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RESUMEN

M.C.P. Ana Patricia Duarte Jurado Fecha de graduacion: Agosto 2017

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn

Facultad de Medicina

Titulo del estudio: “Andlisis del sistema redox en el efecto neuroprotector de la autofagia”

Numero de péaginas: 76 Candidato para el grado de
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Area de estudio: Morfologia . .. ,
Orientacién en Morfologia

La enfermedad de Parkinson (EP) es el trastorno de movimiento neurodegenerativo crénico y progresivo
mas comun. Se caracteriza por la pérdida selectiva de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra, lo que
conduce a una deficiencia de dopamina con posterior disfuncién motora y cognitiva. Aunque su etiologia es
aun desconocida, la exposicion ambiental a herbicidas incluyendo el paraquat se ha asociado al desarrollo
de la EP. Ademas, la disfuncidn mitocondrial, el estrés oxidativo (EO) y el deterioro de las vias de
degradacion de proteinas mediadas por el proteosoma y la autofagia, se han relacionado con la EP. La
autofagia es un mecanismo de auto-regulacion de las células e implica la degradacion de las macromoléculas
y organulos, los cuales pueden reutilizarse para la supervivencia celular. El deterioro de la autofagia esta
asociado con la muerte celular y la neurodegeneracion. Por lo tanto, quisimos determinar si la induccién de
la autofagia puede proteger las neuronas dopaminérgicas de la muerte celular inducida por EO. Se
establecid el modelo celular experimental de EP en las células dopaminérgicas SH-SY5Y mediante el uso del
herbicida paraquat (PQ), que induce el EO, la disrupcién de la autofagia y la muerte celular. El efecto de la
autofagia en el EO mediada por PQ se evalué en el compartimiento citoplasmico con dihidroethidio (DHE)
por microscopia de fluorescencia. Hemos observado que el EO inducida por PQ fue significativamente
menor cuando se estimuldé la autofagia con rapamicina. Las peroxiredoxinas (Prxs) son enzimas
antioxidantes que catalizan la reduccién de perdxido de hidrégeno (H,0,), peroxinitrito e hidroperdxidos
organicos. Los entornos altamente oxidativos inducen la hiperoxidacion de Prxs, con su posterior
inactivacion antioxidante. Encontramos que el paraquat induce peroxidacidon de las Prxs, mientras que la
estimulacidn de la autofagia disminuyd este efecto, lo cual se determind por inmunofluorescencia y western
blot. Para determinar el efecto de la autofagia en la muerte celular inducida por PQ, las vias de apoptosis
dependientes de calpainas y caspasas fueron evaluadas por fluorometria y citometria de flujo,
respectivamente. Es importante destacar que la estimulacion autofaga inhibid la apoptosis dependiente de
calpainas y caspasas inducida por el paraquat. Nuestros resultados muestran que la estimulacion de
autofagia tiene un papel protector contra el EO y la apoptosis dependiente de calpainas y caspasas inducida
por paraquat, lo que representa una estrategia prometedora contra la EP.
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Parkinson’s disease (PD) is the most common chronic and progressive neurodegenerative movement
disorder. It is characterized by the selective loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra, leading to
a deficiency of dopamine with subsequent motor and cognitive dysfunction. Although its etiology is still
unknown, environmental exposure to herbicides including paraquat has been associated to PD
development. In addition, mitochondrial dysfunction, oxidative stress (OS) and impairment of the protein
degradation pathways mediated by the proteasome and autophagy, have been related with PD. Autophagy
is a self-regulatory mechanism of cells and involves degradation of macromolecules and organelles, which
byproducts can be re-used for cell survival. Impairment of autophagy is associated with cell death and
neurodegeneration. Therefore, we wanted to determine whether induction of autophagy can protect
dopaminergic neurons from cell death-induced by OS. We established the experimental cellular model of PD
in the SH-SY5Y dopaminergic cells by using the herbicide paraquat (PQ), which induces OS, autophagy
disruption and cell death. The effect of autophagy on PQ-mediated OS was evaluated in the cytoplasmic
compartment with dihydroethidium (DHE) by fluorescence microscopy. We observed that OS induced by PQ
was significantly decrease by autophagy stimulation with rapamycin. Peroxiredoxins (Prxs) are antioxidant
enzymes that catalyze the reduction of hydrogen peroxide (H,0,), peroxynitrite, and organic
hydroperoxides. Highly oxidative environments induce Prxs hyperoxidation, with its subsequent antioxidant
inactivation. We found that PQ induced Prxs hyperoxidation, while autophagy stimulation decreased this
effect, which was determined by immunofluorescence and western blot. To determine the effect of
autophagy on PQ-induced cell death, calpain and caspase-dependent apoptosis pathways were evaluated by
fluorometry and flow cytometry, respectively. Importantly, autophagy stimulation inhibited calpain- and
caspase-dependent apoptosis induced by paraquat. Our results show that autophagy stimulation has a
protective role by decreasing OS and calpain- and caspase-dependent apoptosis induced by paraquat,
representing a promising strategy against PD.



INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo crénico, progresivo
de inicio insidioso, que afecta principalmente a la poblacion comprendida en el grupo
etario de mds de 65 afos. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) lo identifica como el
principal trastorno del movimiento junto con el tremor esencial, y lo ubica en el segundo
lugar de las enfermedades neurodegenerativas sélo después de la enfermedad de
Alzheimer. La EP se caracteriza clinicamente por temblor durante el reposo, rigidez
muscular, bradicinesia e inestabilidad postural. Anatomopatolégicamente se distingue la
pérdida de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta (SNpc) en el

mesencéfalo.

Esta pérdida neuronal conduce a una deficiencia del neurotransmisor dopamina (DA) en
el cuerpo estriado, lo cual conlleva a las manifestaciones clinicas ya conocidas de la EP,
puesto que afecta al nucleo putamen (que estd mas directamente involucrado con la

funcién motora).

El tratamiento actual de la EP es sdlo paliativo y se basa en la utilizacién de farmacos que
buscan compensar el déficit dopaminérgico. En los estadios tempranos de la enfermedad
el esquema principal de tratamiento se centra en el uso de la L-Dopa (levodopa), la cual es
muy eficiente para aliviar en gran medida los signos y sintomas de esta fase. Sin embargo,
como se menciond anteriormente, la pérdida de las neuronas es progresiva y con el uso

prolongado de estos medicamentos aparecen complicaciones motoras.



A pesar del importante impacto epidemioldgico de la enfermedad y de su gran relevancia
clinica, en la actualidad se desconocen los mecanismos moleculares que subyacen en la
etiopatogenia de la EP. Sin embargo, se han relacionado tres eventos principales a nivel
celular: la disfuncidon mitocondrial, el estrés oxidativo (EO) y las alteraciones en las vias de

degradacion de las proteinas, ya sea mediada por el proteosoma o la autofagia.

La autofagia es una via de autorenovacion celular y degradacion lisosomal que es esencial
para el mantenimiento de la viabilidad de la célula en condiciones criticas como la
deprivacion de nutrientes, disminucion de factores de transcripcion y condiciones
celulares nocivas como estados de estrés. Funciona principalmente como un mecanismo
adaptativo que consiste en la degradacién de proteinas mal plegadas o que fueron
sintetizadas en exceso, organelos dafiados y otros componentes celulares a través de los
lisosomas. Subsecuentemente los subproductos de la degradacién son reinsertados en las

rutas metabdlicas o usados para la construccién de nuevas macromoléculas.

La alteracion de este proceso se ha relacionado con algunas patologias
neurodegenerativas, por lo que su estimulacidon puede comprenderse como una medida
terapéutica neuroprotectora. Se ha demostrado que la induccion de la autofagia
disminuye la muerte de las células dopaminérgicas in vitro e in vivo en modelos
experimentales de la EP. Sin embargo, aun no se ha determinado su influencia
directamente sobre el EO y sobre la activacién de la apoptosis mediada por calpainas y

caspasas, en lo cual se centra el presente estudio.



ANTECEDENTES

ENFERMEDAD DE PARKINSON

En 1817, el médico britanico James Parkinson describié de forma detallada las
manifestaciones clinicas que presentaban 6 pacientes, en su documento “An essay on the
Shaking Palsy”, en donde definié “Temblores involuntarios del movimiento, con potencia
muscular disminuida, con propension a doblar el tronco al frente y una marcha que pasa
del andar lento a un ritmo de carrera. Los organos de los sentidos y el intelecto

permanecen sin lesion” *.

Hoy en dia, se sabe que la EP es un trastorno neurolégico degenerativo, crénico,
progresivo y lento, el cual forma parte de las llamadas enfermedades del movimiento,
denominadas asi porque se manifiestan como diversos trastornos relacionados con el
desplazamiento del cuerpo y de las extremidades. Se trata de la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas frecuente después de la enfermedad de Alzheimer 3. La
prevalencia estimada en paises industrializados es de 0.3% en la poblacién general, y
alrededor del 1% en individuos mayores de 60 afios >. La incidencia parece incrementarse
con la edad, alcanzando 0.3 enfermos por cada 1000 habitantes entre los 55 y 65 afios y

4.4 enfermos por cada 1000 personas mayores de 85 anos 4,

La principal caracteristica anatomopatoldgica de la EP es la progresiva degeneracion de las

neuronas dopaminérgicas y la aparicion de inclusiones eosinofilicas denominadas cuerpos
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de Lewy, que contienen proteinas como a-sinucleina y ubiquitina en el interior de las

células supervivientes °.

Se estima una pérdida del 70-90% de las neuronas dopaminérgicas, lo cual sucede incluso
antes de que se manifiesten los sintomas clinicos. La zona donde mads se pierden estas
neuronas es la SNpc del mesencéfalo (Figura 1), que forma parte del circuito de los

ganglios basales y es la principal fuente de DA °.

Parkinsons Disease

Non-Parkinson's

red nucleus

reticular formation
cerebral aqueduct Substantia Nigra
Parkinson's

2N

e

Superior colliculus

FIGURA 1. La sustancia nigra en la enfermedad de Parkinson. Seccion de un corte a nivel del mesencéfalo
que muestra en la parte superior, la SN de un individuo normal, en donde se localizan las neuronas
dopaminérgicas, y en la parte inferior, cémo la SN disminuye en los pacientes con la EP.

