et al., 1995).

Otro estudio ha reportado que hay un efecto modulador del DHA en otras
neurotrofinas con accion en el sistema nigroestriatal. La suplementacion con DHA fue
capaz de aumentar los niveles del factor neurotroéfico derivado de la linea celular glial
(GDNF) y neurturina (NRTN) en la substantia nigra, reduciendo la muerte celular

dopaminérgica inducida por MPTP (Tanriover et al., 2010).

Se ha reportado que las ratas alimentadas con un 15% de aceite de pescado durante
dos semanas, estaban protegidas contra la pérdida de células dopaminérgicas, la
activacion de la microglia, TNF-a y la expresion de interleucina 1, ante una lesion en
la substantia nigra inducida por un lipopolisacarido, uno de los principales
constituyentes de la membrana externa de las bacterias Gram negativas (Ji et al.,
2012). También se ha demostrado un efecto modulador de los acidos grasos omega-
3 sobre la neuroinflamacion en el sistema nigroestriatal, como en el estudio reportado
por Bousquet et al. (2008) que, en crias lactantes sometidas a deficiencia perinatal
de ALA, demostro la activacion de la microglia en el cuerpo estriado. Por el contrario,
los niveles elevados en la dieta de acidos grasos omega-3 actué como protector
contra el dafio dopaminérgico asociado con la neuroinflamacion en modelos
experimentales de la enfermedad de Parkinson. Por ejemplo, la suplementacion
dietética con etil-EPA fue capaz de proteger a ratones contra la hipocinesia inducida
por MPTP y otras anomalias de comportamiento, evitando el aumento de TNF-a y las
interleucinas (Luchtman et al., 2012). Aunque estos son resultados promisorios, los

mecanismos implicados en dichos efectos requieren mayor investigacion.

El glutamato también ha sido implicado en la vulnerabilidad de las células
dopaminérgicas de la substantia nigra. En condiciones fisioldgicas, los AGPI pueden

ejercer multiples efectos en el sistema glutamatérgico de la corteza cerebral o del
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hipocampo: algunos de ellos favorecen la hiperexcitabilidad (Nishikawa et al., 1994),
mientras que otros pueden disminuir la transmision sinaptica del glutamato y
aumentar la neuroproteccion (Lauritzen et al., 2000). En la substantia nigra, la
evidencia experimental ha indicado que el DHA y AA pueden desempefar un papel
importante en la modulacion de la excitabilidad neuronal mediante la reduccion de
GABA vy potenciando la transmision glutamatérgica a través de receptores de NMDA
(N-metil-D-aspartato) (Hamano et al., 1996). Aunque estos datos experimentales
indican que el glutamato podria contribuir a la degeneracién de células de dopamina
en la substantia nigra, no se entiende la accion glutamatérgica en la substantia nigra
cuando se tiene una dieta deficiente o suplementada con omega-3 (Latour et al.,
2013).

Otros estudios fijan su atencion en los receptores de dopamina, ya que los ganglios
basales estan asociados a las funciones motoras y no motoras, y el neoestriado
forma parte de los ganglios basales, cuya funcion es modulada por la dopamina a
través de la activacion de D1 y D postsinapticos (Avila et al., 2013). En un estudio
con ratones deficientes de D2 se encontr0 una disminucion en la locomocion
espontanea, déficit de la marcha y reduccion de la coordinaciéon motora. Esto es
debido a la administracion de forma intraestriatal local o sistémica de farmacos
antagonistas selectivos por D> como el haloperidol, entre otros, incrementando la
liberacion de dopamina, al igual que la elevacidbn de metabolitos dopaminérgicos
como DOPAC y HVA (Sokoloff et al., 2006).

Todos estos datos experimentales refuerzan la idea de que niveles de acidos grasos
esenciales adecuados pueden actuar de forma importante en el desarrollo de los
sistemas de dopamina del cerebro medio, al proporcionar una adecuada sefializacion
molecular, ya que estos &acidos grasos parecen ser necesarios para modular
funciones clave como el metabolismo de la dopamina, su liberacion y absorcion, la
afinidad por el receptor, el equilibrio redox, la respuesta anti-inflamatoria y la sintesis
de neurotrofina. En conjunto, estas acciones pueden mejorar la competencia de este

sistema neuronal para mantener una capacidad de resistencia adecuada durante el
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desarrollo y la maduracién del cerebro. Estos estudios experimentales parecen estar
de acuerdo con los estudios prospectivos en los seres humanos que se han asociado
positivamente a la ingesta dietética de &cidos grasos omega-3 con un menor riesgo
de desarrollar la EP (Chen et al, 2003; De Lau et al., 2005).

En la mayoria de los estudios, se ha utilizado el aceite de pescado como fuente de
AGPI omega-3; sin embargo, los aceites de algas y krill también son buenas fuentes
de EPA y DHA, que estan disponibles comercialmente y pueden considerarse como
una alternativa a los productos pesqueros en las dietas vegetarianas. Un ejemplo es
el aceite obtenido del Schizochytrium de microalgas, que contiene altos niveles de
DHA y es Generalmente Reconocido como Seguro (GRAS) como un ingrediente
alimentario nutricional (Doughman et al., 2007).

En conclusion, aunque aun no se entiende por completo los efectos precisos de la
modificacion en la dieta sobre el deterioro del cerebro, se sugiere que el aumento en
el consumo de acidos grasos omega-3, ya sea por dieta o en suplementos, puede
ser un método viable para prevenir el deterioro, porque es claro que existe una fuerte
correlacion entre enfermedades neurodegenerativas y las anormalidades en el
metabolismo de los lipidos (Xicoy et al., 2019). Ademas, las intervenciones
nutricionales son atractivas porque son mas rentables y es probable que sean mas

seguras gue los tratamientos con farmacos.
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3. JUSTIFICACION

Existen evidencias que sefalan el papel fundamental de los AGPI omega-3 en el
funcionamiento del cerebro y la asociacién de la deficiencia con enfermedades
neurodegenerativas. Por lo tanto, resulta importante analizar el efecto neuroprotector
del aceite de alga rico en omega-3 en un modelo de parkinsonismo experimental,

como una estrategia no farmacol6gica de prevencion y tratamiento de ésta.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general.

Evaluar el efecto de la suplementacion con aceite de alga rico en omega-3 en la

respuesta conductual y fisioldgica en ratas con parkinsonismo experimental.

4.2 Objetivos especificos.

1. Analizar el efecto preventivo de la suplementacion con aceite de alga rico en
AGPI omega-3 en el desarrollo del parkinsonismo experimental inducido por
haloperidol en: conducta motora, densidad de receptores DA y expresion

geénica.

2. Analizar el efecto de la co-suplementacion con aceite de alga rico en AGPI
omega-3 en el desarrollo del parkinsonismo experimental inducido por
haloperidol en: conducta motora, densidad de receptores DA y expresion

génica.
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5. METODOLOGIA

Con el propésito de evaluar el efecto del aceite de alga rico en omega-3 como
suplemento en ratas inducidas a parkinsonismo, se disefi6 un experimento
empleando animales de laboratorio, en este caso ratas Wistar macho, por su rapida
adaptabilidad y facil manejo. Durante todo el tiempo de experimentacion las
manipulaciones se realizaron con estricto apego a la Norma Oficial Mexicana para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999) y a la Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH, Washington D.C. USA).

5.1 Animales de experimentacion.

Para la obtencion del modelo de parkinsonismo experimental en el laboratorio, se
utilizaron 56 ratas Wistar macho recién destetadas (21 dias de edad), adquiridas en
los bioterios Envigo (Envigo RMS S.A. de C.V.), en la UNAM.

5.2 Modelo inducido experimentalmente.

El modelo de parkinsonismo experimental se obtuvo a través de la administracion
intraperitoneal de 1.5 mg/kg de haloperidol (Sigma-Aldrich #H0100100) (Figura 5.1),
en una dosis diaria por 14 dias, considerando lo descrito por Salomone et al. (1996) y
Trevitt et al. (1998).
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Figura 5.1. Inyeccion intraperitonial de haloperidol (1.5 mg/kg/dia).

5.2.1 Administracién del aceite de alga rico en omega-3 sobre el modelo de
parkinonismo.

El efecto de la administracion del suplemento de aceite de alga rico en omega-3
Life's DHA™ S10-P200, DSM Nutritional Products Ltd (Anexo F) sobre el
parkisonismo se evalud bajo dos estrategias experimentales: co-suplementacion y

pre-suplementacion.

Para los grupos testigos se utilizaron 14 ratas que fueron mantenidas en un ciclo de
luz/oscuridad invertido de 12/12 h, a 24 °C, durante ocho semanas. Recibieron una
dieta de mantenimiento, constituida por proteina cruda 18.0%, grasa cruda 5.0%,
fibora cruda 5.0% (Harlan Teklad Global 18% Protein Rodent Diet) durante sies
semanas durante las cuales se les administraba de forma intragastrica agua
purificada en la misma cantidad que el suplemento de alga de los grupos pre-
supementados. Posteriormente fueron asignadas aleatoriamente en dos grupos:
grupo testigo sano (n=7) y grupo tratado con haloperidol (n=7), durante los 14 dias
restantes. Ambos grupos continuaron con la dieta estandar y la administracion
intragastrica de agua, y el grupo tratado con haloperidol recibié una inyeccion
intraperitoneal de haloperidol y al grupo testigo se le administré solucién salina
(Figura 5.2 A).
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En el grupo pre-suplementado (Figura 5.2 B) se utilizaron 28 ratas que fueron
mantenidas en un ciclo de luz/oscuridad invertido de 12/12 h, a 24 °C, durante ocho
semanas. Recibieron una dieta de mantenimiento, constituida por proteina cruda
18.0%, grasa cruda 5.0%, fibra cruda 5.0% (Harlan Teklad Global 18% Protein
Rodent Diet); durante la primeras seis semanas se les administré aceite de alga rico
en omega-3 en una dosis diaria de 313 mg/kg/dia de acidos grasos omega-3 via
intragastrica, y posteriormente fueron asignadas aleatoriamente en cuatro grupos:
testigo sano tratado con aceite de alga rico en omega-3 (T-Ps) y al que se retird el
suplemento de aceite de alga; tratadas con aceite de alga rico en omega-3 (SAA-Ps)
y que continuaron recibiendo el aceite de alga; grupo tratado con haloperidol y aceite
de alga rico en omega-3 e inducidas con haloperidol (H-Ps) y se retir6 el suplemento
de aceite de alga (Gltimas dos semanas); e inducidas con haloperidol y tratadas con
aceite de alga rico en omega-3 (SAA+H-Ps), durante los 14 dias restantes.

Para el grupo co-suplementado se utilizaron 14 ratas, que fueron mantenidas en un
ciclo de luz/oscuridad invertido de 12/12 h, a 24 °C, durante ocho semanas.
Recibieron una dieta de mantenimiento constituida por proteina cruda 18.0%, grasa
cruda 5.0%, fibra cruda 5.0% (Harlan Teklad Global 18% Protein Rodent Diet);
durante las primeras seis semanas se les administr0 una dosis diaria por via
intragastrica de agua (la misma cantidad que se administré de aceite de alga en el
grupo pre-suplementado); las ultimas dos semanas fueron asignadas aleatoriamente
en dos grupos de siete ratas de la siguiente manera: tratadas con aceite de alga rico
en omega-3 (SAA+H-Co) e inducidas con haloperidol y tratadas con aceite de alga
rico en omega-3 (SAA-Co) (Figura 5.2 A).
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—[ Solucién salina 0.9% /Agua ] T
—[ Haloperidol **/Agua ] H
A Solucion salina 0.9 % /Agua . N
| Solucion salina 0.9 % /Aceite de alga* | | SAA-Co
U J
—[ Haloperidol **/Aceite de alga* SAA+H-Co
N ()
—[ Solucién salina 0.9 % /Agua* T-Ps
N ()
—[ Haloperidol ** 0.9 % /Agua* H-Ps
B Solucion salina 0.9 % /Aceite de g
* ( A
alga | Solucion salina 0.9 % /Aceite de alga*| | SAA-Ps
—[ Haloperidol **/Aceite de alga* ] SAA+H-Ps

6 semanas >> 2 semanas >

Figura 5.2. Estrategias experimentales implementadas en el trabajo. Suplementacion previa durante seis semanas con agua (A) o aceite de
algas (B) (n=28). T: grupo testigo sano; H: grupo tratado con haloperidol; T-Ps: testigo sano tratado con aceite de alga rico en omega-3 (6
semanas): H-Ps: grupo tratado con haloperidol y aceite de alga rico en omega-3 (6 semanas); SAA+H-Ps: grupo tratado con haloperidol y
aceite de alga rico en omega-3 (8 semanas); SAA-Ps: grupo tratado con aceite de alga rico en omega-3 (8 semanas); SAA+H-Co: grupo
tratado con haloperidol y aceite de alga rico en omega-3 (2 semanas); SAA-Co: grupo tratado con aceite de alga rico en omega-3 (2 semanas).
Ps: pre-suplementado; Co: co-suplementado. *Suplemento de aceite de alga (SAA) intragastrico, 4 g/kg/dia equivalente a 300 mg de AGPI
Omega-3; ** Haloperidol 1.5 mg/kg/dia, imtraperitoneal.
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Para la preparacién de la dosis de aceite de alga rico en omega-3 se mezclaron 4 g
del suplemento de aceite de alga (313 mg/kg/dia de AGPI omega-3) (Anexo F) por
cada kg de peso de la rata, con agua purificada para administrar entre 0.5 mLy 1.5
mL dependiendo de la edad de la rata, y se administré6 con una sonda intragéstrica
de acero inoxidable (Figura 5.3); para los grupos que no llevaron aceite de alga rico
en omega-3 se utilizd6 agua para descartar los posibles efectos causados por de la
sonda intragastrica. A los grupos sin haloperidol se les inyectd solucién salina (1.5
mL/kg) por el mismo periodo de tiempo y via.

Figura 5.3. Administracién de aceite de alga rico en omega-3 (SAA) via intragéastrica (313 mg AGPI
omega-3 /kg/dia).

Se registré el peso corporal de las ratas y el alimento consumido todos los dias. La
actividad locomotriz y el temblor mandibular se registraron por video grabacion
utilizando la técnica de campo abierto, un dia antes de la primera administracién de
haloperidol (Sesién 1), y cuatro horas después en los dias 1 (Sesién 2), 7 (Sesién 3)
y 14 (Sesion 4) de la induccion a parkinsonismo con haloperidol (se realizaron
grabaciones preliminares en las semanas 1 y 3). Al final de las dos semanas de
induccion (dia 14), las ratas fueron sacrificadas por decapitacion sin anestesia,

después del registro en campo abierto. Se obtuvieron los cerebros, se pesaron y se
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disectaron lateralmente, la corteza frontal y la posterior se utilizaron para el andlisis
de perfil de acidos grasos, y el area tegmental ventral (VTA) del cerebro medio se
utilizé para la determinacion de la densidad de receptores dopaminérgicos y para la
expresion del gen del receptor de dopamina D». Las porciones fueron congeladas
con nitrégeno liquido y almacenadas a -70 °C hasta su analisis.

5.3 Peso Corporal.

El peso corporal se determiné diariamente utilizando una bascula digital,
inmovilizando a los roedores en un cilindro para evitar interferencias en la lectura del

peso.

5.3.1 Diseccién de tejido adiposo

Después del sacrificio, se disectd y peso el tejido adiposo epididimal, intercosal y la

grasa visceral.

5.4 Prueba de campo abierto.

La prueba de campo abierto es una herramienta util para cuantificar conductualmente
la actividad motriz espontanea de ratas o ratones bajo tratamiento farmacoldgico o

manipulacion experimental, la cual fue desarrollada por Calvin Hall en 1934.

