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Resumen.

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo que no tiene
cura, se caracteriza por alteraciones del movimiento y disminucion del contenido
estriatal de dopamina (DA) que es el resultado de la muerte selectiva de las
neuronas dopaminérgicas de la sustantia nigra pars compacta. El estandar de
tratamiento es la L-DOPA, no obstante y a pesar de su eficacia terapéutica, este
no detiene el progreso de la enfermedad, por lo que se siguen desarrollando
diversas estrategias neuroprotectoras encaminadas a detener la muerte neuronal.
Su fisiopatologia es muy compleja, sin embargo se han descrito como principales
mecanismos de dafo la acumulacion de hierro en los ganglios basales que lleva a
la generacién de estrés oxidativo y la reduccién del contenido de cobre cerebral
alterando la funcion de diversas cuproproteinas importantes en el transporte de
hierro (ceruloplasmina) y en la sintesis de ATP (citocromo C oxidasa). Por otra
parte  se sabe que las metalotioneinas (MT) son péptidos endbgenos
antioxidantes y quelantes de metales con efecto neuroprotector. Con base en
estos antecedentes, en el presente trabajo se evalud el efecto neuroprotector de
la MT administrada sola o en combinacion con CuSO4 en un modelo de la EP
inducido con 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP*) en ratén. Para esto se analizaron las
concentraciones de productos finales de la lipoperoxidacion (como marcador de
dafo oxidativo y las alteraciones conductuales evaluadas en un equipo de
actividad locomotriz. Los resultados mostraron que los tratamientos con MT
(administrada intracerebroventricular 24 h antes de la inyeccién con MPP™) y con
CuSO4 (administrado i.p.) reducen la lipoperoxidacién y mejoran el desempefo
funcional de los animales Unicamente cuando se administran por separado ya que
al combinarse no se observan beneficios terapéuticos. Los hallazgos indican que
aun cuando el estrés oxidativo y la reduccién del contenido de Cu*? en el cerebro
son mecanismos de dafno que participan de manera importante en la muerte
neuronal, la interaccion terapéutica del CuSO4 y la MT no confieren beneficios en
los marcadores de dafio evaluados, sin embargo la MT y el cobre administrados
de forma independiente mostraron efecto antioxidante y mejoria funcional, por lo

que se siguiere que es necesario seguir explorando su potencial terapéutico.
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Catecol-o-metiltransferasa
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Superdéxido dismutasa dependiente de cobre
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Enfermedad de Parkinson

Cadena transportadora de electrones
Flavin adenin dinucle6tido
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Acido homovanilico
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Monoamino oxidasa B
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1-metil-4-fenilpiridinia
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
Metalotioneinas

Acido desoxirribonucleico mitocondrial
Nicotin adenin dinucleétido
Receptores N-metil-D-aspartato
Oxido nitrico.

Peroxinitrito.

Nucleo pedunculoponino

Especies reactivas de nitrégeno
Especies reactivas de oxigeno
Sistema nervioso central

Sustantia nigra pars compacta
Sustantia nigra pars reticulata
Superoéxido dismutasa

Estandar

Nucleo subtaldmico

Tirosina hidroxilasa

Factor necrotico de tumoracién
Transportador de monoaminas vesiculares
Area tegmental ventral
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1. Introduccioén.

La enfermedad de Parkinson (EP) es un padecimiento neurodegenerativo con alta
incidencia en todo el mundo solo por debajo de la enfermedad de Alzheimer
(Poewe et al., 2017). Se sabe que la EP se encuentra ligada al sexo y a la edad;
se desconoce el momento exacto en que inicia el padecimiento y su diagndstico
solo es posible cuando el 70 % de las neuronas productoras de dopamina (DA) se
ha perdido (Surmeier et al., 2014). Hasta el momento no se cuenta con una cura
para esta enfermedad y las estrategias terapéuticas estan enfocados en el
tratamiento de los sintomas. Uno mecanismos fisiopatolégico de la EP es la sobre-
produccién de radicales libres lo que lleva a un estado de estrés oxidante y a
travées de este a la muerte celular. Para reproducir las caracteristicas de la
enfermedad es necesaria la administracion de 1-metil-4-fenilpiridinia (MPP?)
metabolito activo de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), esta
neurotoxina tiene la capacidad unirse al complejo mitocondrial 1, lo que lleva a la
reduccion en la sintesis de ATP y al desacople de la cadena transportadora de
electrones con la subsecuente produccidn de radicales libres, lo que genera estrés
oxidante y como consecuencia la pérdida de neuronas dopaminérgicas (Hertzman
et al., 1990). Para evitar el dafo celular generado por el estrés oxidante, el
organismo sintetiza defensas antioxidantes como las metalotioneinas (MT), las
cuales tienen la capacidad de atrapar radicales libre y de manera preferente al

radical hidroxilo (HO) uno de los mas téxicos por su alta capacidad de reaccionar

con diversas biomoléculas, adicionalmente tienen la capacidad de quelar diversos
metales relacionados con la produccién de radicales libres. Por otra parte, a las
MT también se le ha asociado con un efecto neuroprotector al inhibir la muerte
celular por apoptosis y reducir la respuesta inflamatoria. Por estas caracteristicas
es que se les ha conferido un potencial terapéutico en padecimientos neurolégicos
agudos y neurodegenerativos. Por otra parte, se sabe que en la EP existe una
alteracion en la homeostasis del Cu*? (Arnal., 2010), lo que lleva a la acumulacién
de hierro en los ganglios basales, esto debido a la reduccion de la actividad
ferroxidasa de la ceruloplasmina, una proteina dependiente de Cu*? necesaria



para trasformar el Fe?* en Fe**, ya que solo en este estado de oxidacién es posible
que la trasferrina elimine del cerebro a este metal. Ademas de que el Cu*? es
cofactor de la citocromo C oxidasa (una proteina clave en la sintesis de ATP) que
se encuentra en el complejo-IV de la cadena trasportadora de electrones.
Adicionalmente, también se sabe que el Cu*? es cofactor de las superéxido
dismutasas 1 y 3 (Cu/Zn-SOD) que son enzimas antioxidantes que trasforman el
anion superédxido en peréxido de hidrégeno. Es por estas razones que en el
presente estudio se evalud el efecto neuroprotector de la MT, CuSO4 y su
combinacién en un modelo de la EP inducido por MPP™.



2. Enfermedad de Parkinson.

2.1 Epidemiologia e importancia de la Enfermedad de Parkinson.

La EP es considerada a nivel mundial como la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas comun después de la enfermedad de Alzheimer. Se sabe
que la prevalencia de este padecimiento se modifica dependiendo de la edad, el
sexo y la region geografica (Fig. 1) (Poewe et al,, 2017). De acuerdo con el
resultado de un meta-andlisis realizado por Pringsheim, et al., (2014), en el que se
incluyen 47 estudios epidemiologicos de 1985-2010 analizados por ubicacién
geogréfica (Asia, Africa, América del Sur, y Europa / América del Norte / Australia),
mostraron un aumento en la prevalencia de la EP dependiente de la edad como se
muestra: 41 casos en pacientes entre 40 y 49 afos, 107 en adultos de 50 a 59
anos; 173 para 55 a 64 anos; de 428 para 60 a 69 anos; 425 para 65 a 74 anos;
1087 en poblacién con 70 a 79 afos; y de 1903 casos en poblacién mayor de 80
anos de edad (todos por cada 100,000). Ademas, se observd una diferencia
significativa en la prevalencia segun la ubicacion geografica sélo para las
personas de 70 a 79 anos de edad, con una prevalencia de 1601 en individuos
procedentes de América del Norte, Europa y Australia, en comparaciéon con 646 en
los individuos de Asia (P<0.05). Se encontré una diferencia significativa en la
prevalencia por sexo, sélo para los individuos de 50 a 59 afos de edad, con una
prevalencia de 41 en mujeres y 134 en hombres (P<0.05), tomando en
consideracion que la esperanza de vida cada vez es mayor, resulta importante
desarrollar lineas de investigacion para el desarrollo de terapias eficaces para el
tratamiento de dicho padecimiento y de forma ideal terapias que estén dirigidas a

evitar la muerte celular.
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Figura 1. Incidencia y prevalencia de la EP. A) prevalencia de la EP en hombres y mujeres por
100,000 individuos. B) tasa de incidencia de la EP por 100,000 persona-afos. Los datos son
derivados de dos diferente meta-analisis, las cuales utilizan datos crudos si realizar ajustes por
diferencias demograficas o diferencias metodolégicas entre los estudios. Tomado de Poewe et al.,
2017.

2.2. Sintomas de la EP.

La sintomatologia de la EP se define como la presencia simultanea de hipertonia,
acinesia y temblor en reposo. El cuadro clinico descrito en 1817 por James
Parkinson en su "Ensayo sobre la Paralisis Agitante" merece el nombre de EP,
entidad anatomoclinica caracterizada por su aparicion en la segunda mitad de la
vida, su evolucion lentamente progresiva y el tipo de lesiones anatomicas que van
a afectar selectivamente al locus niger o sustantia nigra del mesencéfalo.
(Surmeier et al., 2014).

Se desconoce con certeza cuanto tiempo se encuentra presente la enfermedad
antes de que los sintomas motores aparezcan y se plantean dos fases de este
padecimiento; la primera o fase presintomatica (prodromal) (Fig. 2) que
transcurre entre la exposicion del individuo con o sin carga hereditaria al medio
ambiente, incluyendo toxinas, traumatismos, edad etc.,, y la segunda fase
sintomatica que incluye signos y sintomas motores y no motores de la enfermedad
que comprende los estados temprano, medio y final de la enfermedad. Los



sintomas no motores implican una multitud de funciones, que incluyen trastornos
de la regulacién del ciclo suefo-vigilia, deterioro cognitivo (incluyendo disfuncién
ejecutiva frontal, déficit de recuperacion de memoria, demencia y alucinosis),
trastornos del estado de animo y afecto, disfuncion autondémica (principalmente
hipotensidén ortostatica, disfuncion urogenital, estrefimiento e hiperhidrosis), asi
como sintomas sensoriales (la hiposmia mas prominente) y dolor. En los sintomas
motores, los sintomas de la EP en estado temprano los sintomas iniciales son:
bradicinesia, rigidez y temblor; en el estado medio de la EP se presentan sintomas
como fluctuaciones, discinensia, deformidades axiales y disfagia, mientras que en
la etapa final de la EP se comienzan a presentar caidas e inestabilidad en la
postura, ademas de disfagia (Poewe et al., 2017).

Las manifestaciones clinicas estan ligadas a la severidad de la pérdida neuronal
en la sustantia nigra. Se estima que la DA estriatal esta reducida entre el 70 a 90%
cuando ocurren las primeras manifestaciones clinicas, y que entre el 60 y 70% de
las neuronas dopaminérgicas se han perdido cuando el primer sintoma aparece,
por lo que resulta ideal contar con marcadores del proceso de enfermedad en la
etapa presintomatica que nos permitieran establecer el diagndstico temprano o
incluso antes del inicio de los sintomas (Surmeier et al., 2014).

La forma idiopatica de la EP es probablemente la enfermedad neurodegenerativa
mas frecuente en Meéxico. Su diagnostico es clinico y su confirmacién es
anatomopatoldgica (Hughes et al., 1992); macroscopicamente se observa la
despigmentacion de la sustantia nigra, depositos de hierro en dicho nucleo y la
presencia de cuerpos de inclusion citoplasmicos o cuerpos de Lewy.
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Figura 2. Descripcién de los sintomas clinicos asociados con la EP. Para el diagnéstico de la
enfermedad es necesario observar sintomas motores y no motores. Tomado de Poewe et al.,
2017.

2.3. Diagnéstico de la EP.

En estadios tempranos de la EP el diagnéstico es dificil, se ha descrito que existe

un margen de error del 5-10%. Por lo anterior, se han creado varios criterios

clinicos, entre los mas utilizados estan los descritos por el Banco de Cerebros de

la Sociedad de EP del Reino Unido, los cuales se consideran que tienen una

certeza diagnostica del 90%. Se identifican con base en estos criterios
(Gibb.,1988):

a) Sintomas esenciales para el diagnostico del sindrome parkinsoniano.
b) Criterios de exclusién para el diagnéstico de la EP.
c) Criterios que apoyan el diagnéstico de la EP.



2.3.1. Diagndstico de sindrome Parkinsoénico.

a) Bradicinesia (lentitud del inicio de los movimientos voluntarios con
reduccion progresiva de la velocidad y amplitud de acciones repetitivas).
b) Al menos uno de los siguientes:
a) Rigidez muscular
b) Temblor de reposo de 4-6 Hz.
c) Inestabilidad postural no causada por disfuncién visual, vestibular,

cerebelosa propioceptiva.

2.3.2. Criterios de exclusion de EP.

Se req

uieren la ausencia de todos factores para el diagnostico de EP definida.
Historia de infartos cerebrales de repeticidbn con progresion brusca de los
rasgos parkinsonianos.
Historia de traumatismos craneales de repeticidn.
Historia de encefalitis diagnosticada.
Crisis oculégiras.
Tratamiento neuroléptico al inicio de los sintomas.
Mas de un familiar afectado.

Remisién mantenida de los sintomas.

h) Sintomas estrictamente unilaterales después de tres afnos de evolucion.

m

Paralisis supranuclear de la mirada.

Signos cerebelosos.

Afectacidon autondmica severa precoz.

Demencia severa precoz con trastornos del lenguaje, memoria y praxias.
) Signo de Babinski.

n) Presencia de tumores cerebrales o hidrocefalia comunicante en la

tomografia computada.

0) Ausencia de respuesta a grandes dosis de levodopa (excluida la mal

absorcion).

p) Exposicidén a 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP).



2.3.3. Criterios predictivos positivos de la EP.
a) Inicio unilateral.
Temblor de reposo presente.
Trastorno progresivo.
Asimetria persistente, afectando mas al lado inicial.
Respuesta excelente a Levodopa.
f) Corea severa inducida por Levodopa.
g) Respuesta a la L-Dopa durante 5 afios o mas. Curso clinico de 10 afios o

mas

Regiones anatémicas cerebrales involucradas en la EP, su funcién en condiciones

normales.

2.4. Ganglios Basales.

Los ganglios basales son un grupo de nucleos subcorticales cuyos componentes
del circuito modular estan implicados en varias funciones corticales; han recibido
mucha atencién en la investigacién basica y clinica ya que se considera que estan

ampliamente involucrados en desérdenes del movimiento.

2.4.1. Anatomia y fisiologia de los ganglios basales.

Los ganglios basales con un grupo de ndcleos subcorticales relacionados (Fig. 3)
incluyendo el cuerpo estriado (ndcleo caudado y putamen), los segmentos internos
y externos de los globos palidos (GPe y GPi respectivamente), el nudcleo
subtalamico (STN) y la sustantia nigra pars compacta 'y pars reticulata (SNc y SNr
respectivamente) (Siegel GJ et al., 2006).

