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“Learn from yesterday, live for today, hope for tomorrow.
The important thing is not to stop questioning.”

Albert Einstein (1879 - 1955)
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Resumen

QFB. Marcela Judith Ramirez Moreno Fecha de Graduacion: Noviembre 2016

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina

“ANALISIS DE LA INDUCCION DE AUTOFAGIA EN UN MODELO ANIMAL DE LA

Titulo del Estudio: g\ crpMEDAD DE PARKINSON”

Numero de paginas: 53 . i
Candidato para el grado de Maestria en

Area de Estudio: Morfologia. Ciencias con Orientacion en Morfologia
Proposito y Método de Estudio:

La enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza por la pérdida selectiva de las neuronas
dopaminérgicas en la substancia nigra pars compacta, lo que conduce a una deficiencia del
neurotransmisor dopamina y posteriormente a una disfuncién motora y cognitiva. La etiologia de la EP
aun se desconoce, sin embargo, se han visto relacionados tres eventos principales a nivel celular: la
disfuncion mitocondrial, el estrés oxidativo y alteraciones en las vias de degradacion de proteinas
mediadas por el proteosoma y la autofagia. La autofagia es un mecanismo regulatorio de las células que
consiste en la degradacion de organulos dafnados, proteinas mal plegadas y otros componentes
citoplasmaticos a través de los lisosomas. Por lo que el propoésito de este trabajo fue el determinar si la
induccion de autofagia puede proteger de la muerte de las neuronas dopaminérgicas en un modelo de la
EP. Se establecié un modelo animal de la EP utilizando el herbicida paraquat, el cual induce estrés
oxidativo, alteracion de la autofagia y muerte neuronal. Para estimular la autofagia se utiliz6 la
rapamicina. Se realizaron ensayos para evaluar la disfuncién motora y cognitiva. Para determinar si se
estaba llevando a cabo la induccion de la autofagia, se evaluaron los niveles de expresion del marcador
LC3-Il por inmunofluorescencia y western blot. Asimismo, se determiné la expresién del marcador TH por
western blot, y se llevd a cabo un conteo celular de las neuronas dopaminérgicas mediante una
inmunofluorescencia (células TH positivas) para evaluar si la autofagia ejerce un efector neuroprotector.
Se determiné el papel de la autofagia sobre los agregados proteicos por inmunohistoquimica detectando
dos principales proteinas que forman parte de estos agregados: la a-sinucleina y la ubiquitina.
Finalmente, se evalud si la autofagia previene la activacién de la microglia, en la cual se realiz6 un
conteo de células positivas para IBA-1 (marcador especifico de microglia) mediante inmunohistoquimica.

Conclusiones y Contribuciones.

En nuestro estudio determinamos que la induccion del mecanismo de autofagia ejerce un efecto
neuroprotector en un modelo de la EP al aumentar los niveles de expresién de TH. Ademas, la autofagia
previno la activaciéon de la microglia y disminuy6 la acumulacion de las proteinas a-sinucleina y
ubiquitina. Nuestros resultados sugieren que agentes inductores de la autofagia tienen un potencial
prometedor en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

Director: Dra. Aracely Garcia Garcia
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Abstract

Parkinson’s disease (PD) is the second most common chronic and progressive
neurodegenerative disorder after Alzheimer’s disease. This disorder is characterized by
the selective loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta, which
leads to a deficiency of the neurotransmitter dopamine and subsequent motor and
cognitive dysfunction. PD etiology is still unknown. However, mitochondrial dysfunction,
oxidative stress and impairment of the protein degradation mediated by the proteasome
and autophagy, have been related to this disorder. Autophagy is a self-regulatory
mechanism of cells and involves degradation of damaged organelles, misfolded
proteins and other cytoplasmic components through lysosomes, and the degradation
products can be re-used for cell survival. Therefore, we wanted to determine whether
the induction of autophagy can protect from the dopaminergic neuronal death in an
animal model of PD. We established an experimental model of PD using the herbicide
paraquat (PQ), which induces oxidative stress, autophagy disruption and neuronal
death. Autophagy was stimulated with rapamycin one week previous to intoxication with
PQ. After 6 weeks of treatment we observed that both motor and cognitive functions
were slightly affected by PQ, with a mild improvement when autophagy was stimulated.
PQ induced a decreased of the dopaminergic neuronal population, which was
demonstrated by detecting the dopaminergic marker tyrosine hydroxylase (TH) through
immunofluorescence and western blot. An increase of LC3-Il, the hallmark of
autophagy, was confirmed by western blot in rapamycin-treated mice. Interestingly,
autophagy induction increased TH marker in PQ-treated mice. Since a pro-inflammatory
environment has also been involved in the loss of dopaminergic neurons, we evaluated
the microglia activation, which was increased by PQ. However, induction of autophagy
reduced the levels of microglia activated by PQ. Furthermore, autophagy stimulation
decreased a-synuclein and ubiquitin aggregation provoked by PQ. Taken together, our
results indicate that autophagy stimulation has a protective effect on dopaminergic
neuronal death in PD.

Xl



Introduccion

La enfermedad de Parkinson (EP) es el segundo desorden neurodegenerativo
cronico y progresivo mas comun después de la enfermedad de Alzheimer, y afecta a
personas mayores de 60 anos. Este trastorno se caracteriza por la pérdida selectiva de
las neuronas dopaminérgicas localizadas en la substancia nigra pars compacta, 1o que
conlleva a una deficiencia del neurotransmisor dopamina, y por lo tanto, a una

disfuncion motora y cognitiva.

Existen dos tipos de la EP, la EP familiar, la cual involucra mutaciones en genes
como PARKIN, PINK1, DJ-1, PARK2, entre otros; y la EP esporadica, la cual es
multifactorial e implica una interaccidén entre la exposicion a factores ambientales, el
fondo genético y el envejecimiento. La etiologia de la EP se desconoce, pero tres
eventos principales a nivel celular estan relacionados: la disfuncion mitocondrial, el
estrés oxidativo y alteraciones en las vias de degradacién de proteinas mediadas por el

proteosoma y la autofagia.

La autofagia es un mecanismo regulatorio de las células que consiste en la
degradacién de organulos danados, proteinas mal plegadas y otros componentes
citoplasmaticos a través de los lisosomas, subsecuentemente, el contenido degradado
puede ser re-utilizado para la sobrevivencia celular. La autofagia es esencial para la
homeostasis neuronal y su alteracidn esta asociada con el proceso de
neurodegeneracion, por lo que la estimulacidn de este mecanismo tiene potencial

neuroprotector.

Puesto que los tratamientos para la EP estdn enfocados en sélo aminorar los
sintomas, es importante el tener un mejor entendimiento de los procesos celulares y
moleculares implicados, que permitan el disefio y la implementacién de nuevos
tratamientos profilacticos y terapéuticos que ayuden a reducir o evitar la muerte de las
neuronas dopaminérgicas. Por lo tanto, en este proyecto de investigacion se evalué el
potencial neuroprotector de la induccién del mecanismo de autofagia en un modelo

experimental de la EP.




Capitulo 1
1.1. Antecedentes
1.1.1. Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) fue descubierta y descrita por James Parkinson
hace cerca de 200 afos, y era conocida como “Pardlisis agitante” '. Hoy en dia, se
sabe que la EP es el segundo desorden neurodegenerativo, crénico y progresivo mas
comun, después de la enfermedad de Alzheimer. La EP afecta a mas del 1% de la
poblacién que tiene entre 60 y 69 anos de edad, mientras que la prevalencia aumenta a

un 3% en las personas mayores de 80 afios de edad 2.