La degeneracién de neuronas dopaminérgicas produce una disminucion de los niveles de
DA en el estriado, lo que causa una pérdida de la regulacién del circuito motor de los
ganglios basales (Figura 2). Los ganglios basales son acumulaciones de cuerpos de células
nerviosas de localizacidn subcortical que se hallan cerca de la base del cerebro. Incluyen el
estriado (caudado y putamen), ndcleo subtaldmico (NST), globo palido externo (Gpe) e
interno (Gpi), nucleo ventral del talamo, SNpc y SN pars reticulada (SNpr) 67,
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Niveles de dopamina en una neurona normal y en una neurona
de un enfermo de Parkinson

Neurona

normal ce®e
.o O.
*e < g
soe ® Movimiento normal
e v
*e
p ¢ % » %
dl ¢ &) ST
Dopamina
Receptores
Neurona de
un enfermo
de Parkinson
Desordenes
® en el movimiento

FIGURA 2. Alteracién de los niveles de dopamina en la enfermedad de Parkinson. Los niveles normales
del neurotransmisor DA son esenciales para el control del movimiento (neurona normal), mientras que su
disminucidon (neurona afectada por la EP) lleva a una alteracién del mismo.

Estos nucleos estan interconectados con la corteza cerebral, el tdlamo y el tronco
cerebral, y esta red cortico-subcortical que forman, es la responsable del control motor.
En este circuito motor, las dreas corticales motoras inervan el putamen. La degeneracién
de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, encargadas del aporte de DA al putamen,
provoca la pérdida de la regulacién de los movimientos motores, que es caracteristica de
la EP. Existen cuatro caracteristicas clinicas cardinales de la EP, que pueden agruparse bajo
el acronimo de TRAP: Temblor en reposo, Rigidez, Acinesia (o bradicinesia) e Inestabilidad

Postural &. Los sintomas no motores mas frecuentes, ademas de las alteraciones cognitivas

y emocionales, son las disfunciones autondmicas, sensoriales, gastrointestinales y los
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trastornos del suefo Estos ultimos, se consideran criterios menores para el

diagndstico de la enfermedad.

Debido a que la DA participa como neurotransmisor a nivel sistémico en otras funciones
del organismo, su disminucidn puede asociarse con otras alteraciones clinicas que afectan
por ejemplo la presidn sanguinea, la contraccion cardiaca, y la regulacion hormonal de la
prolactina. Por ello, pacientes con la EP pueden presentar sintomas adicionales, como

hipoventilacién central, hipotensidn ortostatica, mioclonia e incontinencia urinaria 1

Sin embargo, para que la sintomatologia sea evidente, se deben perder hasta el 90% de
las neuronas dopaminérgicas como consecuencia de la reduccion drastica de las
concentraciones de DA estriatal. Esto podria justificar por qué los sintomas parkinsonianos
se manifiestan en zonas restringidas del cuerpo al inicio de la patologia, y luego se

extienden bilateralmente a las partes restantes del mismo 12

La etiologia de la EP esta asociada tanto a factores genéticos como ambientales. El
numero de casos en los que la enfermedad es diagnosticada bajo el estudio de una
mutacion genética es solamente del 10% *. Hasta el momento, se han identificado 13 /oci
relacionados con la aparicion de la EP. De los cuales, los mds importantes son los genes
que codifican para a-sinucleina, parkin, PINK1, DJ-1 y LRKK2 2. El desarrollo de la EP
familiar también se atribuye a la aparicion de mutaciones en otros genes, entre los que
destacan, la ubiquitina carboxil-hidroxilasa-1 (UHCL-1), relacionada con el sistema

ubiquitina-proteosoma 1314
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En la EP idiopdtica influyen los factores ambientales, factores genéticos, asi como
procesos inherentes a la célula como el envejecimiento. De esta forma, se ha relacionado
un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad con la exposicion a pesticidas y herbicidas;
patdgenos virales y bacterianos; metales como cobre, hierro y manganeso; y diversos

solventes >/

. La contribucién de estos factores de riesgo desencadena la generacidn de
modificaciones oxidativas, disfuncién mitocondrial y deterioro en los sistemas de

degradacion de proteinas, lo cual forma en conjunto el “Tridngulo de las Bermudas” de

eventos moleculares, que subyace a la neurodegeneracion (Figura 3) 18

Factores
. Genéticos
Toxinas =
. Envejecimiento
ambientales
a)
/l)

-€

FIGURA 3. “Trigngulo de las Bermudas” de eventos moleculares que subyace a la
neurodegeneracién. Los factores de riesgo asociados con el desarrollo de la EP incluyen factores
ambientales, genéticos y enddgenos. Estos factores producen a) modificaciones oxidativas de
macromoléculas, b) disfuncién en organelos, principalmente la mitocondria, y c) deficiencia del
sistema de degradacién de proteinas. Estos eventos llevan por si solos o en conjunto a d) la muerte
de las neuronas dopaminérgicas
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La vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas a estos factores se ha asociado al
metabolismo inherente de la DA, la cual es oxidada y a su vez genera especies reactivas de
oxigeno (ERO), lo que conduce a la célula a un estatus de estrés oxidativo, en donde las

ERO tienen diferentes blancos macromoleculares *°.

MODELOS EXPERIMENTALES DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

En las ultimas dos décadas, se han logrado avances significativos en la adquisicion de un
mejor conocimiento tanto de la etiologia como de la patogénesis de la EP, gracias a
numerosos estudios clinicos y post-mortem, asi como a la utilizacién de nuevos modelos
experimentales in vitro e in vivo, de la enfermedad humana. A pesar de estos
incuestionables avances en la biologia molecular y celular, que nos han acercado mas que
nunca a ser capaces de desentrafiar la base fisiopatoldgica de la EP, todavia tenemos
lagunas en nuestra comprension de los mecanismos implicados en la neurodegeneracién

parkinsoniana que hay que abordar %°.

Disponer de modelos experimentales de la EP es fundamental para poder seguir
avanzando en la investigacion. Nos permiten no sélo investigar acerca de la etiologia de Ia
enfermedad, sino que también facilitan el desarrollo de nuevos agentes neuroprotectores
o estrategias terapéuticas. Un modelo experimental debe reproducir la mayoria, y si es

posible, todas las caracteristicas de la enfermedad en humanos 21
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Los modelos in vitro proporcionan una importante herramienta para investigar los
mecanismos moleculares y bioquimicos implicados en los procesos téxicos, y son muy
utiles para llevar a cabo estudios que son dificiles de realizar en los modelos in vivo, en
donde influyen mudltiples factores *°. Los modelos in vitro deben representar lo mas
cercanamente posible el sistema in vivo que es objeto de estudio >3

Casi todos los modelos experimentales inducidos por neurotoxinas afectan principalmente

a la mitocondria alterando el metabolismo energético ** y algunos con accién especifica

sobre los complejos 1 y Il de la cadena transportadora de electrones ».

PARKINSONISMO INDUCIDO POR NEUROTOXINAS

El uso de los modelos de la EP inducidos por toxinas ha sido de gran ayuda en la
comprensién molecular de la enfermedad. Estos modelos no sélo han proporcionado
informacién invaluable sobre la etiologia y patogenia de la EP, sino también sobre los
factores bioquimicos y los procesos celulares. El uso de neurotoxinas es particularmente
preferido, ya que pueden reproducir la muerte neuronal selectiva tanto in vitro como in
vivo °.

Entre las toxinas mds usadas que inducen la degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas destacan la 6-hidroxidopamina (6-OHDA), 1-metil-4-fenil-1, 2, 3, 6-
terahidropiridina/1-metil-4-fenil-piridina (MPTP/MPP"), reserpina, rotenona y paraquat 27,
Sin embargo, todas estas toxinas tienen diferentes mecanismos de accion para causar la

., . , . .. 242
lesion citotdxica de las neuronas dopaminérgicas 2+,
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6-HIDROXIDOPAMINA (6-OHDA)

La 6-OHDA (Figura 4) es la neurotoxina mas ampliamente utilizada en el desarrollo de
modelos experimentales de la EP en roedores. Se ha observado que al ser administrada
por via sistémica es capaz de destruir a las neuronas adrenérgicas de los ganglios
simpaticos>. Por otra parte, si se inyecta de manera intracerebral por medio de cirugia
estereotaxica *° produce una destruccion selectiva de neuronas catecolaminérgicas .
Ha sido usada como una neurotoxina catecolaminérgica por mas de 30 afios. Es un
analogo hidroxilado de la DA y debido a esta similitud estructural muestra una alta
afinidad por los transportadores catecolaminérgicos de membrana; como los
transportadores de DA y norepinefrina. Esto permite generar el dafio de ambos tipos
neuronales, dopaminérgico y noradrenérgico *°.

Una vez dentro de la célula, la 6-OHDA se acumula dentro del citosol y causa EO, dafiando
a las neuronas y destruyendo las terminaciones nerviosas adrenérgicas. Ademas, inhibe el

complejo | mitocondrial y juega un papel importante en la producciéon de ERO, ya que se

oxida facilmente formando paraquinona y peréxido de hidrégeno (H,0,) 21

HO NH;

HO OH

FIGURA 4 Estructura quimica de la 6-hidroxidopamina (6-OHDA).

En resumen, el modelo de la 6-OHDA induce las condiciones clinico-patoldgicas agudas y
progresivas cronicas de la EP. Ha demostrado ser un modelo Util para estudiar nuevas
estrategias neuroprotectoras. La principal limitacién de este modelo es su restringida
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penetracion a través de la barrera hematoencefalica, por lo que en los modelos in vivo
debe ser administrado directamente en el parénquima *'. A pesar de esto, muchos de los
cambios moleculares causados por la 6-OHDA son similares a los observados en la EP, por
lo que resulta util en la exploracion de los mecanismos moleculares de
neurodegeneracion®'.
MPTP

La 1-metil-4-fenil-1, 2, 3, 6 tetrahidropiridina (MPTP) (Figura 5) es un derivado
meperidinico. Se descubrié su capacidad de inducir un sindrome similar a la EP cuando en
un grupo de heroindmanos, que de forma accidental se inyectaron esta sustancia, se
observé que mostraban un sindrome parkinsoniano indistinguible en semiologia a la EP *.
Ademas, la sintomatologia era revertida al administrarse levodopa o agonistas

3 Posteriormente, al administrarlo a animales de laboratorio y

dopaminérgicos
principalmente a primates no humanos, se comprobdé que producia un sindrome
parkinsoniano, en el que los trastornos motores se debian a la destruccidn selectiva de las
neuronas dopaminérgicas en la SNpc 34,

La neurotoxicidad del MPTP se basa en cambios neuroquimicos que se caracterizan por
una reduccién de la concentracién de DA y de sus metabolitos (acido 3,4
dihidroxifenilacético y acido homovanilico), ademas de una disminuciéon de la enzima
tirosina hidroxilasa y una alteracién en la densidad de los receptores de DA **.

El MPTP se usa de forma rutinaria como modelo experimental debido a su capacidad de

inducir los sintomas de la EP cuando se administra por via intravenosa > . Es una molécula

altamente lipofilica y cruza con facilidad la barrera hematoencefalica *’. Una vez que la ha
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atravesado, se convierte en 1-metil-4-fenil-2, 3-dihidropiridina (MPDP™) por accién de la
monoamino oxidasa B (MAO-B) en las células no dopaminérgicas (serotoninérgicas y
gliales) .