El estriado es la principal estructura de entrada, recibe varios aferentes desde la
corteza, el talamo, SNc, SNr y GPi son las principales estructuras de salida y
proyectan principalmente al tdlamo y a la médula espinal. (Tisch et al., 2004)

Las conexiones entre el estriado y los ndcleos de salida de los ganglios basales
(GPi / SNr) se organizan en vias directas e indirectas. La via directa es una
proyeccion monosinaptica entre el cuerpo estriado y GPi/ SNr, mientras que la via
indirecta es una conexion polisindptica que implica neuronas intercaladas en GPe
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y STN. Algunas neuronas estriatogénicas también pueden colateralizarse mas
extensamente, alcanzando GPe, GPi / SNr y STN. Otros insumos relacionados
con el motor al estriado y STN surgen de los ndcleos talamicos intralaminar, es
decir, los nucleos centromedianos y parafasciculares (Siegel GJ et al., 2006; Tisch
et al., 2004)

La salida de ganglios basales se dirige desde GPi y SNr al tdlamo. Los ganglios
basales relacionados con el movimiento producen proyecciones desde el GPi casi
exclusivamente al nucleo ventrolateral del talamo que, a su vez, se proyecta hacia
la corteza motora primaria, el area motora suplementaria cortical y otras areas
corticales premotoras (Siegel GJ et al., 2006).

La salida del SNr relacionada con el movimiento termina en los nucleos ventral
anterior y en medio dorsal del tadlamo, que a su vez inervan las regiones
premotoras (y prefrontales) del I6bulo frontal (Siegel GJ et al., 2006).

Las GPi y SNr también se proyectan a neuronas no colinérgicas en el nucleo
pedunculopontino (PPN) en el tallo cerebral. Las proyecciones adicionales del SNr
alcanzan el coliculo superior. Esta conexién puede jugar un papel critico en el
control de los movimientos sacadicos y la orientacion de los movimientos de la

cabezay los ojos (Siegel GJ et al., 2006).
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Figura 3. Diagrama simplificado que demuestra las conexiones anatémicas dentro de los circuitos
de los ganglios basales: GPe, Globo palido externo; STN, nucleo subtalamico; GPi, segmento
pallidal interno; SNr, substantia nigra pars reticulata; SNc, substantia nigra pars compacta; PPN,
nacleo pedunculopontino; GABA, acido gama aminobutirico; Glu, glutamato. Las flechas rojas
indican conexiones excitatorias, las flechas negras identifican conexiones inhibidoras
(GABAérgicas). Los cambios en el ancho de las flechas indican cambios de actividad. Modificado
de Alexander, G. E., & Crutcher, M. D. 1990. Y Siegel GJ et al., 2006.

2.4.2. Bioquimica de los ganglios basales

La distribucion de neurotransmisores y subtipos de receptores es muy similar a la
organizacion anatomica de los ganglios basales. Los ganglios basales, el tdlamo y
la corteza interactuan por medio de vias que emplean monoaminas (glutamato,
GABA), principalmente DA y neurotransmisores neuropéptidos. La acetilcolina
juega un papel importante, particularmente en la modulacién de la actividad de las

neuronas de proyeccion espinosa media dentro del cuerpo estriado.

2.4.3. Dopamina
Las neuronas dopaminérgicas se encuentran en el SNc y mesencéfalo. El cuerpo

estriado dorsal recibe la entrada dopaminérgica principalmente de SNc (sistema

nigroestriatal).
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La DA es el neurotransmisor catecolaminérgico mas importante del Sistema
Nervioso central (SNC) de los mamiferos y participa en la regulacién de diversas
funciones como la conducta motora, la emotividad y la afectividad asi como en la
comunicacidén neuroenddcrina.

La funcién de los sistemas dopaminérgicos del SNC se ha convertido en foco de
gran interés, debido a que diversas alteraciones en la transmisidon dopaminérgica
han sido relacionadas, directa o indirectamente, con trastornos severos del SNC,
tales como la enfermedad de Parkinson, trastornos psicéticos que incluyen a la
esquizofrenia y la dependencia a drogas como la anfetamina y la cocaina (Baena-
Trujillo et al., 2000).

Si bien la gran mayoria de los efectos de la DA sobre la funcién de los ganglios
basales ha sido referida a su accién en el estriado, se ha sugerido también que los
efectos de la transmision dopaminérgica sobre los comandos motores puede
reflejar acciones combinadas de la DA en el estriado, en la sustantia nigra pars

reticulata 'y en el nucleo subtalamico (Baena-Truijillo et al., 2000).

2.4.4. Biosintesis de Dopamina.

El proceso enzimatico involucrado en la sintesis de DA involucra una serie de
enzimas donde la tirosina hidroxilasa (TH) es el paso limitante para la sintesis de
catecolaminas. La TH es encontrada en todas las células que sintetizan DA y su
funcion oxidasa utiliza O, y tirosina como su sustrato y biopterina como cofactor
(Fig. 4). La TH puede hidroxilar fenilalanina para convertirla después en L-DOPA.
La TH cataliza la unién de un grupo hidroxilo en la posicion meta de la tirosina
formando L-DOPA. (Levitt et al,. 1965)

La DOPA descarboxilasa es una enzima dependiente de piridoxina que cataliza la
remocion del grupo carboxilo de la L-DOPA. La sintesis de DA se lleva a cabo en

el citosol.
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Figura. 4. Ruta biosintética de la dopamina. Tomado de (Siegel GJ et al., 2006).

2.4.5. Aimacenamiento de dopamina.

Comunmente, bajas concentraciones de las catecolaminas se encuentran libres en
el citosol donde pueden ser metabolizadas por enzimas como la monoamino
oxidasa, por lo tanto, para resguardar y proteger a la DA del metabolismo
enzimatico, son invaginadas en vesiculas en el citosol por medio del transportador
de monoaminas vesiculares 2 (VMAT2). Las vesiculas juegan un doble papel

manteniendo un suministro de DA listo para la liberacion.

2.4.6. Liberacion y recaptura de dopamina.

La liberacion de la DA ocurre debido a una estimulacién que genera un potencial
de accion y una despolarizacién de la membrana presinaptica que permite la
entrada de Ca*® dependiente de voltaje, la entrada y el incremento de Ca*? en el
citosol genera la fusién de las vesiculas con la membrana celular por medio de
proteinas de membrana y con proteinas asociadas al sinaptosoma.

La DA es internalizada dentro de las neuronas por medio de transportador de DA
(DAT) situado en las terminaciones presinpticas y algunos autores lo consideran
un marcador de la densidad de terminales dopaminérgicos (Mané, Anna., 2013).

2.4.7. Metabolismo de la dopamina.
La DA recapturada es convertida por la enzima monoamino-oxidasa, en particular
por la forma B (MAO-B), presente en el interior de la terminal nerviosa (Fig. 5), en
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acido dihidroxifenilacético (DOPAC) el cual es liberado al exterior de la terminal
para ser convertido en acido homovanilico (HVA) por la enzima catecol-O-
metiltransferasa (COMT). La DA no capturada por la terminal dopaminérgica es
metabolizada en HVA por la accion secuencial de las enzimas COMT y MAO-A
(Baena-Truijillo et al., 2000)

HVA

Ti s - HVA
- AD
TH Iroﬂqa HVA MAO
DOPA AT COMT 3SMT
AAD gt DOPAC f CcOMT
DA 7 BRo DA
pe]
DA = D1-5
I G Respuesta
efectora

Terminal presinaptica

Terminal postsinaptica expresando
= Transportador vesicular receptores D

Figura 5. El metabolismo se produce por las acciones seriadas de enzimas. Catecol-o-
metiltransferasa (COMT); monoamino oxidasa (MAO); aldehido deshidrogenasa (AD); 3-
hidroxitiramina (3MT); dopamina (DA): acido homovanilico (HVA); &cido dihidroxifenilacético
(DOPAC). La tiozina es convertida en DA y después invaginada en vesiculas por medio del
transportador de monoaminas vesiculares 2 en las cuales puede ser almacenada o expulsada por
exocitosis al espacio intersinaptico para ser captada por receptores de DA acoplados a proteinas G
o ser recapturados por el transportador de DA, la DA que no es invaginada es metabolizada
enzimaticamente hasta acido homovanilico. Modificado de Siegel GJ et al., 2006.
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2.4.8. Receptores de dopamina.

La neurotransmisién dopaminérgica esta mediada por 5 subtipos de receptores
distintos, que se clasifican en 2 clases principales de receptores denominados tipo
D1 (D1 y D5) y tipo D2 (D2, D3 y D4). La ubicacién y la funcion de estos subtipos
de receptores se enumeran en la tabla 1 (Wang, G.-J., et al., 2009).

Tabla 1. Tipo de receptor y su localizacion dentro de los ganglios basales.

Receptor Localizacion

Tipo D1 Nuicleo caudado, cortezas prefrontal, premotora, cingulada y entorrinal, hipocampo,
(D1 y D5) circunvolucion dentada, sustantia nigra
Predominantemente en el cuerpo estriado, en el nlcleo del nucleo accumbens
D2 (NAc) y en el tubérculo olfatorio. También se presenta en las cortezas prefrontal,
cingulada, temporal y entorrinal, amigdala, hipocampo, hipotalamo, pars compacta
de substantia nigra, area tegmental ventral (VTA)
Predominantemente en regiones limbicas del cerebro, es decir, NAc, , VTA,

D3 sustancia negra, globo palido interno, palido ventral y niveles mas bajos en el
cuerpo estriado dorsal, tabique, amigdala, hipocampo
D4 Predominantemente en la corteza frontal, la amigdala, el hipocampo, el

hipotalamo, el mesencéfalo y los niveles bajos en los ganglios basales

Modificado de (Wang, G.-J., et al., 2009)

2.4.9. Sistema de dopamina Nigrostriata.l

El sistema de DA nigroestriatal es importante en el control motor para modular el
inicio y la ejecucibn de los programas motores. Las neuronas de DA,
principalmente del SNc, regulan la funcion estriatal por accién directa sobre
neuronas espinosas medianas y por accion indirecta mediante interneuronas
estriatales (Tisch et al., 2004).

La DA inhibe las neuronas estriatonigrales de la via indirecta, por medio de
receptores predominantemente D2, y excita las neuronas de via directa
estriatopalidal por medio de receptores predominantemente D1 (Hodaie, M., et al.,
2017). Las neuronas estriatopallidales de la via directa coexpresan la sustancia P;
las de la via indirecta expresan encefalina (Tisch et al., 2004).

La entrada dopaminérgica a las interneuronas estriatales también es un importante
modulador de la funcién estriatal. Las interneuronas estriatales colinérgicas y
GABAérgicas se modulan por accion de la DA mediante mecanismos pre y
postsinapticos. La entrada dopaminérgica en el cuerpo estriado también esta
involucrada en la modulacién de la depresién y potenciacién a largo plazo inducida
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por la accién glutaminérgica corticostriatal en los receptores de glutamato
ionotrépicos y metabotrdpicos, 1o que indica un papel importante de la DA en la
modulacién de la plasticidad estriatal (Tisch et al., 2004).

La deficiencia de DA produce disfuncion en el cuerpo estriado, lo que lleva a:

a) Disminucién de la actividad en la via directa, de neuronas estriatales
GABAérgicas al segmento interno del globo palido (GPi) y sustantia nigra
pars reticulata (SNr).

b) Mayor impulso a través de la via indirecta, que involucra particularmente el
segmento externo del globo palido (GPe) y el nucleo subtalamico (STN).

Como consecuencia, hay una interrupcién de la actividad en las estructuras de
salida de los ganglios basales (GPi y SNr), que a su vez interrumpe la actividad en
las &reas motoras del tallo cerebral, incluyendo el nucleo pedunculopontino y el
sistema motor talamocortical. (Hodaie, M., et al, 2017). Se cree que esta
alteracion es responsables de la dificultad en el inicio de los movimientos y la
pobreza del movimiento que son caracteristicas de la enfermedad de Parkinson
(Hamani, C., & Lozano, A. M. 2003).

2.5. Fisiopatologia de la EP.

La causa de la degeneracidn de las células dopaminérgicas en la EP es todavia
desconocida. En el estado actual del conocimiento se pueden mencionar factores
ambientales, como los generadores de reacciones oxidativas, que llevan a la
muerte neuronal en pacientes con alguna predisposicidon genética a ser mas
susceptibles a las neurotoxinas ambientales (Hertzman et al, 1990). Esta
hipotesis se sustenta en que, agentes toxicos, tales como la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP) y el plaguicida, paraquat, inducen la produccién de
radicales libres que reaccionan con los lipidos poliinsaturados de las membranas,
y llevan a la muerte neuronal especifica de las células de la sustantia nigra, tal
como ocurre en el Parkinson idiopatico (Jenner et al., 1992). Basados en esta
informacion es importante destacar que el estrés oxidante puede ser un
mecanismo clave que lleva a la muerte neuronal, Varias lineas de evidencia han

implicado la disfuncién mitocondrial como un elemento clave en la patogénesis de
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la EP. Una teoria emergente es de un circulo vicioso en el que la agregacion de a
-sinucleina y la disfuncién mitocondrial se exacerban mutuamente, o que podria
explicar por qué estos cambios celulares se observan juntos en las neuronas
dafnadas en la EP (Fig. 6).
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Figura 6. Mecanismos moleculares involucrados en la EP. Diagrama esquematico que representa
las interacciones entre las principales vias moleculares que estan implicadas en la patogénesis de
la EP. Tomado de Poewe et al., 2017.

2.5.1. Disfunciéon mitocondrial en la EP.

Se han sugerido varias teorias para la patogénesis de la EP, de las cuales, la
disfuncién mitocondrial juega un papel importante en las formas esporadica y
familiar de la enfermedad. La disfuncién de las mitocondrias que es causada por
defectos bioenergéticos, mutaciones en el DNA mitocondrial, mutaciones en genes
nucleares del DNA ligados a las mitocondrias y cambios en la dinamica de las
mitocondrias tales como fusion o fisibn, cambios en el tamafo o morfologia,

alteraciones en el trafico o transporte, movimientos alterados de las mitocondrias y
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la presencia de proteinas mutadas asociadas con las mitocondrias estan
implicadas en la EP (Bose., 2016).

Las toxinas que afectan a las mitocondrias causan defectos en el complejo
mitocondrial de transporte de electrones, reducen el movimiento de las
mitocondrias, causan un incremento en la transicion de la permeabilidad de la
membrana, incrementan la generacion de especies reactivas al oxigeno y la
actividad de la 6xido nitrico sintasa en la mitocondria (Bose., 2016).