La EP se caracteriza clasicamente por manifestaciones motoras cardinales como:
temblor incontrolable de las extremidades incluso en reposo, deformidades e
inestabilidad postural, bradicinesia (lentitud en el movimiento) y rigidez 5. Otro sintoma
comun que afecta a mas de un tercio de los pacientes, principalmente en la etapa
avanzada de la enfermedad, es el congelamiento de la marcha o “freezing” que actua
sobre las piernas durante el andar ® 7. Los sintomas no motores frecuentemente
presentes son la hiposmia (deterioro del sentido del olfato), trastornos del suefio,
trastornos neuropsiquiatricos y sintomas de disautonomia gastrointestinal 8. Dichas

manifestaciones se evalluan para diagnosticar si un paciente sufre la EP.

La EP se debe a una gran pérdida de neuronas productoras de dopamina en la
substancia nigra pars compacta, lo que resulta en una disminucion drastica de la
dopamina en el cuerpo estriado (Figura 1) °.

Sustancia nigra

Seccion de corte de
la parte media del
cerebro donde es
visible una porcién
de la sustancia nigra

Disminucion de la sustancia ni-
gra como se observa
en el mal de Parkinson

Fig. 1. Enfermedad de Parkinson. En la parte superior derecha se muestra la pigmentacion
caracteristica de la substancia nigra pars compacta, en donde se localizan las neuronas
dopaminérgicas. Notese la pérdida de la substancia nigra en la EP.




La pérdida de células dopaminérgicas esta asociada con la presencia de inclusiones
intraneuronales eosindfilas llamadas cuerpos de Lewy (Figura 2) '°. Los cuerpos de
Lewy se caracterizan primordialmente por contener acumulos de la proteina a-
sinucleina ', aunque también se ha reportado la presencia de la proteina ubiquitina 2y
la proteina tau 3. La a-sinucleina es una proteina neuronal que se localiza
preferiblemente en las terminaciones pre-sinapticas nerviosas, y cuya funcién aun no
es clara ' . La principal funcién de la ubiquitina es la formacién de cadenas de
poliubiquitina para el marcaje de proteinas mal plegadas o dafnadas, para su
degradacién por medio del proteosoma '6. Tau es la principal proteina asociada a los
microtubulos neuronales, y cuando es hiperfosforilada forma agregados de haces de
filamentos helicoidales pareados '7; lo cual estga relacionado con la enfermedad de
Alzheimer y otras enfermedades referidas como tauopatias ©.

Fig. 2. Cuerpos de Lewy. Cuerpo neuronal localizado en la substancia nigra pars compacta.
Notese la presencia del cuerpo de Lewy, sefialado por la flecha amarilla, dentro de la
neurona. La pigmentacién observada de color café es dada por los granulos de melanina.

La EP se clasifica en dos tipos, familiar y esporadica. La EP familiar se caracteriza
por mutaciones especificas en genes como PINK1 (PARK6), Parkin (PARK2), DJ-1
(PARK?7) y a-sinucleina (PARK1) 9. Sin embargo, la mayoria de los casos de la EP son
de caracter esporadico, es decir, que no se conoce su origen. No obstante, se ha
establecido que la disfuncién mitocondrial, el incremento de los radicales libres de




oxigeno, y la agregacién de proteinas son factores involucrados en el desarrollo de la
EP 20—22_

1.1.2. Modelos experimentales de la EP

A través de los anos, se ha generado un mejor entendimiento de la EP esporadica
mediante la utilizacibn de modelos animales que reproducen muchas de las
caracteristicas de la enfermedad. Estos modelos se establecen con neurotoxinas como
la 6-hidroxidopamina (6-OHDA), rotenona, 1-metil-4-fenil-1,2,5,6-tetrahidropiridina
(MPTP), y paraquat (Figura 3), ya que todas ellas inducen la degeneracién selectiva de
las neuronas dopaminérgicas y reproducen muchas de las caracteristicas patogénicas

y fisiopatoldgicas de la enfermedad.

La toxina 6-OHDA es la forma oxidada de la dopamina y es utilizada para lesionar la
via nigroestriatal con el fin de inducir alteraciones motoras 2. En modelos
experimentales de la EP, la 6-OHDA se inyecta directamente en el cuerpo estriado, la
substancia nigra y/o el haz medial del cerebro anterior, ya que no cruza la barrera
hematoencefalica. Diversos estudios han confirmado que la 6-OHDA produce estrés

oxidativo in vitro 2*2° e in vivo 2628,

La rotenona es un insecticida y pesticida de origen natural y se extrae de las raices
de las plantas Lonchocarpus y Derris %°. Se utiliza como insecticida en huertos
vegetales; sin embargo, la exposicidn a rotenona se ha visto relacionada con un
aumento en el riesgo a desarrollar la EP 303!, Este compuesto es altamente lipofilico,
lo que le permite cruzar la barrera hematoencefélica 3'. La rotenona inhibe al complejo |
de la cadena de transporte de electrones, provocando una reduccién en la produccion
de ATP, asi como la fuga de electrones, lo cual genera especies reactivas de oxigeno

(ROS) como el anién superdxido e incrementa el estrés oxidativo 3" 32,

El MPTP es un subproducto de la sintesis de 1-metil-4-fenil-4-propionoxipiperidina
(MPPP), un analogo de meperidina 3. EIl MPTP mezclado con el MPPP se utilizé en la
década de los 80°s por drogadictos, los cuales desarrollaron sintomas similares al
Parkinsonismo 3. Se han reportado casos de individuos que sufrieron una EP leve al
ser expuestos al MPTP 3. Investigaciones subsecuentes en primates han demostrado
que los deéficits motores se deben a la destruccion selectiva de neuronas




dopaminérgicas en la substancia nigra 6 3’. EIl MPTP, al igual que la rotenona, es un
compuesto lipofilico que atraviesa la barrera hematoencefalica 2, una vez localizado en
el cerebro, el MPTP es convertido a MPDP+* por la enzima monoamino oxidasa B
(MAO-B) de las células de la glia, antes de su rapida oxidacion a 1-metil-4-fenilpiridinio
(MPP+) 3, EI MPP+ es captado por el trasportador de dopamina (DAT) de las neuronas
dopaminérgicas y se deposita en el citoplasma de éstas, donde desencadena la
produccién de ROS 40. También se acumula dentro de las mitocondrias en donde inhibe
al complejo | de la cadena de transporte de electrones #'. La combinacién de la elevada
produccién de ROS y la disminucion de ATP, es la responsable de que se
desencadenen las vias de sefalizacion de muerte celular mediadas por la proteina

quinasa p38 activada por mitdgeno 42 y Bax 43 44,

El paraquat (1,1’-Dimetil-4,4’-bipiridilo) es un herbicida comunmente utilizado. Se ha
observado que la exposicion al paraquat, tanto de manera aguda como cronica, es
altamente toxica. Su ingesta accidental o voluntaria (suicidio) causa una lesién severa
en los pulmones e incluso disfunciones hepaticas *° que pueden llegar a ser fatales.
Por otra parte, la exposicion crénica al paraquat, como en el caso de las zonas
agricolas, se ha visto implicada como un factor de riesgo potencial para el desarrollo de
la EP 4647, Es por eso que se empezd a utilizar para generar un modelo de la EP. El
paraquat, a pesar de tener una estructura muy similar al MPTP, no es capaz de cruzar
la barrera hematoencefalica. Sin embargo, posiblemente llega al cerebro a través de la
via de transporte de aminoacidos neutros “8. La toxicidad del paraguat se produce
principalmente en la mitocondria a través del ciclo redox por la generacién de ROS 4%
%0y subsecuentemente prosigue un aumento de ROS en el citosol '

/ \N*—CH3;
MPP*
NH, — =
OH H3C-NC/>—<\://\N’-CH3
Rotenona Paraquat

Fig. 3. Neurotoxinas relacionadas con la enfermedad de Parkinson. Estructura
guimica de las diferentes toxinas utilizadas para generar modelos experimentales de la
EP.