Para esta prueba, cada rata fue colocada en una caja de acrilico opaco (44 x 33 x 20
cm) con el piso dividido en 12 cuadros (11 x 11 cm cada uno) (Figura 5.4), en
condiciones de luz tenue (roja). Se realiz6 una preprueba de 5 min, la cual fue
descartada para el andlisis estadistico, que permitié al animal habituarse al nuevo
ambiente. Después de 24 h de la sesion de prueba, la rata fue nuevamente
ingresada a la caja de acrilico para ser video grabada durante 5 min. Posteriormente,

los videos fueron analizados para evaluar la conducta espontanea que incluyen las
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siguientes variables: numero de cuadros cruzados (actividad locomotora; en ésta se
consider6 gue la rata cruzaba un cuadro cuando tres cuartas partes de su cuerpo se
encontraba en el cuadro siguiente), conducta vertical (el tiempo en segundos en el
gue el animal estuvo parado con sus dos patas traseras), y conducta horizotal (el
tiempo en segundos en que el animal estuvo caminando), estas conductas se usaron
para evaluar la motivacién a la exploracion y la coordinacion motora; y finalmente, el

tiempo en segundos de su estado inmévil.

Figura 5.4. Prueba de campo abierto. Caja de acrilico con el piso dividido en 12 cuadros.

Para la prueba de campo abierto se realizaron seis grabaciones a cada rata, las
primeras dos fueron descartadas para el analisis estadistico ya que se tomaron como
preprueba y las cuatro siguiente fueron analizadas: al inicio del experimento (semana
1), en la semana tres, un dia antes de la administracion de haloperidol (Sesion 1), el
primer dia cuatro horas después del tratamiento con haloperidol (Sesién 2), el dia 7

(Sesion 3) y el dia 14 (Sesion 4) antes del sacrificio.

5.4.1 Registros de conductas de la prueba de campo abierto.

En el andlisis de cada grabacion participaron tres observadores ciegos, utilizando un

programa de registro donde se colocaba el codigo de cada rata, se agregaba un
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namero a cada una de las conductas a analizar (numero de cuadros cruzados,
conducta vertical, conducta horizontal e inmovilidad) y al iniciar el analisis de cada
uno de los videos, se seleccionaba el nimero de acuerdo a la conducta que
realizaba el animal. Al finalizar cada grabacion el programa mostraba la frecuencia
(numero de veces que la rata realiz6 la conducta) y el tiempo total (total en segundos

con que realiz6 la conducta) (Figura 5.5).

o) C:\UsersQLintané\Deskto ALEJAN--1\5dlconx.exe

Registro terminado

{ENTER> para mas registros {ESC> para salir del programa

Figura 5.5. Programa para registro de actividad locomotriz de mediante la prueba de campo abierto.

5.5 Registro del temblor mandibular.

Los registros del temblor mandibular se obtuvieron con el animal despierto y se
realizaron cuatro grabaciones de un minuto; al inicio del experimento (semana 1), en
la semana tres, un dia antes de la administracién de haloperidol (Sesion 1), el primer
dia cuatro horas después del tratamiento con haloperidol (Sesion 2), el dia 7 (Sesion

3) y el dia 14 (Sesion 4) antes del sacrificio.
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5.6 Extraccion de lipidos.

La corteza frontal y occipital del cerebro congeladas se juntaron y fueron
homogenizadas con un mortero de acero inoxidable previamente esterilizado y

congelado en nitrogeno liquido.

Los lipidos fueron extraidos por el método modificado de Folch (Folch, 1957). Los
tejidos homegenizados se resuspendieron en 1 mL de amortiguador Tris-Cloruro de
magnesio pH 7.5. Luego se le adicion6 16 mL de la mezcla de Folch (cloroformo-
metanol 2:1 v/v). Se agité en voértex durante 1 min, se afiadié 3 mL de cloruro de
sodio 0.73% y se agité vigorosamente con un vértex durante 1 min, y posteriormente
se centrifugo a 16000 x g a 4°C durante 20 min. Se separ¢ la fase superior, que fue
desechada y se recuperd la fase inferior en la cual se localizan los lipidos, sin
arrastrar la interfase de proteina formada. A la fase recuperada se le adicion6 7.5 mL
de una mezcla de cloroformo-metanol-NaCl 0.73% (3:48:47 v/v), con el fin de
eliminar las trazas de proteinas. Se agitd vigorosamente en un vortex durante 1 min'y
se dejo reposar a 4°C durante 4 h. La fase superior se desech¢ y la fase inferior fue
filtrada a través de sulfato de sodio anhidro colocado en un embudo de vidrio con
papel filtro Watman, con la finalidad de eliminar impurezas y restos de agua. El
filtrado se recuper6 en un matraz balon (previamente llevado a peso constante) y fue
evaporado al vacio en un rotavapor (BUCHI B-480) a 30 °C, y posteriormente con
flujo de nitrégeno. El extracto fue pesado y se resuspendiéo con cloroformo que
contenia 0.20 % de BHT en una proporcion de 10 mg de lipidos por mL de
cloroformo y se guardd a -20 °C para su posterior analisis. La diferencia en el peso
del matraz vacio y después de la evaporacion se usoO para calcular la cantidad de

lipidos extraidos.

5.7 Composicion de acidos grasos de los lipidos extraidos.

La composiciéon de acidos grasos se determiné por medio de cromatografia de

gases-espectometria de masas, previa metilacion.
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5.7.1 Metilacién de acidos grasos.

Antes de la cromatografia, los acidos grasos se transmetilaron con metéxido de sodio
0.5 M en metanol. Se tomé el volumen que equivalia a 100 mg de los lipidos
extraidos por Folch. Las muestras resuspendidas en cloroformo se les adicion6 2.5
mL de metdxido de sodio 0.5 M en metanol y se incubaron durante 10 min a 80°C.

Posteriormente las muestras se enfriaron en un bafo de hielo.

La extraccion de los &cidos grasos metilados se realiz6 con hexano y agitacion
vigorosa en vOrtex durante 5 min. A continuacion, se centrifugd a 1500 x g durante 10
min, para separar la fase superior que se almacen6 a -20°C hasta su inyeccion en el

cromatografo.

5.7.2 Analisis de la composicion de ésteres metilicos mediante GC-MS.

Los ésteres metilicos de los acidos grasos se analizaron mediante cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas, utilizando un cromatégrafo de gases
(Agilent Technologies 5977A MSD, GC system Modelo 7890B, GC) con una columna
capilar Rtx-Wax (30 m x 0.25 um) y un detector de ionizacion de flama bajo las

siguientes condiciones:

La temperatura de la columna se programé de la siguiente manera: la temperatura
inicial fue de 100 °C durante 5 min, posteriormente se incrementd hasta 240 °C a una

velocidad de 15 °C/min, se mantuvo por 60 min. Se utilizé helio como gas acarreador.

La identificacion de los picos de cada metil éster se realiz6 de acuerdo con sus
tiempos de retencién comparados con los espectros de masas obtenidos para cada
compuesto, con una base de datos (HP Chemstation-NIST 05 Mass Spectral search

program, versioén 2.0d). Todos los quimicos y los solventes fueron de grado analitico.
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5.8 Extraccion de RNA total.

La extraccion de RNA total de la porcion media del cerebro (VTA) se realizé por el
método de Chomczynsky, que utiliza tiocianato de guanidina-fenol-cloroformo
(Chomczysky y Sacchi, 1987). Se utiliz6 material de plastico desechable estéril y

soluciones libres de nucleasas.

Se partié de 100 mg de tejido congelado a -70°C, el cual se colocé en un mortero de
acero inoxidable previamente esterilizado y congelado en nitrégeno liquido, donde el
tejido fue pulverizado, colocado en tubos eppendorf y almacenado a -70 °C hasta su
uso. Posteriormente, se homogenizd con 1 mL de Trizol® (Invitrogen) y se incubd a
temperatura ambiente por 5 min. Se afadio 0.2 mL de cloroformo (CHCI3) y se agito
vigorosamente en vortex durante 15 min y se incubé de 2 a 3 min a temperatura
ambiente y finalmente se centrifugd a 12 000 g durante 15 min a 4 °C y se recupero

la fase superior.

5.8.1 Precipitaciéon del RNA.

La precipitacion del RNA se realizé afadiendo 0.5 mL de isopropanol absoluto,
agitando por inversion e incubando la muestra a temperarura ambiente durante 10
min. La precipitacion final se realiz6 centrifugando a 12,000 x g a 4°C durante 10 min.

Se elimind el sobrenadante del tubo, dejando solo el paquete de RNA.

5.8.2 Lavado del RNA.

El lavado del RNA precipitado se realizo con etanol al 70% frio, se agité mediante un
vortex y se centrifug6 a 10,000 x g a 4°C durante 15 min, se utilizé 1 mL de etanol al
75% por muestra. El precipitado lavado se sec6 a temperatura ambiente durante 15
min, y fue reconstituido en 0.05 mL de agua libre de nucleasas y almacenado a -
70°C.
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5.8.3 Concentracion y calidad del RNA.

La concentracion del RNA obtenido se determin6 con el equipo Nanodrop 2000 UV-
vis spectrophotometer. La calidad del RNA obtenido se determind calculando la
proporcion de la absorbancia a 260 y 280 nm. EI RNA puro mostré una proporcion
AzsolAzgo de 1.8 a 2.0, la proporcion adecuada Azeo/Azsova de 1.7 - 2.0.

Para determinar la integridad del RNA se realizd electroforesis, para ello se
emplearon geles de agarosa al 1% y bromuro de etidio, utilizando amortiguador TAE
1X (Tris, acetato y EDTA) y una corriente de 80 V durante 40 min. Al final de la
electroforesis el gel fue visualizado en luz ultravioleta usando un fotodocumentador
(Gel Doc™ XR+, BioRad). Se identificaron las bandas 28S y 18S del RNA.

5.8.4 Purificacion de RNA y sintesis de cDNA.

El RNA se purificé utilizando el kit EN0521 de Thermo Fisher Scientific (Kienzle et al.,
1996). Por cada muestra obtenida se afadié a un tubo eppendorff libre de RNAsa
1ug de RNA, 1 uL de amortiguador de reaccion con MgClz, 1 uL DNAsa y 6 ul de
agua DEPC, se incubd durante 30 min a 37 °C. Para finalizar se afiadié 1 uL de

EDTA 50 mM vy se incubd a 65 °C durante 10 min.

Posteriormente, para hacer la sintesis de cDNA se utilizd la retrotranscriptasa
ReverAit del kit K1622 de Thermo Sicentific (Wiame, et al., 2000). Se afadié en un
tubo esteéril libre de nucleasas 1 uL de Random Hexamer primer y se agitd mediante
un vortex durante 1 seg, se le afiadio 4 uL de 5x de amortiguador de reaccion, 1 uL
de Ribolock inhibidor de RNAsa, 2 uL de 10 mM dNTP mix y 1 uL de Revertaid Multi
RT (200U/uL), todo el tiempo se mantuvieron en hielo las muestras. Una vez

finalizada la reaccién, los tubos se conservaron a -70 °C hasta su uso.
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5.9 Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa (QRT-PCR).

Los niveles de expresion génica del receptor de dopamina D2 fueron determinados
por la técnica de PCR a tiempo real (RT-PCR), que es un método que cuantifica los
niveles de expresion de los genes utlizando fluoréforos. Esta deteccion de
fluorescencia ocurre por el ciclo de replicacion y es detectada por el sistema Gptico
del equipo, el marcador de referencia ROX (rodamina-X) es utilizado para normalizar
la sefial de fluorescencia no relacionada con la PCR. Se utiliz6 como agente
reportero el SYBR Green, que es un fluoréforo que se une a la doble cadena del
DNA aumentando la fluorescencia conforme aumenta el nUmero de amplicones. Para
la RT-PCR se utilizé el cADN previamente obtenido, de acuerdo con las instrucciones

del fabricante (Applied Biosystems).

5.9.1 Determinacion de los niveles de expresion del receptor D.

Para medir la expresion de los genes en PCR a tiempo real se utilizd un
termociclador StepOne™ Real-time PCR System. Se preparé una mezcla de reaccién
de acuerdo con las condiciones sugeridas por el fabricante para el kit #KK4601
(KAPA SYBR FAST gqPCR Master Mix). Se cuantificé la expresion del gen de
Dopamina 2 (D2) y como gen endogeno se utilizd B-actina, con el objeto de
normalizar los resultados. El tejido utilizado para este andlisis fue la parte media del
cerebro (area tegmental ventral), donde se encuentra la via involucrada con la
funcion motora. Los datos obtenidos se analizaron mediante el software Step One™
(Applied Biosystems) aplicando la metodologia para cuantificacion relativa de la

expresion conocida como Metodo Ct (del inglés threshold cycle).

Las reacciones se llevaron a cabo por duplicado obteniéndose el valor Ct para cada
muestra. El Ct promedio de cada gen estudiado fue restado del valor Ct promedio del
gen de referencia, obteniéndose asi el valor Ct normalizado para el gen D,. El valor

de cuantficacion relativa o “Fold Change” (RQ) se calculé usando la férmula 2-44¢t,
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Los oligos utilizados fueron adquiridos en Quantitec® Primer Assay (Quiagen) para el
gen de D, (#QT01081990), estos fueron resuspendidos en agua libre de nucleasas
concentracion 10 uM. B-actina (Forward: 5'-
ACGAGGCCCAGAGCAAGAG-3, Reverse: 5-GGTGTGGTGCCAGATCTTCTC-3))

fueron adquiridos en Integrated DNA Technologies y resuspendidos en agua libre de

en una Los oligos de

nucleasas a 100 yM como solucion de stock, con la cual se prepardé una solucién a
10 uM de cada oligos.

Para la expresion de genes, se realizaron experimentos previos para corroborar la
amplificacion y si presentaban dimeros los oligonucleétidos, se ajustaron las

condiciones de temperatura (termociclador T100 BIO-RAD).

Las condiciones de la PCR que se usaron fueron las siguientes:

PCR (StepOne™ Real-time PCR System)

Gen Drd2 (volumen 5 uL de 0.4 uL de primers 1 uL de 3.6 uL de
total 10 uL) Master cDNA H20 libre
mix de
nucleasas
Gen B-actina 5 uL de 0.2uL | 0.2 pL de 1pL de 3.6 uL de
(volumen total 10 uL) Mas_;ter de reverse cDNA H20 libre
mix forward primer de
primer nucleasas
Termociclador (T100 BIO-RAD)
95°C 95°C 60 °C 72°C 35 72°C 12°C
ciclos
2 min 1 min 1 min 1 min 10 min

5.10 Extraccion de proteinas.

Para la obtencion de proteinas, la parte media del cerebro (area tegmental ventral)
congelada fue homogenizada en un mortero de acero inoxidable previamente
esterilizado y congelado en nitrégeno liquido. Se realiz6 la extraccion de proteinas

con una solucion amortiguadora de lisis (ANEXO C), se dejo reposar durante 1 min, y
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posteriormente se agitdé en un agitador orbital a 90 rpm durante 1 h en hielo.
Finalmente se centrifugd a 12 000 x g durane 10 min a 4°C y se congel6 el
sobrenadante a -70°C.

5.10.1 Cuantificacién de proteinas.

La cuantificacién de proteinas se llevd a cabo por el método de BCA (ThermoFisher
sicentific, #23227) (Smith et al., 1985), que se basa en la conversién del Cu?* a Cut*
en condiciones alcalinas, y se determinada espectrofotométricamente por un cambio
en el color de la solucién a purpura, el cual absorbe a 562 nm. La cuantificacion se
efectud en una placa de 96 pozos. En cada pozo se colocaron 10 uL de muestra con
solucion amortiguadora (Anexo C) y se les agrego el reactivo A:B (50:1) 200 uL a
cada pozo. Se dejo incubar la placa por 30 min a 37 °C; la placa se colocé en un
lector de microplacas Benchmark (Bio-Rad) para realizar las lecturas de absorbancia
a 562 nm.