Los defectos en el complejo | juegan un papel crucial en la perdida de neuronas
dopaminérgicas junto con otros defectos. Los cambios estructurales en el
complejo | que resultan de una deficiencia en el factor de induccién de apoptosis
no llevan a la neurodegeneracidon causada por la pérdida de neuronas
dopaminérgicas, pero hace a las neuronas mas sensibles a las neurotoxinas.
Muchos estudios han demostrado que la disfuncibn mitocondrial lleva a la
produccién crénica de especies reactivas del oxigeno (ROS) y causa la muerte de
neuronas dopaminérgicas (Bose., 2016).

Varias lineas de evidencia sugieren que la disfuncion mitocondrial juega un rol
central en la patogénesis de la EP.

Ademas de los sintomas motores tipicos, varias caracteristicas no motoras se
pueden desarrollar, tales como: disfuncibn auténoma, alteraciones de suefo,
depresién y discapacidad cognitiva; indicando un proceso degenerativo mas
amplio. (Winklhofer y Haass., 2010). También es concebible que las variaciones
en la deficiencia del complejo | o las diferencias entre el cerebro y los tejidos
periféricos reflejan que la EP no es una entidad uniforme sino un sindrome

etiolégico y patolégicamente heterogéneo.

2.5.2. Deficiencia del Complejo I.

Las mitocondrias son esenciales para la bioenergia celular por la via de la
generacion de energia del ATP a través de un proceso de fosforilacion oxidativa.
Esta tarea crucial es llevada a cabo por cinco complejos multiproteinicos de los
cuales el NADH mitocondrial: ubiquinona oxidoreductasa o Complejo | es el méas
grande y complicado, durante afos recientes, las mutaciones en genes nucleares

que codifican las subunidades estructurales del complejo | han sido identificadas
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como causa de desordenes neurodegenerativos devastadores (Distelmaier.,
2009).

La deficiencia aislada del complejo mitocondrial | es el desorden de la cadena
respiratoria mitocondrial mas comunmente observado y esta asociado a un amplio
rango de presentaciones clinicas incluyendo una marcada acidosis lactica fatal,
cardiomiopatia, leucoencefalopatias y hepatopatias con tubulopatias, la deficiencia
del complejo | es uno de las desérdenes mitocondriales mas comunes en la
infancia, el inicio suele ser temprano y la muerte a menudo ocurre dentro del
primer afo de vida (Swalwell., 2011).

La estructura y funcion de las proteinas enzimaticas de la cadena respiratoria
mitocondrial han sido estudiadas posmortem en la sustantia nigra en nueve
pacientes con la EP y comparados con 9 controles. El total de proteinas y masa
mitocondrial fue la misma en ambos grupos. La actividad de la NADH-ubiquinona
reductasa (complejo ) y la NADH citocromo C reductasa estaba reducida
significativamente, mientras que la actividad de la del citocromo succinato C
reductasa fue normal. Esos resultados indicaron un defecto especifico en el
complejo | de la sustantia nigra de los pacientes con EP (Schapira et al,. 1990).
Varias lineas de investigacidn sostienen una relaciéon entre la EP y la actividad del
complejo | mitocondrial, aunque existen discrepancias entre en los reportes en
cuanto a la actividad del complejo | mitocondrial en pacientes con EP, estas
pueden ser explicadas por cuestiones metodoldgicas, particularmente la
preparacién de las muestras y la técnica de ensayo. También es concebible que
las variaciones en la deficiencia del complejo | o las diferencias entre el cerebro y
los tejidos periféricos reflejan que la EP no es una entidad uniforme sino un

sindrome etioldgico y patologicamente heterogéneo (Winklhofer y Haass., 2010).

2.5.3 Complejo mitocondrial | y estrés oxidante.

El transporte de electrones a través de los complejos I-IV en la membrana
mitocondrial interna involucra una serie de reacciones redox acopladas, las cuales
proveen la energia necesaria para generar un gradiente de protones a través de la
membrana mitocondrial interna. La reduccion de equivalentes del proceso

catabdlico ingresa a la cadena de transporte de electrones (ETC) como NADH (en
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el complejo I) o FADH; en el complejo Il. Los electrones provenientes de NADH vy
FADH, se transmiten paso a paso hasta que reducen el oxigeno para usar en el
complejo IV. El movimiento de protones de la matriz mitocondrial al espacio
intermembrana crea un gradiente electroquimico a través de la membrana interna.
El gradiente electroquimico estd compuesto de un gradiente de pH y un potencial
eléctrico y conduce a la sintesis de ATP a partir de ADP mientras que los protones
reingresan a la matriz a través de la ATP sintetasa (complejo V). El proceso
completo es llamado fosforilacidén oxidativa (Winklhofer y Haass., 2010).
Abundantes estudios han establecido que las mitocondrias son una fuente
importante de ROS. Una alta produccién de ROS o una remocion defectuosa de
ROS por el sistema de defensa mitocondrial, resulta en un dafio oxidante a: DNA
mitocondrial (mtDNA), proteinas y lipidos, y perturba las rutas de senalizacion
redox. El dafno oxidante al mtDNA podria comprometer las subunidades de la
cadena respiratoria codificadas por el mtDNA, estableciéndose asi un circulo
vicioso de estrés oxidante y una falla bioenergética que es racional con la teoria
del envejecimiento mitocondrial.

El complejo | y en un pequefio grado el complejo Il de la cadena de la ETC son
considerados el mayor sitio de produccién de ROS, el cual es el resultado de la
transferencia de un solo electron al oxigeno para generar el anién superoxido

El anion superéxido es la ROS producida principalmente en la matriz mitocondrial,
donde es rapidamente convertido a peréxido de hidrogeno catalizado por
manganeso superéxido dismutasa (MnSOD) en la presencia de iones metalicos, el
peréxido de hidrogeno puede ser convertido rapidamente al radical hidroxilo

mediante la reaccion de Fenton (Winklhofer y Hass., 2010).

2.6. Estrés oxidante y la EP.

2.6.1. Estrés oxidante.

El estrés oxidante es la consecuencia del desbalance entre la produccion de ROS
y la baja capacidad de las defensas antioxidantes para contrarrestarlos. Se sabe
que algunos metales como el hierro ferroso (Fe*?) puede favorecer la produccién
de ROS. Tomando esto como base, se ha propuesto que en la EP el estrés
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oxidante sea uno de los mecanismos por los cuales se origina la muerte celular,
Martinez-Hernandez et al., en el 2011 demostraron un incremento en los depositos
de Fe*? en pacientes con EP, aunado a esto se conoce que existe una alteracion
de la funcion de la ceruloplasmina (Cp), una cuproproteina con actividad
ferroxidasa, cuya actividad es importante para la eliminacién del Fe*? en el SNC,
ademas de considerarse una cuproproteina transportadora de Cu*? que se
expresa tanto en neuronas como en las células gliales (Texel et al., 2008). Se
sabe que existe un pérdida de 80% de la actividad de ferroxidasa de la Cp en la
sustantia nigra de pacientes con EP idiopatica (Boll et al., 1999), de manera que,
su déficit pone en riesgo el transporte del Cu*? hacia los tejidos donde algunas
enzimas antioxidantes dependientes del metal deberan ser sintetizadas, como la
superoxido dismutasa dependiente de manganeso (SOD/Mn) (enzima
mitocondrial) que es la primera defensa antioxidante en contra del radical
superéxido producido como consecuencia de la inhibicion del complejo | de la
cadena transportadora de electrones, que es uno de los mecanismos propuestos
como fuente de dafo oxidativo y causa de la muerte neuronal en este
padecimiento. Con base en esto de manera reciente Belluzzi et al, (2012),
demostraron que existe una disminucion de hasta un 50% en la actividad de la
SOD/Mn en modelos experimentales y en pacientes con EP (Zuo et al., 2013), por
lo que el incremento en la actividad de la SOD/Mn es un blanco terapéutico que
debe ser tomado en consideracién. La deficiencia de Cu*™® como causa del dafio
oxidativo y la muerte neuronal en la EP se ha estudiado desde hace varios afnos,
la estrategia ha sido el uso de un suplemento de sulfato de Cu*? para revertir esta
carencia. La suplementacion de CuSO4 ha demostrado aumentar la actividad de la
SOD/Mn vy ejercer efecto neuroprotector en el modelo de la EP en animales
administrados con MPP* (Alcaraz-Zubeldia et al, 2001b). Asi mismo se ha
analizado la participacién del Cu*? y su relacién con la Cp; cabe mencionar que,
aunque el déficit de Cu*? no afecta la sintesis o secrecién de la Cp, un defecto en
la incorporacién del Cu*? durante su biosintesis, genera una apoproteina inestable
y carente de actividad oxidasa (Sato y Gitlin., 1991; Gitlin et al., 1992). De tal
manera que, la falta de Cu*? en la enzima, no sélo inhibe su capacidad para
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remover al hierro de los depdésitos cerebrales, sino que también reduce el tiempo
de vida media de la Cp (de semanas como holoenzima, a dias como apoenzima).
El déficit funcional de la Cp en la EP no sélo repercute en el transporte del Cu*?
cerebral y en la movilizacion del hierro de sus depositos cerebrales, sino que pone
en riesgo los efectos neuroprotectores que ejerce por si misma como: su
capacidad para inhibir la autooxidacién de los lipidos, su potencial como
“atrapadora” del radical libre superoxido, su capacidad para prevenir la
acumulacion de los productos derivados de la oxidacion de la 6-OHDA, asi como,
la formacién de nitrosotioles (considerada actualmente como una nitrito sintasa),
controlando de esta manera los posibles efectos neurotdxicos del NO, al evitar la
formacién de peroxinitrito, ONOQO™ (Shiva et al., 2006). Los resultados obtenidos de
estudios basicos nos han conducido a estudiar la respuesta antioxidante de los
pacientes con EP. Se ha demostrado que la actividad ferroxidasa de la Cp de
pacientes con la EP se encuentra reducida hasta en un 40% con respecto a
pacientes del grupo control, pareados por género y edad. También se ha
demostrado que existe una relacion directa entre la gravedad de los sintomas,
determinada a través de la escala de Hoen & Yahr (Grados I-V), y la reduccion en
la actividad ferroxidasa de la Cp (Boll et al., 1999). En 2008, se reportd la
existencia de alteraciones en la defensa antioxidante, participacién del éxido
nitrico e incremento en la tasa de lipoperoxidacion en pacientes con EP. No sélo la
actividad ferroxidasa de la Cp aparece reducida en el liquido cefalorraquideo
(LCR) de los pacientes con EP, sino que éstos también tienen una disminucion en
la actividad de la Superéxido Dismutasa dependiente de Cu*? (Cu/SOD), lo que
podria favorecer el incremento de cerca del 60% observado en la tasa de
peroxidacién de lipidos en las muestras analizadas. De la misma manera pudo ser
establecida la participacion del Oxido nitrico, quien no sélo promueve la
modificacién funcional (nitracion) de algunas proteinas, sino también la generacién
de especies reactivas del nitrbgeno como participantes del establecimiento del
estrés oxidante (Boll et al., 2008). Los niveles de nitritos y nitratos (como
metabolitos finales del 6xido nitrico, NO) reflejan un incremento de hasta 2 veces
con respecto al grupo control. Estos resultados, aunados al incremento en el
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contenido de hasta 2 veces con respecto al contenido de Cu*? libre en el control,
sugieren que la inhibicién de la actividad de las proteinas dependientes de Cu*?
anteriormente citadas (Cp y Cu/ZnSOD) se debe a la falta del Cu*? en sus sitios
cataliticos. Por otra parte, no sélo el elevado contenido de NO es el responsable
de las modificaciones post-traduccionales que provocan la inactivacion de la
enzima tirosina hidroxilasa (paso limitante en la sintesis de DA), sino que provoca
la inactivacién de los complejos de la cadena respiratoria (con la subsecuente
disminucién en el contenido de ATP), la generacion del altamente tdxico y
permeable ONOQ', tras la combinacion del radical superoxido con el NO), asi
como la activacion de la via de las caspasas por el ONOO'.

Larner y et al., en el 2013, compararon el metabolismo de Cu*? en diez pacientes
con EP y contra controles sanos con la ayuda de un radioisétopo de Cu*?, los
resultados indicaron que el metabolismo de Cu*? se encuentra alterado.
Finalmente, otro posible blanco como agente terapéutico en la EP, es la
Metalotioneina (MT) Unica proteina enddgena, capaz de atrapar de manera
eficiente al radical hidroxilo liberado por la reaccion de Fenton; Rojas et al., (2000)
determinaron que en animales administrados con MPP™ la cantidad de MT
disminuye de manera significativa. Ebadi y Sharma (2006) demostraron que la MT-
1 y 2 disminuyen el dafo oxidativo y la muerte neuronal en modelos animales de
la EP, tomando en consideracion que la MT, es un péptido cuya expresidn se
incrementa por dafio oxidativo y metales como el Cu*? (Zatta et al., 2008), el
incremento en su expresion puede ser un marcador importante en la EP.

El término estrés oxidante es comunmente utilizado para describir un desbalance
entre la manifestacion sistémica de radicales libres y la capacidad de las células
para desintoxicarse y combatir el dano a las proteinas, lipidos y DNA. El origen
perceptivo del estrés oxidante ha sido rastreado hasta la década de 1950 y el
término comenzd a ser utilizado por los cientificos a partir de los afos 70 cuando
comenzaron a desenmarafnar los efectos de los radicales libres y la radiacién
ionizante (Ahmadinejad., 2017).
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2.7. Modelos animales para la EP.

Los modelos animales, permiten establecer los parametros y condiciones
necesarias para estudiar los cambios fisiol6gicos presentes en cada trastorno
organico, ya que permiten la aplicacidon de técnicas de analisis que no pueden
emplearse en el ser humano por razones éticas. Asi mismo, estos modelos
brindan informacidén que no pueden ser obtenidas mediante técnicas in vitro como
cultivos celulares, donde los resultados no siempre reproducen lo que ocurre en el

organismo.

2.7.1. Importancia de los modelos animales en la EP.

A pesar de los avances que se han logrado en el tratamiento de la EP, aun son
varios los aspectos de la enfermedad que son desconocidos, por lo que se ha
creado la necesidad de disponer de modelos experimentales en animales que
permitan entender a profundidad las causas de la enfermedad (etiologia, patologia
y mecanismos moleculares), asi como ensayar tratamientos con nuevos farmacos
(Jackson-Lewis, et al., 2012).

Los modelos animales empleados para el estudio de la EP, se categorizan de
acuerdo al modo en que inducen la patologia: modelos farmacolégicos y modelos

neurotdxicos.

2.7.2. Modelos Farmacologicos.

Los modelos de induccién farmacolégica (tabla 2) se caracterizan por alterar o
modificar las vias metabdlicas en el desarrollo y homeostasis neuronal provocando
una sintomatologia o bioquimica encontrada en la EP (Duty; 2011), entre ellos se
encuentran:

- Reserpina.