Se cree que la muerte neuronal inducida por MPTP se origina en la produccion
interneuronal de ERO y otros radicales libres citotéxicos producidos durante la oxidaciéon
intracelular del MPP”, sobre todos si estos radicales libres exceden la capacidad que tiene

la célula para neutralizarlos *°.

CH; CH; CH;
| | |,
N N' N
AN N
MAO-B 2 Z
— ——
MPTP MPDP* MPP*

FIGURA b5.Estructura quimica del 1-metil-4-fenil-1,
2, 3,6 tetrahidropiridina (MPTP).
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ROTENONA

La rotenona (Figura 6) es un pesticida y piscicida orgdnico que se extrae de las raices de
algunas plantas tropicales de los géneros Lonchocarpus y Derris. Es altamente liposoluble
por lo que es facil su trasporte a través de la membrana celular y otras barreras biolégicas
40.

La rotenona inhibe al complejo | de la cadena de transporte de electrones, provocando
una reduccién en la produccidn de ATP, asi como la fuga de electrones con la consecuente
generacion de ERO como el anién superéxido, incrementando con esto el EO *!. Existen
otros mecanismos subyacentes que se han reportado para la rotenona, como la
despolimerizacién de los microtubulos y la acumulacién de especies reactivas de DA y ERO
en cultivos primarios de mesencéfalo 2.

Inicialmente, el uso de la rotenona en modelos experimentales se enfocd principalmente
en demostrar la teoria de la relacion entre la EP y la disfuncién mitocondrial.
Posteriormente, se utilizd en modelos in vivo para reproducir la patologia y probar nuevos

farmacos con potencial para tratar la EP .,

OCH,

FIGURA 6. Estructura quimica de la rotenona.
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PARAQUAT

EL paraquat (dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo) (Figura 7), es un herbicida de
nitrégeno cuaternario del tipo bipiridilo, que es ampliamente utilizado en la agricultura
para el control de maleza #_Comenzé a usarse en los afios 60s, pero en ese tiempo no se
tenia el suficiente conocimiento sobre el alto indice de toxicidad que presenta sobre el ser
humano *. Fue hasta hace relativamente poco que se relacioné su uso con la etiologia de
la EP, incluso cuando desde los 80’s se tuvieron reportes de casos de intoxicacion aguda y
muertes ocasionadas por paraquat “°. Esta correlacién se dio cuando se compard su
similitud estructural con la del MPP”, y se pensé entonces que podian compartir la misma
farmacodinamia *.

Recientemente, se ha demostrado de manera experimental que el paraquat produce
cambios subcelulares relacionados a la EP, como lo son: un aumento en la producciéon de
las ERO, agregados proteicos de a-sinucleina y subsecuente formacién de cuerpos de
Lewy, lo que ocasiona el cuadro clinico caracteristico de la EP .

El mecanismo de toxicidad del paraquat aun no esta bien definido. Algunos estudios
sugerian que por su similitud al MPP*, la muerte de las células dopaminérgicas podia
deberse a una inhibicién del complejo | mitocondrial 8 Sin embargo, la evidencia de que
la delecidén del complejo | mitocondrial no protege a las neuronas dopaminérgicas de la

49

muerte mediada por paraquat, contradice esta teoria Es por eso que el estrés

oxidativo, independiente de la inhibicién del complejo | mitocondrial, se sugiere como un

mecanismo critico en la citotoxicidad de este herbicida **°°.
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El paraquat, en su estado de catién divalente (PQ™), puede entrar en un ciclo redox en la
microglia a través de la NADPH oxidasa y la éxido nitrico sintasa (NOS). Como resultado, se
genera un catién monovalente (PQ’) junto con la produccién del anién superéxido,
llevando a la célula a un estado nocivo de estrés y citotoxicidad. El PQ" es reconocido por
el transportador de DA (TAD) y se acumula en las neuronas dopaminérgicas, con la
subsecuente formacidn de mas anidn superdxido y especies reactivas de DA por el
establecimiento de nuevos ciclos redox intracelulares, lo que conlleva a la neurotoxicidad

dopaminérgica °.

+// T \+
HiC—N N \ N-CH
ClI ClI

FIGURA 7. ESTRUCTURA QUIMICA DEL PARAQUAT

ESTRES OXIDATIVO

El cuerpo humano mantiene un balance de éxido-reduccién constante, preservando el
equilibrio entre la produccién de pro-oxidantes, que se generan como resultado del
metabolismo celular, y los sistemas de defensa antioxidante. La pérdida en este balance

de 6xido-reduccién lleva a un estado de EO °2.

El concepto de estrés oxidativo se introdujo en la investigacion de biologia y medicina en

1985 °2, por definicion se dice que el EO es “Un desequilibrio entre oxidantes vy
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antioxidantes en favor de los oxidantes, lo que conduce a una interrupcién de la

sefializacion redox y dafio molecular” .

Todas las células tienen varios mecanismos antioxidantes de defensa, disefiados para
mantener la homeostasis en respuesta a factores de estrés oxidativo. Las ERO vy las
especies reactivas de nitrégeno (RNS) representan una amplia gama de moléculas
quimicamente definidas, las cuales se producen durante procesos enzimaticos y no
enzimaticos en todas las células, entre ellas podemos encontrar el anién superdxido (O,
), oxigeno singlete (*0,), hidroxilo (OH'), H,0,, peroxilo (RO5:), ozono (0s), alcoxilo (RO-),
anién peroxinitrito (ONOO'), hidroperoxilo (HO,:), acido hipocloroso (HOCI), y acido
hipobromoso (HOBr), entre otras >*. Las ERO y ERN tienen papeles vitales un muchos
procesos bioldgicos, incluyendo crecimiento celular, sefializacién, respuestas inmunes,
sintesis de moléculas bioldgicas, entre otras >>. El balance entre la produccién de ERO y los
sistemas antioxidantes puede alterarse en distintas magnitudes. En el EO leve las defensas
antioxidantes, como son la superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation
peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GRs), glutatién S-transferasa (GST), tiorredoxinas
(Trx) y peroxirredoxinas (Prxs) >4 aun son suficientes para restablecer dicho balance. Sin
embargo, si el estatus oxidativo permanece o se agrava, se producen alteraciones severas
en el metabolismo celular. Dentro de estas alteraciones se incluyen rupturas en las
cadenas de ADN, aumento en la concentracion del calcio intracelular,
descompartamentalizacién de Fe*? y Cu*? cataliticos, dafio a las membranas y transporte
de iones y proteinas especificas, asi como la peroxidacion de lipidos. El dafio por EO,

puede revertirse o no dependiendo de diversos factores como el tiempo de exposicion al
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estrés, la funcionalidad de los sistemas antioxidantes, la edad celular, condiciones

nutricionales y factores genéticos **°"*%,

Todos los organismos tienen la capacidad de adaptarse al EO, lo cual puede ser llevado a
cabo por un aumento en los niveles de enzimas antioxidantes y chaperonas moleculares
> De manera fisioldgica, las ERO estan involucradas en vias de sefializacién mediadas por
los grupos tioles de las proteinas que tienen el potencial de regular la transcripcién, como

por ejemplo la via de sefializacién NF-kB, la cascada de MAPK y la via PI3K-Akt °%°*,

Existe relacion entre la presencia de niveles elevados de EO y el desarrollo de muchas
condiciones fisiopatoldgicas y diversas enfermedades, incluyendo el cancer, diabetes,
aterosclerosis, obesidad, enfermedades cardiovasculares y enfermedades
neurodegenerativas. Aunque aun no estd claro si las especies reactivas contribuyen

iniciando el proceso patoldgico o son una causa del mismo 2.

El cerebro humano es responsable del consumo del 20% del oxigeno en el cuerpo
humano, y por lo tanto, estd sometido a niveles altos de ERO derivadas del metabolismo
63, %% Una creciente cantidad de evidencia sugiere que el EO esta implicado en la etiologia
y patogénesis de los trastornos neurodegenerativos °. El cerebro es rico en 4cidos grasos
poli-insaturados, por lo tanto, es altamente susceptible a la peroxidacién lipidica, un
proceso complejo que implica la interaccién de los acidos grasos con los radicales libres
dando lugar a la generacion de aldehidos reactivos electrdfilos. Esta peroxidacién lipidica

ocurre en muchas de las enfermedades neurodegenerativas . La evidencia del EO en

estas enfermedades se apoya ademas en el aumento de la oxidacion de las bases del ADN
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y ARN, y el dafio oxidativo que sufren las proteinas en ciertas regiones del cerebro . La
destruccién de algunos componentes de la célula induce una diversidad de respuestas a
través de la generacidon de especies reactivas secundarias, y finalmente conduce a la

muerte celular por apoptosis o necrosis °®7°

. La mitocondria es el principal centro de
produccién de ERO. Cerca del 90% del consumo de oxigeno en los mamiferos es
mitocondrial, esto hace a la mitocondria particularmente importante en las neuronas
debido a su alta demanda de energia "*. Este hecho junto con la observacién de que la

disfuncién mitocondrial ocurre en muchas enfermedades neurodegenerativas, sugiere

gue las enfermedades neurodegenerativas son enfermedades mitocondriales 69

La asociacion mds concluyente entre la EP y el EO estd apoyada por el aumento de la
actividad oxidativa y el dafio en las macromoléculas, lo cual se ha observado en las
neuronas dopaminérgicas en la SNpc en estudios post-mortem de cerebros de pacientes

con EP 7% 73,

AUTOFAGIA

La autofagia es un proceso de degradacion y reciclaje celular altamente conservado en
todas las células eucariotas '*. Es muy importante para el equilibrio energético en puntos
criticos del desarrollo o en respuesta a una deplecién de nutrientes ">. Participa también
en la limpieza y la eliminaciéon de proteinas mal plegadas o agregados de las mismas,

ademds del aclaramiento de organelos dafiados como mitocondrias, reticulo
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endoplasmico y peroxisomas, asi como también la eliminacion de patdgenos

intracelulares’®.

El desencadentante tipico de la autofagia es la inaniciéon o deprivacidon de nutrientes; en
este escenario, la falta de cualquier nutriente esencial conduce a la induccién de la
autofagia ”’. Asimismo, la autofagia se activa en muchos casos de estrés metabdlico y
terapéutico, como la falta de factores de crecimiento, la inhibicién de la sefial de la via
metabdlica PI3K/Akt/mTOR, la isquemia-reperfusion, la acumulacién de calcio intracelular

y el estrés del reticulo endoplasmico "®”°.