Para la elaboracion de la curva estandar se utiliz6 ASB (albumina sérica bovina)
(Sigma, #A7906) disuelta en soluciéon amortiguadora de fosfato de sodio 50mM (pH

6.5) en un intervalo de cocentracion de 0.2 a 1.0 mg/mL.

5.11 Analisis de la densidad de receptores D..

Las proteinas fueron separadas en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12.5 % a
60 V durante 3 h 30 min. Posteriormente, se transfirieron a membranas de PVDF
(Biorad, #1620177) en un equipo de transferencia semihimeda Trans-Blot SD Semi-
Dry Transfer Cell (Biorad) durante 40 min a 20 V constante. Las proteinas en la
membrana fueron visualizadas por tincion con el método de Rojo de Ponceu (Sigma,
#P-7170). Después de varios lavados con agua destilada, las membranas fueron
bloquedas con 8 % de leche en polvo en amortiguador TBS con 0.05% de Tween 20

(TBS-T) (anexo E) por 1 h a temperatura ambiente en agitacidbn constante. Se
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incubaron durante toda la noche a 4 °C en agitacion con el anticuerpo primario de
receptor D> (#AB5084P, Merck Millipore, USA) diluido 1:1000 en TBS con 0.05% de
Tween 20 y leche en polvo al 5 %. Las membranas fueron lavadas tres veces por 5
min con TBS-t, y seguidamente se incubaron con el anticuerpo secundario (#12-348,
Merck Millipore, USA) diluido 1:1000 en TBS con 0.05% de Tween 20 y 5 % de leche
en polvo durante 1 h a temperatura ambiente. Las membranas se lavaron de nuevo
tres veces por 10 min con TBS-t. El revelado se realiz6 con Luminata Forte (Western
HRS substrate, #WBLUF0100, Millipore), y se visualizé en un equipo ChemicDoc TM
X-RS+Imagen LabTM, Mod 170-8070, Bio-Rad. Las densidades fueron analizadas

con el programa ImageJ.

5.12 Andlisis estadistico.

Los datos estan presentados como medias + desviacion estandar (DE). Las bases de
datos fueron analizadas utilizando el paquete Statistic® 7 y SigmaPlot 12. El analisis
estadistico se realiz6 mediante estadistica descriptiva basica y analisis de varianza
(ANOVA), seguido de la prueba de Tuckey. Las diferecnias se consideraron

significativas en p <0.05.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Cuidados y alimentacion.

Antes de iniciar el experimento, las ratas recién destetadas estuvieron en el bioterio
en un periodo de adaptacion de dos semanas, en un ciclo de luz/oscuridad invertido
de 12/12 h, a 24 °C.

Los animales fueron alimentados ad libitum durante ocho semanas. En las ultimas
dos semanas se indujo el parkinsonismo experimental a los grupos correspondientes,
tanto del experimento pre-suplementado como el de co-suplementado. En la Figura
6.1 se oberva el consumo de croqueta en promedio por dia durante todo el
experimento de ambos grupos experimentales, donde se puede observar que no
hubo una diferencia significativa entre los grupos, lo que implica que la
suplementacion con el aceite de alga rico en omega-3 y la induccién con haloperidol

no tuvieron efecto sobre el consumo de alimento.

35 -
30 - a
a
25 - - a a a a a
~— a
m e
o 20 A n I I I
-
=
)
g 15 -
<
10 A
5 .
0 - T T T T T T T 1
T H SAA+H-Co SAA-Co T-Ps H-Ps SAA+H-Ps SAA-Ps

Figura 6.1. Consumo de alimento en promedio por dia por grupo. T: grupo testigo sano; H: grupo
tratado con haloperidol; T-Ps: testigo sano tratado con aceite de alga rico en omega-3 (6 semanas): H-
Ps: grupo tratado con haloperidol y aceite de alga rico en omega-3 (6 semanas); SAA+H-Ps: grupo
tratado con haloperidol y aceite de alga rico en omega-3 (8 semanas); SAA-Ps: grupo tratado con
aceite de alga rico en omega-3 (8 semanas); SAA+H-Co: grupo tratado con haloperidol y aceite de
alga rico en omega-3 (2 semanas); SAA-Co: grupo tratado con aceite de alga rico en omega-3 (2
semanas). Ps: pre-suplementado; Co: co-suplementado.
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6.2 Peso corporal.

En la Figura 6.2 se muestra la evolucion del peso corporal durante las ocho semanas
del experimento. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
peso corporal de los grupos experimentales, lo que sugiere que el aceite de alga y la

induccién con haloperidol no tuvieron un efecto sobre este parametro.
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Figura 6.2. Promedio del peso corporal por semana de cada grupo experimental (Pre y Co-
suplementados), de la semana uno a la ocho. T: grupo testigo sano; H: grupo tratado con haloperidol;
T-Ps: testigo sano tratado con aceite de alga rico en omega-3 (6 semanas): H-Ps: grupo tratado con
haloperidol y aceite de alga rico en omega-3 (6 semanas); SAA+H-Ps: grupo tratado con haloperidol y
aceite de alga rico en omega-3 (8 semanas); SAA-Ps: grupo tratado con aceite de alga rico en omega-
3 (8 semanas); SAA+H-Co: grupo tratado con haloperidol y aceite de alga rico en omega-3 (2
semanas); SAA-Co: grupo tratado con aceite de alga rico en omega-3 (2 semanas). Ps: pre-
suplementado; Co: co-suplementado.
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Durante el sacrificio de los animales se disecciond y se pesé el tejido adiposo
(epididimal, intercostal y la grasa visceral). Como se observa en la Figura 6.3, no
hubo diferencia significativa en el peso del tejido adiposo entre ninguno de los
grupos, lo que concuerda con los datos del peso corporal, e indica que la
suplementacion con el aceite de alga rico en omega-3 y la induccién a parkinsonismo
con haloperidol, no indujo a ninguna alteracion de la cantidad de tejido adiposo de las
ratas.
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Figura 6.3. Peso total del tejido adiposo (epididimal, intercostal y visceral). T: grupo testigo sano; H:
grupo tratado con haloperidol; T-Ps: testigo sano tratado con aceite de alga rico en omega-3 (6
semanas): H-Ps: grupo tratado con haloperidol y aceite de alga rico en omega-3 (6 semanas); SAA+H-
Ps: grupo tratado con haloperidol y aceite de alga rico en omega-3 (8 semanas); SAA-Ps: grupo
tratado con aceite de alga rico en omega-3 (8 semanas); SAA+H-Co: grupo tratado con haloperidol y
aceite de alga rico en omega-3 (2 semanas); SAA-Co: grupo tratado con aceite de alga rico en omega-
3 (2 semanas). Ps: pre-suplementado; Co: co-suplementado.
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6.3. Temblores mandibulares.

Los temblores mandibulares fueron analizados, y se puede obervar en la figura 6.4
gue se presentaron en los dos grupos inducidos a parkinsonismo experimental con
haloperidol, lo que corrobor6 que la administracion de este compuesto en una dosis
de 1.5 mg/kg induce a temblores mandibulares conductualmente similares a los
descritos por Salamone et al. (1998), en animales con manipulacién dopaminérgica.
Esta condicidn genera rafagas periddicas de oscilaciones verticales de la mandibula

inferior sin que estén dirigidas hacia algun estimulo en particular.
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Figura 6.4. Numero de rafagas mandibulares por minuto. H: grupo tratado con haloperidol; H-Ps:
grupo tratado con haloperidol y aceite de alga rico en omega-3 (6 semanas); SAA+H-Ps: grupo tratado
con haloperidol y aceite de alga rico en omega-3 (8 semanas); SAA+H-Co: grupo tratado con
haloperidol y aceite de alga rico en omega-3 (2 semanas);. Ps: pre-suplementado; Co: co-
suplementado.

En la Figura 6.4 se puede observar que no hay diferecias significativas en cada
sesion en el numero de rafagas (temblores), pero en un trabajo paralelo en la
Universidad Veracruzana, realizaron las mediciones de los temblores mandibulares
mediante electromiografia, donde se pudo observar que tanto en el grupo H, H-Ps
SAA+H-Co y SAA+H-Ps, presentan temblores mandibulares, pero con caracteristicas
diferentes en frecuencia y amplitud. Esta variabilidad puede ser atribuible al aceite de

alga rico en omega-3 que estad actuando como neuroprotector, ya que, aungue Nno
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disminuy6 por completo el nimero de temblores mandibulares por minuto, disminuyo
la frecuencia y amplitud en ratas pre-suplementadas (Herrera-Meza, datos no

publicados).

6.4 Prueba de campo abierto.

Para analizar el efecto de los tratamientos sobre la actividad locomotriz espontanea
de las ratas se utilizé la prueba de campo abierto, la cual es ampliamente utilizada en
la investigacion basica para evaluar la conducta de ratas en condiciones normales,
tratamientos con farmacos o situaciones estresantes. Con esta prueba es posible
descartar o identificar alteraciones motrices asociadas a las manipulaciones
experimentales a las que ha sido sometida la rata (Prut et al.,2002; Thanos et al.,
2016).

Durante toda la fase experimental se realizaron seis grabaciones a cada rata, las
primeras dos fueron descartadas para el analisis estadistico ya que se tomaron como
pre-prueba y las cuatro siguientes fueron: al inicio del experimento (semana 1), en la
semana tres, un dia antes de la administracion de haloperidol (Sesion 1), el primer
dia cuatro horas después del tratamiento con haloperidol (Sesion 2), el dia 7 (Sesion

3) y el dia 14 (Sesion 4). Todas las grabaciones se realizaron en el mismo horario.

6.4.1 Prueba de campo abierto: conducta vertical.

Para evaluar la conducta vertical se considero el tiempo que el animal estuvo sobre
sus patas traseras durante los 5 min que durd la prueba de campo abierto. Los
resultados de los grupos experimentales se expresaron calculando el porcentaje de

tiempo tomando como 100 % el del grupo testigo.

El promedio en que las ratas se mantienen en posicidén vertical mostré diferencia
significativa al comparar entre las sesiones y los grupos experimentales Ps y Co. La
interaccion entre las sesiones para los grupos experimentales mostré diferencia en

los porcentajes para el registro de la conducta vertical a partir de la S2 en los dos
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grupos experimentales. De igual forma la interaccion sesion/grupos (T, H, SAA+H y
SAA) mostré contraste a partir de la S2, ya que en la S1 fue realizada un dia antes
de la induccion a parkinsonismo y no muestran diferencia significativa (Figura 6.5).
Los grupos T, T-Ps y SAA (ambos grupos experimentales Ps y Co), ho mostraron
cambios significativos de esta conducta durante todas las sesiones, ya que no fueron

inducidos a parkinsonismo experimental.

En el grupo experimental pre-suplementado tratado con haloperidol (H-Ps) y en el
pre-suplementado SAA+H-Ps, el porcentaje de tiempo en posicion vertical disminuyé
hasta el 66 % y 67 %, respectivamente, en promedio de las tres sesiones, en
comparacién con el grupo experimental co-suplementado en el que el porcentaje de
tiempo en posicion vertical fue del 6 % (Figura 6.5). Estos resultados indican, por una
parte, que el haloperidol durante dos semanas alteré significativamente la
motivacion, analizada a través de la conducta vertical, y que la suplementacion con
aceite de alga ejercid un efecto protector ante la induccién a parkinsonismo con el
haloperidol. Por el contrario, en el grupo co-suplementado SAA+H-Co, la conducta
disminuyo a alrededor del 10 % en las dos primeras sesiones, pero aumentoé al 38 %
en la dltima sesion, lo que se puede deber a la suplementacion con el aceite de alga

gue, en la dltima sesién ya era de dos semanas (Figura 6.5).

La pre-suplementacion con el aceite de alga en ratas sin haloperidol (SAA-Ps) no
provocd cambios en la conducta vertical, siendo semejante al grupo testigo. En el
grupo co-suplementado sin haloperidol, se observé una disminucion al 53 % en la
primera sesion, pero, a partir de la segunda, la conducta no fue significativamente
diferente del testigo. Esto sugiere que el aceite de alga afecta la conducta al inicio de
la administracion, pero una vez que la rata se habitGa a él, la conducta vertical no se

ve alterada (Figura 6.5).

En resumen, estos resultados indican que el tratamiento con haloperidol disminuye
significativamente la motivacion de las ratas, medida a través de la conducta vertical,
debido a los efectos que causa a nivel del cerebro medio (Vasconcelos et al., 2003).

Ademas, la administracion de aceite de alga tiene un efecto protector sobre los
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efectos del haloperidol, en especial en las ratas que recibieron la pre-suplementacién
por seis semanas, y que se empieza a observar en el grupo co-suplementado

después de dos semanas de suplementacion.
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Figura 6.5. Porcentaje de tiempo transcurrido en posicion vertical respecto al testigo (T=100 %),
durante la prueba de campo abierto. Los valores fueron expresados como media = desviacion
estandar (SE). S1: sesién 1 (un dia antes del inicio a la induccion a parkinsonismo con haloperidol);
S2: sesién 2 (dia 1*); S3: sesion 3 (dia 7*); S4: sesién 4 (dia 14*). T: grupo testigo sano; H: grupo
tratado con haloperidol; T-Ps: testigo sano tratado con SAA (6 semanas): H-Ps: grupo tratado con
haloperidol y SAA (6 semanas); SAA+H-Ps: grupo tratado con haloperidol y SAA (8 semanas); SAA-
Ps: grupo tratado con SAA (8 semanas); SAA+H-Co: grupo tratado con haloperidol y SAA (2
semanas); SAA-Co: grupo tratado con SAA (2 semanas). SAA: aceite de alga rico en omega-3; Ps:
pre-suplementado; Co: co-suplementado. *Todas las grabaciones se realizaron cuatro horas después
del tratamiento con haloperidol. Letras diferentes indican diferencia significativa entre grupos, p<0.05.
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6.4.2 Prueba de campo abierto: conducta horizontal.

En la conducta horizontal se consideré también el porcentaje en que el animal realiz6
esta conducta durante los 5 min que durd la prueba de campo abierto y el mismo
namero de sesiones. El porcentaje en que las ratas se mantuvieron en posicion
horizontal fue significativo al comparar entre las sesiones y grupos experimentales Ps
y Co, al igual que hubo una diferencia marcada partir de la segunda sesién entre los
grupos de cada uno de ellos, que es el inicio a la induccion a parkinsonismo
experimental con haloperidol, ya que como se observa en la Figura 6.6, en la S1 no
hubo diferencias entre grupos en el promedio de la conducta horizontal. Los grupos T
y T-Ps no mostraron cambios significativos de esta conducta horizontal durante todas
las sesiones ya que no recibieron la dosis de haloperidol; ademas, demuestra que
esta conducta no se ve afectada por una suplementacion con aceite de alga rico en

omega-3.

En el grupo SAA pre-suplementado no se observaron cambios en el comportamiento
horizontal en las cuatro sesiones, a diferencia del grupo SSA co-suplementado,
donde se encontré un aumento de la actividad horizontal en la sesion 1 y 3. Dado
gue en la sesion 1 las ratas de este grupo no han recibido ninguna intervencion, la
elevada actividad horizontal podria ser una caracteristica natural de las ratas de este
grupo; en la sesién 2 y 3 la elevada actividad horizontal se ve de alguna manera

compensada por una menor actividad vertical (Figura 6.6).