1.1.3. Autofagia

La autofagia es un mecanismo de degradacion mediado por lisosomas que implica
la eliminacién de los organulos dafados y proteinas mal plegadas o no funcionales %%
53y los productos de la degradacién pueden reciclarse para que la célula pueda
sobrevivir bajo condiciones de escasos nutrientes. La autofagia se activa por la
presencia de varios estimulos como la privacion de nutrientes 5+ 5% y el estrés oxidativo
56, 57 entre otros. Existen tres tipos de autofagia: la microautofagia, la autofagia
mediada por chaperonas y la macroautofagia °® °°, a la cual se le llamara autofagia en

adelante.

La microautofagia es mediada directamente por los lisosomas, los cuales capturan
componentes del citosol mediante una invaginacion de la membrana lisosomal. De esta
manera, se forma una vesicula limitada por una sola membrana que se adentra al

lisosoma para su posterior degradacion 0.

Por otro lado, la autofagia mediada por chaperonas (CMA, por sus siglas en inglés)
se caracteriza por degradar proteinas que son transportadas directamente al lisosoma
sin la formacion de una vesicula intermediaria. Las proteinas sustrato contienen el
motivo (motif) Lys-Phe-Glu-Arg-Gin (KFERQ) en su secuencia amino-terminal '. Esta
secuencia es reconocida en el citosol por la proteina de choque térmico de 70 kDA
(hsp70) 2, que es la encargada de transportar de manera selectiva a las proteinas con
dicha secuencia hacia la membrana lisosomal. Posteriormente, las proteinas
interaccionan con la proteina de membrana asociada al lisosoma 2A (LAMP-2A, por
sus siglas en inglés) © para ser internalizadas al lumen lisosomal con la ayuda de otras

chaperonas, para su posterior degradacion.

El proceso de autofagia inicia con la formacion de una doble membrana que
secuestra a los componentes citoplasmaticos dentro de una vesicula denominada
autofagosoma. El autofagosoma se traslada a lo largo de los componentes del
citoesqueleto y se fusiona con un lisosoma para generar una nueva estructura llamada

autolisosoma, en la cual se degrada su contenido mediante las hidrolasas lisosomales
56, 64, 65




Microautophagy Chaperone-mediated Macroautophagy

autophagy
Substrate Hsc70 &
cochaperones
Q G Isolation
| | membrane

Lysosome/late endosome

Lysosome
invagination Lamp-2A Y‘ Lysosome

Autolysosome

o

Degradation products
(e.g., amino acids)

l

Protein synthesis, energy production, gluconeogenesis, etc.

Fig. 4. Mecanismo de autofagia. Representacidon esquematica de los diferentes tipos de
autofagia. Durante la microautofagia, la membrana lisosomal invagina los componentes del
citosol para ser degradados. La autofagia mediada por chaperonas secuestra proteinas que
contienen un motivo KFERQ en su secuencia amino-terminal, el cual es reconocido por la
proteina Hsp70, para ser degradadas en los lisosomas. En la macroautofagia se da la
formacidn de una doble membrana que secuestra a los componentes citoplasmaticos dentro
de una vesicula denominada autofagosoma, la cual posteriormente se fusiona con un
lisosoma para degradar su contenido.



1.1.4. Autofagia y neurodegeneracion

Como se explico en la seccion anterior, la autofagia es un mecanismo de
degradacién mediada por lisosomas que mantiene la homeostasis celular mediante la
eliminacién de proteinas y organelos dafados, mientras que en otros casos la autofagia

participa como mecanismo de muerte celular programada ©°.

En particular, las células neuronales dependen de las vias de degradacién, como la
autofagia, para mantener su homeostasis y viabilidad. Una de las caracteristicas de
estas células es que son post-mitéticas, por lo tanto, no pueden disminuir la presencia

de toxinas proteicas mediante la division celular 7.

La importancia de la autofagia en el mantenimiento de la homeostasis neuronal ha
sido estudiada en diversos modelos animales. Dos estudios % 8° se enfocaron en
determinar la importancia de la autofagia en el sistema nervioso central al generar
ratones knockout para ATG5 y ATG7, dos proteinas primordiales que participan en el
mecanismo de autofagia en la formacién de los autofagosomas. Entre sus hallazgos
observaron que al encontrarse inhibida la autofagia, los ratones desarrollaban
anomalias motoras y cognitivas progresivas. Mediante un analisis histolégico se
encontraron cambios degenerativos en las neuronas del cerebelo y de la corteza
cerebral, asi como muerte celular y agregados de proteinas en diferentes zonas del
cerebro incluyendo el tdlamo, hipotalamo, hipocampo, corteza cerebral, cerebelo, la
protuberancia y médula. Estos estudios concluyeron que la alteracion del mecanismo

de la autofagia esta relacionada con el proceso de neurodegeneracion.

Por otro lado, se han generado controversias respecto al efecto de las neurotoxinas
sobre la autofagia. Se han reportado resultados contradictorios sobre el papel de la
autofagia inducida por MPP*, por un lado, como mecanismo de muerte celular y por
otro como mecanismo de protecciéon 7% 7!, Asimismo, se le ha atribuido al paraquat un

efecto tanto inductor como inhibitorio sobre la autofagia > 2.

Recientemente, se determind el efecto de diferentes neurotoxinas parkinsonianas
sobre la autofagia in vitro. Se determiné que el paraquat, el MPP* y la rotenona inhiben
la autofagia, mientras que la 6-OHDA fue la Unica toxina que induce la autofagia.
Ademas, la inhibicion de la autofagia con un dominante negativo de ATG5 incrementé




la muerta celular inducida por paraquat y MPP+, lo cual confirma que la autofagia tiene
un papel de proteccién en respuesta a estas toxinas 74.

Por lo tanto, es razonable pensar que la estimulacién de |la autofagia pueda ejercer
un efecto de proteccion, lo cual ha sido analizado en algunos modelos celulares y
animales 747, Sin embargo, la induccién de autofagia también puede inducir muerte
celular 6 77. 78 Por lo que es importante caracterizar su efecto bajo condiciones

especificas.

Uno de los inductores de autofagia mejor caracterizados es la rapamicina, un
antibiético macrélido lipofilico usado clinicamente como inmunosupresor. Algunas
investigaciones han demostrado que la rapamicina ejerce un efecto neuroprotector en
modelos celulares y animales 798!, convirtiéndolo en un farmaco con potencial
terapéutico para tratar enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de
Alzheimer 82 83 |a enfermedad de Huntington 8 y |a enfermedad de Parkinson 8687,
La rapamicina induce autofagia mediante la inactivacion de mTOR (mammalian target
of rapamycin, por sus siglas en inglés), que a su vez es un regulador negativo de la

autofagia.

La quinasa mTOR detecta el estado nutricional y la energia de las células
eucaridticas e inicia una cascada de sefales corriente abajo. Cuando los nutrientes son
abundantes, mTORC1 fosforila a las proteinas efectoras para efectuar cambios en el
metabolismo y crecimiento celular e inhiben la autodigestion por autofagia 8. En el
caso de la rapamicina, ésta se une a la proteina FKBP12 para formar el complejo
FKBP12-rapamicina, el cual bloquea la actividad de mTOR mediante la unién al

dominio FRB en el extremo C-terminal 8°.