- Haloperidol.

23



Tabla 2. Caracteristicas de los modelos animales de la EP inducidos por farmacos.

MODELO MECANISMQ DE ACCION CARACTERISTICAS DE CONTRAS PUNTODS A REFERENCIA
LA EP FAVOR
-Falta de selectividad
por la dopamina. *
Inhibe al transportador -Los animales vuekvwen
vesicular de monoaminas, esto a condiciones
hace que se pierda a normales 24 horas
Reserpina capacidad de almacenamiento -Letargo, depresion vy despugs de la Agaotamiento de Leao et al, 2015,
de las monoaminas del cerebro  discinesia motora administracian dapamina del Duty, 2011, Leal
produce conduciendo al -Mo induce  95% etal, 2016
agotamiento de manoaminas, neurodegeneracion vy
agregacion de
proteinas.
Haloperidol Es un antagonista de los - Modelo  transitorio Raudenska et al.,
receptores de dopamina D2 vy gue limita su utilidad a Puede ser 2013, Gurmulec
los receptores D1,  los largo plazo comparada con  etal, 2013
metaholitos  toxicos  como -MNo muestran ninguna la  incapacidad
FHFF+ v  HPF* inhibe el patalogia que permitan  de los pacientes
complejo | en la cadena -Rigidez, discinesia la  investigacion de para iniciar los
respiratoria - mitocondrial  gue  motora nuevas estrategias de movimientos
esta asociado con la neuroproteccion [a}
generacion de ROS vy estrés nedroreparacion.
oxidativo

Modificado de: Leao et al., 2015, Duty., 2011, Leal et al., 2016, Raudenska et al., 2013 y Gumulec
et al., 2013.

2.7.3. Modelos de plaguicidas y herbicidas.

Desde los afios 80’s se ha estudiado la relacion que hay entre la EP y la
exposicién a productos quimicos (tabla 3 y 4) a través de diversos estudios
epidemiologicos que relacionan el riesgo a padecer dicha enfermedad con la
exposicién a sustancias provenientes de la actividad industrial (Van-der-Mark et

al., 2012). Entre ellos se encuentran:

e Paraquat.
e Maneb.
e Rotenona.
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Tabla 3. Principales caracteristicas de los modelos animales de la EP inducidos por pesticidas.
MODELO

MECANISMOQ DE

CARACTERISTICAS

CONTRAS

PUNTODS A

de los ratones

ACCION DE LA EP FAYOR
El paraguat (PQ) penetra
el cerebro a través del
transportador de
aminoacidos neutros
antes  de producir la )
EIN, N'-dimetil-d4-4-4’-  captacian dependiente de -los  efectos mas  Utl para evaluar
bipiridilo Ma* en las células, v una -Muerte selectiva de notables se dan  agentes
veZ dentro, conduce neuronas cuando se combina  neuroprotectores
{Paracuat) tanto a la toxicidad dopaminergicas con maneb {en combinacion
mitocondrial indirecta a -Postura encorvada con Maneb)
traves del ciclo redox disminucidn  en  la
come_ adellaw'r’:;'g%m”l actividad  locomotora
generando R3S, en de los ratones
particular el radical
superoxido, perdxido de
hidrogena vy radicales
hidroxilo
Inhibe preferentemente el -Ohservadas en Util para evaluar
etilenbisditiocarbamate complejo Il de la cadena combinacian can agentes
de manganeso respirataria mitocondrial paraguat Poco estudiada neuroprotectores
-Postura encorvada v {en combinacion
Maneb disminucién  en  Ia con Paraguat)
actividad  locomotora

Modificado de: Stojkovska et al., 2015, Duty., 2011, Nandipati y Litva., 2016.

Tabla 4. Principales caracteristicas de los modelos animales de la EP inducidos por rotenona

MODELO MECANISMO DE ACCION CARACTERISTICAS DE
LA EP
Atraviesa  facilmente  la Reproduce la mayoria de
harrera hematoencefalica v los sistemas motores y
se difunde en neuronas caracteristicas
donde, de manera similar a histopatologicas  de  Ia
Rotenona MFTP, se acumula dentro EP, incluyendo los

de las mitocondrias e inhibe
el compleja |

cuerpos de Lewsy.

CONTRAS

La administracion
sistemica de rotenona
(2-3 mg-kg/dia
durante 1 a a2
SEMmanas).

Presenta un  alto
grado  de toxicidad
sistemica
[principalments
cardiovascular)  gue

produce altas tasas
de mortalidad

Pérdida de peso, por
lo que se requieren de
dietas especializadas
para mantener a los
animales

PUNTODS A
FAYOR

Permite la
comparacion
entre pares de

hemisferios
cerehrales
tratadoz vy no
tratados la
expresion de la
a-sinucleina

Modificado de: Norazit et al., 2010 y Xiong et al., 2009.
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2.7.4. Modelos Genéticos.

Uno de los componentes mas importantes en la EP es el componente genético, ya

que se han encontrado defectos genéticos en algunos casos familiares de la EP

(10%-20% de los casos). Dentro de estos casos familiares se han categorizado en

dos grupos de acuerdo al tipo de herencia al que se van ligados y sus

caracteristicas principales se resumen en la tabla 5 (Dawson., 2010). Estos son

los modelos:

e Autosdmicos dominantes.

¢ Autosdmicos recesivos.

Tabla 5: Caracteristicas de los modelos genéticos autosémicos y recesivos.

MODELO MECANISMO DE ACCION CARACTERISTICAS DE
LA EP
Autosdémicos Sobreexpresion de genes o Loz efectos  dependen
dominantes y la atenuacian de genes del gen afectado
recesivos

CONTRAS

Los modelos no
presentan los cambios
compartacionales
caracteristicos de Ila
EP, ademas muchos
de los modelos tienen
limites  ohbwios  en
cuanto a gue tanta
puede ser sU
trazahilidad hacia 1o
que pasa en el ser
humano

PUNTODS A
FAVOR

Su wvalor radica
en los
mecanismos
maoleculares v
genéticos de la
enfermedad.

Tomado de Dawson., 2010 y Tsika., 2015.
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2.7.5. Modelos Neurotoxicos.
Varios modelos animales se encuentran actualmente en uso en primates y
roedores, sin embargo, hay algunos inconvenientes en el uso de esos modelos
(tabla 6), pero esos hechos no niegan el valor de esos modelos animales en el
estudio de la EP, entre los que se encuentran:

e 6-hidroxidopamina.

e 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP).

Tabla 6. Caracteristicas de los modelos animales de la EP inducidos por neurotoxinas.

MODELO MECANISMO DE ACCION CARACTERISTICAS DE CONTRAS PUNTODS A
LA EP FAYOR

-Mo cruza la harrera
hematoencefalica

Mo produce o
induce  agregados

B-hidroxidopamina ﬁgﬁ%?gi tipg
(6-0HDA) -Utiliza el DAT para obtener Lewy como  las Feproduce =
acceso al citosol donde -Estrés oxidante observadas  en la mayoria de las
puede auto-oxidarse, - Discinesia motora caracteristicas
generando por 10 tanto un -Rigidez DP ) .. delaEFP
estrés oxidante intracelular -La IMy&CCIon

bilateral de este
compuesto  en el

CUerpo estriado
produce  no  solo
adipsia Severa,
afagia, convulsiones
y la muerte.
MPTP es absorhido por los
astrocitos, y es
metaholizado a MPP+ par
la MAC-E, es liberado por -Estrés oxidante Replicacion de
1-metil-4-fenil- los astrocitos por medio del -Radicales libres casi todas las
1,2,3,6- transportador  OCT-3, es  -Discinesia motora marcas de la
tetrahidropiridina absorbido por las neuronas  -Rigidez Mo produce cuerpos EP
por medio del DAT v de Lewy
(MPTP) bloguear  sitim 1 del

complejo mitacondrial e
iniciar  otras  reacciones
intracelulares.

Modificado de: Lee CS; 1996, Graham; 1978, Alves; 2006.

El estrés oxidante, las especies reactivas al oxigeno, la disfuncion energética y la
inflamacion han sido constantemente apuntados como signos distintivos de la EP.
La MPTP, ha emulado casi todas las caracteristicas de la EP (Langston., 1983) en
humanos y otros mamiferos superiores; y un numero significativo de estos

hallazgos en ratones, pero no en ratas, ya que se encontrd que eran resistentes a
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esta toxina (Chiueh., 1984). Sin embargo, este modelo no presenta el sello
definitivo de la EP: los cuerpos de Lewy. Pero incluso esto puede convertirse en
una realidad con MPTP dependiendo de cdémo sea administrada.

2.8. 1-metil-4-fenilpiridinia (MPP?).

A finales de los afos 70 y principios de los 80, los jévenes drogadictos en
California, Estados Unidos, desarrollaron parkinsonismo de forma progresiva e
irreversible después de utilizar un subproducto generado accidentalmente durante
la sintesis de un analogo de meperidina por via intravenosa, el compuesto
neurotoxico fue rastreado hasta MPTP. Uno de esos pacientes, un estudiante de
quimica quien murié de sobredosis 2 afos después de iniciados los sintomas de
Parkinson, mostr6 degeneracidon de la sustantia nigra pars compacta sin una
evidencia clara de cuerpos de Lewy. Esos descubrimientos fueron confirmados
mas tarde cuando tres pacientes mas llegaron a la autopsia 3-16 afnos después de
la intoxicacion con MPTP (Winklhofer y Haass., 2010).

Es importante destacar que los efectos benéficos y adversos de la terapia con L-
Dopa en los pacientes intoxicados con MPTP y primates son comparables con
aquellos pacientes que sufrieron la EP de forma esporadica. Las similitudes
neuropatolégicas y clinicas entre el parkinsonismo inducido por MPTP y la EP
esporadica promovieron el uso de MPTP en modelos animales en mono para
estudios neuropatolégicos, neurofisiolégicos y terapias preclinicas. Por razones de
practicidad, el modelo de MPTP ha sido establecido en ratones, los cuales ahora
son ampliamente usados para estudiar algunos aspectos de la EP.

El MPTP cruza la barrera hematoencefdlica debido a su alta lipofilicidad y es
oxidado a una especie de piridinio por la mono amino oxidasa B (MAO B) en las
células gliales. Esta especie es después oxidada a la molécula téxica MPP?*, la
cual es liberada por un mecanismo aun no conocido y puede ser capturada por las
neuronas dopaminérgicas por la via del transportador de DA (Fig. 7). En las
neuronas el MPP* es concentrado en las mitocondrias donde inhibe el complejo
mitocondrial | (NADH: ubiquinona oxidoreductasa) de la cadena de transporte de
electrones (Fig. 8). Como una consecuencia del flujo de electrones alterado a
través del complejo |, la produccién mitocondrial de ATP decrece mientras que la
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produccién de especies reactivas al oxigeno aumenta (Fig. 9) (Winklhofer y
Haass., 2010).

Los efectos inducidos por MPP* incluyen alteraciones estriateles bioguimicas tales
como incremento en la peroxidacion lipidica, un proceso relacionado con la sobre
producciéon de ROS y el agotamiento de la DA, asociado con la perdida de
neuronas dopaminérgicas que acompafa la muerte neuronal. También se ha
reportado la disminucién de la concentracién Cu*? estriatal después de la

administracion de MPTP en ratones (Alcaraz-Zubeldia et al., 2001a).

O MPTP
|

Barrera U \_/‘ ‘.‘

hematoencefilica
. \/

A\
@

P were
“SMAOB | \
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? 4 -
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i
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dopaminérgicas f \ +
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Figura 7. Representacion esquematica del metabolismo del MPTP. Después de la administracién
sistémica, el MPTP cruza la barrera hematoencefédlica, una vez en el cerebro, el MPTP es
convertido a MPDP™ por la MAO-B dentro de las células no dopaminérgicas, tales como células
gliales y células serotoninérgicas (no mostrado) y posteriormente a MPP* por un mecanismo
desconocido. Posteriormente el MPP* es liberado por un mecanismo aln no dilucidado hacia el
espacio extracelular, posteriormente el MPP® es concentrado dentro de las neuronas

dopaminérgicas por la via del transportador de DA (DAT). Tomado de Daue y Przedborski (2003).
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cadenade transporte
de electrones
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sinaptica

MPP+ MPP+

Figura 8. Representacion esquematica de las rutas intracelulares del MPP* dentro de las neuronas
dopaminérgicas, el MPP™ puede seguir una de estas tres rutas: (1) concentrarse dentro de las
mitocondrias a través de un proceso activo (téxico); (2) interaccion con las enzimas citosoélicas
(téxico); (3) captura dentro de las vesiculas sinapticas por la via del transportador vesicular

(protector). Tomado de Dauer. y Przedborski (2003).
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Figura 9. Mecanismo de accidon de las neurotoxinas utilizadas para modelar la EP. La 6-
hydroxydopamina (6-OHDA) entra en las neuronas a través del transportador de DA (DAT).
Después de varias reacciones consecutivas, se oxida, produciendo perdxido de hidrogeno (H,O,) y
para-quinona. De este modo induce la muerte celular neuronal a través de la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS). EI MPTP vy la rotenona, como compuestos lipéfilos, pueden
atravesar la barrera hematoencefalica. Una vez dentro del cerebro, el MPTP se metaboliza en el
cation téxico 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP™) por la enzima monoaminooxidasa B (MAO B) en las
células gliales. MPP™" ingresa a las células dopaminérgicas a través de DAT. El MPP"y la rotenona
se acumulan en las mitocondrias donde inhiben el complejo de la cadena respiratoria mitocondrial.
La inhibicion del complejo | conduce a una disminucién de los niveles de ATP, un aumento de la
produccion de ROS vy, en ultima instancia, a la activacion de una via de muerte celular dependiente
de mitocondrias. La rotenona también puede inducir la despolimerizacién de los microtubulos
celulares, que participan en el proceso de muerte celular. El paraquat ingresa al cerebro con la
ayuda de transportadores de aminoacidos neutros (aa) y cataliza la formacion de ROS a través de
dos mecanismos: (1) ciclos redox y (2) activacion de enzimas generadoras de ROS tales como
NADPH oxidasas. Tomado de Bove y Perier., (2012).