A partir de la S2, en el grupo H-Ps se mostré un porcentaje de tiempo en actividad
horizontal del 52 % en promedio, comparado con el 100 % del grupo testigo (T),
mientras que el grupo H estuvo un 22 % del tiempo, en promedio, en actividad
horizontal. Estos resultados indican que la suplementacion durante seis semanas con
el aceite de alga rico en omega-3 atenuo el efecto inhibidor de la conducta horizontal
ejercido por el haloperidol, manteniendo a las ratas con mayor motivacion en esta
conducta comparadas con las ratas que solo fueron co-suplemetadas durante dos

semanas (Figura 6.6).
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Figura 6.6. Porcentaje de la conducta horizontal durante la prueba de campo abierto de todos los
grupos por cada sesion, los valores fueron expresados como media + desviacion estandar (SE). S1:
sesién 1 (un dia antes del inicio a la induccién a parkinsonismo con haloperidol); S2: sesién 2 (dia 1*);
S3: sesion 3 (dia 7*); S4: sesion 4 (dia 14*). T: grupo testigo sano; H: grupo tratado con haloperidol; T-
Ps: testigo sano tratado con SAA (6 semanas): H-Ps: grupo tratado con haloperidol y SAA (6
semanas); SAA+H-Ps: grupo tratado con haloperidol y SAA (8 semanas); SAA-Ps: grupo tratado con
SAA (8 semanas); SAA+H-Co: grupo tratado con haloperidol y SAA (2 semanas); SAA-Co: grupo
tratado con SAA (2 semanas). SAA: aceite de alga rico en omega-3; Ps: pre-suplementado; Co: co-
suplementado. *Todas las grabaciones se realizaron cuatro horas después del tratamiento con
haloperidol. Letras diferentes indican diferencia significativa entre grupos, p<0.05.

El mismo efecto se encontrd en los grupos SAA+H-Ps y SAA+H-Co; en la Figura 6.6
se puede obervar que hay una diferencia significativa entre ambos, mostrando que el
grupo SAA+H-Ps, que estuvo suplementado con el aceite durante ocho semanas

tuvo un 67 % en promedio, de actividad horizontal, mientras el grupo SAA+H-Co, que

60



RESULTADOS Y DISCUSION

solo se suplementé las ultimas dos semanas, disminuyé la actividad al 18 %, en
promedio, y se observd un ligero aumento, aunque no estadisticamente significativo
en la dltima sesién. Nuevamente, estos resultados sugieren que la administracién del
aceite de alga atenla el efecto que provoca en haloperidol a nivel cerebral,
manteniendo una mayor motivacion de los sujetos pre-suplementados a realizar las
conductas de exploracién (vertical y horizontal) en comparacion con los que no

recibieron la suplementacion, o sélo la recibieron por dos semanas.

6.4.3 Prueba de campo abierto: tiempo total de inmovilidad de la rata.

Para la inmovilidad se considero el tiempo total que el animal estuvo quieto durante
los 5 min que duro la prueba de campo abierto. El tiempo total en que las ratas se
mantuvieron inmoviles fue diferente al comprar entre las sesiones y grupos
experimentales Ps y Co, y hubo una diferencia significativa entre algunos de los
grupos (H y SAA+H). Estos cambios se observaron a partir de la segunda sesion,
como en las demas conductas, que es el inicio a la induccién a parkinsonismo
experimental con haloperidol, ya que en la S1 todos los sujetos tuvieron un tiempo en

inmovilidad sin diferencia estadistica entre los grupos (Figura 6.7).

A partir de la S2 los grupos T, T-Ps y SAA (ambos grupos experimentales Ps y Co)
mostraron un porcentaje de tiempo en inmovilidad similar, lo que indica que la
suplementacion o co-suplementacion con el aceite de alga no afectd esta conducta
(Figura 6.7).

Los grupos H, SAA+H-Co, H-Ps y SAA+H-Ps mostraron diferencias significativas con
respecto al testigo (T), pudiéndose observar que dentro del grupo experimental Co, el
grupo SAA+H-Co fue el que tuvo mayor tiempo en inmovilidad (197 s, en promedio) y
el grupo tratado solo con haloperidol también mostré mayor tiempo de inmovilidad
(221 s en promedio), lo que indica que el haloperidol estd ocasionando un dafio a
nivel cerebral y que una co-suplementacion de dos semanas con aceite de alga rico

en omega-3 (SAA+H-Co) no logra revertir este dafio, ya que se observa que no hay
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una diferencia significativa en el tiempo de inmovilidad, por lo tanto no llega a atenuar

el efecto que puede tener el haloperidol en la rata (Figura 6.7).

En contraste, en el grupo experimental Ps, los grupos H-Ps y SAA+H-Ps estuvieron
un menor tiempo en inmovilidad (66 s y 91 s, respectivamente), sin diferencia
significativa con el testigo pero si con los grupos H y SAA+H-Co, por lo que se
sugiere que una pre-suplementacion con aceite de alga rico en omega-3 atenud el

efecto que ocasiona el haloperidol (Figura 6.7).
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Figura 6.7. Tiempo (s) total de inmovilidad durante la prueba de campo abierto de todos los grupos
por cada sesién, los valores fueron expresados como media + desviacion estandar (SE). S1: sesion 1
(un dia antes del inicio a la induccién a parkinsonismo con haloperidol); S2: sesién 2 (dia 1*); S3:
sesion 3 (dia 7*); S4: sesion 4 (dia 14*). T: grupo testigo sano; H: grupo tratado con haloperidol; T-Ps:
testigo sano tratado con SAA (6 semanas): H-Ps: grupo tratado con haloperidol y SAA (6 semanas);
SAA+H-Ps: grupo tratado con haloperidol y SAA (8 semanas); SAA-Ps: grupo tratado con SAA (8
semanas); SAA+H-Co: grupo tratado con haloperidol y SAA (2 semanas); SAA-Co: grupo tratado con
SAA (2 semanas). SAA: aceite de alga rico en omega-3; Ps: pre-suplementado; Co: co-suplementado.
*Todas las grabaciones se realizaron cuatro horas después del tratamiento con haloperidol. Letras
diferentes indican diferencia significativa entre grupos, p<0.05.
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En conclusion, en la conducta vertical, horizontal e inmovilidad, no se muestran
diferencias estadisticamente significativas en los grupos pre-suplementados y co-
suplementados antes del inicio a la induccién de parkinsonismo con haloperidol (de
la semana uno a la seis). Posteriormente a la induccion (semana siete y ocho), la
pre-suplementacion (6 y 8 semanas) con aceite de alga rico en &cidos grasos
omega-3 inhibe parcialmente el impacto del haloperidol sobre la conducta, lo que no
se observa con una co-suplementacion (dos semanas). Este efecto puede ser el
resultado de una neuroproteccién ejercida por los acidos grasos omega-3 (Barros et
al., 2017), y sugiere que el consumo de estos &cidos grasos podria ser una
estrategia nutracéutica para retrasar el inicio y/o la progresion de la enfermedad de
parkinson; sin embargo, se necesitan mas estudios para poder entender los

mecanismos neuroprotectores de los acidos grasos omega-3.

6.4.4 Frecuencia de campo abierto: numero de cuadros cruzados.

Para determinar el numero de cuadros cruzados, se midieron todas las veces que el
animal cruzo un cuadro (cuando tres cuartas partes de su cuerpo se encontraba en el
cuadro siguiente), durante los 5 min que durd la prueba. El andlisis encontré que el
namero de cuadros cruzados vario entre las sesiones (grupo Pre-suplementado y

Co-suplementado).

En la Figura 6.8 se puede obervar que, durante la S1, las ratas de todos los grupos
cruzaron 85 cuadros en promedio en 5 min, sin diferencias significativas. Este mismo
comportamiento se observé en los grupos T, T-Ps, SSA-Ps, y SSA-Co a lo largo de

las sesiones 2-4.

Los grupos H y SAA+H-Co cruzaron un menor nimero de cuadros (entre 2 y 3) a
partir del inicio de la administracion del haloperidol (S2), y hasta el final del
experimento (S3 y S4), en contraste con los grupos H-Ps y SAA+H-Ps, que cruzaron

entre 22 y 37 cuadros. Nuevamente, se confirma que la induccién a parkinsonismo
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con haloperidol tiene un efecto negativo sobre la movilidad de las ratas, y que este
efecto se ve atenuado significativamente por la pre-suplementacion, durante 6 y 8
semanas, con aceite de alga rico en acidos grasos omega-3, pero que la co-
suplementacion por dos semanas no es suficiente para contrarestar el efecto del

haloperidol.
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Figura 6.8. Numero de cuadros cruzados durante la prueba de campo abierto. Los valores fueron
expresados como media + desviacion estandar (SE). S1: sesion 3 (un dia antes del inicio a la
induccion a parkinsonismo con haloperidol); S2: sesion 4 (dia 1*); S3: sesion 5 (dia 7*); S4: sesién 6
(dia 14*). T: grupo testigo sano; H: grupo tratado con haloperidol; T-Ps: testigo sano tratado con SAA
(6 semanas): H-Ps: grupo tratado con haloperidol y SAA (6 semanas); SAA+H-Ps: grupo tratado con
haloperidol y SAA (8 semanas); SAA-Ps: grupo tratado con SAA (8 semanas); SAA+H-Co: grupo
tratado con haloperidol y SAA (2 semanas); SAA-Co: grupo tratado con SAA (2 semanas). SAA: aceite
de alga rico en omega-3; Ps: pre-suplementado; Co: co-suplementado. *Todas las grabaciones se
realizaron cuatro horas después del tratamiento con haloperidol. Letras diferentes indican diferencia
significativa entre grupos, p<0.05.
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Los anteriores resultados indican que la suplemetacion previa (6 semanas) con
aceite de alga rico en omega-3 tiene un efecto neuroprotector sobre la alteracion de
la actividad locomotriz y la acinesia, uno de los principales sintomas motores de la
enfermedad de Parkinson. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Tanriover et al. (2010) quienes evaluaron los efectos del DHA en un modelo de
parkinsonismo inducido por una lesion de MPTP, donde demostraron un deterioro en
la actividad motora en el modelo, y la administracion del DHA (36 mg/kg/dia) durante
30 dias redujo los sintomas, a pesar de que el MPTP es mas agresivo que el
haloperidol, ya que destruye gran parte de las células dopaminérgicas. También
Ozkan et al. (2016) midieron la actividad locomotora en un modelo animal de EP
inducido con MPTP, encontrando que la actividad locomotora mejoraba en los grupos
gue tenian una suplementacién de DHA (36 mg/kg/dia) el cual se administré durante
30 dias, lo que demuestra el efecto positivo del DHA sobre las funciones motoras en
el modelo experimental de EP inducida por MPTP.

En otro estudio donde se evalu6 la accion de los acidos grasos sobre los déficits
motores en un modelo de EP inducido por una inyeccion de 6-OHDA. Los animales
gue no tuvieron una suplementacion mostraron una degeneracion de las neuronas
del sistema nigroestriatal, reduciendo la actividad locomotora y exploratoria (mediate
la prueba de campo abierto) y manifestando temblores parkinsonianos. Sin embargo,
una suplementacion que empez6 cuando los animales tenian 21 dias de vida hasta
90 dias, con un suplemento de aceite de pescado (4 g/kg), que contenia EPA (120
mg) y DHA (180 mg) no modificd estos déficits motores, lo que puede deberse a que
muchas regiones del complejo estriatal pueden estar degeneradas y éstas estan
involucradas directamente con la reduccion de neuronas dopaminérgicas incluso con
la participacion del DHA en muchas funciones importantes, como la regulacion de los
procesos inflamatorios, la transcripcion génica y la influencia directa en las
propiedades de la membrana. Este estudio muestra que a pesar de que hubo una
incorporacion de acidos grasos omega-3 en las membranas nueronales, no fue

capaz de revertir los déficits motores causados por la inyeccion de neurotoxinas, ya
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gue este modelo causa una lesién inmediata y no reproduce un modelo lento y
gradual que pueda imitar el desarrollo real de la degeneracion de la EP (Delattre et
al., 2010).

El modelo con haloperidol utilizado en el presente trabajo puede representar una fase
temprana de la EP, ya que es un modelo reversible, y los resultados obtenidos
demuestran que una suplementacion previa con acidos grasos omega-3 (grupos H-
Ps y SAA+H-Ps) previene parcialmente el deterioro de la actividad locomotora
ejercida por el haloperidol, en comparacién con los grupos que no tuvieron esta
suplementacion previa (H y SAA+H-Co). Estos hallazgos indican los efectos positivos
de una suplementacion rica en acidos grasos omegas-3 sobre los déficits motores en

un modelo experimental de parkinsonismo inducido por haloperidol.

6.5 Perfil de acidos grasos del cerebro.

Se determind el perfil de acidos grasos del aceite de alga y del cerebro de las ratas
por medio de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas, después
de realizar la metilacion de los lipidos extraidos por el método modificado de Folch
(Folch, 1957).

6.5.1 Composicion de acidos grasos del suplemento de aceite de alga.

El suplemento de aceite de alga rico en omega-3 (SAA) es un polvo blanco con una
concentracion aproximada de 30% de aceite de alga (Anexo F). En la Tabla 6.1 se
puede observar que el aceite contiene, en promedio, 0.83% de acido linolénico
(ALA), 10% de acido docosahexaenoico (DHA), 7% de &cido docosapentanoico
(DPA) y 0.7% de acido eicosapentaenoico (EPA), lo que hace un total de 19.6% de

acidos grasos omega-3.
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Tabla 6.1. Perfil de acidos grasos del aceite de alga rico en omega-3 del suplemento
Life s DHA™ S10-P200 de Grupo Harmony.

Compuesto (%)

Acido Miristico (C14:0) 8.94
Acido Palmitico (C16:0) 35.79
Acido Palmitoleico (C16:1) 0.27
Acido Estearico (C18:0) 14.25
Acido Oléico (C18:1) 13.78
Isomero Acido Oleico 1.61
Acido Linoléico (C18:2) 2.65
Acido Linolénico (C19:3) 0.83
Acido Araquidico (C20:0) 0.18
Acido Behénico (C22:0) 0.68
Acido Araquidonico (C20:0) 2.19
EPA (C20:5) 0.70

DPA (C22:5) 7.24

DHA (C22:6) 10.88
*Omega-3 19.65

6.5.3 Perfil de acidos grasos del cerebro de las ratas de los grupos
experimentales.

En este estudio se evalud el perfil de los acidos grasos de la corteza frontal y
occipital de los grupos experimentales de ratas pre-suplementacion y co-

suplemetacion.
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En la Tabla 6.2 se muestra el perfil de acidos grasos de las ratas que fueron pre-
suplementadas con aceite de alga rico en omega-3 durante seis semanas previas a
la induccién a parkinsonismo experimental. Se observa que no hubo diferencias
significativas en el porcentaje de acidos grasos entre los grupos. El &cido graso
mayoritario fue el acido palmitico (16:0), seguido por el estearico (18:0) y el DHA
(22:6, n-3), y se observa un enriquecimiento de las membranas del cerebro con
acidos grasos omega-3, ya que tuvieron, en promedio, un total de 21.9% de estos
acidos grasos. Durante la semana siete y ocho se les dejé de administrar el SAA a
los grupos pre-suplementados H-Ps y SAA+H-Ps, observandose que no hay
diferencia significativa en el contenido de &cidos grasos entre los grupos (T, H,
SAA+H y SAA), lo que indica que dejar de administrar el suplemento a los dos
grupos (H y SAA+H) por dos semanas no se ve afectada la composicion de lipidos
de las membranas neuronales de la corteza frontal y occipital (Tabla 6.2).

En la Tabla 6.2 también se pueden obervar los porcentajes de acidos grasos de los
cerebros de las ratas de los grupos experimentales co-suplementados, sin
diferencias significativas entre los grupos (SAA+H y SAA). Nuevamente, el acido
graso mayoritario fue el acido palmitico (16:0), seguido por el estearico (18:0) y por el
oleico (18:1). En este caso, los cerebros de las ratas tuvieron una menor proporcion
de acidos grasos omega-3 (6.8% en promedio), en comparacion con los grupos pre-

suplementados.