Se ha reportado que la rapamicina disminuye la muerte de las neuronas
dopaminérgicas inducida in vitro por las neurotoxinas MPTP y 6-OHDA, y aumenta los
niveles de Akt fosforilada en la Thr308, la cual tiene un papel en la sobrevivencia
celular. Este mismo efecto fue reproducido en el modelo in vivo inducido con el MPTP
87 En otro estudio reciente de la EP inducida con la neurotoxina MPTP en murinos se
utilizé la rapamicina como inductor de la autofagia. En este estudio reportaron que la
rapamicina aumentd los niveles de expresidn del marcador de autofagia LC3-II;




ademas, se observd una disminucién de la pérdida de las neuronas dopaminérgicas
inducida por MPTP, asi como de los niveles de expresién de la proteina a-sinucleina, la

cual se ve aumentada por el MPTP 0.

En un modelo animal de la EP inducido con la 6-OHDA, se determiné que el pre-
tratamiento con la rapamicina ejerce un efecto protector sobre la toxicidad mediada por
la neurotoxina sobre las neuronas dopaminérgicas. La 6-OHDA afecta la ultraestructura
de las mitocondrias, las cuales se observan hinchadas con presencia de vacuolas y
pérdida de las crestas tubulares. En el tratamiento con rapamicina previo a la 6-OHDA,
las mitocondrias mantuvieron su ultraestructura normal, con crestas tubulares bien
definidas, y se observé una disminucién de la presencia de vacuolas. También se
evaluaron los niveles de malondialdehido (MDA, biomarcador de estrés oxidativo)
generados por la 6-OHDA, los cuales disminuyeron en presencia de rapamicina. Los
niveles de las enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa y la glutation
peroxidasa aumentaron, e incluso se disminuyé la muerte mediada por apoptosis 6.

Sin embargo, cabe senalar que a pesar de que el paraquat es un herbicida que
sigue usandose en zonas agricolas, y se ha visto implicado como un factor de riesgo
potencial para el desarrollo de la EP 46 47, no ha sido estudiado su efecto en la
induccion de autofagia en el modelo de la EP. Por lo que es de gran importancia el
determinar si la estimulaciéon de la autofagia ejerce un efecto neuroprotector en un

modelo animal de la EP inducido por paraquat.
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1.2. Justificacion

Actualmente la etiologia de la enfermedad de Parkinson se desconoce. Sin
embargo, se sabe que el estrés oxidativo, la disfuncién mitocondrial y la alteracion de la
autofagia estan implicados en el desarrollo de la enfermedad. Puesto que estos
eventos estan estrechamente relacionados y la inhibicion de la autofagia incrementa el
proceso de neurodegeneracion, es importante determinar si la estimulacién de la
misma disminuye la pérdida de las neuronas dopaminérgicas en un modelo de la
enfermedad de Parkinson.
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1.3. Hipotesis

La induccion de la autofagia ejerce un efecto neuroprotector en un modelo animal

de la enfermedad de Parkinson.
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1.4. Objetivo General

Analizar el efecto de la induccion de la autofagia sobre la muerte de las neuronas

dopaminérgicas en un modelo animal de la enfermedad de Parkinson.
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1.5. Objetivos Especificos

1.5.1. Analizar la funcibn motora y cognitiva del modelo experimental de la

enfermedad de Parkinson.

1.5.2. Determinar si la induccién de autofagia previene la pérdida de las neuronas

dopaminérgicas en el modelo de la enfermedad de Parkinson.

1.5.3. Analizar el efecto de la induccién de autofagia sobre la agregacion de

proteinas en el modelo de la enfermedad de Parkinson.

1.5.4. Evaluar el efecto de la induccion de autofagia sobre la activacion de la

microglia en el modelo de la enfermedad de Parkinson.
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Capitulo 2

Material y Equipo

Material Bioldgico

Animales de Laboratorio

>

20 ratones machos de la cepa C57BL6/J de 8 semanas

Anticuerpos

YV V.V V V V V

Y VY

Anticuerpo Anti-LC3B (SIGMA, No. Cat. L7543)

Anticuerpo Anti-Tirosina Hidroxilasa (ABCAM, No. Cat. ab112)

Anticuerpo Anti-a-Sinucleina (ABCAM, No. Cat. ab52168)

Anticuerpo Anti-Ubiquitina (ABCAM, No. Cat. ab7254)

Anticuerpo Anti-IBA-1 (ABCAM, No. Cat. ab15690)

Anticuerpo Anti-B-Actina (SIGMA-ALDRICH, No. Cat. A5060)

Anticuerpo Anti-Conejo (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, No. Cat. sc-
2004)

Anticuerpo Anti-Raton (SIGMA-ALDRICH, No. Cat. A9044)

Anticuerpo Anti-Conejo 1gG H&L (Alexa Flaor 488) (ABCAM, No. Cat.
ab150077)

Anticuerpo Anti-Conejo 1gG H&L (Alexa Fldor 594) (ABCAM, No. Cat.
ab150080)

Soluciones

>
>
>
>

Albumina de suero bovino 1% (BSA)

Bis-Acrilamida 30% (Bio Rad)

Borohidruro de Sodio (NaBH4) 0.2%

Buffer de carga (200mM Tris-HCI pH 6.8, SDS 8%, Glicerol 40%, Azul de
bromofenol 0.4%, 0.97M DTT)
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» Buffer RIPA (Tris 50mM, NaCl 150mM, SDS 0.1%, Desoxicolato de Sodio
0.5%, Tritébn X-100 0.25%, coctel de inhibidores de fosfatasas y proteasas,
PMSF 0.2 mM)

> Buffer de Transferencia 1X (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 20%, pH
8.3)

» Buffer Tris-Glicina 1X (Tris 25 mM, Glicina 250 mM, SDS 0.1%)

» Dodecilsulfato sédico 10% (SDS) (Sigma-Aldrich)

> EDTA 1 mM

» N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamina (TEMED) (Sigma-Aldrich)

» Paraformaldehido 4% (PFA)

» Paraquat (10mg/kg)

» PBS 1X (137mM NacCl, 2.7mM KCI, 10mM NazHPO4+2H-0, 2mM KH4PO4)

> Persulfato de amonio 10% (PSA) (Sigma-Aldrich)

> Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher)

» Rapamicina (1mg/kg)

> SuperSignal™West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher)

» TBS 1X (Tris-HCI 20 mM, NaCl 137 mM, pH 7.6)

» TBST 1X (Tris-HCI 20 mM, NaCl 137 mM, pH 7.6, Tween 20 0.05%)

» Tris-HClI 1 M pH 8.8

» Tris-HClI 1 M pH 6.8

Equipos

» Balanza analitica

> Estereoscopio de la marca Leica MZ6

» Campana de extraccién de humos

» Procesador de tejidos KD-TS3B de la marca KEDEE

» Centro de Inclusion KD-BM de la marca KEDEE

» Crio placa KD-BL de la marca KEDEE

» Microtomo de la marca Leica

» Bano de flotacion KD-P de la marca KEDEE
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Microscopio de Fluorescencia de la marca Nikon Eclipse 50/

Ultrasonic Processor de la marca Fisher Scientific

Microcentrifuga Spectrafuge 24D de la marca LabnetLector de placa de
ELISA de la marca Bio-Rad (i Mark Microplate Reader)

Fuente de poder ENDURO de la marca Labnet Cadmara de Electroforesis de
la marca Bio-Rad