2.9. Tratamientos en la EP.

2.9.1. Tratamientos actuales.

La mayoria de los farmacos utilizados para el tratamiento de la EP estan
orientados a reestablecer el contenido de DA que existe en el estriado de estos
pacientes, mediante la administracion del precursor de la DA la L-DOPA
(considerado el estandar de oro) y mas recientemente se han utilizado los
agonistas dopaminérgicos. Aunque, estos tratamientos proporcionan una mejoria
sintomatica importante de los pardmetros de calidad de vida durante al menos 5-8
anos, al cabo de este tiempo, la mayoria de los pacientes desarrollan
complicaciones motoras (fluctuaciones y discinesias) (lravani y Jenner., 2011),
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neuropsiquiatricas y en algunos casos, alteraciones cognitivas importantes de
dificil manejo clinico. Estas complicaciones son probablemente el reflejo de una
combinacién de factores entre los cuales la progresion de la enfermedad es el
factor mas importante, en su conjunto, esta combinacion de sintomas conduce a la
discapacidad y la dependencia (Jankovic., 2008). Las graves complicaciones y
efectos adversos de estas terapias que llevan a la discinesia tardia han dado lugar
a grandes esfuerzos para desarrollar nuevas terapias que funcionan de manera
distinta a la restauracion o sustitucion de la DA, algunos estudios clinicos
realizados en pacientes son:
a) Antagonistas de los receptores para adenosina A2A como el Istradefilina,
) Antagonistas NMDA para glutamato (amantadina y memantina).
c) Antagonistas AMPA (perampanel, talampanel y topiramato).
) Antagonistas del receptor de glutamato de tipo metabotrépico del grupo 1
(Dipraglurant, AFQO056).
e) Agonistas de receptores de serotonina (5-HT1A) como el sarizotan, la
luspirona, la mirtazapina, la clozapina, la tandospriona y la aripiprazola.
f) Bloqueadores de canales de calcio (isradipina) (Stayte y Vissel., 2014).
g) Quelantes de hierro como la deferiprona (Devos et al., 2014).
h) Antiinflamatorios (minociclina).

i) Factores neurotréficos, y terapias génicas.

Sin embargo, hasta el momento estas terapias no han demostrado tener eficacia
en clinica, por lo que se sigue en busca de otros blancos terapéuticos. En afnos
recientes ha cobrado particular interés los hallazgos y evidencias de una
disminucién de Cu*? en el cerebro de pacientes con EP y su relacién con la muerte
celular y la acumulacion de hierro en la sustantia nigra pars compacta (Rivera-
Mancia et al., 2010; Montes et al., 2014).

2.9.2. Sulfato de cobre.
Hay evidencia importante en la literatura sobre el papel del Cu*? libre como
deletéreo para las enfermedades neurodegenerativas. Los principales efectos del
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Cu*? estan mediados por su capacidad redox y por su capacidad de iniciar,
mantener o incluso potenciar la generacion de radicales libres (Arnal et al., 2010).
Los iones de Cu*® estan estrechamente implicados en trastornos
neurodegenerativos humanos especialmente la EP. Las moléculas cruciales en la
fisiologia del sistema nervioso central (SNC), tales como proteinas, &cidos
nucleicos, y también restos lipidicos (que son componentes clave de las
biomembranas) son el blanco preferido de los radicales libres generados a partir
de reacciones de Fenton catalizadas por iones metélicos tales como Cu*? (Arnal et
al., 2010).

La evidencia experimental sugiere fuertemente que el Cu*? juega un papel clave
en los trastornos neurodegenerativos. A medida que el cerebro envejece, se
produce un aumento en los eventos pro-oxidantes e inflamatorios que esta
intimamente asociado con lesiones patoldgicas caracteristicas de las
enfermedades neurodegenerativas (Arnal et al., 2010).

La fisiopatologia de la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas es muy
compleja y probablemente involucra varias vias de dafo neuronal distintas y a
veces superpuestas. Por otra parte, el Cu*? se ha asociado cada vez méas con la
gliosis o la activacion microglial y los mecanismos inflamatorios inducidos por el
estrés oxidativo, que estan siempre presentes en muchas de estas condiciones
clinicas (Montes et al., 2014).

El Cu*? tiende a aumentar en el cerebro humano desde la infancia, a expensas de
su concentracién en otros tejidos. Sin embargo, no se aprecia tal tendencia en las
mediciones de los niveles plasmaticos de Cu*?. La homeostasis del Cu*? esta
alterada en la EP; sin embargo, en este trastorno neuroldgico la concentracién del
metal varia de la acumulacion al agotamiento entre las regiones cerebrales en
estudio (Arnal et al., 2010).

Las alteraciones en el almacenamiento de metales de transicion, el transporte y el
manejo celular han ganado atencién en las enfermedades neurodegenerativas,
sobre todo porque los primeros informes post mortem mostraron acumulacion de
Fe*? y disminucién de los niveles de Cu*? en el estriado de los pacientes con EP.
Debido a que ambos metales estan implicados en la generacién y propagacién de
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radicales libres, asi como en la precipitacion de proteinas, como resultado de sus
propiedades redox (Montes et al., 2014).

El Cu*® es necesario para la fisiologia celular, y el Cu*® se considera un metal
esencial. Existe un sistema complejo para la absorcidn, distribucion,
almacenamiento y manipulacion de este metal de transicion.

El Cu*? no sélo participa en la extincién de especies reactivas de oxigeno como
cofactor en Cu/Zn-SOD, sino que también contribuye a la cadena de transporte de
electrones en el citocromo C, que transfiere electrones entre los complejos |
(Coenzima Q-Cyt, citocromo C reductasa) y citocromo C oxidasa en el complejo IV
en la membrana interna de las mitocondrias. También participa en la sintesis de
neurotransmisores  (dopamina  beta-hidroxilasa), el metabolismo de
neurotransmisores (diamina oxidasa y monoamina oxidasa), el manejo o
almacenamiento de otros metales (metalotioneinas, ceruloplasmina y hafestina) y

la formacion de matriz extracelular entre otras funciones (Montes et al., 2014).

2.9.3. Metalotioneina (MT).

Las metalotioneinas (MT-I, MT-II, MT-1ll y MT-1V), constituyen una superfamilia de
proteinas, ricas en cisteina capaces de unir metales a su estructura. En el SNC la
MT-1 y Il han sido localizadas a lo largo de la médula espinal y cerebro,
principalmente en los astrocitos, mientras que la MT-Ill sélo ha sido localizada en
las neuronas dopaminergicas (Juarez-Rebollar; 2014). Cada una de las isoformas
contiene un porcentaje alto de cisteina (25-30%) y bajo peso molecular (6-7 kDa).
Las MT contienen dos dominios de unién a metales, en los cuales cuatro y tres
iones divalentes son quelados en el grupo A del dominio a y el grupo B del
dominio B, respectivamente. Estos iones metédlicos se coordinan por medio de
puentes de cisteina tiolato a 11 cisteinas en el dominio a y a 9 cisteinas en el
dominio B. (Wirenfeldt et al., 2009). Las MT, las metalotioneinas | y Il (MT-I+l)
contienen 61 y 62 aminoacidos, respectivamente (Fig. 10), otra de sus
caracteristicas es la ausencia de aminoacidos aromaticos (Nielsen et al., 2006);
estos péptidos a menudo son estudiadas en relacion con el metabolismo de iones
metalicos, particularmente iones de Zn*? y por su efecto protector contra dafio por
radicales libres debido a las propiedades antioxidantes de la proteina.
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Recientemente, ha surgido un gran interés en las MT debido a su aparente papel
en la supervivencia celular y en el caso del dano cerebral las MT— I+ll tienen una
actividad neurotrépica y neuroprotectora que mejoran la supervivencia celular en
SNC de los mamiferos. Aunque el mecanismo molecular por el cual funcionan las
MT aun no esta claro, se sabe que algunos procesos intracelulares son alterados
o regulados por ellas, incluyendo la homeostasis de iones metalicos, la expulsién
de ROS vy la inhibicion de mecanismos preapoptéticos, lo que le confiere
propiedades con potencial terapéutico en padecimientos neuroldgicos agudos y
neurodegenerativos (Wirenfeldt et al., 2009).

En el cerebro, la variacién en la homeostasis de metales esenciales esta asociada
con un numero de enfermedades y neuropatologias, incluidas, apoplejia, epilepsia,
Parkinson y Alzheimer (Nielsen et al., 2006). No esta claro si las MT se dirigen a
un receptor de la superficie de la membrana neuronal o es internalizada por
endocitosis. Recientemente, miembros de la familia de receptores de lipoproteinas
de baja densidad, las proteinas relacionadas con el receptor de lipoproteinas han
sido establecidas como posibles chaperonas para el transporte de las MT a través
de la membrana neural, posiblemente impulsada por un mecanismo de
internalizacién/endocitosis. Se ha demostrado que el sitio responsable de la unién
a las proteinas relacionadas con el receptor de lipoproteinas esta localizado en el
C-terminal del dominio B de las MT. (Wirenfeldt et al., 2009). Bajo condiciones
biolégicas normales, las MT se unen al Zn*?y al Cu*® a través de sus residuos de
cisteina, pero pueden ser facilmente remplazados por otros tales como: Cd*?
Hg*2, Ag*, Pt*?, etc. Asi mismo, se ha indicado que, en estudios recientes, se da
soporte a la actividad neuroprotectora de las MT como resultado de sus
propiedades antioxidantes; el exceso de DA tomado por los astrocitos incrementa
la expresién de MT-I+ll, protegiendo a las neuronas dopaminérgicas de los
radicales libres (Santos et al.,, 2012). Estudios en células modificadas para
sobreexpresar MT-I+Il, han demostrado una proteccion clara contra condiciones
de estrés oxidante. Esta capacidad antioxidante ha sido evaluada en modelos de
dano al SNC, demostrando una disminucion en la peroxidacion lipidica y menos
nitracion de la tirosina generada después de la formacién de peroxinitrito. La
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capacidad antiinflamatoria de las MT-I+ll ha sido reportada en modelos
experimentales de encefalitis autoinmune. También se ha reportado que las MT-
I+Il estdn asociadas con una disminucidén en la secrecion del factor de necrosis
tumoral (TNF) bajo diferentes condiciones de dafio cerebral, ademas de tener la
capacidad de inhibir la apoptosis inducida por la 6-aminonicotinamida (Arellano-
Ruiz et al., 2012).

Basandose en modelos estructurales, se puede asumir que la molécula de MT
esta compuesta de dos dominios (a y B) que estdn compuestas de grupos de
cisteina. Los enlaces covalentes de los atomos metalicos involucra a los residuos
de cisteina sulfhidrilo. La parte N terminal del péptido esta designada como el
dominio B y tiene tres sitios de accién para iones divalentes, la parte C terminal
(dominio a) tiene la capacidad de unirse a cuatro iones divalentes.

La vida media de la MT enddgena en animales adultos es de 21 a 33 horas, sin
embargo, aun no se ha podido determinar el tiempo de vida media de la MT

exogena.
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Figura 10. Estructura de metalotioneina (MT). Modelo de dos sitios de unién de MT. Las cuentas
grandes rojas son atomos metalicos (por ejemplo, Zn), y las pequenas cuentas amarillas son
atomos de azufre. Tomado de Ruttkay-Nedecky et al., 2013.

2.9.4. El papel de las MT en cancer y apoptosis.

Las MT juegan un rol importante en la regulacién de la apoptosis. Primero: las MT
regulan la concentracién intracelular del Zn*?, como segundo: se encuentra la
interaccion de las MT con proteinas involucradas en la apoptosis. Las MT
protegen contra la apoptosis distribuyendo Zn*2. El Zn*? es un mediador
intracelular de la apoptosis el cual puede interferir con la accién del Ca*?. Pueden
ser activadas por varios estimulos, incluyendo iones metalicos, citosinas y factores
de crecimiento (Fig.11) (Ruttkay-Nedecky et al., 2013). En varios experimentos, la
sintesis de MT ha demostrado incrementarse varias veces durante el estrés
oxidante para proteger a las células de la citotoxicidad, radiaciéon y dano al DNA.
Los estimulos que inducen las MT y el efecto descendente de la expresion de las
MT se encuentran resumidos en la (Fig. 12).
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factores de
crecimiento

Estrés oxidante
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Figura 11. Representacién esquematica de los estimulos que inducen MT vy la cascada de efectos
de la sobreexpresion de MT. Las MT pueden ser activadas por varios estimulos, incluyendo iones
metdlicos, citosinas, factores de crecimiento, estrés oxidante y radiacion. La cascada de efectos de
la sobreexpresién de las MT es la modulacién de la transcripcién de la proteina supresora de
tumores p53 y el factor de transcripcién nuclear NF-kB. Otra cascada de efectos de las MT
influencia la supervivencia celular, crecimiento celular, resistencia a farmacos y diferenciacion.
Tomado de Ruttkay-Nedecky et al., 2013.
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Figura 12. Imagen en la que se representan las principales vias de induccion de la expresion de la
MT cerebral por sefializacion de vias intracelulares y elementos de respuesta presentes en la
region reguladora del gen. Algunos de los inductores comprenden: hormonas (glucocorticoides,
catecolaminas) que activan moléculas como los factores de respuesta a los glucocorticoides (GRF)
que posteriormente se unen a los elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE); citocinas
proinflamatorias (por ejemplo, interleucinas (IL) y factor de necrosis tumoral alfa (TNFa))
sefalizacion a través del transductor de sefal y el activador de la transcripcion (STAT); especies
de oxigeno reactivo (por ejemplo, peréxido de hidrogeno (H.O,), 6xido de nitrégeno (NO), radical
hidroxilo (OH)) sefalizacién a través de elementos de respuesta antioxidante (ARE); e iones
metalicos (por ejemplo, Zn*?, Cu*, Cd*z), que se unen a factores de transcripcion metalicos (MTF),
tras lo cual se unen a elementos de respuesta metélicos (MRE) en la regién promotora del gen.
Tomado de Pedersen et al., 2009., 2009.

2.9.5. Funcion antioxidante de las MT.

Las MT juegan un papel importante en la regulacion de la apoptosis. El primer
papel de las MT es la regulacién de la concentracién intracelular del Zn*2. El
segundo papel es la interaccion de las MT con proteinas involucradas en la
apoptosis.

Los avances mas criticos en la investigacion de las MT es la demostracion de la
regulacion redox de la interaccion zinc-azufre (Zn-S), el acoplamiento del Zn*? y el
metabolismo redox, la estructura del complejo Zn-MT provee una base quimica
por la cual el ligando cisteina, puede inducir propiedades oxidoreductivas, lo que
constituye un ciclo redox para las MT (Fig. 13).
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Estudios en células modificadas para sobreexpresar MT-1 y MT-Il han demostrado
una clara proteccién contra condiciones de estrés oxidante (Kondo, Y., et al.,
1997; Wanpen, S., et al., 2004). Esta capacidad antioxidante ha sido evaluada en
modelos de dafio al SNC, mostrando una disminucién en la lipoperoxidacion y
menos nitracion de tirosina generada después de la formacion de peroxinitrito
(Ebadi, M., & Sharma, S. 2006). Sin embargo, el efecto antiinflamatorio de MT en
enfermedades autoinmunes del SNC como la esclerosis multiple, también se ha
descrito en asociacién con la inhibicion de CD4+ (Penkowa, M., et al,.2005).