Las diferencias significativas producidas por la pre-suplementacion rica en omega-3
en los grupos T, H, SAA+H y SAA, incluyeron un mayor contenido de DHA (22:6 n-3),
de 15% en promedio en los grupos pre-suplementados vs 6.4% en promedio en los
grupos co-suplementados (aumento de 2.5 veces); de DPA (22:5), de 6.1% vs 0.3%,
en promedio (aumento de 20 veces); de EPA (20:5) de 0.61% vs 0.02%, en promedio
(aumento de 30 veces); y de ALA (18:3) de 0.15% vs 0.06%, en promedio (aumento
de 2.5 veces); y un menor contenido de AA (20:4, n-6), de 2% vs 4.3%, en promedio
(disminucion del 46%) (Tabla 6.2).
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Tabla 6.2. Perfil de acidos grasos de la corteza frontal y occipital de los grupos experimentales de ratas Pre-
suplemetadas y Co-suplementadas.

Compuesto T (%) H (%) SAA-Co (%) SAA(:/OF)'-CO T-Ps(%) H-Ps (%) SAA-Ps (%)  SAA+H-Ps(%)
Acido Miristico (C14:0) 1.43 +£0.382 1.17 £ 0.142 1.22 + 0.25% 1.38 + 0.422 8.92 + 0.40P 8.74 + 0.64° 8.54 + 0.49° 8.53 +0.84°
Acido Palmitico (C16:0)  36.91+0.58%  36.35+1.38% 36.21+126% 37.32+263% 31.77+0.77% 32.49+2.68*  34.34+202° 32.2+2532

Acido Palmitoleico 0.29 + 10.062 0.28 + 0.042 0.29 + 0.022 0.29 + 0.042 0.24 + 0.012 0.24 + 0.032 0.24 +0.012 0.24 + 0.042
Acido Eétceléﬁiié (C18:0) 24.69 +1.62 25.77+1.49%  2573+2.34* 2576+367% 1585+1.12° 15.4 + 2.66° 15.49 + 2.56° 15.5+2.63°

Acido Oléico (C18:1) 17.58 £ 1.722 17.4 +1.132 16.1 + 0.562 16.85 + 2.282 13.74 +1.11° 13.36 + 1.04° 12.83 + 0.66° 13.25+1.22°
Isomero Acido Oléico 3.03+0.922 3.63+0.322 417 +1.902 3.21+0.332 1.67 +0.08° 1.67 £ 0.10° 1.64 +0.10° 1.71+0.12°
Acido Linoleico (C18:2) 2.39 +0.632 2.04 +0.222 1.67 £ 0.262 1.83+0.792 2.53+0.072 2.46 + 0.262 2.4+0.19? 2.59 +0.372
El 4cido Araquidico 1.38 £ 0.052 1.31+0.118 1.2 +0.152 1.22 £ 0.242 0.74 +0.08° 0.75 +0.09° 0.73 £ 0.06° 0.78 £ 0.10°
Acidc()ci_zigbti)(fnico 0.07 £ 0.032 0.06 + 0.022 0.05 + 0.022 0.06 + 0.032 0.15 +0.01° 0.16 + 0.01° 0.15 + 0.01° 0.16 + 0.02°
Acido Bg%]éi.ii)o (C22:0) 0.97 +£0.072 0.96 + 0.082 0.99 + 0.042 1.02+0.128 0.62 +0.09° 0.62 +0.08° 0.6 +0.06° 0.64 +0.08°
Acido Araquidénico 4.2+0.232 4.23 £ 0.222 4.24 +0.382 4.5 + 0.552 2.01+0.12° 2.02 +0.24° 1.96 +0.18° 2.1+0.29°
EP,(A\C(Zng) 5)* 0.02 + 0.002 0.02 + 0.002 0.03 +0.012 0.02 + 0.00? 0.64 +0.07° 0.61 +0.08° 0.6 +0.06° 0.62 +0.09°
DPA (C22:5)* 0.28 + 0.042 0.26 + 0.062 0.37 £ 0.222 0.28 +£0.112 5.93 +0.92° 6.25 + 1.03° 5.82 + 1.07° 6.4 +1.05°

DHA (C22:6)* 5.94 +0.352 5.85 + 0.492 7.66 * 0.962 6.2 +1.032 15.15+0.53" 15.18 +1.21° 14.6 +1.82° 15.21 £1.00°

Total omega-3* 6.31 6.19 8.11 6.56 21.87 22.17 21.17 22.39
Relacién n-3/n-6 0.95 0.98 1.3 1.03 4.8 4.9 4.8 4.7

**| os valores presentados son el promedio + desviacion estdndar (n=7). Diferentes letras significan diferencia estadistica entre grupos (p
<0.05). T: grupo testigo; H: grupo tratado con haloperidol; SAA+H: grupo tratado con aceite de alga rico en omega-3 y haloperidol; SAA: grupo
tratado con aceite de alga rico en omega-3. Ps: pre-suplementado; Co: co-suplementado.
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Existen varios mecanismos interconectados que pueden ser la base de los efectos
beneficiosos de los AGPI omega-3 que se basan en su incorporaciéon a las
membranas celulares, en particular el EPA y DHA. Es por ello por lo que se observé
un aumento de 3,5 veces de AGPI omega-3 en las membranas cerebrales de las
ratas pre-suplementadas.

Mediante este estudio se demuestra que una suplementacién previa de acidos
grasos omega-3 modifica significativamente el contenido de acidos grasos en las
membranas neuronales de la corteza fronal y occipital en ratas. Este efecto
altamente significativo confirma que el perfil lipidico del cerebro en los mamiferos
depende de la ingesta dietética, como ha sido sugerido previamente (Barros et al.,
2017).

El aumento de DHA en este estudio concuerda con Bousquet et al. (2007), quienes,
al evaluar los efectos beneficiosos de los acidos grasos omega-3 en un modelo de
parkinsonismo inducido por MPTP, encontraron un aumento selectivo de los niveles
de DHA en la corteza frontal, y una disminucion de los niveles de los acidos grasos
omega-6. La relacion n-3:n-6 tambien se redujo en un 40% después del tratamiento
con la neurotoxina, mientras que los &cidos grasos linoléico, EPA y AA se

mantuvieron sin cambio.

Diversas investigaciones se han enfocado en los acidos grasos omega-3 debido a
gue pueden ejercer una accidén neuroprotectora, como el estudio de Bousquet et al.
(2008) quienes administraron a ratones una dieta alta de omega-3 durante 10 meses,
y luego fueron tratados con la neurotoxina MPTP (140 mg / kg) durante 5 dias. El alto
consumo de acidos grasos omega-3 mostro efectos benéficos sobre la degeneracion

neuronal a nivel de la corteza frontal debido a la neurotoxina MPTP.

En otras investigaciones, donde el tratamiento previo de las ratas fue con aceite de
pescado (que es rico en omega -3) durante 25 dias antes del tratamiento con 6-
OHDA mitiga la pérdida de neuronas DA de la substantia nigra (Mori et al., 2018;
Xicoy et al., 2019).
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Delattre et al. (2010) también se demostré un incremento en el contenido de DHA de
las membranas neuronales (estriado y substantia nigra), en grupos de ratas que
fueron suplemetadas con aceite de pescado (120 mg de EPA y 180 mg de DHA)
desde su nacimiento y que se les indujo a parkinsonismo mediante una lesién con 6-
OHDA.

Asi mismo De Araujo et al. (2017) coadministraron haloperidol con &cido lipoicoy / o
aceite de pescado a ratas Wistar macho durante 31 dias, observando una mejora en
el rendimiento motor asociado a la reduccién de los niveles de ROS y al aumento de

las enzimas antioxidantes.

Los resultados del presente trabajo también muestran que una pre-suplementacion
durante seis semanas mejora las conductas analizadas en el campo abierto
(horizontal, vertical, inmovilidad, y cuadros cruzados) en los grupos inducidos a

Parkinsonismo con haloperidol.

Esto puede deberse a que los acidos grasos omega-3 previenen el metabolismo del
acido araquidénico a través de la competencia enzimatica, dando como resultado
una menor produccion de eicosaniodes y moléculas pro-inflamatorias (como
prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos), entre otros (Calder, 2006; Smith et al.,
2007; Xicoy et al., 2019). Asi, con la incorporacion de estos acidos grasos en la
membrana neuronal, pueden generar potentes efectos anti-inflamatorios con la
produccion de ecosanoides anti-inflamatorios (resolvinas, maresinas, neuroprotectina
D1, elovanoides) y efectos neuroprotectores, como antiapoptoticos (neuroprotectina
D1), antioxidantes e inhibidores de citocinas, 6xido nitrico y produccién de ROS, y
como promotores de sinaptogénesis, funcion sinaptica, diferenciacion neuronal,
crecimiento y desarrollo del cerebro, asi como regular propiedades de la membrana
tales como fluidez, felixibilidad, permeabilidad, la modulacién de proteinas unidas a la
membrana y expresion génica (Delion et al., 1996; Innis, 2000; Sharon, et al., 2003;
Whelan, 2008; Barcelos et al., 2010; Bazinet, et al., 2014; Healy-Stoffel, et al., 2018).

En conclusion, estos resultados sugieren que los acidos grasos omega-3 pueden

tener aplicaciones prometedoras en la prevencién y/o tratamiento de diferentes
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patologias como la enfermedad de Parkinson, actuando en la prevencion de los
trastornos del movimiento y para poder tener un resultado mas revelador se podria
incrementar la administracion por periodos mas largos, dosis mas bajas o altas o una

seleccion cuidadosa de patrones dietéticos habituales.

6.6 Efecto de los tratamientos sobre la densidad de los receptores de dopamina
D,y los niveles de expresion de su gen, en el cerebro medio de las ratas.

Debido a que los receptores D> median las funciones de la dopamina, en este trabajo
se analizo la presencia y expresion del gen de estos receptores en el tejido cerebral
medio (VTA), para determinar si cambios en los receptores de DA en el cerebro
medio podrian contribuir a los efectos del haloperidol y/o de la suplementacién con

aceite de alga rico en acidos grasos omega-3.

Al final del periodo de tratamiento y de las pruebas de conducta, las ratas fueron
sacrificadas por decapitacion y los cerebros se extrajeron inmediatamente, se
pesaron previo a su congelacion en nitrégeno liquido, y fueron almacenados a -70 °C

hasta su posterior uso.

6.6.1 Analisis de la densidad del receptor D, en tejido cerebral medio (VTA)
mediante Western Blot.

Para obtener informacion sobre la accion de los efectos del aceite de alga rico en
acidos grasos omega-3 sobre el modelo inducido a Parkinsonismo, se cuantificaron
los niveles del receptor D2 en el cerebro medio, mediante la técnica de Western Blot.
La intensidad de las bandas correspondientes del receptor D, se normaliz6 con
respecto a la intensidad neta de su correspondiente banda de alfa-tubulina, utilizando
las mismas membranas que las usadas con el anticuerpo primario para el receptor
Do.
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El anticuerpo D> detectdé una banda de peso molecular de 50 kDa, como corresponde
al tamafio de la proteina del receptor; en la Figura 6.9 se pueden obervar las bandas
de los grupos experimentales co-suplementados y pre-suplementados,
respectivamente. Los resultados se expresaron como unidades arbitrarias de
intensidad relativa en promedio * media desviaciébn estandar (DE) de los siete

animales de cada grupo experimental pre-suplementado y co-suplementado.
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Figura 6.9. Representacion de western blot de la densidad del receptor de dopamina D2 de los grupos
experimentales del tejido medio cerebral (VTA).
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Como puede observarse en la Figura 6.10, se encontr6 una mayor densidad del
receptor de dopamina D2 en el cerebro medio en los grupos experimentales pre-
suplementados, en comparacion con los grupos co-suplementados. No se
encontraron diferencias significativas en el area relativa del receptor D> en los grupos
pre-suplementados, a diferencia del grupo tratado con haloperidol sin
suplementacion del aceite de alga (H) donde se encontré6 una densidad menor,
debido seguramente al bloqueo de los receptores de dopamina, ya que el haloperidol
ejerce un efecto antagonista de los receptores D2 (Vasconcelos et al., 2003) y no fue
suficiente para compensar los receptores bloqueados con haloperidol ya que la
funcién locomotora no se restableci6. Debe ser necesario un tratamiento mas
prolongado con SAA para observar si hay mejoras en el comportamiento locomotor,

como lo sugieren los grupos pre-suplementados.

Por su parte, en el grupo tratado con haloperidol y aceite de alga por dos semanas
(SSA+H-Co) se observo una recuperacion de los niveles de los receptores D, efecto
gue fue mas notorio en el grupo de ratas pre-suplementadas con el aceite por 6y 8
semanas tratadas con haloperidol (H-Ps y SAA+H-Ps, respectivamente), en las que
el area relativa del receptor fue semejante a la del grupo testigo. Estos resultados
sugieren que el aceite de alga rico en omega-3 tiene un efecto estimulador de la
presencia del receptor de dopamina D> en las membranas del cerebro medio. Estos
resultados deberan complementarse con el estudio de la localizacion celular de los
receptores D2 en el cerebro por técnicas inmunohistoquimicas, asi como con la

determinacién de los cambios en la actividad del receptor.
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Figura 6.10. Area relativa del receptor de dopamina D2 respecto a la proteina endégenaCo-tubulina,
de cada grupo de ratas experimentales. T: grupo testigo sano; H: grupo tratado con haloperidol; T-Ps:
testigo sano tratado con aceite de alga rico en omega-3 (6 semanas). H-Ps: grupo tratado con
haloperidol y aceite de alga rico en omega-3 (6 semanas); SAA+H-Ps: grupo tratado con haloperidol y
aceite de alga rico en omega-3 (8 semanas); SAA-Ps: grupo tratado con aceite de alga rico en omega-
3 (8 semanas); SAA+H-Co: grupo tratado con haloperidol y aceite de alga rico en omega-3 (2
semanas); SAA-Co: grupo tratado con aceite de alga rico en omega-3 (2 semanas). Ps:. pre-
suplementado; Co: co-suplementado. Letras diferentes indican diferencia estadisticamente
significativa entre grupos, p<0.5.

6.6.2. Expresion relativa del gen del receptor D, en el tejido cerebral medio.

El RNA fue extraido del tejido cerebral medio (VTA), se cuantificd por espectrometria
con el equipo NanoDrop™ 2000c (Thermo Scientific) y la integridad del RNA se
verifico por electroforesis en geles de agarosa. En la Tabla 6.3 se muestra la pureza
del RNA obtenido y en la Figura 6.11 se muestra el patrén electroforético del RNA de
los grupos pre-suplementados y co-suplementados, con la integridad suficiente para

ser utilizado en las reacciones de RT-PCR.
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Tabla 6.3. Pureza del RNA de los grupos pre-suplementado y co-suplementado.

Grupo Relacion Azeo/Azgo Relaciéon Azso/Azgo
Pre-suplementacion Testigo / Tratado con H
T 1.87 - 1.96 1.82-1.88
H 191-1.98 1.82-1.86

Relacion Azso/Azso
Co-suplementacion

SAA-H 1.91-1.98 1.82-1.85

SAA 1.80 - 1.96 1.82-1.88

CUBBE BRI BERRRL

Figura 6.11. Electroforesis en gel de agarosa del RNA extraido del cerebro de las ratas de los grupos
pre-suplementado y co-suplementado.

El célculo de la expresion de los genes se realizd por el método comparativo,
mediante la expresion del gen del receptor D> de los grupos Pre-suplementados y
Co-suplementados contra la expresion del gen D> del grupo T, de acuerdo con cada

grupo experimental.

Los oligonucledtidos utilizados (#QT01081990) para amplificar el gen del receptor de
dopamina D> estuvieron constituidos por 50-250 pb, con una temperatura de

alineamiento de 60 °C. Los oligonucleétidos se probaron haciendo una PCR
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convencional, cuyos amplicones mostraron el tamafio predicho acorde con lo
reportado. Posteriormente se llevd a cabo la RT-PCR con el RNA total obtenido del
tejido cerebral medio (VTA), y con los datos de Ct obtenidos se realizaron los

calculos a fin de determinar los valores de expresion relativa.