Existen tres tipos de autofagia: microautofagia, autofagia mediada por chaperonas (CMA;
sélo en mamiferos), y macroautofagia. Estas vias tienen en comun la entrega de los
productos a degradar a los lisosomas, aunque difieren en la forma en la que estos
sustratos son llevados al compartimento litico. Durante la microautofagia el contenido
citosélico es secuestrado por una pequefia invaginacién de la membrana del lisosoma que
se pincha hacia la luz ®°. Por otro lado, en la CMA, las proteinas que van a ser degradadas
exponen el motivo pentapeptidico KFERQ, que funciona como secuencia senal para ser
reconocidas por proteinas de choque térmico (HSPA8/HSC70), que a su vez se unen a la
proteina de membrana asociada al lisosoma 2A (LAMP2A) ®. Las proteinas marcadas son
entonces desplegadas y trasladadas a la luz lisosomal donde se degradan ®. La forma
mejor caracterizada de la autofagia es la macroautofagia, cuya caracteristica principal es el
secuestro de los componentes citosdlicos a partir de una doble membrana denominada
fagéforo. El fagéforo puede provenir de diversas fuentes, incluyendo el reticulo

endopldsmico 8 compartimento intermedio del reticulo endopldsmico-Golgi 8
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membrana plasmatica ¥, endosomas reciclados, el complejo de Golgi ® y gotitas lipidicas
8 El fagdéforo se expande para engullir el contenido a degradar, como agregados
protéicos, organelos y ribosomas, secuestrando de esta forma el contenido citoplasmatico
en una vesicula de doble membrana llamada autofagosoma . Los autofagosomas
maduros son transportados a lo largo de los microtubulos, para finalmente fusionarse con
los lisosomas, promoviendo la degradacidn del contenido citoplasmatico por las proteasas
acidas lisosomales. Permeasas y transportadores lisosomales exportan los aminoacidos y
otros subproductos de la degradacidon de nuevo al citoplasma, donde la célula puede
reutilizarlos para la construccion de nuevas macromoléculas o incluirlos en alguna ruta

metabdlica 3 *°,

Complejo de iniciacion
Reciclado
Hidrolasas de metabolitos
= lisosémicas
Organulos

citoplasmicos
Q

P,
Complejo ™
de nucleacion

MADURACION FUSION CON
INICIO ELONGACION  DEL AUTOFAGOSOMA  EL LISOSOMA DEGRADACION

FIGURA 8. Flujo de la autofagia. La autofagia comienza con el aislamiento de un segmento de doble
membrana denominado fagoéforo, el cual se elonga hasta encerrar a los productos a ser degradados.
Posteriormente, madura y se fusiona con un lisosoma, donde hidrolasas acidas degradan los productos
secuestrados, mientras que los subproductos son regresados al citoplasma para ser reciclados por la célula.

La maquinaria central del proceso de autofagia consta de 17 proteinas relacionadas a la
autofagia (ATG). Las proteinas ATG son reclutadas al sitio de formacién del autofagosoma

de una manera jerarquica y funcionan formando diversos complejos de proteinas como: a)
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un complejo multiprotéico organizado alrededor de ULK1 (unc-51-like autophagy
activating kinase 1) asi como de FIP200 (RB1-inducible coiled-coil 1, o RB1CC1), ATG13 y
ATG101 °, éstas dos ultimas proteinas dan estabilidad a ULK1 para que pueda iniciarse la
autofagia y para el reclutamiento de los siguientes complejos en el sitio de aislamiento del

2. b) un segundo complejo que se encarga de la fase de nucleacion del

fagéforo
autofagosoma e involucra la proteina de clasificacion vacuolar 34 (VPS34, también
conocida como fosfatidilinositol 3-quinasa Clase lll, subunidad catalitica 3 o PIK3C3),
Beclina 1 (BECN1) y la molécula activadora de autofagia regulada por Beclina 1
(AMBRA1, por sus siglas en inglés, activating molecule in Beclinl-regulated autophagy),
la actividad de ésta ultima depende de la fosforilacion por ULK1 y puede ser bloqueada
por sefales inhibidoras de miembros anti-apoptdticos de la familia de proteinas Bcl-2 % )
dos proteinas transmembrana, ATG9 y VMP1, que circulan entre el aparato de Golgi, los
endosomas y los autofagosomas; d) el sistema tipo ubiquitina (UBL) Atg12-Atg5-Atgl6 que
acopla de forma covalente a Atg8/LC3/GABARAP a las membranas autofagicas, lo cual es
necesario para la biogénesis del autofagosoma. Este complejo protéico tiene una doble
funcién en el sentido de que contribuye a la maduracion del fagéforo e interactia con
adaptadores de autofagia selectiva para facilitar el secuestro del sustrato. Por ultimo, f)

varios complejos protéicos tipo SNARE promueven la fusidon entre autofagosomas

maduros y lisosomas .
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RELEVANCIA DE LA AUTOFAGIA Y EL ESTRES OXIDATIVO EN EL SISTEMA
NERVIOSO

El sistema nervioso de los mamiferos requiere de la autofagia para su desarrollo, funcién y
homeostasis normales, ya que se ha comprobado que la delecién ubicua de los genes

' Se ha observado que la ausencia

relacionados a la autofagia es letal en el embrién
especifica, en el sistema nervioso central, de algunos de estos genes relacionados a la
autofagia provoca deficiencia neuronal y glial, acumulacién de agregados protéicos, y

apariciéon temprana de enfermedades neurodegenerativas *>>°.

Por otro lado, se ha demostrado que la desregulaciéon de la autofagia lleva a un estado de
EO en algunos érganos . Ademds, la interrupcién de la via de autofagia también
conduce a la acumulacién de proteinas ubiquitinadas, aumento de ERO y mitocondrias
disfuncionales '°*. Los modelos de ratén manipulados genéticamente, donde se evaluaron
ratones deficientes de Atg7 *° y Atg5 > de manera condicional en el sistema nerviosos
central, han demostrado que la autofagia es esencial para la integridad mitocondrial y la
depuracidon de proteinas intracelulares. De forma interesante, se ha observado que la
deficiencia de Atg7 especificamente en fibroblastos embrionarios de ratén (MEF, por sus
siglas en inglés, mouse embryonic fibroblasts) y células pacredticas, conlleva a un
incremento en los niveles de ERO, las cuales disminuyen ante la presencia de

antioxidantes %,

Las ERO han sido reportadas multiples veces como inductores tempranos de la

103-108

autofagia . Se ha demostrado que el O, es una de las principales ERO implicadas en
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la induccion de autofagia, se induce por deprivacion de glucosa, glutamina, piruvato y
suero, mientras que la ausencia de aminodcidos y suero incrementa la produccién tanto

1% por otro lado, se ha observado

de O, como de H,0;, que a su vez inducen autofagia
que el H,0, oxida e inactiva a la proteina HsAtg4B, la cual es esencial para la conjugacion

de LC3-Il al autofagosoma, mientras que al ser reducida se reactiva y deslipida a LC3,

permitiendo su reciclaje, por lo que esta modificacidon postraduccional regula la autofagia

107,109,110

Puede entonces decirse que la autofagia se inicia con el fin de proveer energia y materia
prima para la construccion de macromoléculas con el fin de restaurar y mantener la
homeostasis, y concomitantemente, eliminar el dafio oxidativo. Por lo tanto, cualquier
disfunciéon o bloqueo en el flujo de ésta puede involucrar un estado patolégico de EO y/o

alteraciones en la demanda metabdlica*' 1%,

Aunque se han postulado una serie de mecanismos subyacentes a la interaccién intima
entre el EO y la autofagia, hasta la fecha sélo algunos han sido descrito, como la induccion
de autofagia por ERO y la relacidon de la deficiencia en la autofagia con la aparicién de

- 112, 11
enfermedades neurodegenerativas % '*3

. La comprensién de la regulacién molecular de
la autofagia y su efecto sobre la produccién de las ERO y el EO puede proporcionar

informacién valiosa que serd util como blanco terapéutico de las enfermedades

neurodegenerativas.
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INDUCCION FARMACOLOGICA DE LA AUTOFAGIA

La acumulacién de evidencias ha senalado la importancia y el papel funcional de la
autofagia en diversas enfermedades humanas como el cancer, obesidad, diabetes,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas, con pobre prondstico
en enfermedades infeccionesas y autoinmunes '**. Es por eso, que ha surgido un gran
interés por el desarrollo de agentes reguladores de la autofagia para la prevencion o el
tratamiento de enfermedades en las que se cree que la regulacién de ésta es clinicamente

beneficiosa *°.

A la fecha, se han identificado diversos inductores de autofagia como la carbamacepina,
litio, metformina, rimelidina, valproato de sodio, estatinas y rapalogos *>, de estos
ultimos, la rapamicina es el mas utilizado y mejor caracterizado. La rapamicina es un
farmaco aprobado por la FDA (por sus siglas en inglés, Food and Drug Administration),

11 .
®. Su mecanismo de

usado como tratamiento inmunosupresor durante los trasplantes
accion como inductor de autofagia es a través de la inhibicién de mTOR (por sus siglas en
inglés, mammalian target of rapamycin). La proteina mTOR es una quinasa atipica que
controla el crecimiento y el metabolismo en respuesta a modificaciones en las
concentraciones de nutrientes, factores de crecimiento y niveles de energia, y con
frecuencia su desregulacidn se asocia a enfermedades neurodegenerativas y ciertos tipos

117

de cancer ~*'. Como su nombre lo indica, el descubrimiento de mTOR estd intimamente

ligado al descubrimiento de la rapamicina, la cual es un metabolito secundario de la

31



bacteria Streptomyces hygroscopicus. Esta bacteria fue aislada por primera vez en 1970 a

partir de muestras de suelo recogidas en la Isla de Pascua 2.