Camara de Transferencia de la marca Bio-Rad

Escaner para Western Blot C-DiGit Blot de la marca LI-COR

Material

YV V. V V V V V

Jeringas para insulina 1 mL 29 G x 13 mm
Tubos eppendorf de 1.5 mL y 600 uL

Tubos tipo Falcon de 15 mL y 50 mL

Pipetas serolégicas de 5 mLy 10 mL

Algodén Zuum®Placas de 96 pozos

Membranas de Polifluoruro de Vinilideno (PVDF)
Micropipetas

17



Capitulo 3

Metodologia

Modelo Animal

Ratones machos de 8-10 semanas de edad de la cepa C57BL6/J se obtuvieron de
Circulo ADN S.A. de C.V. Los ratones se mantuvieron en un ambiente con temperatura
controlada, ciclos de luz-obscuridad de 12 h, y libre acceso a alimento y agua. Para
establecer el modelo animal de la EP se formaron 4 grupos con 10 ratones cada uno
como sigue: Control (Ctrl), Rapamicina (Rapa), Paraquat (PQ) y Rapamicina+ Paraquat
(Rapa+PQ). Una semana previa a la intoxicacion con PQ se administré un pre-
tratamiento con 1 mg/kg de Rapa tres veces por semana via intraperitoneal.
Posteriormente, se administraron 10 mg/kg de PQ dos veces por semana en dias
intercalados con la rapamicina. El peso corporal de los ratones se monitored

semanalmente.

Evaluacion de la Disfuncion Motora

Después de 7 semanas de tratamiento, se evalud la disfuncibn motora de los
ratones mediante una prueba en donde se tomaron en cuenta los criterios mostrados

en la tabla 1 9.

Evaluacion de la funcién cognitiva

El comportamiento animal se evalu6 en base a una prueba en la que se le
proporcionan 5 g de algodon a los ratones y se califica la complejidad del nido
construido después de 24 h, utilizando la escala mostrada en la tabla 2 %2,
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Inmunofluorescencia

Una vez concluido el modelo animal, los ratones se anestesiaron con ketamina (100
mg/kg) y xilazina (10 mg/kg). Cinco ratones de cada tratamiento se perfundieron por via
intracardiaca con PFA 4%, y se recolectaron los cerebros, los cuales fueron
procesados mediante la técnica histologica. Los cerebros fueron fijados con PFA 4% y
deshidratados gradualmente con diferentes concentraciones de etanol (60%, 70%,
80%, 95% y etanol absoluto). Se prosigui6 con el aclaramiento, que consiste en incubar
las muestras en etanol:xilol y xilol, ya que este ultimo es miscible con la parafina.
Posteriormente, los cerebros fueron embebidos en parafina para realizar cortes
histolégicos de 5 um, los cuales fueron incubados con anticuerpos especificos. Se
utilizaron anticuerpos contra: tirosina hidroxilasa (TH) (ABCAM, ab112) como marcador
de las neuronas dopaminérgicas, IBA-1 (ABCAM, ab15690) para detectar la microglia,
a-sinucleina (ABCAM, ab52168) y ubiquitina (ABCAM, ab7254) para detectar
agregacion de proteinas. Los cortes histolégicos se incubaron a 4° C con los
anticuerpos primarios correspondientes durante toda la noche, y posteriormente con los
anticuerpos secundarios (Alexa Fluor 488 y 594). Las imagenes fueron adquiridas en
un microscopio de fluorescencia de la marca Nikon Eclipse 50i con los objetivos de 10X
y 40X. La intensidad de la fluorescencia y/o el nimero de células fluorescentes se
evaluaron con el programa Image J (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes
of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2016).

Extraccion de Proteinas

Posteriormente, a partir de 5 ratones de cada tratamiento se recolectaron los
cerebros, de los cuales se separaron la corteza y el mesencéfalo. Dichos tejidos se
trituraron con una navaja y se colocaron 10 mg en tubos eppendorf de 1.5 ml con 150
ul de buffer RIPA. Después, las muestras se sonicaron (Ultrasonic Processor) por 5 seg
y se centrifugaron a 13,000 rpm por 10 min a 4° C. Se recolecto el sobrenadante y se
colocoé en un tubo nuevo. La cuantificacion de proteinas se realizd mediante el kit

Pierce™ BCA Protein Assay siguiendo las especificaciones del fabricante.
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Anadlisis por Western Blot

Cantidades iguales de proteinas se corrieron en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida. Posteriormente, las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF
(GVS North America), la cual se incubd con leche libre de grasa al 10% por 1 hora a
temperatura ambiente. Después, la membrana se incubd con el anticuerpo primario
correspondiente: Anti-LC3B (SIGMA, L7543) como marcador de autofagia, Anti-Tirosina
Hidroxilasa (ABCAM, ab112), y Anti-B-Actina (SIGMA-ALDRICH, A5060) como control
de carga, durante toda la noche a 4° C. Terminada la incubacién, se realizaron tres
lavados con TBST 1X por 5 min y se incubé con el anticuerpo secundario unido a la
peroxidasa de rabano (HRP) Anti-Conejo (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, sc-2004)
o Anti-Ratén (SIGMA-ALDRICH, A9044), a temperatura ambiente por 1 hora. Después
de realizar tres lavados con TBST 1X por 5 min, se hizo la deteccién mediante el kit
SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher) en un escéner
C-DiGit Blot de la marca LI-COR.

Analisis Estadistico

El analisis estadistico de los resultados se realizé mediante el programa GraphPad
Prism®, utilizando pruebas paramétricas y no paramétricas. Los valores de p<0.05

fueron considerados como significativos.

20



Capitulo 4
Resultados
El paraquat afecta la funcion motora y el comportamiento animal.

El modelo de la EP se establecié mediante el uso de la neurotoxina paraquat (10
mg/kg), la cual se administré via intraperitoneal a lo largo de 6 semanas. Una semana
antes, se realiz6 un pre-tratamiento con rapamicina (1 mg/kg) para estimular la
autofagia. Esto se realizd con el fin de determinar si de esta manera es posible reducir
o prevenir la muerte neuronal. Al grupo control se le administré6 PBS, y a otro grupo se
le administré Unicamente rapamicina. Durante el desarrollo del modelo animal, se
monitored el peso corporal de los ratones una vez por semana. Con lo cual, no se
observé diferencia significativa en el peso de los ratones en ninguno de los
tratamientos (Fig. 5).
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Fig. 5. La intoxicacidn con paraquat no afecta el peso corporal. A) Comparacion del peso
corporal de los ratones tratados con PBS (control), rapamicina (Rapa, 1 mg/kg), paraquat
(PQ, 10 mg/kg) y Rapa/PQ. El peso se monitored semanalmente durante 7 semanas. Las
barras representan el promedio del peso por grupo a lo largo del modelo experimental. Se
utilizé la prueba paramétrica de ANOVA de una cola.
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Una de las principales caracteristicas de la EP es la pérdida de la coordinacion
motriz, por lo que evaluamos si la funcion motora de los ratones de cada uno de los
grupos de nuestro modelo experimental presentaba alguna alteracién. Al término de los
tratamientos del modelo experimental, se evaluaron tanto el movimiento como la
postura de los ratones y se asigné un valor en una escala del 1 al 4, para indicar el
grado de disfuncion motora como se muestra en la tabla 1 °'. Los ratones del grupo
control presentaron una postura y movimiento normales al caminar. Los ratones del
grupo rapamicina no presentaron diferencia significativa en la postura y movimientos
con respecto al grupo control. Por otro lado, los ratones que fueron tratados con
paraquat mostraron una postura en reposo ligeramente flexionada y un movimiento
mas lento; ademas, alzaban notablemente las patas traseras al caminar, indicando que
la funcion motora estaba afectada de una manera significativa en comparacién con el
grupo control. En cuanto a los ratones que recibieron el pre-tratamiento de rapamicina
junto con la droga paraquat, mostraron una recuperaciéon no significativa a nivel de la
postura y el movimiento, al ser comparados con el grupo que solo fue tratado con
paraquat (Fig. 6).