Antiinflamacion

Regeneracion 110
Factores de tropicosy de  crecimiento TNFa, IL-IB, IL-6
Células madre l Macrofagos
Progresion del ciclo celular Linfocitos

Angiogénesis
Brotacion neuronal

Neuroproteccion
Desintoxicacionde metales
Astrogliosis reactiva

¢Degradacic’m celular ‘

Antioxidante
J; Estrés oxidante

Antiapoptosis
Caspasas1,3y9
Filtracion del citocromo C
Fragmentacién del DNA

P53

Figura 13. Imagen en la que se esquematiza de forma general los efectos neuroprotectores de las
MT en respuesta al dafo tisular durante condiciones neuropatolégicas. tales como lesién cerebral y
encefalomielitis autoinmune experimental Abreviaturas: BDNF, factor neurotréfico derivado del
cerebro; EPO, eritropoyetina; FGF, factor de crecimiento de fibroblastos; FGFR, receptor del factor
de crecimiento de fibroblastos; GDNF, factor neurotréfico derivado de la linea celular glial; IL,
interleucina; NGF, factor de crecimiento nervioso; NT, neurotrofina; TGF, factor de crecimiento
transformante beta; TGFR, receptor transformante del factor de crecimiento beta; VEGF, factor de
crecimiento endotelial vascular. Tomado de Pedersen et al., 2009.

Arellano-Ruiz, S. et al., (2012) demostraron que después de un dafio en la médula
espinal (SCI), una cascada compleja de procesos fisioldgicos dafna rapidamente el
tejido nervioso. El dafno inicial se extiende al tejido circundante por diferentes
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mecanismos incluyendo al estrés oxidante, también en el mismo estudio reporta
que la induccién de MT enddgena es un mecanismo de respuesta rapido despues
de la SCI. Los resultados del estudio demuestran que la administracién exdgena
de MT-Il a dosisde 10y 100 g, 2 y 8 h después de animales tratados con dosis de
10 y 100 g, pero no con dosis de 3,2 g de MT-Il, 2 y 8 h después de la lesion,
mostraron una mejor recuperacion funcional en comparacién con los animales en
el grupo control administrados solo con el vehiculo, se promueve
significativamente la recuperacion de la funcidbn motora, la cual se correlaciona con
una mayor cantidad de tejido de la médula espinal preservada. Estos resultados
pueden explicarse debido al efecto antioxidante de esta proteina. Una
caracteristica comun observada en muchos estudios in vitro e in vivo es que MT-I
y MT-II reducen la muerte celular y el dafo cerebral.

Con base en lo establecido previamente es que este trabajo tiene como finalidad
evaluar el efecto neuroprotector de la MT y el CuSO4 administrados solos o en

combinacién en un modelo de la EP en rata.
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3. Planteamiento del problema.

La EP es el segundo padecimiento neurodegenerativo mas comun en la poblacion
mundial. En México se reporta una incidencia de 50 casos por cada 100,000
habitantes de acuerdo con informacion del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” (salud.gob.mx INNN 2016). La L-DOPA ha
demostrado tener beneficio terapéutico y es considerado como estandar de
tratamiento, sin embargo; éste solo sirve para controlar los sintomas de la
enfermedad sin tener efecto neuroprotector, por lo que la muerte de las neuronas
dopaminérgicas sigue incrementandose, es por esta razébn que se siguen
desarrollando diversas lineas de investigacion para encontrar un tratamiento
exitosos que logre detener el progreso de la enfermedad. Se sabe que la MT y el
Cu?*, son moléculas que inciden y regulan diversas vias de dafio presentes en la
EP, es por esta razén que en el presente estudio se propone evaluar su efecto
neuroprotector en un modelo de la EP inducido por MPP* en ratén.
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4. Hipétesis.
La MT actia como un péptido antioxidante y quelante de metales de transicion, y
en combinacion con sulfato de cobre reduce el dafio dopaminérgico_y la formacion

de productos lipidicos inducidos por la inyeccion intracerebroventricular de MPP*

mejorando la actividad locomotora espontanea_en el ratén.

5. Objetivos.

5.1. Objetivo General.
Evaluar el efecto neuroprotector de la MT y el CuSO4 administrados solos o en

combinacién en el modelo experimental de la EP inducido por MPP* en ratén.

5.1.2. Objetivos particulares.

1) Evaluar el efecto antioxidante de la MT administrada en una dosis de 10
pg/ratén sola o en combinacion con CuSOq (2.5 mg Cu/Kg i.p.) con base en
la cantidad de lipoperoxidacion presente en el estriado de raton después de
la administracién de MPP™.

2) Evaluar el efecto promotor de la recuperacion funcional de la MT
administrada sola o en combinacién con CuSO4 evaluando la actividad
locomotora espontanea a través de la cuantificacion de la distancia total
recorrida y el tiempo total de reposo.

3) Evaluar el efecto neuroprotector de la MT administrada sola o en
combinacién con CuSO4 analizando el contenido de DA estriatal después
de la administracién de MPP™.

43



6. Métodos.

6.1. Grupos experimentales.

Todos los procedimientos para el manejo de animales fueron realizados de
acuerdo con las “Guias regulatorias para el cuidado y uso de animales de
laboratorio” conforme a la NOM-062-ZO0O-2001. Para este experimento se
emplearon ratones C-57 Black macho, utilizando 6 animales por grupo en
experimentos independientes para la evaluacion de la lipoperoxidacién y del

contenido de DA, con una “n” total de 48 ratones. Los animales fueron alojados en
cajas de acrilico bajo condiciones constantes de temperatura, humedad y luz (12
horas luz y 12 horas oscuridad), con libre acceso a alimento comercial estandar

para ratones y al agua.

6.2. Diseino experimental.
Los animales fueron seleccionados aleatoriamente para formar los siguientes 8

grupos experimentales (Fig. 14).

Grupo 1 (control solucidn salina): Animales administrados con el vehiculo para MT
(solucién salina (SS)), el vehiculo para CuSO4 (SS), y con el vehiculo para el
MPP™ (SS).

Grupo 2 (control MT): Animales administrados con MT, con el vehiculo para
CuSOQy, y con el vehiculo para MPP*.

Grupo 3 (control Cu*?): Animales con el vehiculo para MT, con CuSO,y con el
vehiculo de MPP*.

Grupo 4 (MT + Cu*®); Animales tratados con MT, con CuSOs, y con el vehiculo de
MPP™.

Grupo 5 (control de dafio MPP*): Animales administrados con el vehiculo para MT,
con el vehiculo para CuSQy, y con MPP™.

Grupo 6 (MT+ MPP™): Animales administrados con MT, con vehiculo para CuSO,y
con MPP".

Grupo 7 (Cu*® + MPP*): Animales administrados con el vehiculo para MT, con
CuSO4y con MPP™.
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Grupo 8 (MT + Cu +MPP™): Animales administrados con MT, con CuSQOy4 y con
MPP™.

Los 8 grupos fueron utilizados en los ensayos de lipoeroxidacion, actividad
locomotora espontanea y determinacién del contenido de DA estriatal.

Los grupos 1,2 y 3 se agruparon en un solo grupo control al no mostrar diferencias

significativas entre si.

DISENO EXPERIMENTAL

Grupo1l Grupo2 Grupo3 |Grupo4 Grupo5 Grupo6 Grupo?7/ Grupo8
| | | | | | | |
vCu vCu Cu Cu vCu vCu Cu Cu
| | | | | | | |
vMT MT vMT MT vMT MT vMT MT

LVMPP+ LVMPP+ LVMPP+ LVMPP+ L MPP+ L MPP+ L MPP+ L MPP+

Y " ACIIVIDAD LOCOMOTORA
~— ESPONTANEA -
2 h después del dafio por MPP* T— B—
/ 6 dias

LIPOPEROXIDACION & OBTENCION DEL ESTRIADO ——> DOPAMINA ESTRIATAL

Figura 14. Disefo experimental, con los diferentes ensayos que forman parte del proyecto.
Vehiculo de CuSO, (vCu), Vehiculo de metalotioneina (vMT), 1-metil-4-fenilpiridinia (MPP*),
vehiculo de MPP* (vVMPP™), CuSQ, (Cu), metalotioneina (MT).

6.3. Administracion de sulfato de cobre.

La administracidén de sulfato de cobre se aplico por via intraperitoneal en una dosis
de CuSOs (2.5 mg/Kg) en solucién salina conforme Alcaraz-Zubeldia et al.,
(2001a), quienes reportaron que el tratamiento previo con CuSQOy, 24 horas antes
de la administracion de la neurotoxina MPP™ protege a los ratones contra la
pérdida de neuronas dopaminérgicas, asi como la lipoperoxidacidén inducida por la

neurotoxina.

6.4 Administracion de MPP*.
La microinyeccién se realizd intracerebroventricularmente con 18 pg de 1-metil-4-
fenilpiridinio (MPP™) disueltos en 3 pL de solucién salina. Para esto se utilizé una
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micro jeringa Hamilton de 10 L calibre 26s, longitud N2 y punta biselada de 12°.
De acuerdo con el método descrito por Touchette., (2076).

6.5. Método de eutanasia y cuidados postoperatorios.

Posteriormente a la administracion de MPP*, a los animales se les realizé una
limpieza de la herida y se llevd a cabo una administracion tépica de gentamicina
sobre la herida quirurgica.

El sacrificio de todos los animales en este protocolo se realizé por decapitacion 2
horas después de la administracion de MPP™ para el andlisis de lipoperoxidacion,
y 6 dias después de la administracién de MPP™ para el andlisis de DA estriatal,
con sedacion previa inducida con pentobarbital sédico (40 mg/Kg) administrado

por via intraperitoneal.

6.6. Administraciéon de MT.

Se administré la MT exdgena (10ug/4ul) disuelta en SS en dosis Unica antes de la
administracion de CuSO4 (2.5 mg/Kg) y 24 horas antes del establecimiento del
modelo de la EP con el MPP".

6.7. Analisis de la lipoperoxidacion.

La cantidad de los productos lipidicos fluorescentes fueron evaluados en el
estriado de los ratones 2 horas después de la administracion de MPP*. Se disec6
el cuerpo estriado, el cual fue cuidadosamente pesado y homogenizado en 2 mL
de agua desionizada. Se tomé una alicuota de 1.0 mL del homogenizado en tubos
de vidrio y se le afnadieron 4.0 mL de una mezcla de 4.0 mL de cloroformo-metanol
en una proporcion (2:1). Los tubos se taparon y se agitaron suavemente por 2
minutos y se colocaron en hielo por 30 min para permitir la separacién de las
fases. Se desechd la parte acuosa y se transfirid 1.0 mL del estrato cloroférmico a
una celda de cuarzo y se anadié 0.1 mL de metanol. Se midi6 la fluorescencia a
370 nm de excitacién y 430 nm de emision en un espectrofotdmetro. Se ajustd el
espectrofotometro con un estandar de quinina 0.1 mg /L preparada en una
solucion acuosa 0.05 M de acido sulfurico antes de medir las muestras (Alcaraz., -
Zubeldia et al., 2001a).
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6.8. Analisis de actividad locomotora espontanea.

El andlisis de actividad locomotora espontanea se realizé en un equipo Opto-
Varimex 4.

El Opto-Varimex 4 de Columbus Instruments consta de una unidad de control
compacta que admite una amplia variedad de configuraciones y tipos de sensores
de haz éptico. Hasta cuatro pares de sensores se conectan a una sola unidad de
control Opto-Varimex 4. Una pantalla LCD retroiluminada en el panel frontal
muestra los recuentos “total” y “ambulatorio” del haz para cada uno de los cuatro
pares de sensores en tiempo real. Cada vez que se interrumpe un sensor, se
acumula una cuenta “total’. Se acumula un conteo “ambulatorio” cada vez que se
interrumpe un nuevo haz. El conteo “ambulatorio” no responde al mismo haz que
se interrumpe y restaura repetidamente. Esto evita que los conteos ambulatorios
respondan a las interrupciones rapidas del haz causadas por arafazos,
acicalamiento, excavacién u otros movimientos estereotipicos no ambulatorios. Al
registrar los recuentos acumulados por los contadores “total” y “ambulatorio”, es
posible comparar cantidades de movimientos estereotipicos y ambulatorios. Los
pares de sensores constan de una barra emisora de infrarrojos, con cuatro a
dieciséis rayos infrarrojos y una barra detectora correspondiente.

El cuerpo principal del archivo de resultados es generado automaticamente y
contiene los datos de cada jaula. Cada intervalo de jaula tiene una sola linea que

enumera, en este orden:
a) El ndmero de intervalo (Int)
El nimero de la jaula (C #)

)

c) Eltiempo de inicio del intervalo (inicio)
) El intervalo de tiempo de parada (Stop)
)

La distancia en centimetros recorrida por el sujeto durante el intervalo

(DT cm)

f) El tiempo de descanso (sin movimiento detectado) en segundos (RT
sec)

g) Eltiempo estereotipico (pequefios movimientos) en segundos (ST sec)
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h) El tiempo ambulatorio (movimiento ambulatorio grande) en segundos
(AT sec)
i) 9. Explosiones de movimiento estereotipico (BSM)

Este analisis se realiz6 entre las 08:00 y 16:00 h en una habitacién aislada. Como
tiempo de adaptacion se mantuvieron los animales durante 10 minutos dentro de
la caja del equipo de analisis y posteriormente se inici6 el andlisis durante un
periodo de 20 min. Para el analisis se limpié la caja de acrilico con una mezcla de
etanol-agua 50:50 % v/v, y toallas de papel para remover las heces fecales de los
ratones, posteriormente se dejaron evaporar los remanentes de la mezcla
metanol-agua y se inicié el analisis. Este ensayo permitié evaluar la distancia total
recorrida y el tiempo de reposo total.

6.9. Analisis cromatografico del contenido de DA estriatal.

Los cerebros de los ratones fueron removidos 6 dias después de administracion
de MPP" y los estriados fueron diseccionados sobre hielo, y se conservaron a
-70°C hasta su andlisis. Para el analisis las muestras se homogenizaron en un
homogeneizador ultrasénico con solucién antioxidante (5.6 ml de acido perclérico
y 1 g de metabisulfato de sodio en un litro de agua desionizada) en un volumen de
5 veces el peso del tejido. Posteriormente se centrifugaron a 14000 rpm por 10
minutos. Se tomo6 el sobrenadante y se transfirid viales de inyecciéon con un
colector de 150 pL.