El complejo mTOR 1 (mTORC1), estd formado por mTOR, ademas de la proteina
reguladora de mTOR (Raptor), mLST8 (del inglés, mammalian lethal with SEC13 protein 8)
y PRAS40 (del inglés, proline-rich AKT substrate of 40 kDa) '/, y juega un papel central en

119. Es

el mantenimiento de la homeostasis y deterioro de la misma en el envejecimiento
por eso que la inhibicién del mMTORC1 se ha relacionado con un aumento en la expectativa
de vida **°. Ademds, como se menciond previamente, se ha observado que la induccién de
autofagia protege a las neuronas de dafios causados por neurotoxinas y agregados
protéicos tanto in vitro como in vivo en modelos experimentales de la EP 2?2123 ge ha
demostrado que el paraquat tiene un efecto inhibitorio sobre la autofagia. Asimismo, la
inhibicién de la autofagia con un dominante negativo de ATG5 incrementa la muerta
celular inducida por paraquat, mientras que su estimulacion con rapamicina la disminuye,
lo cual confirma que la autofagia tiene un papel de proteccién en respuesta a esta
neurotoxinas en células con fenotipo dopaminérgico 123 Recientemente, se demostré que
la induccion del mecanismo de autofagia ejerce un efecto neuroprotector en un modelo in
vivo de la EP inducido por paraquat. Ademas, la autofagia previno la activacién de la
microglia inducida por paraquat y disminuyd la acumulacién de las proteinas a-sinucleina
y ubiquitina. Sin embargo, aun no se ha determinado si el efecto neuroprotector de la
autofagia en el modelo experimental de la EP inducido con paraquat es mediado por la

regulaciéon del sistema redox, lo cual es esencial para tener una mejor comprensién de su

mecanismo de accidn y facilitar el desarrollo de estrategias terapéuticas.
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Por lo tanto, el presente estudio se centra en el analisis del efecto de la induccién de la
autofagia, especificamente sobre el EO y la apoptosis en un modelo celular de la EP

inducido con el herbicida paraquat.
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JUSTIFICACION

La enfermedad de Parkinson (EP), es una enfermedad neurodegenerativa discapacitante,
para la cual sélo existe tratamiento paliativo pero no curativo, y su etiologia aun se
desconoce. Se sabe que la alteracidon de la autofagia y el incremento del estrés oxidativo
estdn implicados en el desarrollo de la EP. Teniendo como evidencia, en modelos
experimentales de la EP, que la inhibicibn de la autofagia incrementa Ia
neurodegeneracién y su induccion la disminuye, es importante determinar el papel del
sistema redox en el efecto neuroprotector de la autofagia, lo cual facilitard el disefio y

desarrollo de nuevos tratamientos contra esta enfermedad.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar el sistema redox en el mecanismo neuroprotector de la autofagia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar si la induccidn de autofagia disminuye el estrés oxidativo en el citoplasma.

Evaluar si la induccion de autofagia modifica los niveles y/o el estatus oxidativo de las

enzimas antioxidantes peroxirredoxinas.

Determinar si la induccidon de autofagia disminuye la apoptosis inducida por estrés

oxidativo.
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MATERIALY EQUIPO

Linea celular

e SH-SYSY (ATCC ® CRL-2266 ™); aislada de una biopsia de médula dsea de

neuroblastoma metastasico.

Cultivo celular

Medio Eagle Modificado de Dulbecco F12 (Gibco, 11320033)
e Tripisina EDTA 0.25% (Gibco, 25200072)

e Suero fetal bovino (Corning 35-010-cv)

e Penicilina-streptomicina (Corning 30-004-C1)

e Dimetil sulféxido (DMSO) ( Sigma C6164)

o Azul Tripano

e (Cdmara de Neubauer 0.100 mm de profundidad (Marienfeld Germany)

Anticuerpos

e Anticuerpo anti-PrxSO3; (Abcam, ab16830)
e Anticuerpo B-actina (SIGMA-ALDRICH, A5060)
e Anticuerpo anti-conejo (Santa Cruz Biotechnology, sc-2004)

e Anticuerpo fluorescente anti-conejo (Abcam Goat pAb to Rb 1gG Alexa Fluor 594,

Ab150077)
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Reactivos

Pierce "™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford, USA)
VECTASHIELD® MOUNTING MEDIUM with DAPI Vector Laboratories H-1200
Tritén X-100 (Sigma-Aldrich)

Tween 20 (Sigma- Aldrich)

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

Coctel inhibidor de proteasas y fosfatasas (Halt Protease Inhibitor Cocktail, Thermo
Scientific 78430)

Acrilamida-bisacrilamida 40% (Bio-Rad)

Paraquat (Acros Organics 227320010; Fulkar 36541)

Rapamicina (R-500 LC Laboratories)

Estaurosporina (5-9300 LC Laboratories)

Dihidroetidio DHE (Life Technologies ™)

Calceina (Sigma C0875)

Kit de SuperSignal "™ West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher
Scientific INC)

Suero de caballo (16050130 Gibco)

Kit Muse Annexin V & Dead Cell (Millipore, MCH100105)

Calpain Activity Assay Kit (Abcam ab65308)
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Soluciones

Buffer de lisis celular RIPA 1X (Tris 50 mM, NaCL 150 mM, SDS 0.1%, Triton X-100
0.25%)

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

Buffer de transferencia 1X (Tris Base 25 mM, Glicina 192mM, Metanol 20%, pH 8.3)
Buffer de empaquetamiento de proteinas 4X (0.5 M Tris-HCl pH 6.8)

Buffer TBST 1X (Tris-HCl 20 mM, NaCl 137 mM pH 7.6, Tween 20 0.05%)
Persulfato de amonio (PSA) 10%

PBS 1XpH 7.4

Ditiotreitol (DTT) 15% (Sigma- Aldrich)

Leche libre de grasa 10% diluida en Buffer TBST 1X

Dodecilsulfato sddico (SDS) 10%

Tris-HCI 1.5 M pH 8.8

Tris-HCI 0.5 M pH 6.8

Tris-HCI 125 mM pH 6.8

Albdimina de suero bovino 1% (BSA)

Paraformaldehido PFA 4%

Material

Pipetas seroldgicas de 20 ml, 10 mly 5 ml (Corning)
Cajas de cultivo celular 75 cm y 25 cm (Corning / Nest)
Criotubos de 2 ml (Corning)
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Equipo

Laminillas de 8 pozos (Chamber Slide ™ Lab-Tek™ 177402)
Platos de 60 mm (Corning 430166)

Placas de 6 pozos (Corning 3335)

Placas de 96 pozos (Corning)

Viales de 2 ml, 1.7 ml y 0.65 ml

Tubos de 50 mly 15 ml (Falcon)

Membrana de Polifluoruro de Vinilideno PVDF (GVS North America)

Micropipetas de 1000 pl, 200 pl, 20 ply 10 pl

Pipetor

Campana de Seguridad nivel Il

Microscopio invertido

Fuente de poder ENDURO (Labnet)

Camara vertical de electroforesis (Bio-Rad)

Bascula analitica (AND)

Voértex (Daigger)

Incubadora de ambiente humedo con inyeccion de CO, (Thermo)
Camara de transferencia semihimeda (Bio-Rad)

Escaner de quimioluminiscencia para western blot (LI-COR)
Centrifuga (Sigma 1 -15 K)

Microcentrifuga refrigerada (Sigma 3-15K)
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Incubadora Orbital SHAKER (MRC)
Fluorometro (BioTek instruments FIx800TB)
Ultrasonic Processor Fisher Scientific 505
Microscopio de fluorescencia Leica

Camara adaptada Nikon Eclipse 50j

Muse Cell Analyzer (Millipore, 0500-3115)

40



METODOS

CULTIVO CELULAR

La linea celular dopaminérgica de neuroblastoma humano SH-SY5Y fue obtenida de la
American Type Culture Collection (ATCC CRL 2266). Las células fueron cultivadas en medio
DMEM/F12 (GIBCO by Life Technologies 11330-032) suplementado con 10% de suero fetal
bovino inactivado por calor (Corning 35-010-cv), 100 unidades/ml de penicilina-
estreptomicina (Corning 30-004-C1), en una incubadora de ambiente humedo a 37°C con
inyeccidon de 5% de CO,. Las células fueron tratadas con paraquat a concentraciones de
0.1 a 1 mM por 24 horas (para los ensayos de estrés oxidativo) o 48 horas (para los
ensayos de muerte celular). Como estimulador de autofagia se usé la rapamicina a una
concentracion de 10 nM, la cual fue afiadida 1 hora antes de los tratamientos con
paraquat. El paraquat (1,1'-dimethyl-4,4'-bipyridinium dichloride) fue obtenido de Acros
Organics (227320010) y Fulkar (36541), mientras que la rapamicina (R-500) y la
estaurosporina (5-9300) (control positivo para los ensayos de muerte celular) fueron

obtenidos de LC Laboratories.

DETECCION DE ESTRES OXIDATIVO CON LA SONDA FLUORESCENTE DIHIDROETIDIO

Se sembraron 1.5X 10* células por pozo en laminillas de 8 pozos (Chamber Slide ™ Lab-
Tek™ 177402) y se pre-trataron con rapamicina a 10 nM por 1 hora y paraquat a 0.5 nM
por 24 horas adicionales. Se usé H,0,a 20 mM durante 15 minutos como control positivo
de estrés oxidativo. Después de la incubacion con los tratamientos, se afiadio en el medio

de cultivo de cada uno de los pozos, la sonda fluorescente dihidroetidio (DHE Life
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Technologies ™) a una concentracién de 5 mM vy la calceina a una concentracién de 5 uM
(Sigma C0875), esta ultima como indicador de viabilidad celular, y se incubaron por 30
minutos a 37°C en obscuridad. Se retiré el medio con las sondas vy se fijaron las células con
PFA 4% por 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Posteriormente, se
realizaron 2 lavados de 5 minutos cada uno con PBS 1X. Se afiadieron 5 pl del medio de
montaje en cada pozo (VECTASHIELD® MOUNTING MEDIUM with DAPI Vector
Laboratories H-1200), se colocé un cubreobjetos y se observd en el microscopio de
fluorescencia (Microscopio Leica), y se fotodocumentd con la cdmara Nikon Eclipse 50i y
el software Qimage Pro 7. El analisis de intensidad de fluorescencia de las micrografias se

realizé con el Software Image J.

INMUNOFLUORESCENCIA

Se sembraron 1.5X 10 células por pozo en laminillas de 8 pozos (Chamber Slide ™ Lab-
Tek™ 177402) y se pre-trataron con rapamicina a 10 nM por 1 hora y paraquat a 0.5 mM
por 24 horas adicionales. Se usé H,0,a 20 mM durante 15 minutos como control positivo
de estrés oxidativo. Posteriormente, se retiré el medio de cultivo en el que fueron
sembradas las células, se realizaron 2 lavados con PBS 1X de 5 minutos cada uno, y se
fijaron con 500 pl por pozo de PFA 4% por 20 minutos. Después, se retird el PFA y se
hicieron dos lavados de 3 minutos cada uno, con PBS 1X + Triton 0.1% para permeablizar
la membrana celular. Enseguida se bloquearon las células con suero de caballo 10%
(16050130 Gibco) diluido en PBS 1X por una hora a temperatura ambiente.
Inmediatamente después, se incubd con el anticuerpo primario anti-PrxSOsz; (Abcam

ab16830) diluido 1:1000 por 12 horas a 4°C, se recuperd el anticuerpo primario y se
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realizaron 2 lavados de 5 minutos con PBS 1X + Triton 0.1%. Posterior a esto, se incubd
con un anticuerpo secundario fluorescente anti-conejo (Abcam Goat pAb to Rb IgG Alexa
Fluor 594 Ab150077) diluido 1:1000 por 2 horas a temperatura ambiente en oscuridad. Se
retiraron las celdillas de la laminilla y se agregaron 5 ul de medio de montaje en cada pozo
(VECTASHIELD® MOUNTING MEDIUM with DAPI Vector Laboratories H-1200). Se colocé
un cubreobjetos, se observé bajo el microscopio de fluorescencia, se fotodocumentd y se

realizo el analisis de intensidad de fluorescencia de las micrografias.