Los resultados de este estudio se muestran en la Figura 6.12. En cuanto al grupo de
ratas H no suplementadas con el aceite de alga rico en acidos grasos omega-3 y
tratadas con haloperidol, puede observarse un aumento del 20% en la expresion del
gen para el receptor D>, posiblemente como un efecto compensatorio a la
disminucion de la densidad de receptores D, observada en este grupo (Figura 6.12).
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Figura 6.12. Expresion relativa del gen del receptor de dopamina D2, respecto al gen endégeno B-
actina, de cada grupo de ratas experimentales. T: grupo testigo sano; H: grupo tratado con
haloperidol; T-Ps: testigo sano tratado con aceite de alga rico en omega-3 (6 semanas): H-Ps: grupo
tratado con haloperidol y aceite de alga rico en omega-3 (6 semanas); SAA+H-Ps: grupo tratado con
haloperidol y aceite de alga rico en omega-3 (8 semanas); SAA-Ps: grupo tratado con aceite de alga
rico en omega-3 (8 semanas); SAA+H-Co: grupo tratado con haloperidol y aceite de alga rico en
omega-3 (2 semanas); SAA-Co: grupo tratado con aceite de alga rico en omega-3 (2 semanas). Ps:
pre-suplementado; Co: co-suplementado. Letras diferentes indican diferencia estadisticamente
significativa entre grupos, p<0.5.
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De igual manera, en el grupo SAA+H-Co se encontré un aumento de la expresion del
gen, aunque en este caso el aumento fue mayor, 90%, como un efecto
compensatorio potenciado por los acidos grasos omega-3, que se reflejo en una
mayor densidad de receptores D> en las membranas (Figura 6.9). En los grupos pre-
suplementados, no se observaron cambios en la expresion del gen del receptor D2
en el grupo pre-suplementado por seis semanas con el aceite de alga tratado con
haloperidol (H-Ps), en concordancia con la densidad de receptores, que no sufrié
cambios con respecto al grupo testigo. Sin embargo, en el grupo presuplementado
con el aceite por ocho semanas y tratado con haloperidol (SAA+H-Ps) se observé
una menor expresion del gen del receptor, sin encontrarse cambios en la densidad
del receptor en las membranas. Esto podria explicarse por la administracion del
aceite de alga rico en omega-3 al mismo tiempo que el haloperidol, por lo que el
dafio en los receptores fuera de menor magnitud y requiriera una menor

compensacion en la expresion del gen.

Los AGPI omega-3 en especial DHA, tiene un papel importante como ligandos y
activadores de una variedad de receptores que actian como factores de
transcripcion, como el receptor retinoide X (RXR), que junto con el receptor nuclear
asociado 1 (Nurrl) y el factor de crecimiento nervioso IB (Nur77), juegan un papel
crucial en el desarrollo y la supervivencia del sistema dopaminérgico. En particular,
RXR regula la expresion del gen Dz, por lo que el aumento en la densidad y
expresion de D2 en ratas suplementadas podria haber sido el resultado de la union
de DHA al dominio de union al ligando RXR alfa y su interaccién con el promotor del
gen D (Lane et al., 2005; Healy-Stoffel, et al., 2018). Ademas, como constituyentes
de los fosfolipidos de las membranas celulares, los AGPI n-3 contribuyen a la fluidez
de la membrana y a la formacion y funcion de las balsas lipidicas donde se
encuentran muchas proteinas involucradas en la transduccion de sefales, como los
receptores de dopamina, lo que favorece su insercion, funcionalidad y transduccion
de sefales (resultado de la union de DHA al dominio de unién al ligando RXR alfa y

su interaccion con el promotor del gen D> (Healy-Stoffel, et al., 2018), lo que también
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podria haber contribuido a una mayor presencia de proteina D2 en las membranas

del cerebro medio.

Hasta el momento, no hay reportes al respecto de la expresion del receptor
dopaminérgico D> en un modelo murino inducido a parkinsonismo experimental con

haloperidol, y suplementado con acidos grasos omega-3.

Delion y colaboradores (1994) evaluaron el efecto de una deficiencia del acido alfa
linolénico en los sistemas de neurotransmision dopaminérgica en ratas, donde
midieron la densidad de los receptores de dopamina D> mediante autorradiografia en
tres regiones cerebrales: la corteza frontal, el cuerpo estriado y el cerebelo,
encontrando que una alimentacién deficiente a largo plazo modifica la
neurotransmision dopaminergica, especificamente en la corteza frontal con una
densidad significativamente menor de receptores D> y de DA enddgena, comparado
con los animales control. Ademas, hubo niveles mas bajos de acidos grasos omega-
3 en todas las regiones estudiadas en las ratas deficientes en acido linolénico,
equilibradas por mayores niveles de acidos grasos omega-6. Estos resultados
demuestran que una dieta deficiente de &cido linolénico podria inducir a
modificaciones de la neutransmision y esto podria inducir a alteraciones del
comportamiento. Posteriormente encontraron que las densidades de los receptores
dopaminérgicos y los niveles de dopamina se ven mas afectados por el
envejecimiento, independientemente de la dieta, ya que encontraron una reduccion

del 10% en la densidad de receptores dopaminérgicos D2 (Delion et al., 2016).

En otro estudio se analizaron proteinas reguladoras asociadas a la DA y una
deficiencia de acido linolénico perinatal en ratas, observandose que los receptores D1
y D2 en el cerebro de ratas aumentan significativamente en la estructura de la corteza
y cuerpo estriado, posiblemente para compensar los niveles bajos de DA en el
cerebro en desarrollo (Kuperstein et al., 2008). Independientemente, la alta expresion
de los receptores D1 y D2 en muchas regiones del cerebro se puede atribuir a una

hipersensibilidad causada por el posible deterioro en la produccién de DA, este

79



RESULTADOS Y DISCUSION

mecanismo compensatorio puede permitir que estos receptores actien incluso

cuando hay niveles bajos de DA (Kuperstein et al., 2008).

Existen otros mecanismos reportados en otros modelos experimentales de EP que
podrian haber contribuido a los resultados observados, aunque no se evaluaron en
este trabajo. Por ejemplo, la neurogénesis también podria estar implicada en el
aumento de D, en el mesencéfalo, ya que AGPI modula la expresion del factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), que estimula el crecimiento y el
agrandamiento de las neuronas (Bousquet et al., 2009; Coulombe et al., 2016);
efecto del DHA sobre la supervivencia celular y el bloqueo de la apoptosis,
probablemente mediado por la activacion de la via PI3K / Akt (Bousquet et al., 2008;
Hacioglu et al., 2012); la disminucion de los niveles de peroxidacion lipidica y nitritos
(Barros et al., 2017); la reduccion de ROS, oxido nitrico y niveles proinflamatorios de
citocinas TNF-a e IFN-y (Luchtman et al.,, 2012; Luchtman et al.,, 2013); o la
disminucion de la astrogliosis y la microgliosis (Mori et al., 2018; Hernando et al.,
2019).

Los mecanismos moleculares exactos para la expresion alterada de los componentes
principales del sistema dopaminérgico como consecuencia de la deficiencia de
acidos grasos omega-3 todavia no estan claros, pero se cree que muchos trastornos
neurolégicos derivan de un desequilibrio en la composicién de los acidos grasos
poliinsaturados, especialmente de los niveles bajos de DHA (Horrobin, 2001;
Bousquet et al., 2009; Cunnane et al., 2012).
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7. CONCLUSIONES

En el grupo de ratas pre-suplementadas por seis semanas, el aceite de alga n-3 tuvo

un efecto neuroprotector de:

e Los sintomas del parkinsonismo causados por el haloperidol en ratas Wistar
(actividad locomotriz, inmovilidad y exploracion).

e La pérdida de receptores D2 para dopamina en las membranas celulares de la
parte media del cerebro (substantia nigra, nicleo accumbens e hipocampo)

causada por el haloperidol.
En el grupo de ratas co-suplementadas, el aceite de alga n-3 mostro:

e Un ligero efecto protector al final del experimento en inmovilidad y exploracion.
e Un efecto estimulador del nimero de receptores D, a través de la expresion
del gen del receptor D2, como respuesta a la disminucion causada por el

haloperidol.

Se sugiere que el enriquecimiento de las membranas cerebrales con acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga n-3 es responsable, al menos en parte, de los
resultados observados, a través de acciones protectoras y estimuladoras sobre la
presencia de D> en la parte media del cerebro. Esto sugiere que los AGPI omega-3
pueden considerarse como una opcién nutracéutica para prevenir o aliviar la
progresion de la enfermedad de Parkinson y del parkinsonismo inducido por

farmacos neurolépticos.
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8. RECOMENDACIONES

Profundizar en los efectos de modulacién de los &cidos grasos omega-3 sobre
los receptores de dopamina, analizando la localizacion celular de los
receptores por técnicas inmunohistoquimicas, asi como los cambios en su
actividad.

Analizar las modificaciones epigenéticas en el gen del receptor de D2 y su
promotor.

Estudiar a profundidad, mediante electromiografia, los efectos de Ila
suplementacion en las caracteristicas de los temblores mandibulares bajo

diferentes dosis y tratamiento mas prolongado de acidos grasos omega-3.
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10.ANEXOS

Anexo A. Gel de agarosa

Geles de agarosa 1% para electroforesis de RNA

Agarosa 0.3¢g
TAE 50x 0.6 mL
Agua destilada 30 mL

Fundir en horno de microondas 1-2 min

*Enfriar hasta 60 °C

Amortiquador TAE

50x solucién stock, pH 8.5

30 mL

242 g Tris base

57.1 mL &cido acético glacial
37.2 g Na2 EDTA*2H20

H20 1L

121 g Tris base
28.55 mL acido acetico
18.6 g Na2 EDTA*2H,0

30 mL de solucion 1x 300 mL de solucién 1x

0.6 buffer
29.4 mL H,0O

6 mL

294 mL H20
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Anexo B. PCR

Primers

QuantiTec Primers Assay envian los primers liofilizados a temperatura ambiente. Una
vez reconstitutidos se guardan a -20°C.

Para reconstituir a 10x, el vial se centrifuga brevemente y se le afiade 1.1 mL de
agua libre de nucleasas y se mezcla agitando el vial. Una vez reconstituido se hacen

alicuotas para evitar el congelacion y descongelacion.

Composicion de la mezcla de reaccion (Master Mix) para gPCR con el Kit (biorad)

Reactivo Cantidad
PCR-Agua libre de nucleasas 3.4 L
Kapa Sybr Fast gPCR Master Mix (2)? 5puL
Primer directo (10 uM) 0.2 uL
Primer inverso (10 uM) 0.2 uL
Rox High/Low (50X) 0.2 uL
cDNA 1 uL
Volumen final de la reaccion 10 pL

97



Derivative Reporter (-R )

ANEXOS

Curva estandar
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Figura 10.2. Melt curve de la curva de la eficiencia de p-actina.
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Anexo C. Obtencion de proteinas

Amortiguador de lisis de proteinas (100mL)

Tris (50 mM) 0.6057 g Al utilizar agregar:
NaCl (150mM) 0.877¢

EDTA (2.5 mM) 0.0744 g PMSF (0.1 M)
EGTA (1.9 mM) 0.076 g NazVO4 (200mM)
Triton X-100 (0.2%) 200 pL Proteasas (1x)
NP-40 (0.3%) 300 pL Fosfatasas (1x)

10 pL/mL
2 puL/mL
1%

1%

*Guardar a 4 °C

Anexo D. Geles de poliacrilamida (PAGE)

Gel de resolucion (10mL)

12. 5%
1 gel 2 geles
Acrilamida 4.2 mL 8.4 mL
Tris 1M pH 8.8 3.73 7.46 mL
SDS 10% 0.1 mL 0.2 mL
H20 bd 2 mL 4 mL
APS 10% 0.1 mL 0.2 mL
TEMED 6.7 uL 14 pL
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Gel de empaquetamiento (10mL)

5%

1 gel 2 geles

Acrilamida 0.668 mL | 1.336

mL

Tris 1M pH 6.8 0.5mL 1mL
SDS 10% 40 pL 80 uL
H20 bd 2.8 mL 5.6 mL
APS 10% 40 pL 80 pL

TEMED 2.5 uL 5 uL

*Tris 1M (P.M = 121.14 g/mol), conservar 4°C
- 60.57 g/ 500mL H20 (pH 8.8)
-12.11 g/ 100ml H20 (pH 6.8)

*SDS 10%, conservar a temperatura ambiente (proteger contra la luz).

-5 g/ 50mL H20

*APS 10% (Persulfato de amonio (NH4)2S20s, P.M= 228.18 g/mol), conservar a 4°C

resuspendido en 0.1 g/mL H20

Amortiguador de la muestra 5x

10 mL (5x)
2% de SDS 19
10% glicerol 5mL
0.0625 mM Tris 0.303 g
0.002% Azul de bromofenol 0.001 g

H20

Aforar a 10 mL

*Al volumen final a utilizar se le agrega 5 % de [J-mercaptoetanol
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Amortiguador de corrida (10x)

1L (10x)
Tris 30.2¢g Para 1x (L)
Glicina 1442 g 100 mL de amortiguador de
SDS 10 g corrida + 900 mL H20

Marcador de peso molecular de proteinas

.

1
-
=
— 4

IR

Figura 10.5. Marcador de peso molecular de proteina. Precision Plus Proteina ™ Dual Xtra
(#1610377).
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Anexo E. Soluciones para Western Blot

Amortiguador de transferecia (10x)

1L (10x) Para 1 X (L):
Tris 58.15¢ 100 mL de amortiguador de
Glicina 29.28 ¢ transferencia + 900 mL de H20 +
SDS 3.79 200mL de metanol.
TBS (10x)
1L (10x) TBS-T 1x (1L)

Tris 24.2 g 100 mL de TBS+ 900 mL de

NaCl 80 g H20O + 1 mL de Tween 20.

*Ajustar pH 7.5

Amortiguador de lavado

500 mL
Glicina 75¢g

Ajustar pH 2.5
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Anexo F. Composicion del suplemento de aceite de alga.

Life'sDHA™ S10-P200

Ingredientes: jarabe de glucosa, aceite de alga, almidén de maiz modificado, manitol,
ascorbato de sodio, y 2% o menos de polifosfato de sodio, mono y di estearato de
glicerol, fosfato tricélcico, aceite de girasol alto en oleico, lecitina de girasol, sabores
naturales, tocoferoles naturales mixtos y palmitato de ascorbilo (como antioxidantes).

Tabla 10.1. Composicion del suplemento de aceite de alga rico en omega 3.

Jarabe de glucosa 30 - 40%
Aceite de alga 30 - 40%
Almiddn de maiz modificado 20 - 25%
Manitol 5-10%
Ascorbato de sodio 1-5%
Polifosfato de sodio 2.0%
Mono y di estearato de glicerol 2.0%
Fosfato tricalcico 2.0%
Aceite de girasol alto en oleico 2.0%
Lecitina de girasol 2.0%
Sabores naturales 2.0%
Tocoferoles naturales mixtos 2.0%
Palmitato de ascorbilo 2.0%
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Anexo H. Composicién del alimento.

Tabla 10.2. Perfil de &cidos grasos del alimento (croqueta).