Tabla 1. Evaluacion de la postura y movimiento.

Criterios de Evaluacion

Puntaje Descripcion
Postura

0 Normal

1 Ligeramente flexionada
2 Severamente curveada

Movimiento

0 Normal

1 Ligeramente anormal
2 Severamente anormal

Tomado de Sager. et al. BBR, Vol. 208. 2010
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Fig. 6. Evaluacién de la funcién motora. La postura y el movimiento de los ratones se
evaluaron después de 7 semanas de tratamiento con PBS (control), rapamicina (Rapa, 1
mg/kg), paraquat (PQ, 10 mg/kg) y Rapa/PQ. Las barras representan el promedio de la
sumatoria de ambos criterios de evaluacion. *p<0.05, diferencia significativa entre grupos.
Se utilizé la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis.

Por otra parte, uno de los sintomas no motores que se presenta en la EP es la
disfuncién cognitiva °. Por lo que se evalud el comportamiento de los ratones en base a
la construccion del nido como se muestra en la tabla 2. Esta prueba utiliza una escala
en donde el puntaje maximo es de 5 pts. y equivale a un comportamiento normal con la
elaboracién de un nido complejo con forma de domo cerrado, mientras que los valores
por debajo del mismo corresponden a un comportamiento anormal con la formacion de
un nido menos complejo e incompleto (Fig. 7A) %2, Los ratones del grupo control
construyeron un nido bien organizado en forma de domo completo. Un comportamiento
similar se observd en los ratones del grupo tratado con rapamicina. Sin embargo, los
ratones tratados con paraquat elaboraron nidos desorganizados e incompletos en
forma de copa, al igual que los ratones que recibieron el co-tratamiento con rapamicina
y paraquat (Fig. 7B). De tal manera que el comportamiento esta siendo claramente
afectado por el paraquat, y el pre-tratamiento con rapamicina para inducir la autofagia
no tiene influencia sobre el mismo (Fig. 7C).
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Tabla 2. Sistema de puntuacion de la construccion del nido con algodén.
Descripcion del material del nido Puntos

El material no fue movido de lugar y no presenta signos de
manipulacion. 0

Se observa interaccién con el material (masticado o esparcido por la

caja). 1
Nido plano: el material fue reunido para formar un sitio de anidacién sin 2
la formacion de paredes.
Nido plano con 1 lado que es menos de la mitad de una esfera. 2.25
Nido plano con 2 lados que son menos de la mitad de una
esfera. 2.50
Nido plano con 3 lados que son menos de la mitad de una
esfera. 2.75
Copa: El nido tiene paredes identificables que dan la apariencia de una
copa o tazén de poca profundidad. 3
Nido en forma de copa con 1 lado que es la mitad de una
esfera. 3.25
Nido en forma de copa con 2 lados que son la mitad de una
esfera. 3.50
Nido en forma de copa con 3 lados que son la mitad de una
esfera. 3.75
Domo incompleto: Las paredes del nido alcanzan el punto mas ancho de
una esfera imaginaria. 4
Domo incompleto con 1 lado mas alto que la mitad de una
esfera. 4.25
Domo incompleto con 2 lados mas altos que la mitad de una
esfera. 4.50
Domo incompleto con 3 lados mas altos que la mitad de una
esfera. 4.75
Domo completo. Las paredes encierran completamente el hueco del
nido. Se puede encontrar un agujero de salido en el costado o en la 5

superficie del domo.

Tomado Hess E, S. et al. JAALAS, Vol. 47. 2008
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Fig. 7. Evaluacion del comportamiento. A) Representacion esquematica del sistema de
puntuacion de la construcciéon del nido. B) Imagenes representativas de los nidos
construidos. El comportamiento de los ratones fue evaluado individualmente, a los cuales se
les proporcionaron 5 g de algoddn. A’) corresponde al grupo control; B’) grupo rapamicina
(Rapa); C’) grupo paraquat (PQ); D’) el grupo con el co-tratamiento de rapamicina con
paraquat (Rapa/PQ). C) Representacidn grafica de los puntajes de los nidos construidos.
*p<0.05, diferencia significativa entre grupos. Se utilizé la prueba paramétrica ANOVA de
una cola.

La induccion de la autofagia disminuye la pérdida de las neuronas
dopaminérgicas mediada por paraquat.

Una zona importante del mesencéfalo que se encuentra afectada en la EP es la
substancia nigra pars compacta, donde radican las neuronas dopaminérgicas
productoras del neurotransmisor dopamina. La muerte de estas neuronas es la
responsable de la pérdida progresiva de la funcibn motora. Por lo que una vez

concluido el modelo animal, los ratones se anestesiaron con ketamina (100 mg/kg) y
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xilazina (10 mg/kg), y se perfundieron con PFA 4% via intracardiaca. Se extrajo el
cerebro y se analizé a nivel de la substancia nigra mediante inmunofluorescencia. La
poblacién de las neuronas dopaminérgicas fue identificada a través de la deteccidén de
la tirosina hidroxilasa (TH), la cual es una enzima que participa en la sintesis de
dopamina. En la figura 8A se observa la poblacién normal de neuronas dopaminérgicas
(control), la cual no se vio afectada por la rapamicina. En contraste, en el grupo tratado
con paraquat se observd una notable reduccién de las neuronas dopaminérgicas
comparado con el grupo control. Sin embargo, lo interesante fue que al estimular la
autofagia antes de la intoxicacion con paraquat, se observd una disminucion de la
pérdida de las neuronas inducida por el paraquat. Para validar estos resultados, se
realizd un conteo de las neuronas dopaminérgicas, y observamos que efectivamente el
paraquat induce una disminucion de estas células, mientras que el pre-tratamiento con
rapamicina reduce significativamente la pérdida de las neuronas dopaminérgicas
causada por el paraquat (Fig. 8B).

Para corroborar el efecto de la rapamicina sobre la autofagia en nuestro modelo
experimental, se determinaron mediante western blot los niveles de la proteina LC3-II,
ya que es considerada como el principal marcador proteico de autofagia. La proteina
LC3 existe en dos formas, la LC3-1 es una proteina citosélica, mientras que su
conversién a LC3-Il ocurre por la adicién de un grupo fosfatidiletanolamina, lo que le
confiere la habilidad de unirse a la membrana del autofagosoma °3. Se observé que la
rapamicina induce un incremento del marcador de autofagia LC3-Il comparado con el
grupo control. Confirmamos el efecto inhibitorio del paraquat sobre el mecanismo de
autofagia, ya que esta neurotoxina disminuyé los niveles de LC3-1l. Se observé que la
induccion de la autofagia con la rapamicina previo al tratamiento con paraquat,
mantiene los niveles de LC3-1l similares a los normales (Fig. 8C). Asimismo, se
corrobor6 por western blot que la toxina paraquat disminuyd los niveles del marcador
de neuronas dopaminérgicas TH, mientras que la induccion de autofagia los
incrementd. Por lo tanto, pudimos determinar que el paraquat induce la muerte de las
neuronas dopaminérgicas, y que la autofagia mediada por rapamicina inhibe esta

muerte celular.
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Fig. 8. La estimulacion de la autofagia tiene un efecto de proteccién en un modelo in vivo de la
EP. A) Los ratones tratados con PBS (control), rapamicina (Rapa), paraquat (PQ) y Rapa/PQ se
anestesiaron con ketamina (100 mg/kg) y xilazina (10 mg/kg), se perfundieron con PFA 4% via
intracardiaca, y se les extrajo el cerebro. Se realizaron cortes de 5 um a nivel de la substancia nigra
y se analizaron mediante inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-TH como marcador de las
neuronas dopaminérgicas. Se muestran imagenes representativas de los tratamientos
correspondientes. B) Se llevd a cabo el conteo de las células TH positivas en 4 campos diferentes de
manera aleatoria. C) Los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical, se extrajo el cerebro y se
aislé la proteina del mesencéfalo. Los niveles de LC3-1l y TH se determinaron mediante western blot
con anticuerpos especificos. La B-actina se utilizé como control de carga y se utilizé para hacer la
normalizacién en el andlisis densitométrico. *p<0.05 diferencia significativa entre grupos. Se utilizé
la prueba paramétrica ANOVA de una cola.
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La inducciéon de la autofagia disminuye la agregacion de la a-sinucleina y la

ubiquitina en el modelo de la EP.