El contenido de DA estriatal fue analizado utilizando un sistema de cromatografia
liguidos de alta resolucion Agilent 1100 acoplado a un detector de arreglo de
diodos ajustado a una excitacién de 279 y una emision de 206 nm, en el que se le
realizo una validacién parcial del método analitico (anexo 1). Las curvas de
calibracién fueron elaboradas con DA y las concentraciones fueron obtenidas por
interpolacién en la curva de calibracion estdndar. Para el analisis se utilizd6 una
columna Zorbax SB-C18 150 x 4.6 mm y tamarfo de particula de 5 um y con un
volumen de inyeccion de 80 pL. Como fase movil se utilizé un buffer de fosfatos
que compuesto por fosfato de sodio monobasico 0.87 M, octil-sulfato de sodio 1.7
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mM y 38 uM de EDTA a un pH = 3 y se utiliz6 acido fosférico para ajustar el pH.
Se obtuvo un tiempo de retencion de 3 minutos y un cromatogradma resuelto que

se muestran en las figura 15).
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Figura 15. Cromatograma de un punto de la curva de calibracién correspondiente a una
concentracién de 800 nM de dopamiona (DA), acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA), acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC), 5-hidroxitriptamina (5-HT), acido homovanilico (HVA).

6.10. Analisis estadistico.

Los resultados de los andlisis de la lipoperoxidacién, tiempo de reposo total en la
actividad locomotora espontanea se analizaron mediante una prueba de Kruskal-
Wallis seguido de una prueba de U de Mann-Whitney.

Los resultados del efecto neuroprotector y antioxidante de la MT, el CuSO4y su
combinacién para el estudio de la distancia total recorrida en la actividad motora
espontanea asi como el andlisis de la concentracion de la DA estriatal se
analizaron mediante una prueba estadistica de ANOVA de una via seguida de una
prueba post hoc de comparacion multiple de Dunnett. Para el analisis estadistico
se utilizé el programa IBM SPSS statistics 23. Las graficas que se presentan para
la representacion grafica de los datos se realizaron mediante el programa
GraphPad Prism vr 6.01.

6.11. Consideraciones éticas.

Todos los procedimientos para el manejo de animales fueron realizados de
acuerdo con las Guias regulatorias para el cuidado y uso de animales de
laboratorio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia y conforme a la
NOM-062-ZO0-1999.
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7. Resultados.

7.1. Analisis de lipoperoxidacion.
Los resultados obtenidos (tabla 7) en el analisis de productos de lipoperoxidacion

se muestran en la figura 16.
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Figura 16. Se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion de productos de
lipoperoxidacion. Metalotioneina (MT), CuSO, (Cu), 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP*). Se realizé una
prueba de Kruskal-Wallis seguido de una prueba de U de Mann-Whitney (*p<0.05 con respecto al
grupo control)
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Tabla 7. Resultados obtenidos de la evaluacién de productos de lipoperoxidacion. El andlisis

estadistico utilizado corresponde a una prueba de Kruskal-Wallis seguido de una prueba de U de
Mann-Whitney (*p<0.05).

LIPOPEROXIDACION

Tratamiento Animales Media Error estandar
CONTROL 17 51.40 7.98
MT + Cu 7 133.74 32.21
MPP* 6 87.65 15.21
MT + MPP* 4 63.63 13.08
Cu + MPP? 5 44.61 5.68
MT + Cu + MPP* 8 187.44 50.33

Se encontraron diferencias significativas (P<0.05) aumentando los productos de
lipoperoxidacion en la comparacion con los grupos que recibieron los tratamientos:
MT + Cu, MPP* y MT+Cu+ MPP™ con respecto la agrupacién de los grupos
control. Se realizdé una prueba de Kruskal-Wallis seguido de una prueba de U de
Mann-Whitney (*p<0.05 con respecto al grupo control n= 5-6)
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7.2. Actividad locomotora espontanea.

7.2.1. Tiempo total de reposo.
Los resultados obtenidos (tabla 8) de reposo total promedio en minutos en la
prueba de actividad locomotora espontanea figura 17.
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Figura 17. Se muestran los resultados obtenidos de reposo total en la prueba de actividad
locomotora espontanea. Metalotioneina (MT), CuSO, (Cu), 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP*).Se
realizé una prueba de Kruskal-Wallis seguido de una prueba de U de Mann-Whitney (*p<0.05 con
respecto al grupo control n= 4-6)
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Tabla 8. Resultados obtenidos de reposo total en la prueba de actividad locomotora espontanea.
Para el andlisis estadistico de los datos se realizd una prueba de Kruskal-Wallis seguido de una
prueba de U de Mann-Whitney (*p<0.05).

TIEMPO DE REPOSO TOTAL (minutos)

Tratamiento Animales Media Error estandar
CONTROL 13 4.70 0.44
MPP* 11 11.22 2.05
MT+ Cu 6 8.63 0.97
MT+ MPP* 6 6.83 1.07
Cu+ MPP?* 4 7.48 0.93
MT+Cu+MPP* 5 6.09 0.89

Se encontraron diferencias significativas (P<0.05) incrementando el tiempo de
reposo en la comparacion de los grupos MPP*, MT+Cu y Cu+MPP™ con respecto
al grupo control y. Se realizé una prueba de Kruskal-Wallis seguido de una prueba
de U de Mann-Whitney (*p<0.05 con respecto al grupo control)
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7.2.2. Distancia total recorrida.

El promedio de los resultados obtenidos (tabla 9) de la distancia total recorrida en
metros en la prueba de actividad locomotora espontanea se muestran en la figura
18.
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Figura 18. Se muestran los resultados promedio obtenidos de la distancia total recorrida en metros
en la prueba de actividad locomotora espontanea. Metalotioneina (MT), CuSO, (Cu), 1-metil-4-
fenilpiridinio (MPP*). Se realizé una prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba de Dunnett
(*P<0.05 comparada con el grupo control n= 4-6).
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Tabla 9. Resultados obtenidos de la distancia total recorrida en la prueba de actividad locomotora
espontanea. Para el anadlisis de los datos se realizdé una prueba de ANOVA de una via seguida de

la prueba de Dunnett (*P<0.05 comparado con el grupo control).

DISTANCIA TOTAL RECORRIDA (metros)

Tratamiento Animales Media Error estandar
CONTROL 13 40.85 3.25
MPP* 11 23.02 3.15
MT+ Cu 6 26.05 5.18
MT+ MPP* 6 29.25 4.42
Cu+ MPP? 4 23.04 3.41
MT+Cu+MPP* 5 29.01 3.71

Se encontraron diferencias significativas (P<0.05) disminuyendo la distancia total

recorrida en la comparacion de los grupos MPP*, MT+Cu y Cu+MPP* en

comparacién con el grupo control. Para el analisis de los datos se realizé una
prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba de Dunnett.(*P<0.05 con

respecto al grupo control n=5-6).
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7.3. Analisis de dopamina.
Los resultados promedio obtenidos (tabla 10) para el analisis del contenido de DA

estriatal se muestran en la figura 19.
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Figura 19. Se muestra el contenido promedio de DA estriatal (n= 4-6). Metalotioneina (MT), CuSQO,
(Cu), 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+). Para el andlisis de los datos se realiz6 una prueba de ANOVA
de una via seguida de la prueba de Dunnett. (*P<0.05 con respecto al grupo control).
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Tabla 10. Resultados obtenidos para el andlisis de dopamina estriatal. Para el analisis de los datos
se realiz6 una prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba de Dunnett (*P<0.05 con
respecto al grupo control).

CONCENTRACION DE DOPAMINA ESTRIATAL

Tratamiento Animales Media Error estandar
CONTROL 8 205.18 16.58
MPP* 4 97.56 8.32
MT + MPP”* 4 173.80 17.71
Cu + MPP? 4 147.44 12.19
MT + Cu + MPP* 4 113.83 8.38

Se encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre los grupos tratados con
MPP*; Cu + MPP" y MT + Cu + MPP* disminuyendo la concentraciéon de DA al ser
comparados con el grupo control. Se realizé una prueba de ANOVA de una via
seguida de la prueba de Dunnett.
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8. Discusion.

La investigacion preclinica es una etapa importante en el desarrollo de nuevos
tratamientos ya que, permite evaluar los efectos farmacolégicos y toxicos en
animales de laboratorio. En el presente estudio se evalué el efecto neuroprotector
de la MT y de CuSO,4 administrados de manera individual y en combinacion para
el tratamiento de la EP en un modelo de administracién intracerebroventricular de
MPP* que reproduce los principales mecanismos de dafo que se observan
durante el progreso de esta enfermedad cuyas causas de origen aun siguen
siendo desconocidas.

Aunque existen diversos factores involucrados en la muerte selectiva de las
neuronas dopaminérgicas, uno de los principales factores promotores de dafo son
las condiciones de estrés oxidante y generacion de radicales libres. Los radicales
libres generados por la reaccion de Fenton estdn regulados por metales y
metaloproteinas.

El Cu*?, es un elemento traza esencial que es necesario para varios procesos
biolégicos importantes, sin embargo, un exceso de Cu*? puede ser toxico para las
células. Por lo tanto, la homeostasis celular y sistémica de Cu*? esta fuertemente
regulada, sin embargo, una desregulacién de la homeostasis de Cu*? puede
ocurrir en estados de enfermedad, llevando a una deficiencia o exceso de Cu*? y
toxicidad. El Cu*® participa en varias rutas fisiolégicas incluyendo el metabolismo
energético, defensas antioxidantes y metabolismo de hierro (Bulcke et al., 2017).
Las MT son una familia de proteinas capaces de unirse a metales
intracelularmente, por lo tanto su principal funcién es regular el metabolismo de
metales esenciales como Zn*? y Cu*2. Otra de sus funciones es la desintoxicacion
de metales pesados, regulacion de la expresidon genética, procesos de inflamacién
y protecciéon contra radicales libres generados por el estrés oxidante (Juarez-
Rebollar et al., 2017).

La homeostasis del Cu*® esta controlada por las MT y por la actividad del
transportador de Cu*2. Se considera que el Cu*? intracelular est4 ligado en gran
parte y es intercambiable y transferido de proteina a proteina (Ward et al., 2012).
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El contenido total de Cu*? se estima en 5.5 pug/g de peso himedo en ratones, no
obstante, el cerebro es un érgano heterogéneo con diferencias fisiolégicas y
anatémicas especificas, las cuales varian en la concentracion de Cu*?. La
acumulacion de Cu*? en el citosol puede generar toxicidad siempre y cuando este
en forma libre, de cualquier forma, bajo condiciones fisioldgicas, la concentracion
de Cu*? se mantiene muy baja (1078 M).

Esta concentracién de Cu*? libre se mantiene mediante la unién de este metal a
diversas proteinas entre ellas a las MT y ligandos de baja masa molecular tal
como glutatibn; ademas, es probable que las mitocondrias contribuyan a la
capacidad de amortiguamiento del Cu*? celular ya que enzimas como la Citocromo
C oxidasa requieren de este metal para su funcion (Bulcke et al., 2017).

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la administracién de la MT
en combinacidn con el CuSQOy , tienen un efecto pro-oxidante, esto se aprecia en
el incremento en los productos finales de la lipoperoxidacién asi como como en la
reduccion en el contenido de DA estriatal; debido a que la MT al ser un péptido
quelante de metales de transicion secuestra al Cu*? presente en el cerebro, esto
puede traducirse en una disminucion de dicho metal impidiendo que se incorpore
en el reticulo endoplasmico a las diversas cuproproteinas importantes para el
correcto metabolismo de la célula entre las cuales se encuentra la citocromo C
oxidasa (presente en el complejo IV mitocondrial) necesaria para una correcta
sintesis de ATP, o la ceruloplasmina que, como se menciond previamente es una
cuproproteina que transforma el Fe?* en Fe®* (actividad ferro oxidasa) para que en
este estado de oxidacién el fierro pueda ser transportado al exterior del cerebro
por los transportadores (ferritina y transferrina), ya que cuando el fierro esta
presente en altas concentraciones se favorece la produccion de radicales libres.
Se ha descrito que el fierro en presencia de peréxido de hidrégeno producen el
radical hidroxilo a través de la reaccion de Fenton:

Fe? + H0, —> Fe® + HO  +HO
Cabe mencionar que este radical libre es altamente reactivo. Se sabe que una de

las defensas antioxidantes que reducen su concentracion es la MT, sin embargo;
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es necesario que el cobre participe en la expresion de este péptido enddégeno ya
que el promotor del gen tiene un sitio de respuesta a metales, por lo que la
reduccién en la concentracion de cobre podria estar inhibiendo la expresién y
sintesis de la MT (Pedersen et al., 2009), pudiendo ser este, uno de los
mecanismos por los cuales la combinacién de cobre y MT fueron pro-oxidantes.
Asi mismo, otra de las defensas antioxidantes que pudieran reducirse por una la
baja concentracién de cobre es la Cu/ZnSOD la cual trasforma el ‘O
(superoxido) en peréxido de hidrégeno, favoreciendo un estado oxidativo (Davies
et al., 2014; Rubio-Osornio et al., 2017).

Asi mismo observamos una proteccidon efectiva en la administracién de MT y de
Cu*? de manera individual. Estos hallazgos son importantes debido a que se ha
reportado una disminucién del 50% en la concentracién de Cu*? en la substantia
nigra y locus coeruleus en la EP (Bulcke et al., 2017). Esta reduccion en el
contenido de Cu*? de la sustantia nigra en la EP se ha discutido como factor para
generar deterioro de las vias dependientes del Cu*?, lo que contribuye a la
patogénesis de la EP (Bulcke et al, 2017). En apoyo de esta evidencia, la
suplementacion de CuSO4 (Alcaraz-Zubeldia et al., 2001a) ha demostrado ser
neuroprotectora en modelos animales de EP, mientras que la quelacién de Cu*?
no lo es (Youdim et al.,, 2007).. Esto desencadena la aparicibn de diversas
afecciones patolégicas en humanos como el cancer, la artritis, la distrofia muscular
(DM), el Alzheimer y la EP (Magsood et al., 2015). Cuando las ROS generadas por
metales se producen en una zona cercana a los fosfolipidos de la membrana se
inicia la peroxidacién de acidos grasos poliinsaturados en los fosfolipidos, y los
hidroperoxidos lipidicos que son generados, se descompondran para formar una
variedad de derivados lipidicos a,B-insaturados y 4-hidroxialdehidos de los cuales
los mas abundantes son: 4-hidroxinonenal (HNE) y 4-hidroxi-2-hexenal (Ward.,
2015).

La actividad de la SOD1 y la reduccion en las ROS pueden ser normalizada por la
suplementacién de Cu*? (Davies et al., 2014). Por otra parte, se sabe que la EP es
un desorden neurodegenerativo caracterizado por la presencia de alteraciones

motoras derivadas de la deplecion de DA estriatal y la muerte de las neuronas
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dopaminérgicas. El estrés oxidante ha estado implicado en el proceso
neurodegenerativo de la EP.

El andlisis de actividad locomotora espontanea en el reposo total indican un
aumento en el tiempo de reposo en los animales tratados con MPP*, en la
combinacién de MPP*, MT y CuSQO,y en la combinaciéon MT y CuSQ,, esto indica
que estas combinaciones no reducen los efectos provocados por la
lipoperoxidacion generada por la produccién de ROS.