ANEXOS

Compuesto Alimento
(%)
Acido miristico (C14:0) 4.39
Acido palmitico (16:0) 37.91
Acido palmitoleico (C16:1) 1.44
Acido estearico (18:0) 18.73
Acido oléico (C18:1) 15.09
Isomero &cido oleico 1.16
Acido linoléico (18:2) 16.46
Acido linolénico (C18:3) 0.54
Acido araquidico (20:0) 2.24
Acido behénico (22:0) 0.27
Acido araquidénico (20.4) 0.16
Acido eicosapentanoico (20:5) 1.24
Acido docosapentanoico (22:5) 0.28
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ABSTRACT

Introduction: Parkinson’s disease (PD) is a chronic neurological disorder whose pathogenesis
involves the loss of dopaminergic neurons and dopamine terminals, formation of Lewy bodies,
and microgliosis. Its treatment includes dopamine-based drugs with limited results and adverse
effects. Additionally, some neuroleptic drugs used for mental disorders produce side effects
referred to as parkinsonism. Dietary interventions with w-3 polyunsaturated fatty acids (w-3
PUFA) have attracted attention since they play a key role in most of the processes associated
with PD etiology. Objective: The purpose of our work was to investigate the effects of an w-3
PUFA rich algal oil on locomotive alterations induced by haloperidol and D, receptor protein and
gene expression in Wistar rats. Methodology: Pre- and co-supplementation of algal oil (300 mg
of w-3 FA/kg/day for six weeks) and haloperidol (1.5 mg/kg/day for two weeks) were evaluated.
Results: Haloperidol provoked locomotive alterations in the Open Field Test and a 43%
diminution in D, receptor in brain membranes; in pre-supplemented rats a 93% increase in D,
receptor protein expression and a partial maintenance of locomotory performance were
observed, while in co-supplemented rats D, receptor protein expression was maintained as in

KEYWORDS

Parkinsonism; omega-3
PUFA; algal oil; haloperidol;
D, dopamine receptor

control rats, although locomotive behavior was found diminished as in haloperidol rats.

Conclusions: These results confirm the beneficial effects of w-3 PUFA over locomotory alterations
and as neuroprotective and neurorestorative compounds and demonstrates a stimulatory action on
D, receptor presence, as a mechanism by which these fatty acids participate in brain health.

1. Introduction

Parkinson’s disease (PD) is the second most frequent
chronic neurological disorder in the world affecting 1%
of population above 60 years and 4% over 80 years [1].
It is characterized by motor symptoms including resting
tremor, rigidity, bradykinesia and postural instability, as
well as sleep disorders, and autonomic, gastrointestinal,
sensory, and neuropsychiatric symptoms [2, 3].

Its pathogenesis involves the slow and progressive loss
of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars
compacta, which leads to the loss of dopamine terminals
in the striatum, formation of Lewy bodies, and micro-
gliosis [4, 5]. Although the etiology of idiopathic PD
remains unknown, oxidative stress, apoptosis, endoso-
mal-lysosomal and mitochondrial dysfunction, endo-
plasmic reticulum stress, altered protein handling,
excitotoxicity, inflammation and immune response
have been associated with PD pathology [1, 5, 6]. The
main treatment for PD consists of dopamine-based

drugs administration, including the dopaminergic pre-
cursor 3,4-dihydroxy-phenylalanine (L-DOPA), that
control symptoms but does not affect the course of the
disease and produce adverse effects after chronic admin-
istration [5, 7].

In addition to the neurodegenerative form of the dis-
order, considerable evidence indicates that some neuro-
leptic drugs used for the treatment of mental disorders as
psychoses and schizophrenia, produce side effects as a
result of the dopamine antagonism or the D, dopamine
receptors (D,R) blockade, that are similar to those found
in PD, and are referred to as parkinsonian syndromes or
parkinsonism. Typical motor disorders of parkinsonism
include motor slowing, loss of spontaneous movement,
impairments in skilled motor control and locomotion,
postural abnormalities, rigidity, tardive dyskinesia, rest-
ing tremor, and vacuous jaw movements [8].

One of the most potent and widely used antipsychotic
drugs is the butyrophenone Haloperidol, whose

CONTACT Rosa Maria Oliart-Ros @ roliart@itver.edu.mx
© 2020 Informa UK Limited, trading as Taylor & Francis Group

106



2 A. BARROSO-HERNANDEZ ET AL.

mechanism of action involves the blockade of post-
synaptic D,R [9]. It induces parkinsonism due to oxi-
dative stress, cell damage and neurotoxicity generated
by haloperidol-produced free radicals and a reduction
in antioxidant enzyme’s levels, causing damage in
motor regions of the brain [10]. Neuron damage is par-
ticularly important at membranes, and the undesirable
effects may persist for months, years or even be irrevers-
ible after drug withdrawal, depending on the length of
the treatment [11].

Due to the prevalence of PD and the secondary effects
caused by dopamine-based drugs and neuroleptics, sev-
eral studies in humans and animal models have focused
on the development of therapies to treat and prevent this
disease. In that respect, dietary interventions have
attracted much attention, such as the consumption of
w-3 PUFA, particularly eicosapentaenoic acid (C 20:5,
EPA) and docosahexaenoic acid (C 22:6, DHA) [1]. Sev-
eral studies in humans have reported an association of a
high intake of w-3 PUFA with low rates of cognitive
decline, better working memory, improved cognitive
performance [12], processing speed and cognitive flexi-
bility [13], as well as a reduced PD risk. In rodents, the
intake of w-3 PUFA has been found critical to perform
learning and behavioral tasks [14, 15]. On the other
side, several reports indicate that low levels of PUFA,
especially a diet low in DHA, results in learning disorders
and cognitive function [16], and it’s linked to neurologi-
cal diseases such as Alzheimer’s disease, PD, suicide,
depression, anxiety, bipolar disorders, and dementia
[16, 17]. In most studies, fish oil has been used as source
of w-3 PUFA; however, algal and krill oils are also good
sources of EPA and DHA, that are commercially avail-
able and can be considered as an alternative to fish pro-
ducts in vegetarian diets. An example is the oil obtained
from the micro-algae Schizochytrium, which contains
high levels of DHA and is Generally Recognized as
Safe (GRAS) as a nutritional food ingredient [18].

The purpose of this study was to evaluate the effect of
a w-3 PUFA rich algal oil in the locomotive function and
D,R protein and gene expression in a parkinsonism
model induced by haloperidol, using two experimental
approaches: pre-supplementation (algal oil administered
previous to haloperidol) and co-supplementation (algal
oil administered with haloperidol).

2. Materials and methods
2.1. Animals

Forty-two male Wistar rats (21 days old) (Envigo RMS
S.A. de C.V.) were housed in individual stainless-steel
cages and maintained in an inverted 12 h light/dark

ANEXOS

cycle at 24 +1°C. Rats were acclimated for one week
before experimentation. Animals were fed with Rodent
laboratory Chow 5001 (Purina) and water ad libitum.
Experiments were performed during the dark cycle,
and in accordance with the Guide for the Care Use of
Laboratory Animals of the Mexican Council for Animal
Care (NOM-0-62-Z00-1999) and International Com-
mittee guidelines. The protocol was approved by the
Scientific Research Committee from the Tecnoldgico
Nacional de México/IT Veracruz.

2.2. Experimental model

The experimental period lasted eight weeks (Figure 1).
During the first six weeks animals were randomly
divided into two groups (n=14, each) and treated either
with an intragastrical dose of 4 g/kg/day of the algae oil
supplement (AO) equivalent to 300 mg of w-3 PUFA/
kg/day (Figure 1, group B), or an intragastrical dose
of water (a volume equivalent to AO) (Figure 1,
group A). All the animals received a daily intraperito-
neal injection of saline solution (1.5 mL/kg/day) for
the rats to get used to this procedure and avoid inter-
ferences with behavior tests. In the last two weeks, ani-
mals formed six groups, four derived from group A (C,
H, AO-Co and AO + H-Co) and two derived from B
(AO-Ps and AO + H-Ps) (Figure 1): C (n=7) received
an intragastrical dose of water (a volume equivalent
to AO) and an intraperitoneal injection of saline sol-
ution (1.5 mL/kg/day); H (n=7) received an intragastri-
cal dose of water and an intraperitoneal injection of
haloperidol (1.5 mg/kg/day); AO-Co (n=7) received
the intragastrical dose of AO and an intraperitoneal
injection of saline solution (1.5 mL/kg/day); AO + H-
Co (n=7) received the intragastrical dose of AO and
an intraperitoneal injection of haloperidol (1.5 mg/kg/
day); AO-Ps (n=7) received the intragastrical dose of
AO and an intraperitoneal injection of saline solution
(1.5 mL/kg/day); and AO +H-Ps (n=7) received the
intragastrical dose of AO and an intraperitoneal injec-
tion of haloperidol (1.5 mg/kg/day).

Haloperidol (Sigma-Aldrich #H0100100) in 0.3%
phosphoric acid saline solution was administered every
day at the same time during the dark cycle, after the
intragastrical dose of water/algae oil supplement. The
AO supplement (DHA S10-P200, DSM Nutritional Pro-
ducts Ltd.) was dissolved in purified water and adminis-
tered with an intragastrical canula. AO supplement
components are: glucose syrup solids (30-40%), algal
oil (30-40%), modified corn starch (20-25%,) mannitol
(5-10%), sodium ascorbate (1-5%), and 2% or less of
sodium polyphosphate, glycerol mono- and di-stearate,
tricalcium phosphate, high oleic sunflower oil, sunflower
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Figure 1. Experimental design. Pre-supplementation for six weeks with water (A) or Algal oil (AO) (B) (n=14). Co-supplementation for
two weeks (n=7): C, control; H, haloperidol treated; AO-Co, supplemented with AO; AO + H-Co, supplemented with AO and treated with
haloperidol; AO-Ps, supplemented with AO; AO + H-Ps, supplemented with AO and treated with haloperidol. * Algae oil supplement
(AO) 4 g/kg/day equivalent to 300 mg of w-3 PUFA/kg/day, intragastrical; ** Haloperidol 1.5 mg/kg/day, intraperitoneal.

lecithin, natural flavors, mixed natural tocopherols and
ascorbic palmitate. AO’s fatty acids profile is shown in
Table 1.

At the end of the experimental protocols, rats were
sacrificed by decapitation and brains were laterally dis-
sected, frozen in liquid nitrogen and kept at —70°C
until use. Frontal cortex and posterior region were
used for fatty acid’s profile analysis; the midbrain
(including the substancia nigra and the ventral tegmental
area) was used to determine D,R protein and gene
expression.

2.3. Behavior testing

The Open-field test was conducted to evaluate rats’ spon-
taneous locomotor activity the day before haloperidol
administration (S1), and at days 1 (S2), 7 (S3) and 14
(S4) of haloperidol treatment, four hours after haloperi-
dol injection.

Table 1. Fatty acid profile of the w-3 PUFA enriched algal oil.

Fatty acids (%)

Myristic acid (C14:0) 8.93
Palmitic acid (C16:0) 35.78
Palmitoleic acid (C16:1) 0.26
Stearic acid (C18:0) 14.25
Oleic acid (C18:1) 13.78
Isomeric Oleic acid 1.60
Linoleic acid (C18:2) 2.64
Arachidic acid (C20:0) 0.18
Linolenic acid (C18:3) 0.83
Behenic acid (€C22:0) 0.68
Arachidonic acid (C20:4) 219
Eicosapentaenoic acid (C20:5) 0.70
Docosapentaenoic acid (C22:5) 7.24
Docosahexaenoic acid (C22:6) 10.87

An opaque acrylic box (44 x 33 x20 cm) was used,
with 12 squares drawn on the bottom (11 x 11 cm).
Four motor parameters were video registered under
red light during 5 min: the number of crossed squares
(one crossed square was considered when % of the
body was in the next square), the time spent in verti-
cal position (rearing), in horizontal position (loco-
motion), and in immobility. A preliminary 5 min
test was carried out for habituation of the animal,
which was discarded for the statistical analysis. The
floor was cleaned with 5% ethanol to eliminate poss-
ible interferences caused by odor of previous animals.
Videos were analyzed by three blind evaluators in a
computer program.

2.4. Lipids extraction and analysis

200 mg of frozen frontal cortex and posterior region
from each brain were pulverized in a frozen stain-
less-steel mortar and resuspended in 50 mM Tris—
MgCl, buffer, pH 7.5. Lipids were extracted by the
Folch method. Fatty acids (FA) were methylated
with 0.5 M sodium methoxide in methanol at 80°C
for 10 min, extracted with hexane and analyzed
by gas chromatography-mass spectrometry in an
Agilent Technologies 5977A MSD GC system
(Model 7890B).

Column temperature was set at 100°C for 5 min,
then increased to 240°C by 20°C/min, and finally
increased to 220°C by 1.7°C/min. The injector and
detector temperatures were 200 and 250°C, respect-
ively. Nitrogen was used as the carrier gas at a flow
rate of 1.0 ml/min; injection was in split mode (1:20)
and the injection volume was 1.0 ul. FA composition
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was expressed as % of total FA as mean +/- standard
deviation.

2.5. Western blot analysis of d,r

300 mg of frozen medial portion of brain was pulverized
in a sterilized stainless-steel mortar and resuspended in
0.5 mL 50 mM Tris-EDTA buffer with 1% of the pro-
tease inhibitor cocktail (P8340, Sigma-Aldrich México)
and 1% of the phosphatase inhibitor cocktail 3 (P0044,
Sigma-Aldrich México). After 1 h on ice at 90 rpm,
samples were centrifuged at 12,000 xg for 10 min at 4°
C and protein concentration was measured by the BCA
method (PierceTM BCA Protein Assay Kit, Thermo
Fisher). Proteins were resolved by 12.5% SDS-PAGE,
transferred onto PVDF membranes and analyzed with
transitory staining with Ponceu ‘s Red (Sigma-Aldrich).
After clearance, membranes were immunoblotted with
anti-D, receptor antibody (Millipore, Cat. AB508AP,
1:1000), visualized by chemiluminescence (Luminata™
Forte Western HRP Substrate), and reproved with
anti - a-tubulin antibody (Abcam, Cat. Ab52866,
1:5000) as loading control.

2.6. mMRNA expression

A frozen portion of the medial region of the brain
(100 mg) was pulverized in a sterilized stainless-steel
mortar and RNA was extracted in 1 mL of Trizol (Invi-
trogen). RNA concentration was determined in a Nano-
drop 2000 UV-Vis spectrophotometer (NanoDrop
Technologies). Total RNA was reverse transcribed
using the ReverAit kit K1622 (Thermo Fisher Scientific).
Real-time quantitative PCR (qPCR) was performed
using the SYBR-Green method (kit #KK4601, KAPA
SYBR FAST qPCR Master Mix) in a StepOneTM Ther-
mal Cycler Real Time PCR System (Applied Biosystems),
with these conditions: 10 min at 95°C, followed by 40
cycles of 15 s at 95°C and 1 min at 60°C. D,R gene pri-
mers (# QT01081990) were acquired in Quantitec® Pri-
mer Assay (Quiagen). All samples were analyzed in
duplicate and normalized to P-actin gene. Ct-values for
the target and housekeeping genes were documented,
and the 2-AACt value was used to semiquantitatively
express D,R mRNA expression.

2.7. Statistical analysis

Data are given as mean * standard deviation. Statistical
significance was calculated with analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey test. The differences
were considered significant at p <0.05.
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3. Results
3.1. Brain fatty acids’ profile

No differences in brains FA composition were found
among C, H, AO-Co and AO +H-Co, but significant
differences were observed in pre-supplemented groups,
particularly in C20:4 w-6 that diminished 53% in AO-
Ps and 50% in AO+H-Ps, and w-3 PUFA (Cl18:3
+C20:5+C22:5+C22:6) that increased 235% in AO-Ps
and 254% in AO + H-Ps compared to C. The w-3/w-6
ratio was also higher in pre-supplemented groups in
comparison to C: 4.7 in AO-Ps and 4.8 in AO + H-Ps
vs 0.95 in C (Table 2).

3.2. Effect of AO on locomotor function

Haloperidol and AO supplementation induced significant
changes in rats’ locomotor activity. The percentage of time
spent in vertical position is shown in Figure 2(A). In S1, all
groups spent a similar time in rear position. However,
after haloperidol administration the percentage of time
spent in rear position of H rats diminished significantly
to <10% in the three sessions; in AO + H-Ps percentage
diminished to 53-83%, with no significant differences
with Cin $3 and S4; in AO + H-Co percentage diminished
to <12% in S2 and S3, but in S4 percentage increased to
38.7 £3.4% probably because the positive effect of AO
was starting to be evident. AO per se did not have any
effect over rearing behavior (AO-Ps and AO-Co), except
for AO-Co in S2 (60.1 +14%), which might be due to
an alteration caused by the initiation of AO adminis-
tration, that was restored after rats’ habituation.