La a-sinucleina es una proteina neuronal que se localiza en el citoplasma y
preferentemente en las terminaciones pre-sinapticas nerviosas. A pesar de la gran
cantidad de estudios que se han realizado sobre esta proteina, aun se desconoce su
funcion. Sin embargo, su acumulacién y agregacion desempefnan un papel importante
en la formacién de los cuerpos de Lewy. Los cuerpos de Lewy son agregados
anormales de proteina y son caracteristicos de la EP. Por otra parte, la presencia de la
proteina ubiquitina en los cuerpos de Lewy ha sido ampliamente reportada. La
ubiquitina ejerce su funcién mediante la formacion de cadenas de poliubiquitina, que
sirven para marcar proteinas mal plegadas o dafadas, para su degradacién por el
proteosoma %4,

Por lo tanto, mediante inmunofluorescencia se determinaron los niveles de
expresion de las proteinas a-sinucleina y ubiquitina, a nivel de la substancia nigra en el
modelo animal de la EP. Se observé la formacién de agregados proteicos de la a-
sinucleina y ubiquitina inducidos por paraquat comparado con el grupo control y el
grupo tratado so6lo con rapamicina, en donde no se detectdé acumulacién de las
proteinas. De manera sorprendente, la induccidn de la autofagia disminuyd la presencia
de los agregados de a-sinucleina y ubiquitina, que habian sido inducidos por el

paraquat (Fig. 9).

28



a-Sinucleina Ubiquitina Co-localizacion

Control

Rapa

Rapa/PQ

Fig. 9. La agregacion de las proteinas a-sinucleina y ubiquitina disminuye al estimular la
autofagia. Cortes de 5 pum a nivel de la substancia nigra fueron analizados mediante
inmunofluorescencia, se utilizd el anticuerpo anti-a-sinucleina y el anticuerpo anti-ubiquitina. Los
nucleos fueron tenidos con DAPIl. Se muestran imagenes representativas de los tratamientos

realizados con PBS (control), rapamicina (Rapa), paraquat (PQ) y Rapa/PQ. Las flechas amarillas
indican la sefial positiva.
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La induccidén de la autofagia disminuye la activacion de la microglia inducida por
paraquat.

Las células de la microglia son las células del sistema inmune que residen en el
cerebro, y juegan un papel importante en la defensa del sistema nervioso central. En un
cerebro lesionado o enfermo, la microglia ramificada se transforma rapidamente de un
estado en reposo a un estado activo, prolifera, migra, libera una variedad de citocinas y
se vuelve fagocitica %. En muestras cerebrales postmortem de pacientes con la EP se
ha reportado la activacion de la microglia %, lo que sugiere que tanto su activacién
como los procesos inflamatorios, desempefian un papel importante en la patogénesis
de la EP.

Para determinar si la microglia estaba siendo activada en nuestro modelo
experimental, detectamos mediante inmunofluorescencia el marcador especifico IBA-1
(ionized calcium binding adaptor molecule 1, molécula adaptadora de unién a calcio
ionizado tipo 1) ¥. En la figura 10 podemos observar las condiciones basales de
activacion de la microglia (grupo control), y que la rapamicina por si sola no tiene efecto
sobre ésta. En contraste, el paraquat indujo un incremento dramatico en la activacion
de la microglia en comparaciéon con el control. De manera sorprendente, el co-
tratamiento en donde se estimuld la autofagia con la rapamicina, indujo una notable
disminucion de la activacion de la microglia inducida por paraquat (Fig. 10A). Para
validar estos resultados, se realizd un conteo de las células de la microglia y
observamos que el tratamiento con paraquat induce un claro aumento de estas células,
mientras que el pre-tratamiento con rapamicina reduce significativamente la microglia

activada por paraquat (Fig. 10B).
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Fig. 10. La activacion de la microglia mediada por paraquat disminuye al estimular la autofagia. A)
Cortes de 5 um a nivel de la substancia nigra fueron analizaron mediante inmunofluorescencia con
el anticuerpo anti-IBA-1 como marcador de la microglia. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI. Se
muestran imdgenes representativas de los tratamientos realizados con PBS (control), rapamicina
(Rapa), paraquat (PQ) y Rapa/PQ. B) A partir de los cortes de la substancia nigra procesados
mediante inmunohistoquimica para la deteccidn de la microglia, se llevd a cabo el conteo de las
células IBA-1 positivas en 4 campos diferentes de manera aleatoria. *p<0.05 diferencia significativa
entre los grupos. Se utilizé la prueba paramétrica ANOVA de una cola.
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Capitulo 5
Discusiones

La EP se caracteriza por la pérdida de las neuronas dopaminérgicas en la
substancia nigra pars compacta. A través de los afos se han desarrollado modelos
animales con diferentes neurotoxinas para reproducir las caracteristicas de la EP,
principalmente la muerte de dichas neuronas, y asi lograr estudiar y comprender mejor

esta enfermedad 23 32,

Por otra parte, los tratamientos utilizados en la actualidad para tratar la EP se
enfocan en reducir la sintomatologia y mejorar la calidad de vida. Entre ellos se
encuentra la levodopa, que a diferencia del neurotransmisor dopamina, tiene la
propiedad de atravesar la barrera hematoencefalica. Una vez en el cerebro la levodopa
se convierte en dopamina para llevar a cabo su funcién .

Sin embargo, aun no se han implementado terapias que logren retardar el desarrollo
progresivo de la EP. En la Ultima década, el mecanismo de autofagia ha ganado
importancia ya que su induccion ha demostrado tener un gran potencial de proteccién

en diferentes modelos animales de enfermedades neurodegenerativas 83 85 87,

El paraquat, una de las neurotoxinas utilizadas como modelo de la EP, a pesar de
estar relacionado epidemiolégicamente con el riesgo a desarrollar la enfermedad, no se
ha caracterizado completamente.

En el presente estudio se validd el modelo de la EP usando la toxina paraquat y se
utilizé la rapamicina como inductor del mecanismo de autofagia para analizar si este
ultimo ejerce un efecto neuroprotector sobre la muerte de las neuronas

dopaminérgicas.

En un estudio previo, reportaron que el paraquat produjo un incremento del peso
corporal mas lento que el grupo control en ratas Sprague—Dawley, y solamente cuando
se combind con el fungicida maneb indujo disfunciones motoras a nivel de la postura y
la velocidad, aunque dichas alteraciones muestran inconsistencias con respecto al
tiempo %°. Nosotros encontramos que el tratamiento con paraquat en ratones de la cepa

C57BL6/J, no tuvieron variaciones significativas en el peso corporal, sin embargo, estos
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ratones mostraron una alteracién significativa a nivel neuromotor (disfuncion motora).
De manera muy interesante, la disfuncion motora disminuy6é de manera no significativa,

al pre-estimular la autofagia antes de la intoxicacién con paraquat.