Por otro lado, se aprecian tendencias que indican una disminucién en la distancia
total recorrida en los animales que recibieron MT o CuSO4 en combinacién con
MPP* en comparacién con el grupo control, sin embargo, la distancia total
recorrida tiene una tendencia a incrementarse con respeto al grupo que solo
recibi6 MPP™. La combinacién de estos dos estudios de movimiento podria ser un
reflejo de la bradicinesia caracteristica de la EP.

De acuerdo con Alcaraz-Zubeldia et al., (2009), ha sido demostrado que la
administraciéon intracerebroventricular de MPP* reduce la actividad locomotora
espontanea en ratones, mientras que la actividad locomotora espontanea se ve
incrementada con la exposicion a CuSQOq, lo cual podria estar relacionada con un
incremento en la concentracion de DA. Por otro lado, el estudio realizado por Sgroi
et al., (2014) revel6 que la distancia total recorrida se ve reducida en animales
tratados con 6-OHDA y al ser administrados con L-DOPA pasaban a un estado de
excitacion e hiperactividad en la actividad locomotora. Esto revela el impacto del
déficit de DA en el movimiento. No obstante, la quimica oxidativa de la DA puede
conducir a la formacion de radicales libres y especies reactivas de quinona. Dichas
quinonas derivadas de la DA pueden reaccionar con varios objetivos celulares que
podrian fomentar los procesos implicados en la patogénesis de la EP y contribuir a
la progresién del trastorno (Ward et al., 2015).

La reduccién en la distancia total recorrida, asi como el aumento en el tiempo total
de reposo se explica por medio del modelo fisiolégico del circuito de los ganglios
basales. La lesién neuroquimica fundamental en la EP clasica es la deficiencia de
DA en el sistema extrapiramidal (caudado y putamen). En esta regién del cerebro,
la DA aumenta la excitabilidad de las areas motoras de la corteza cerebral y
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aumenta el movimiento. Una vez que se pierden las neuronas dopaminérgicas
ganglionares basales, el cértex motor y premotor se vuelven menos excitables y
disminuyen el movimiento espontaneo (Dorman., 2015). La pérdida dopaminérgica
temprana causa una mayor actividad de STN, que a su vez aumenta la excitacion
y la lesién en el SNc. Este proceso puede tener un efecto tdxico similar en las
otras proyecciones del STN al GPi, SNr y PPN. Esto ha sido respaldado en
modelos de roedores que demuestran que la ablacion de STN previa tiene un
efecto protector sobre el SNc de las toxinas mitocondriales que causan atrofia
dopaminérgica (Hodaie., et al., 2017).

El presente modelo fisiopatolégico de los ganglios basales predice que la
deficiencia de DA conduce a efectos opuestos sobre subconjuntos de neuronas
eferentes estriatales como resultado de los patrones de expresion del receptor
dopaminérgico. Las neuronas GABA espinosas medianas, que en su mayoria
expresan receptores D2 y se proyectan hacia el GPe, se vuelven hiperactivas,
mientras que las neuronas que expresan principalmente receptores D1 y
proyectan al GPi se vuelven poco activas. El aumento de la actividad de las
neuronas GABA que se proyectan a la GPe (la "via indirecta") conduce a la
inhibicién excesiva de la GPe, que a su vez da como resultado la desinhibicién del
nucleo subtalamico (Hodaie, et al., 2017).

La via directa o excitadora esta conformada por neuronas del cuerpo estriado
proyectadas hacia la SNr y la parte medial del globo palido. Esta via es activada
por el glutamato y la DA y resulta en la inhibicion de la parte medial del globo
palido, que, a su vez, desinhibe los nucleos talamicos ventral lateral y ventral
anterior.

Como resultado, la via talamocortical incremento su actividad y los movimientos
iniciados corticalmente son facilitados. El circuito indirecto o inhibitorio esta
compuesto por neuronas estriatales desde el putamen, que contienen GABA,
proyectadas hacia la parte lateral del globo palido. La inhibicién de la parte lateral
del globo palido ocasiona la desinhibicion del nucleo subtaldmico. El resultado es
la inhibicidén talamica que reduce el estimulo talamocortical a las areas motoras

precentrales e impide el movimiento voluntario (Albin, et. al.,1989).
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La hiperactividad del ndcleo subtalamico que conduce a una produccion inhibitoria
excesiva del GPi y de la SNr a la corteza (a través del tdlamo) y los sistemas
motores del tallo cerebral- se considera el sello fisiopatolégico del estado
parkinsoniano (Lang y Obeso, 2004); por lo tanto, se sugiere que en el modelo
putativo de la funcion de los ganglios basales conduce a una hiperactividad
relativa en los ndcleos que comprenden la "via indirecta", reduce el tono
talamocortical y produce la relativa escasez de movimiento observada en la EP
(Hodaie, et al., 2017).

Los resultados obtenidos del andlisis de tejido estriado muestran una disminucion
en el contenido de DA estriatal en los grupos que recibieron la combinacién de MT
y CuSQy, con o sin MPP*, lo que implica una pérdida de células dopaminérgicas.
Tomando en cuenta el incremento de productos de lipoperoxidacion en esos
tratamientos se confirma su incompatibilidad de manera coherente a los hallazgos
de los estudios realizados por Alcaraz-Zubeldia et al., (2001b) en sus estudio
acerca del efecto neuroprotector del Cu*?, y es ademas congruente con los
estudios realizados por Kondo, et al (1997) y Montes, et al, (2017) en los
protocolos experimentales realizados dirigidos a demostrar el papel
neuroprotector y antioxidante de las MT.
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9. Conclusion.

En este estudio pudimos observar que la MT reduce la peroxidacién lipidica de
igual forma que el CuSQy, tanto en tejido sano como en el administrado con MPP~,
mientras que la combinacion de estos tratamientos es prooxidante al incrementar
la cantidad de productos finales de la lipoperoxidacion.

El MPP* reduce la actividad locomotora espontanea y la combinacién de
tratamientos con MT + CuSOq no revierte esta alteracion conductual, sin embargo,
la administraciébn de dichos tratamientos por separado mejor6 el desempefio
funcional al observarse en los animales una mayor actividad motora.

En los animales con MPP™ sin tratamiento se pudo observar una reduccién en el
contenido de DA estriatal el cual no fue revertido por el tratamiento combinado de
MT + CuSO4, mientras que la administracion de MT revirtio este efecto y el
CuSOg4 restauré de manera parcial el contenido de dicho neurotransmisor.

Con los hallazgos de este proyecto se concluye que la administracion de MT vy
CuSOQ, tienen efecto neuroprotector sélo cuando se administran de manera
independiente, ya que la combinacion no mostré algun beneficio terapéutico
después de la administracién del MPP™ en el efecto antioxidante, en el desempefio

funcional ni proteccién contra la disminucion del contenido de DA estriatal.
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ANEXO 1.

Validacion parcial del método de analisis de catecolaminas por HPLC, acorde a las
indicaciones estipuladas en la NOM-177-SSA1-2013.
Los resultados de la linealidad del analisis de DA por el método de CLAR se

realizaron obteniendo el area de los cromatogramas en tres diferentes curvas de

calibracién realizadas el mismo dia. El intervalo de cuantificacién fue de 100 nM a

3200 nM con 4 lecturas repetidas de los puntos intermedios de 2400, 600 y 300

nM, ver tabla 1.

Tabla 1. Concentracion de las curvas de calibracion con las areas de los cromatogramas
obtenidas. ABC: promedio del area bajo la curva, DE: desviacién estandar, CV: coeficiente de

variacion.

C. del estandar ABC DE CV
3200 1347.05 0.64 0.05
2400 1038.33 6.16 0.59
1600 689.10 591 0.86
800 344.70 2.11 0.61
600 260.80 2.38 0.91
400 173.46 4.62 2.66
300 126.50 1.31 1.04
200 88.06 2.15 2.44
140 61.60 1.18 1.91
100 44.30 0.75 1.70
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Figura 3. Linealidad del &rea bajo la curva de los cromatogramas de dopamina.
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La repetibilidad y estabilidad consistié en realizar 4 lecturas cromatograficas en
dias diferentes con estandar recién preparado y con estandar de 24 horas, 4 dias
y 10 dias de antigliedad en concentraciones intermedias de: 2400, 600, 300 y 140
nM, se obtuvo el area bajo la curva y se promedid, posteriormente se calcularon el
porcentaje de desviacion estandar absoluto con respecto al valor nominal y el
coeficiente de variacion y la desviacién estandar de los estandares con diferente
tiempo de envejecimiento y se comparon los datos obtenidos a partir del estandar

recién preparado.

Tabla 2. Repetibilidad de los estandares de dopamina con preparado antes del analisis. Se
muestra la concentracion de los estandares y el area del cromatograma obtenido, la concentracién
obtenida del promedio del area, el porcentaje de la desviacidon estandar (%DEA), promedio del
area bajo la curva (ABC), desviacién estandar (DE), coeficiente de variacion (CV).

Analisis del Dia 1
C. del estandar ABC %DEA DE CV

2400 242825 1.18 12.71 0.52
600 593.80 -1.03 3.27 0.55
140 129.97 -7.17 4.02 3.09

Anélisis del dia 2
C. del estandar ABC 9%DEA DE CV

2400 2386.50 -0.56 10.13 0.42
600 609.99 1.67 257 042
140 146.80 4.86 5.06 3.45

Evaluacién de los dos dias
C. del estandar ABC 9%DEA DE CV

2400 2407.37 0.31 24.72 1.03
600 601.90 0.32 9.07 1.51
140 138.39 1.15 9.95 7.19
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Estabilidad de los estandares.
La estabilidad consistié en realizar 4 lecturas cromatograficas en dias diferentes

con estandar recién preparado, con estandar de 24 horas, 4 dias y 10 dias de
antigliedad en concentraciones intermedias de: 2400, 600, 300 y 140 nM, se
obtuvo el area bajo la curva y se obtuvieron: el porcentaje de desviacién absoluto
y el coeficiente de variacidn con respecto al estandar recién preparado.

Tabla 3. Estabilidad del estandar de dopamina preparado antes del andlisis. Se muestra la
concentracion del estandar, el promedio del area bajo la curva obtenido (ABC), porcentaje de la
desviacién estandar absoluta (%DEA), desviaciéon estandar (DE) y coeficiente de variacién (CV).

ESTANDAR FRESCO

C. del estandar ABC <%DEA DE CV

2400 998.08 -0.57 4.25 0.43
600 25248 1.64 1.08 0.43
300 121.15 -0.98 0.44 0.37
140 58.08 4.64 2.13 3.66

Tabla 4. Estabilidad del estandar de dopamina preparado 24 horas antes del analisis. Se muestra
la concentracion del estandar, el promedio del area bajo la curva obtenido (ABC), porcentaje de la
desviacién estandar absoluta (%DEA), desviacién estandar (DE) y coeficiente de variacion (CV).

ESTANDAR 24 HORAS

C. del estandar ABC <%DEA DE CV

2400 981.45 -2.26 1.81 0.18
600 239.20 -3.74 0.89 0.37
300 11550 -5.77 1.15 0.99
140 53.23 -3.51 1.95 3.67

79



Tabla 5. Estabilidad del estandar de dopamina preparado 4 dias antes del analisis. Se muestra la
concentracién del estandar, el promedio del area bajo la curva obtenido (ABC), porcentaje de la

desviacién estandar absoluta (%DEA), desviacién estandar (DE) y coeficiente de variacion (CV).

ESTANDAR 4 DIiAS

C.del estandar ABC %DEA DE CV

2400 1020.85 1.67 1.88 0.18
600 25723 3.43 2.20 0.86
300 120.48 -1.53 1.55 1.29
140 61.60 9.80 2.17 3.52

Tabla 6. Estabilidad del estdndar de dopamina preparado 4 dias antes del analisis. Se muestra la
concentracion del estandar, el promedio del area bajo la curva obtenido (ABC), porcentaje de la

desviacién estandar absoluta (%DEA), desviacién estandar (DE) y coeficiente de variacién (CV).

ESTANDAR 10 DIAS

C. del estandar ABC <%DEA DE CV

2400 963.50 -4.16 2.56 0.27
600 236.33 -4.98 1.69 0.72
300 113.03 -8.02 0.89 0.79
140 54.73 -0.85 0.85 1.56

Tabla 7. Estabilidad del estandar de dopamina preparado antes del analisis comparado con el
estandar preparado 24 horas antes del analisis. Se muestra la concentracién del estandar, el
promedio del area bajo la curva obtenido (ABC), porcentaje de la desviacion estandar absoluta
(%DEA), desviacién estandar (DE) y coeficiente de variacién (CV).

ESTANDAR FRESCO VS ESTANDAR 24 HORAS

C. del estandar ABC %DEA DE CV
2400 989.76 -1.41 9.39 0.95
600 245.84 -0.98 7.15 2.91
300 118.33 -3.32 3.13 2.64
140 55.65 0.73 3.21 5.76
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Tabla 8. Estabilidad del estdndar de dopamina preparado antes del andlisis comparado con el
estandar preparado 4 dias antes del andlisis. Se muestra la concentracién del estandar, el
promedio del area bajo la curva obtenido (ABC), porcentaje de la desviacién estandar absoluta
(%DEA), desviacién estandar (DE) y coeficiente de variacion (CV).

ESTANDAR FRESCO VS ESTANDAR 4 DIAS

C. del estandar ABC
2400 1012.91
600 255.95
300 120.86
140 60.86

%DEA
0.90
2.96

-1.21
8.76

DE

CV

11.87 117
3.21 1.25
1.12 0.93
2.88 4.74

Tabla 9. Estabilidad del estdndar de dopamina preparado antes del andlisis comparado con el
estandar preparado 10 dias antes del analisis. Se muestra la concentracién del estandar, el
promedio del area bajo la curva obtenido (ABC), porcentaje de la desviacion estandar absoluta
(%DEA), desviacién estandar (DE) y coeficiente de variacion (CV).

ESTANDAR FRESCO VS ESTANDAR 10 DIAS

C. del estandar ABC
2400 984.24
600 245.50
300 117.14
140 57.43

%DEA
-1.97
-1.12
-4.34

3.62

DE
23.70
10.19

4.44

3.79

CVv
2.41
4.15
3.79
6.59

El método cumple con los parametros de linealidad en el intervalo de trabajo

seleccionado (r* =0.99) precision y exactitud al obtenerse coeficientes de variacion

y porcentaje de desviacion absoluta con respecto al valor nominal de los puntos de

concentracion evaluados menores al 15% en todos los casos y conforme a la
NOM-0177-SSA1-2013. Los estandares de DA preparados para la validacion

fueron estables a 1,4y 10 dias conservados a 4°C
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