The time spent in exploratory horizontal activity in H
and AO + H-Co diminished to <30% (Figure 2B). In AO
+ H-Ps activity diminished to 59-75%, with no statistical
differences amongst the three sessions, significantly
lower than C (22% in average) but higher than H. AO
per se did not have any effect over horizontal activity
(AO-Ps, AO-Co).

Time in immobility significantly increased to 206-238
s in H, and to 156-221s in AO + H-Co, with no signifi-
cant differences among sessions. In AO +H-Ps the
immobility time was 26-120 s, without significant differ-
ences with C; the higher immobility time observed in S2
might be due to the initiation of haloperidol adminis-
tration (Figure 2C).

The number of crossed squares dropped to <3.4 in H
and AO + H-Co, with no differences among sessions.
However, in AO + H-Ps, rats crossed 18-36 squares, a
number significantly higher than H and AO +H-Co,
and lower than C, who crossed 88 squares in average
(Figure 2D).

109



ANEXOS

NUTRITIONAL NEUROSCIENCE (&) 5

Table 2. Fatty acid profile of brain tissue (frontal and occipital cortex) from experimental groups.

Fatty acids C (%) H (%) AO + H-Ps (%) AO + H-Co (%) AO-Ps (%) AO-Co (%)
Myristic Acid (C14:0) 1.43+0.38° 1.17£0.14° 8.53+0.84° 1.38£0.42° 8.54 +0.49° 122+0.25°
Palmitic Acid (C16:0) 36.91+0.58° 36.98 + 1.48° 322+253% 37.32+2.63° 34.34+202° 36.21+1.26°
Palmitoleic Acid (C16:1) 0.29 +0.06” 0.28 +0.04* 0.24+0.04° 0.29 +0.04° 0.24+0.01° 0.29+0.02°
Stearic Acid (C18:0) 24.69+1.6" 25.77 £1.49° 15.5+2.63° 25.76 +3.67° 15.49 + 2.56° 25.73+2.34°
Oleic Acid (C18:1) 17.58 +£1.72° 17.4+£1.13° 1325+ 1.22° 16.85 +2.28° 12.83 +0.66° 16.1+0.56°
Isomeric Oleic Acid 3.03+0.92° 3.63+0.32° 171+0.12° 321+033° 1.64+0.10° 417 £1.90°
Linoleic Acid (C18:2) 2.39+0.63° 2.04+0.22° 2.59+0.37° 1.83+0.79° 24+0.19° 1.67 £0.26
Arachidic acid (C20:0) 1.38+£0.05% 1.31+£0.117 0.78 £0.10° 1.22+024° 0.73 +0.06° 1.2+0.15°
Linolenic Acid (C18:3) 0.07 +£0.03° 0.06 +0.02° 0.16 +0.02° 0.06 +0.03% 0.15+0.01° 0.05 +0.02°
Behenic Acid (C22:0) 0.97 £0.07° 0.96 +0.08” 0.64+0.08° 1.02+0.12° 0.6 +0.06° 0.99 +0.04°
Arachidonic Acid (C20:4) 42+0.23° 4.23+0.22° 21+029° 45+0.55" 1.96 +0.18° 4.24+0.38°
Eicosapentaenoic acid (C20:5) 0.02 +0.00° 0.02+0.0° 0.62 +0.09° 0.02 +0.00° 0.6+ 0.06° 0.03+0.01°
Docosapentaenoic acid (C22:5) 0.28 +0.04° 0.26 +0.06" 6.4+ 1.05° 0.28+0.11° 582 +1.07° 0.37+0.22°
Docosahexaenoic acid (C22:6) 594 +0.35% 5.85 + 0.49° 15.21 + 1.00° 6.2+1.03° 14.6+1.82° 7.66 + 0.96°
Total n-3 6.31 6.19 2239 6.56 21.17 8.11
n-3/n-6 0.95 0.98 47 1.03 48 13

Note: C: control; H: haloperidol treated; AO + H-Ps: pre-supplemented with AO and treated with haloperidol; AO + H-Co: co-supplemented with AO and treated
with haloperidol; AO-Ps: pre-supplemented with AO; AO-Co: co-supplemented with AO. Values are mean + standard deviation. Statistical significance deter-
mined by ANOVA and Tukey's test. Different letters mean statistical difference between groups (p <0.05).

3.3. Effect of AO in D;R protein and gene
expression

As shown in Figure 3(A), haloperidol (H) reduced 43%
D,R protein. AO did not affect D,R in AO-Co, but
showed a protective effect over the receptor protein
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diminution exerted by haloperidol in AO + H-Co, since
expression was 78% higher than in H. In pre-sup-
plemented rats, D,R protein was higher than C
(increases of 107% in AO-Ps and 93% in AO + H-Ps)
and 238% higher in AO + H-Ps than H. These results

Retative %

Number of crossed squares

Figure 2. Locomotor function of rats in the Open Field Test. A. Percentage of time spent in vertical position. B. Percentage of time spent
in horizontal position. C. Total time spent in immobility. D. Number of crossed squares. C: control; H: haloperidol treated; AO + H-Ps: pre-
supplemented with AO and treated with haloperidol; AO + H-Co: co-supplemented with AO and treated with haloperidol; AO-Ps: pre-
supplemented with AO; AO-Co: co-supplemented with AO. S1: day before haloperidol administration; S2: day 1 of haloperidol admin-
istration; S3: day 7 of haloperidol administration; S4: day 14 of haloperidol administration. Recordings made four hours after haloperidol
injection. Values are mean =+ standard deviation. Statistical significance determined by ANOVA and Tukey's test. Different letters mean

statistical difference between groups (p <0.05).
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Figure 3. A. - D, dopamine receptor expression with respect to a-tubulin. B. - D, dopamine receptor immunoblots of experimental
groups. C: control; H: haloperidol treated; AO + H-Ps: pre-supplemented with AO and treated with haloperidol; AO + H-Co: co-sup-
plemented with AO and treated with haloperidol; AO-Ps: pre-supplemented with AO; AO-Co: co-supplemented with AO. Values are
mean =+ standard deviation. Statistical significance determined by ANOVA and Tukey's test. Different letters mean statistical difference

between groups (p <0.05).

suggest that AO supplementation for eight weeks not
only protected over haloperidol effect but exerted a
stimulatory action on the presence of the D,R protein
in midbrain cells’ membranes.

With respect to D,R gene (Figure 4), a 21% increased
expression was observed in H in comparison with C,
which could be due to a compensatory mechanism for
the lower presence of the receptor protein at the mem-
brane level (Figure 3A). In AO + H-Co, the increase in
D,R gene expression was even higher (92% vs C and
58% vs H), suggesting that AO potentiated the compen-
satory effect observed in H, which is manifested by the
higher presence of the D,R protein observed in this
group (Figure 3A). In AO-Ps, D,R gene expression was

similar to C and 44% lower in AO +H-Ps, which
suggests that after eight weeks of AO supplementation,
an equilibrium was reached between gene expression
and D,R protein at the membrane level.

4, Discussion

The fundamental role of w-3 PUFA in brain develop-
ment and function, and the link between an w-3
deficiency and neurological diseases such as PD, have
been extensively reported [1, 16, 17, 19-21]. Although
the mechanisms underlying w-3 PUFA actions on
brain function are not completely stablished, they have

been related to their incorporation into brain
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Figure 4. Relative expression of the D, dopamine receptor with respect to B-actin. C: control; H: haloperidol treated; AO + H-Ps: pre-
supplemented with AO and treated with haloperidol; AO + H-Co: co-supplemented with AO and treated with haloperidol; AO-Ps: pre-
supplemented with AO; AO-Co: co-supplemented with AO. Values are mean + standard deviation. Statistical significance determined by
ANOVA and Tukey’s test. Different letters mean statistical difference between groups (p <0.05).

membranes and participation in membrane receptors
function and activation, stimulation of signal transduc-
tion, as ligands of transcription factors in gene
expression, as precursors of anti-inflammatory (resol-
vins, maresins, neuroprotectin D1, elovanoids) and
anti-apoptotic (neuroprotectin D1, electrophile oxo-
derivatives (EFOXs)) compounds, as antioxidants and
inhibitors of cytokines, nitric oxide and ROS production,
and as promoters of synaptogenesis, synaptic function,
neuronal differentiation, brain growth and development
[10, 17, 19, 22-28].

In rodent models of PD, neuroprotective and neuror-
estorative actions of w-3 PUFA have been related to their
antioxidant, anti-inflammatory, anti-apoptotic and neu-
rogenesis stimulatory effects. In most of these studies
parkinsonism is induced in rats or mice with the neuro-
toxins MPTP [29-33], 6-OHDA [5, 26, 34-36], and rote-
none [37], that cause motor dysfunction by the
degeneration of nigrostriatal dopaminergic neurons
due to mitochondrial dysfunction and subsequent oxi-
dative stress [38]. In our work, parkinsonism was
induced by the neuroleptic haloperidol, commonly
used as an antipsychotic drug, that causes locomotive
disorders in rats similar to those observed in PD patients;
its mechanism of action is mediated by the blockade of
D,R [9, 39]. Given the need to find therapeutic agents
with neuroprotective effects for PD and parkinsonism,
the purpose of our work was to investigate the preventive

effects of a w-3 PUFA rich AO on locomotive alterations
induced by haloperidol in Wistar rats, and to deepen in
the mechanisms implicated by analyzing its relationship
with the D,R protein and gene expression.

To the best of our knowledge, w-3 PUFA adminis-
tration effects have been analyzed in the haloperidol-
induced model in two other investigations: Barcelos
et al. (2010) who reported that fish oil supplementation,
4 weeks previous and 4 weeks during haloperidol and
fluphenazine administration, resulted in the prevention
or attenuation of orofacial dyskinesia and memory loss,
suggesting that the results might be due to a reduction
of lipid peroxidation and ROS production;[10] and de
Aratjo et al. (2017) who co-administered haloperidol
with lipoic acid and/or fish oil to male Wistar rats for
31 days, observing an improvement in motor perform-
ance associated to the reduction in ROS levels and the
increase of antioxidant enzymes [21]. There are no
other published works where the algae oil supplement
utilized in our investigation has been evaluated.

In our study, we used two approaches: the pre-sup-
plementation of a w-3 PUFA rich AO for six weeks
prior and during haloperidol administration for two
weeks, and the co-supplementation of AO and haloper-
idol for two weeks, in Wistar rats, and analyzed the effect
on rats’ spontaneous locomotive function and D,R
protein and gene expression. Haloperidol diminished
significantly the spontaneous locomotion of rats as
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evidenced by the decrease in the time spent in rearing
position (94%), locomotion (78%), number of crossed
squares (98%), and the increase in immobility time
(221%). AO pre-supplementation, but not co-sup-
plementation, partially protected the rats over the
effects of haloperidol, since the alterations in locomotive
behavior were much less pronounced in pre-sup-
plemented rats, while no differences with haloperidol
treated rats were found in co-supplemented animals.

D,R mediate dopamine function in the brain and con-
trol locomotive behavior, its degeneration has been
associated with PD progression and are the target of
many centrally acting drugs, mainly of antipsychotics
[40]. In our work, in addition to the alterations in loco-
motive function, haloperidol provoked a significant
reduction of D,R protein in the midbrain, accompanied
by a compensatory increase in D,R mRNA, which could
be explained by the blockade of D,R and neuron damage
due to the generation of oxidative stress and lipid peroxi-
dation in membranes associated with haloperidol [9, 10,
41].

AO co-supplementation protected rats against DR
protein loss since its presence was higher than in halo-
peridol treated rats and similar to control rats,
accompanied with a greater increase in receptor gene
expression, suggesting a neuroprotective action on dopa-
minergic system neurons. However, it was not sufficient
to compensate for haloperidol-blocked receptors since
locomotor function was not restored, except for rearing
behavior that showed a significant increase at the end
of the experiment. A longer treatment with AO must
be necessary to observe improvements in locomotory
behavior, as suggested by pre-supplemented groups.

Interestingly, in pre-supplemented rats with (AO +
H-Ps) or without (AO-Ps) haloperidol, D,R was higher
than in control rats, suggesting a neuroprotective action
of AO against haloperidol effects and a stimulatory
action on D, receptors presence in brain membranes.
D,R gene expression was not increased, which might
indicate that an equilibrium was reached after eight
weeks of AO administration. The D,R increase was
accompanied by an improved locomotory performance,
particularly in rearing and immobility that reached the
levels observed in control rats. It is interesting to note
that similar results were observed in a group of rats
that were supplemented with AO for six weeks and
then treated with haloperidol without AO (data not
shown), suggesting that pre-supplementation for six
weeks was sufficient to exert the protective effect, at
least under the evaluated conditions.

There are various interconnected mechanisms that
might underlie the beneficial effects of w-3 PUFA, that
are based on their incorporation into cells membranes,
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in particular the long and highly unsaturated EPA and
DHA. In that respect, a 3.5-fold increase in w-3 PUFA
was observed in brain membranes of pre-supplemented
rats. An important aspect of w-3 PUFA, and specially
DHA, is their role as ligands and activators of a variety
of receptors that act as transcription factors, such as
the retinoid X receptor (RXR), that in conjunction with
the nuclear receptor-related-1 protein (Nurrl) and the
nerve growth factor 1B (Nur77), play a crucial role in
the development and survival of the dopaminergic sys-
tem. In particular, RXR regulates the expression of the
D,R gene, so the increase in D,R density and expression
in supplemented rats might have been the result of the
binding of DHA to the RXR alfa ligand-binding domain
and its interaction with the D,R gene promoter [28, 42].
In addition, as constituents of phospholipids of cell
membranes, -3 PUFA contribute to membrane fluidity
and to the formation and function of lipid rafts where
many proteins involved in signal transduction, such as
the dopamine receptors, are predominantly located,
favoring their insertion, functionality and signal trans-
duction [28], which might have also contributed to the
increased presence of D,R protein in midbrain
membranes.

There are additional mechanisms reported in other
PD experimental models that could have contributed
to the observed results, although they were not evaluated
in this work. For example, neurogenesis could also be
implicated in the increase in D,R in the midbrain since
-3 PUFA modulates the expression of the brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), that stimulates the growth
and enlargement of neurons;[30, 34] an effect of DHA
over cell survival and apoptosis blockade, probably
mediated by the activation of PI3K/Akt pathway;[29,
31] the diminution of lipid peroxidation and nitrites
levels;[35] the reduction of ROS, nitric oxide and the
pro-inflammatory cytokines TNF-a and IFN-y levels;
[32, 43] or the decrease in astrogliosis and microgliosis
6, 36].

In conclusion, the administration of a w-3 PUFA rich
AO to male Wistar rats protected dopaminergic neurons
from the D,R loss provoked by haloperidol injection.
When AO was administered for eight weeks (six weeks
prior and two weeks during haloperidol treatment), neu-
roprotection was manifested as an increase in D,R den-
sity and in the improvement of locomotory performance;
when algal oil was administered at the same time as halo-
peridol (two weeks), D,R protein was maintained in nor-
mal levels, although locomotive behavior was found
affected as in haloperidol treated rats, indicating that a
longer treatment is necessary to restore locomotion.

Our results confirm the beneficial effects of w-3 PUFA
over locomotory alterations and as neuroprotective and
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neurorestorative compounds in PD related models. In
addition, our work demonstrates that w-3 PUFA exert
protective and stimulatory actions on D,R presence in
the midbrain, as other mechanism by which these fatty
acids participate in brain health. In consequence, w-3
PUFA rich D,R could be considered as a nutraceutical
option to prevent or alleviate the progression of Parkin-
son’s disease and of parkinsonism induced by neuro-
leptic drugs.
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