WESTERN BLOT

Las células fueron sembradas en platos de 60 mm (Corning 430166) a una densidad de
5X10° células/placa. Después de 24 horas de tratamiento las células fueron centrifugadas
a 300 gy lisadas en el buffer RIPA, del inglés radio immunoprecipitation assay (Tris 50mM,
NaCl 150 mM, SDS 0.1%, Triton X-100 0.25%) con inhibidores de proteasas y fosfatasas
(Halt Protease Inhibitor Cocktail, Thermo Scientific 78430). Las células se sometieron a
sonicacion (Ultrasonic Processor Fisher Scientific 505) por 30 segundos a 20 Hz, y se
centrifugaron a 13,000 revoluciones por minuto por 5 minutos a 4°C. Se recolecté el
sobrenadante y se desechd la pastilla. La cuantificacién de proteinas se realizé usando el
kit Pierce™ BCA Protein Assay, segun las indicaciones del fabricante. Cantidades iguales
de proteinas (entre 25 y 50 pg) se separaron por electroforesis SDS-PAGE en geles de
poliacrilamida al 15%, para posteriormente ser transferidas a una membrana de PVDF
(GVS North America) usando una camara de transferencia semi-himeda (Bio-Rad). Una
vez transferidas las proteinas, la membrana fue bloqueada con leche libre de grasa al 10%,

y se incubd con los anticuerpos primarios anti-PrxSO3; (Abcam ab16830) diluido 1:1000 y

43



anti B-actina (SIGMA-ALDRICH A5060) diluido 1:1000, este ultimo como control de carga,
por 12 horas a 4°C. Se realizaron 3 lavados de 15 minutos cada uno con buffer TBST 1X.
Posteriormente, se incubé con un anticuerpo secundario anti-conejo (Santa Cruz
Biotechnology sc-2004) diluido 1:1000, y se incubd a temperatura ambiente por 2 horas.
Después se realizaron tres lavados mas con TBST1X, cada uno de 15 minutos y se revelé la
membrana con el kit de SuperSignal ™ West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo
Fisher Scientific INC) siguiendo las instrucciones del fabricante. La membrana fue
fotodocumentada con el escdner C-Digit (LI-COR) y el analisis para densitometria fue

realizada con el Software Image J.
ENSAYO DE VABILIDAD CELULAR CON AZUL TRIPANO

Se sembraron 5X10° células en platos de 60 mm (Corning 430166) y se trataron como
previamente se indica por 48 horas. La estaurosporina se usé a 50 nM como control
positivo de muerte celular (S-9300 LC laboratorios). Después de 48 horas, se tomaron
microfotografias de las células con el microscopio invertido. Posteriormente, se lavaron
con PBS 1X y se tripsinizaron. Las células fueron tefiidas usando azul tripano en una
dilucion 1:1, y se realizé la cuantificacion de células viables con el contador automatico

TC20 (Bio-Rad).
ENSAYO DE ACTIVIDAD DE CALPAINAS

Para analizar la apoptosis mediada por calpainas se evalud la actividad enddgena de las
mismas. Para ello, se sembraron 5X10” células por pozo en placas de 6 pozos (Corning

3335) y se trataron con rapamicina, paraquat y estaurosporina a las concentraciones
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mencionadas con anterioridad. Después de 48 horas, se cosecharon las células y se
extrajeron las proteinas con el buffer de extraccidn incluido en el kit, se afiadié el
substrato de calpainas Ac-LLY-AFC, el cual emite una fluorescencia en el espectro del
amarillo-verde (Amax = 505 nm). Se usé la calpaina | activa como control positivo y el
inhibidor de la calpaina Z-LLY-FMK como control negativo. La fluorescencia emitida fue
cuantificada usando un lector de fluorometria (BioTek instruments FIx800TB). Los

resultados se expresaron en unidades relativas de fluorescencia (URF).

EVALUACION DE APOPTOSIS POR CITOMETRIA DE FLUJO

Se sembraron 5X 10* células por pozo en placas de 6 pozos (Corning 3335) y se trataron
con rapamicina, paraquat y estaurosporina a las concentraciones mencionadas con
anterioridad. Después de 48 horas se evalud la apoptosis usando el Kit Muse Anexin V &
Dead Cell (Millipore, MCH100105) siguiendo las indicaciones del fabricante, y se analizé en

el Muse Cell Analyzer (Millipore, 0500-3115).

En este ensayo se pueden identificar varias poblaciones celulares:

Células Vivas: Anexina V (-) 7 AAD (-) (cuadrante inferior izquierdo)

Células en apoptosis temprana: Anexina V (+), 7 AAD (-) (cuadrante inferior derecho)

Células en apoptosis tardia/necrosis: Anexina V (+), 7 AAD (+) (Cuadrante superior

derecho)

Células en necrosis: Anexina V (-), 7 AAD (+) (Cuadrante superior izquierdo)
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FIGURA 9. Plot representativo de la citometria de flujo.
Con 7-AAD y Anexina V

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los experimentos fueron realizados en al menos tres repeticiones independientes.
Los datos fueron analizados de acuerdo a los criterios estadisticos con la prueba de Tukey
para muestras no paramétricas de comparaciéon multiple, usando el software Graphpad
Prism 6. Un valor de p < 0.05 fue considerado estadisticamente significativo. Las

micrografias e histogramas son representativas del estadistico entre las repeticiones.
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RESULTADOS

LA INDUCCION DE AUTOFAGIA DISMINUYE EL ESTRES OXIDATIVO EN EL
CITOPLASMA EN UN MODELO CELULAR DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

Para analizar el efecto de la autofagia sobre el estrés oxidativo, primero fue necesario el
establecimiento de un modelo celular de la EP que reprodujera las caracteristicas de
estrés oxidativo, que se observan en las neuronas dopaminérgicas de los pacientes con
dicha enfermedad. Para lograr este objetivo, se utilizd el herbicida paraquat a
concentraciones desde 0.1 hasta 1 mM. Una hora antes de ser tratadas con paraquat, las
células se pre-incubaron con el inhibidor de mTOR, la rapamicina, a una concentracion de
10 uM, con el fin de inducir la autofagia. Se usd el H,O, a una concentraciéon de 20 mM
por 15 minutos como control positivo de estrés oxidativo en este ensayo. A las 24 horas
después de los tratamientos se analizd el estrés oxidativo en el compartimento
citoplasmatico de las células SH-SY5Y, las cuales presentan un fenotipo dopaminérgico.
Para esto, se uso la sonda fluorescente dihidroetidio (DHE), también llamada hidoetidina,
la cual es un indicador de la presencia de ERO. Esta sonda emite una fluorescencia en el
espectro del azul hasta que es oxidada en el citoplasma, y entonces emite una
fluorescencia en el espectro del rojo. Se usé también la calceina, en particular su derivado
acetoximetilado (AM) el cual no emite fluorescencia, éste es captado por las células a
través de la membrana plasmatica, una vez en el citoplasma las esterasas transforman la
calceina AM en calceina la cual tiene un espectro de fluorescencia de 485 nm de
excitacion y 520 nm de emisién, por lo que funciona como un marcador de viabilidad

12
celular'®,
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Las células se analizaron bajo microscopia de fluorescencia usando el filtro rojo (A
excitacion 488 nm, A emisidn 633 nm) para DHE, el filtro verde (A excitacion 485 nm, A
emision 520 nm) para calceina, y el azul (A excitacion 358 nm, A emision 461 nm) para el

marcador nuclear DAPI.

Como resultado, se pudo observar que tanto las células que no recibieron ningun
tratamiento como las que recibieron sélo el inductor de autofagia, rapamicina,
presentaron una intensidad de fluorescencia minima correspondiente al estrés oxidativo
basal (Figura 10). Por otro lado, las células que fueron tratadas con paraquat mostraron
niveles de estrés oxidativo comparables al control positivo (H,0,), con un incremento de 6
y 9 veces, respectivamente, en comparacion con el control. De forma interesante, al
inducir la autofagia, el estrés oxidativo inducido por paraquat (rapamicina+paraquat) se
disminuyé completamente, exhibieron una intensidad de fluorescencia muy similar a la

observada en el control negativo.

La viabilidad celular analizada con calceina se mantuvo sin cambios significativos entre los
diferentes tratamientos, ya que no se esperaba un aumento de la muerte a las 24 horas

de tratamiento.
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FIGURA 10. Disminucion del estrés oxidativo citoplasmatico generado por paraquat mediante la estimulacion
de la autofagia. Micrografias de fluorescencia representativas de al menos tres repeticiones independientes a
una amplificacion de 40X, de los tratamientos control, paraquat (0.5 mM), rapamicina (10 nM) vy
rapamicina+paraquat, usando como control positivo de estrés oxidativo el H,0, (20mM). Para la deteccién del
EO se utilizé la sonda fluorescente DHE (5mM rojo). La viabilidad celular fue evaluada con calceina (5uM, verde).
Se utilizd DAPI como marcador nuclear (azul). También se muestra la co-localizacién de los marcadores
fluorescentes.
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FIGURA 11. Comparacion de la intensidad de la fluorescencia emitida en respuesta al estrés
oxidativo generado por paraquat y a la induccion de autofagia. A partir de 3 micrografias
obtenidas de campos aleatorios a una amplificacion de 40X, se cuantificd la intensidad de la
fluorescencia de A) DHE, y B) calceina, en cada uno de los tratamientos, mediante el software
Image J. Se muestra la intensidad de la fluorescencia como un incremento normalizado con
respecto al control. Se indica un diferencia estadisticamente significativa con una *p < 0.05; ns,
diferencia no significativa.
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LA INDUCCION DE AUTOFAGIA DISMINUYE EL ESTADO DE HIPEROXIDACION DE
LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES PEROXIRREDOXINAS

Otra forma de determinar el impacto de la autofagia sobre el estrés oxidativo, es a través
de la evaluacion del estatus oxidativo de macromoléculas que son blancos de oxidacion.
Entre ellas se encuentran las peroxirredoxinas (Prxs), las cuales comprenden una familia
de proteinas encargadas de catalizar la reduccion de perdxidos como el H,0,, peroxinitrito