Por otro lado, en nuestro modelo experimental, los ratones tratados con paraquat
presentaron una clara disfuncién cognitiva en comparacion con el grupo control, al
construir nidos en forma de copa, desorganizados e incompletos. En un modelo animal
de la EP inducido con MPTP, donde se evalu6 el comportamiento de los ratones
mediante la elaboracién de sus nidos, se observé que la disfuncion cognitiva era
dependiente de la dosis de MPTP. Sin embargo, estos ratones mostraron
recuperacién a través del tiempo, y a los 28 dias después de la administracion de
MPTP su comportamiento se restablecié casi por completo °'. Los resultados del MPTP
son consistentes con un estudio in vitro en donde tanto el paraquat como el MPP*
(metabolito activo del MPTP) inducen la muerte de las neuronas dopaminérgicas, sin
embargo, el mecanismo de accién es diferente. El paraquat ejerce un efecto tdxico
irreversible, mientras que el MPP+*, debe estar presente de manera continua para surtir

un efecto toxico 190,

Ademas, cabe senalar que existen muy pocos estudios en donde se ha evaluado el
papel de la autofagia sobre la disfuncidn motora y cognitiva. Uno de estos estudios
analizo el papel de la autofagia inducida por la rapamicina sobre la disfuncién cognitiva
en un modelo animal de la enfermedad de Alzheimer. La rapamicina fue proporcionada
en el alimento de los ratones en microcapsulas a una dosis de 14 mg/kg durante 16
meses. Observaron que el tratamiento con rapamicina previo al desarrollo de la
enfermedad inducia la autofagia y prevenia el déficit de memoria y de aprendizaje, asi
como la disminucién de los depédsitos de la proteina beta-amiloide. En contraste,
cuando se administro la rapamicina en el alimento durante 2 meses a ratones que ya
habian desarrollado la enfermedad, no hubo mejoria en la memoria ni en el

aprendizaje, y se detectaron depoésitos de beta-amiloide en el cerebro 1.

Nosotros encontramos que los ratones que recibieron rapamicina para inducir la
autofagia, previo a la administracién de paraquat, no tuvieron una mejora en el

comportamiento. Posiblemente |la optimizacién de la dosis o tiempo de administracién
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de la rapamicina podria tener una influencia positiva sobre la funcién motora y el

comportamiento afectados en el modelo de la EP inducido con paraquat.

El mecanismo de accion de la rapamicina como inductor de la autofagia consiste en
la inhibicion de mTOR, que a su vez es un regulador negativo de la autofagia &°. Para
confirmar que la rapamicina estuviera induciendo la autofagia en nuestro modelo
experimental, analizamos los niveles de expresion de la proteina LC3-1l, que es el
marcador estandar de la autofagia. Se observo un incremento en la expresion de LC3-
en los ratones tratados con rapamicina, y una notable disminucién en el grupo tratado
con paraquat, lo cual es consistente con un reporte in vitro del efecto inhibitorio del
paraquat y el MPP+* sobre el flujo de autofagia 4. Sin embargo, la pre-estimulacion de la
autofagia seguida de la administracion del paraquat restablecié la autofagia a niveles
cercanos a los normales.

Posteriormente, comprobamos que el paraquat disminuye significativamente la
poblacion de las neuronas dopaminérgicas como ha sido reportado en otros estudios
102, 103 De manera muy interesante, demostramos mediante western blot e
inmunofluorescencia que la estimulacion del mecanismo de autofagia con rapamicina
induce un incremento de los marcadores de autofagia (LC3-1l) y neuronas
dopaminérgicas (TH), y reduce de manera significativa la pérdida de neuronas
dopaminérgicas inducida por paraquat, por lo que la autofagia tiene un efecto
neuroprotector. Estudios previos en modelos de la EP inducidos con 6-OHDA y MPTP
mostraron que la rapamicina tuvo un efecto protector similar sobre la muerte neuronal
dopaminérgica 8%, Sin embargo, la exposicién al paraquat incrementa el riesgo a

desarrollar la EP, por lo que la caracterizacion de este modelo es de gran relevancia.

En modelos experimentales de la EP inducidos con MPTP y 6-OHDA, se han reportado
agregados proteicos formados entre otras proteinas por a-sinucleina y ubiquitina, que
son proteinas caracteristicas de los cuerpos de Lewy %% 105 Asimismo, se ha
demostrado que el paraquat induce la disfuncién del proteosoma, y, por ende, se
desencadena el proceso de agregacion de a-sinucleina y ubiquitina %6197, Puesto que
la autofagia, que también es un mecanismo de degradacion de proteinas, también es
inhibida por el paraquat, analizamos si su induccion era capaz de disminuir la

agregacion proteica producida por el paraquat. Observamos la formacion de agregados
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proteicos de a-sinucleina y ubiquitina en presencia de paraquat, los cuales
disminuyeron al inducir el mecanismo de autofagia. Estos resultados se correlacionan
con un estudio que demostré que la a-sinucleina es degradada tanto por la via del

proteosoma, como por la autofagia '8,

Por otra parte, la primera evidencia sobre el papel de la inflamacion en la EP
proviene de un estudio post mortem, en donde encontraron la presencia de microglia
activada y linfocitos T en la substancia nigra pars compacta de un paciente con la EP
9. Desde entonces, se han realizado numerosos estudios que soportan la importancia
de los procesos neuro-inflamatorios en la EP, ya que contribuyen con la muerte de las
neuronas dopaminérgicas % 109 110 Previamente, se ha demostrado que el paraquat
induce un incremento de la microglia activada '''. Nosotros confirmamos que esta
toxina incrementa la activacién de la microglia en la substancia nigra pars compacta.
Ademas, la activacién de la microglia mediada por el paraquat, se vio disminuida al pre-
estimular el mecanismo de autofagia. Estos resultados son consistentes con un estudio
en donde se observd la disminucion tanto de la microglia activada como de citocinas
pro-inflamatorias al estimular la autofagia mediante la droga metformina, mejorando la

sobrevivencia celular frente la toxina MPTP 12,

La toxicidad del paraquat se produce principalmente en la mitocondria a traves del
ciclo redox por la generacion de ROS 4% %0, y subsecuentemente prosigue un aumento
de ROS en el citosol . Como resultado se producen alteraciones oxidativas a nivel de
ADN, lipidos y proteinas, afectando el metabolismo celular 13114

Dentro de nuestros hallazgos, demostramos que la induccion del mecanismo de
autofagia ejerce un efecto neuroprotector en un modelo de la EP inducido con
paraquat. Nuestros resultados sugieren que la estimulacidén de la autofagia restaura el
microambiente celular téxico inducido por el paraquat, disminuyendo la agregacién de
proteinas y la inflamacién. De tal manera que la poblacién neuronal dopaminérgica se
mantiene estable. Por lo tanto, los agentes inductores de la autofagia tienen un
potencial prometedor en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.
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Capitulo 6.
Conclusiones
% El paraquat induce una disfuncion motora y cognitiva.

% La estimulacion de la autofagia disminuye la pérdida de las neuronas

dopaminérgicas.

% La induccién de la autofagia disminuye la formacion de agregados de a-

sinucleina y ubiquitina.

% La estimulacion de la autofagia disminuye la activacién de la microglia.
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