125 "El mecanismo catalitico de estas enzimas consiste en la

e hidroperoxidos organicos
reduccion de perdxidos mediante la oxidacion del grupo tiol de un residuo de cisteina
conservado (cisteina peroxidatica, CysP) en las Prxs, originando un residuo de Cys-acido
sulfénico (Cys-SOH). La Cys-SOH puede reducirse de nuevo a su forma tiol una vez que se
regulan los niveles de perdxidos. Si las condiciones oxidativas persisten, la Cys-SOH de las
Prxs es blanco de una reaccién de oxidacién por una segunda molécula oxidante a Cys-
acido sulfinico (Cys-SO,H), e incluso ésta a su vez puede ser hiper-oxidada a Cys-acido
sulfénico (Cys-SOsH) 126 Las Prxs hiper-oxidadas representan formas inactivas, por lo que

reflejan un ambiente altamente oxidante 127129

Para evaluar el efecto de la estimulacidn de la autofagia sobre el estrés oxidativo inducido
por paraquat, analizamos a las Prxs, que como se menciond son proteinas antioxidantes
susceptibles a oxidacién. Para ello, células dopaminérgicas fueron tratadas con paraquaty
rapamicina solos o en combinacidén como previamente se describe, y se usé el H,O, como
control positivo de estrés oxidativo. Después de 24 horas, se realizd una
inmunofluorescencia con un anticuerpo especifico para detectar la hiper-oxidacién de las
Prxs (PrxSQs) y se utilizé6 DAPI como marcador nuclear.
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Se observé que aquellas células que no recibieron ningln tratamiento o que sélo
recibieron el inductor de autofagia no presentaron reactividad con el anticuerpo anti-
PrxSOs3 0 fue minima, lo que indica los niveles basales de estrés oxidativo (Figura 12A). Sin
embargo, las células que recibieron el tratamiento con paraquat presentaron una
intensidad de fluorescencia comparable con el control positivo, con un incremento de 5y
6 veces, respectivamente, en comparacién con el control (Figura 12B), lo que indica un
estado hiper-oxidado de las Prxs. Ademads, el estatus oxidativo de las Prxs inducido por
paraquat fue revertido al estimular la autofagia con la rapamicina. Asimismo, estos
resultados se confirmaron mediante western blot (Figura 12C), donde el mismo patrén fue
observado, es decir, los niveles de PrxSOs; fueron mayores en las células que recibieron el
paraquat y disminuyeron al inducir la autofagia, lo cual soporta un papel protector de la

autofagia contra el estrés oxidativo en el modelo de la EP.
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FIGURA 12. Efecto de la autofagia sobre el estatus oxidativo de las peroxirredoxinas inducido en el modelo de la
enfermedad de Parkinson. A) Micrografias de fluorescencia representativas de los tratamientos control, paraquat (0.5
mM), rapamicina (10 nM) y rapamicina+paraquat, usando como control positivo de estrés oxidativo el H,0, (20 mM).
Para la deteccion de la forma hiper-oxidada de las Prxs se utilizd el anticuerpo especifico anti-PrxSOj; (rojo). Se utilizd
DAPI como marcador nuclear (azul). También se muestra la co-localizaciéon de las fluorescencias. B) A partir de 3
micrografias obtenidas de campos aleatorios, se cuantificd la intensidad de la fluorescencia mediante el software
Image J. Se muestra la intensidad de la fluorescencia como un incremento normalizado con respecto al control. Se
indica un diferencia estadisticamente significativa con una *p < 0.05p. C) Se confirmd el resultado de la
inmunofluorescencia mediante western blot. Todos los ensayos se hicieron por triplicado de manera independiente.

(Incremento)

Intensidad de fluorescencia

QG o
o & @Q’b QO 80

53



LA INDUCCION DE AUTOFAGIA DISMINUYE LA MUERTE MEDIADA POR
PARAQUAT

Una vez evaluados los efectos de la autofagia sobre el estatus oxidativo citoplasmatico y
de algunas macromoléculas, se analizé el efecto protector de este mecanismo sobre la
muerte mediada por el estrés oxidativo que es inducido al administrar el paraquat en los
cultivos celulares. Las células fueron tratadas como previamente se describe. Como
control positivo de muerte celular se utilizé la estaurosporina, que es un agente inductor

BB Dpespués de 48 horas de incubacidn, se tomaron microfotografias en

de apoptosis
campo claro en un microscopio invertido a una amplificacion de 40X (Figura 12). En las
microfotografias se puede observar que el paraquat aumenta la muerte celular mediada
por estrés oxidativo de manera dosis-dependiente, lo cual es evidenciado por la pérdida
de la morfologia normal de las células, las cuales se caracterizan por su forma ahusada,
prolongaciones citoplasmaticas y adherencia. Cuando las células fueron tratadas con la
rapamicina en combinacién con el paraquat, mantuvieron su morfologia normal asi como
su capacidad de adherencia, y ademas mostraron un incremento en la densidad celular.
Posteriormente, las células fueron cosechadas y se realizd un ensayo de viabilidad con
azul tripano, cuyo analisis se llevd a cabo en el contador automatico TC-20. Las células
viables con la membrana intacta fueron capaces de excluir el colorante, mientras que las
células muertas lo captaron. En este ensayo, se observd una disminucion en la viabilidad
de las células tratadas con paraquat de manera dosis-dependiente, y cdmo efectivamente

ésta se recuperaba al inducir la autofagia (Figura 13). En particular, se puede destacar que

el paraquat utilizado a una concentracién de 0.5 mM induce un decremento de la
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viabilidad celular de hasta un 50.4%, mientras que al estimular la autofagia en presencia

de paraquat se incrementa a un 72.3%.
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FIGURA 13. La muerte mediada por paraquat disminuye al inducir la autofagia. Las células fueron tratadas con
paraquat a las concentraciones indicadas en ausencia o presencia de rapamicina (10 nM) durante 48 horas. Se uso
estaurosporina como control positivo de muerte celular. Se muestran microfotografias de campo claro
representativas (40X) de al menos tres repeticiones independientes.

55



150 - Em Rapamicina (-)

[ Rapamicina (+)
0 x
SE 100 @ .
T 5 Mo
— & i
O — *
m m | —
ST 50+
=S
D' T T T T i|
= o ¥ o? s
Paraquat
[mM]

FIGURA 14. Proteccién de la muerte celular mediada por paraquat mediante la induccién de autofagia.
Después de 48 horas de tratamiento (Figura 13), se realizd un ensayo de viabilidad por exclusion con azul
tripano. Se indica la diferencia estadisticamente significativa de al menos tres repeticiones independientes.
*

p <0.05.

LA INDUCCION DE AUTOFAGIA DISMINUYE LA MUERTE DEPENDIENTE DE
CALPAINAS MEDIADA POR PARAQUAT

Después de confirmar los efectos negativos del paraquat sobre la viabilidad del cultivo
celular con fenotipo dopaminérgico, y puesto que la autofagia protege a las células de la
muerte que este herbicida causa, se decidid analizar el efecto de la autofagia sobre la via
de apoptosis mediada por calpainas. Para esto, se analizo la actividad de dichas enzimas,
el fundamento de este ensayo se basa en la deteccion de la escision del sustrato de
calpainas Ac-LLY-AFC. Este sustrato emite luz azul (Amax = 400 nm), pero tras su escision
por la actividad de calpainas, la porcién AFC libre emite una fluorescencia amarillo-verde

(Amax = 505 nm), la cual se cuantificé por fluorometria.
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Se compard la actividad de calpainas a las 48 horas en los diversos tratamientos
previamente mencionados; ademas, se usé la calpaina activa | como control positivo, y un

inhibidor de la actividad de calpainas (Z-LLY-FMK) como control negativo.

Como se observa en la figura 14, el control positivo (calpaina I) indujo un claro incremento
en la actividad de calpainas de 514 URF, misma que disminuyd a 216 URF en presencia del
inhibidor Z-LLY-FMK. Tanto las células control como las tratadas con rapamicina mostraron
valores de 230 y 241 URF respectivamente, lo cual indica niveles basales de muerte celular
dependiente de calpainas. Se observd que la actividad de las calpainas aumentd a 373 URF
en aquellas células que fueron tratadas con paraquat. Sin embargo, esta actividad se
redujo cuando las células se pre-trataron con rapamicina para inducir la autofagia a
valores similares a los del grupo control de 255 URF. Por lo tanto, estos resultados indican

qgue la autofagia disminuye la muerte celular dependiente de calpainas mediada por

paraquat.
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FIGURA 15. La estimulacién de la autofagia reduce la actividad de calpainas inducida por paraquat. Las células
fueron tratadas con paraquat (0.5 mM), rapamicina (10 nM) y rapamicina+paraquat. El control no recibié ningin
tratamiento. Posteriormente, se obtuvieron los extractos protéicos y se analizé la actividad de calpainas enddgenas
mediante fluorometria. Se utilizé la calpaina activa | como control positivo, y el inhibidor de la actividad de calpainas Z-
LLY-FMK como control negativo. Los resultados estan expresados en unidades relativas de fluorescencia (URF). Se
indica la diferencia estadisticamente significativa de al menos cuatro repeticiones independientes. *p <0.05
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LA INDUCCION DE AUTOFAGIA DISMINUYE LA MUERTE DEPENDIENTE DE
CASPASAS MEDIADA POR PARAQUAT

Previamente, se ha reportado que la muerte celular inducida por paraquat ocurre a través

de la apoptosis mediada por caspasas ‘2*'%2

. Por lo tanto, se procedié a evaluar si la
estimulacion de autofagia era capaz de disminuir esta via de apoptosis. La apoptosis se
analizé por citometria de flujo con anexina V y 7-amino-actinomicina D (7-AAD) después
de 48 horas de tratamiento, como se ha mencionado antes. El fundamento de este
método es que la fosfatidilserina es un fosfolipido que de manera normal, se localiza en la
cara citosdlica de las membranas plasmaticas. En las etapas tempranas de la apoptosis, las
caspasas 3 y 7 activan a la proteina Xrp8, que es responsable de la translocacién de la

133

fosfatidilserina hacia la cara externa de la membrana ~°. La anexina V es una proteina de

unién a fosfolipidos calcio-dependiente, con una alta afinidad a la fosfatidilserina 134 p

or
lo que en este ensayo, se aprovecha la afinidad de la anexina V a la fosfatidilserina para
detectar la externalizacion de la misma. Ademas, también se usa el 7-AAD que es un
derivado fluorescente de la actinomicina D, el cual se une selectivamente a las regiones
GC del ADN, no pasa facilmente a través de la membrana celular intacta, por lo que usa

para marcar las células que se encuentran en las etapas finales de apoptosis y han perdido

la integridad de la membrana, y que en consecuencia van a morir.

Como se observa en la figura 16, el paraquat induce un aumento gradual de la apoptosis
mediada por caspasas, se muestra como a una concentracién de 0.1 mM de paraquat hay
un 21.6% de apoptosis temprana y un 27.95% de apoptosis tardia. A medida que se
incrementa la concentracion de paraquat disminuye la poblacion celular en apoptosis
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temprana y se incrementa la proporcién tardia alcanzando un 13.5% y 42.2%
respectivamente, con paraquat 1 mM. Sin embargo, al inducir la autofagia con rapamicina,
observamos una disminucion tanto de la apoptosis temprana /de 21.6% a 12.55%) como
de la apoptosis tardia /de 27.95 a 11.15%) que fue la inducida por paraquat a una
concentracion de 0.1 mM. Asi mismo, cuando se estimuld la autofagia, la apoptosis tardia
inducida por paraquat a las concentraciones de 0.2, 0.5 y 1 mM, disminuyd de 31.9% a

11.80%, 30% a 20.2% y 42.2% a 23.45%, respectivamente.
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FIGURA 16. . La estimulacién de autofagia disminuye la apoptosis dependiente de caspasas mediada por paraquat. Las células fueron
tratadas con paraquat a las concentraciones indicadas en ausencia o presencia de rapamicina (10 nM) durante 48 horas. . Posteriormente,
las células fueron cosechadas e incubadas con Anexina V y 7-AAD, después se analizaron mediante citometria de flujo. A) Plots
representativos de tres repeticiones independientes de la citometria de flujo. B) La grafica de barras muestra el porcentaje de viabilidad
celular de tres experimentos independientes. Se realizé analisis estadistico de los datos con prueba de Tukey para comparacién multiple.
Los asteriscos indican una diferencia estadisticamente significativa *p <0.05, ** p <0.01, ***p <0.001.

60



DISCUSION

La EP ha sido clasificada por la OMS como el trastorno del movimiento mas frecuente y el
segundo trastorno neurodegenerativo mas diagnosticado después de la enfermedad de

1135 13 EP se caracteriza principalmente por la pérdida de las neuronas

Alzheimer
dopaminérgicas en la SNpc del mesencéfalo ; sin embargo, se desconocen los detalles de
los mecanismos moleculares que desencadenan la muerte de estas neuronas. Es por eso

que es necesario el uso de modelos experimentales para llegar a la comprensién de las

vias moleculares implicadas en la patogénesis de esta enfermedad.

El paraquat es uno de los herbicidas mas utilizados a nivel mundial, la exposiciéon al mismo
se ha relacionado epidemiolégicamente con un mayor riesgo a desarrollar la EP, pero a la
fecha no ha sido caracterizado con exactitud su mecanismo de accién. Se sabe que el
paraquat sufre la pérdida de un electrén dentro de las células y se cree que éstas lo
secuestran causando un estrés oxidativo y nitrostativo generalizado . En el presente
estudio se logré validar un modelo in vitro de la EP, establecido en las células SH-SY5Y
usando la neurotoxina paraquat. Puesto que se ha reportado que la toxicidad del paraquat
estd relacionada a un bloqueo en el flujo de autofagia 122 en nuestro modelo se usé la
rapamicina con el fin de inducir la autofagia para evaluar su efecto sobre el sistema redox

y su potencial implicacion como mecanismo neuroprotector en la EP.
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Diversos estudios han asociado el estrés oxidativo con el desarrollo de enfermedades

136

neurodegenerativas, entre ellas la EP ~. Se ha demostrado que existen alteraciones en el

estado redox del citoplasma y la mitocondria en respuesta a neurotoxinas parkinsonianas
137 En el presente estudio se establecié un estatus oxidativo del citoplasma a una
concentracion de 0.5mM de la toxina paraquat a las 24 horas de tratamiento, esto
contrasta con otros estudios, donde se observdé un aumento en la producciéon de EROS en
concentraciones de 0.5mM a 48 horas™® en células que ademas fueron sometidas a un
estiramiento mecanico. En otro estudio encontraron un incremento de ERO con una

139
, lo

concentracion de paraquat mucho menor (10 uM) y a las 48 horas de tratamiento
cual puede deberse a que el cultivo celular fue sometido a una diferenciaciéon con acido

retinoico y factor neurotrdéfico derivado del cerebro, por lo que las células son mucho mas

sensibles al paraquat.

Mediante sondas fluorescentes (Figura 10), logramos comprobar que la induccién de
autofagia con rapamicina es capaz de disminuir el estrés oxidativo inducido por paraquat
en el compartimento citoplasmatico. Nuestros resultados concuerdan con otros estudios
en un modelo in vivo de la EP, en donde se ha evidenciado que la induccion de autofagia
disminuye el estrés oxidativo mitocondrial, mediante la evaluacién de los niveles de
malondialdehido (MDA), los cuales se asocian a la actividad del peréxido mitocondrial 140
El efecto de la autofagia como protector contra el estrés oxidativo ha sido reportado
también por otros autores, los cuales utilizaron la rapamicina y observaron una

. . . .. . . 141
disminucion de la toxicidad celular inducida por H,0,; 4
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Por otro lado, algunos estudios han identificado el perfil de proteinas que se ven alteradas
durante la muerte de las neuronas dopaminérgicas en modelos experimentales de la EP
inducidos con neurotoxinas. Dentro de este perfil se ha encontrado la alteraciéon de

142, 143
algunas Prxs =~

, las cuales son una familia de enzimas antioxidantes encargadas de
catalizar la reduccidon de H,0,, peroxinitrito e hidroperdxidos organicos 125 por lo tanto,
decidimos evaluar el estado hiperoxidado de dichas enzimas, ya que se han definido como
un biomarcador de estrés oxidativo, puesto que su forma dimérica oxidada se acumula

144 Ademas, se ha

cuando la velocidad de oxidacion es mayor que la de reduccién
observado que el estado de inactividad que genera esta hiperoxidacion se relaciona con

una disminucion de la seializacién para la supervivencia en algunos tipos celulares 129,

Logramos determinar que el paraquat induce un estado hiperoxidado de las Prxs, mientras
que la induccion de autofagia disminuye la oxidacién mediada por paraquat (Figura 12).
Estos resultados se relacionan con un estudio en el que combinaron el paraquat con el
fungicida maneb para potenciar el efecto neurotdxico, y observaron la oxidacién de la

145

Prx1 citoplasmatica y Prx3 mitocondrial Sin embargo, no evaluaron un agente

protector como en nuestro estudio.

Por otro lado, la investigacion de las vias de muerte celular y la autofagia en las neuronas
se complica por la lenta evolucién de las enfermedades neurodegenerativas, ya que los
factores pro- y anti-apoptdticos dentro de una neurona determinada pueden luchar
durante muchos meses o afios. La autofagia actla como un mecanismo protector al
promover la supervivencia celular en situaciones criticas o de estrés, y sélo en muy pocos

146

casos participa como un mecanismo de muerte celular programada ~. Previamente, se ha
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descrito que el paraquat induce muerte celular a través de la via de las caspasas en lineas
celulares dopaminérgicas '*’, lo cual fue validado en nuestro estudio en donde
observamos que el paraquat disminuye la viabilidad celular de manera dosis dependiente
(Figuras 13 y 14), e induce la externalizacidn de la fosfatidilserina a la cara externa de la
membrana plasmadtica, la cual es mediada por caspasas (Figura 16). Ademas,
demostramos que la induccidn de autofagia con rapamicina revierte la disminucién de la
apoptosis mediada por caspasas, es decir, que tiene un efecto protector contra la muerte
medidada por paraquat (Figuras 13, 14 y 16). Nuestros resultados concuerdan con un
estudio previo, en donde demostraron que la autofagia dependiente de Atg5 protege

122

contra la muerte de células dopaminérgicas inducida por paraquat ~““. De igual forma, se

ha evidenciado que la estimulacion de la autofagia protege a las neuronas contra la

148

muerte inducida por rotenona en cultivos primarios de mesencéfalo . Un estudio

similar, mostré que la rapamicina disminuye la activacién de caspasa 3 mediada por MPP”

111.

Bajo la observacién de que la disfuncién mitocondrial ocurre en muchas enfermedades
neurodegenerativas, se sugiere que las enfermedades neurodegenerativas son
enfermedades mitocondriales ®°. En los modelos experimentales dénde se usan
inhibidores del complejo | mitocondrial se observé que las células disminuyen sus niveles
de ATP, sufren disminucidon del potencial de membrana mitocondrial, aumentan los
niveles de ERO, presentan alteracién de microtubulos, oligomerizacidn de alfa-sinucleina y
activacién de caspasa 3 y calpainas %. De igual forma, otros autores han reportado

también la actividad de la calpaina como un importante mecanismo de muerte en
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modelos de EP ¥

. Por lo tanto, analizamos si la estimulacién de autofagia tenia un efecto
sobre la actividad de las calpainas mediada por paraquat, y observamos una disminucion
de la actividad de estas proteasas, y con ello, de la muerte de las células dopaminérgicas

mediada por paraquat (figura 15). Esta actividad ha sido reportada también para modelos

experimentales inducidos por otras toxinas *°.

Se ha demostrado que existe una relaciéon entre la actividad de las calpainas y la via de
autofagia, ya que al inhibir la autofagia se activa de manera importante la via de calpainas
151 . . .y

. Nuestros resultados se correlacionan con estos hallazgos, por lo que la induccion de

autofagia con rapamicina protege las células dopaminérgicas de la apoptosis mediada por

calpainas (Figura 15).

En resumen, podemos concluir que en nuestro estudio se comprobd que la induccién de
autofagia con rapamicina tiene un efecto de proteccion sobre las ERO en el
compartimento citoplasmatico, y ademds, protege a las células dopaminérgicas de la
apoptosis mediada por caspasas y calpainas. Las propiedades neuroprotectoras de la
rapamicina se deben a su capacidad de disminuir el estrés oxidativo, y probablemente
también, de disminuir la disfuncion mitocondrial al ser capaces de destruir organelos
danados, y de regular la degradacién de enzimas relacionadas con la muerte celular
programada, contribuyendo en conjunto con un efecto anti-apoptdtico. Por lo que
nuestros hallazgos proporcionan evidencia que soporta el empleo de estrategias que
involucren a la estimulacion de la autofagia como medida terapéutica contra

enfermedades neurodegenerativas.
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CONCLUSIONES

La estimulacion de autofagia disminuye el estrés oxidativo del citoplasma mediado
por paraquat.

La induccién de autofagia reduce el estado hiperoxidado de las enzimas
antioxidantes Peroxirredoxinas mediado por paraquat.

La induccion de autofagia disminuye la apoptosis mediada por calpainas y caspasas

causada por el paraquat.
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