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ABSTRACT 

Since the number of aged people will increase in the next years, 

neurodegenerative diseases, including Parkinson’s Disease (PD), will also rise. 

Previously, we demonstrated that autophagy stimulation with rapamycin 

decreases dopaminergic neuronal death mediated by oxidative stress in the 

paraquat (PQ)-induced PD model. Assessing the neurotherapeutic efficacy of 

autophagy-inducing molecules is critical for preventing or delaying 

neurodegeneration. Recently, we evaluated the autophagy inducers metformin 

and trehalose effect in a PD model. Autophagy induced by both molecules was 

confirmed in the SH-SY5Y dopaminergic cells by detecting increased LC3-II 

marker and autophagosome number compared to the control by western blot 

and transmission electron microscopy. Both autophagy inducers showed an 

antioxidant effect, improved mitochondrial activity, and decreased dopaminergic 

cell death induced by PQ. Herein, we evaluated the effect of both inducers in 

vivo. C57BL6 mice were pretreated with metformin or trehalose before PQ 

administration. Cognitive and motor deteriorated functions in the PD model were 

evaluated through the nest building and the gait tests and were prevented by 

metformin and trehalose. Both autophagy inducers significantly reduced the 

dopaminergic neuronal loss, astrocytosis, and microgliosis induced by PQ. Also, 

cell death mediated by PQ was prevented by metformin and trehalose, 

assessed by TUNEL assay. Metformin and trehalose induced autophagy 

through AMPK phosphorylation and decreased α-synuclein accumulation. 

Therefore, metformin and trehalose are promising neurotherapeutic autophagy 

inducers with great potential for treating neurodegenerative diseases such as 

PD.  

Keywords: Metformin; Trehalose; Autophagy; Parkinson’s disease; 

Dopaminergic neurons; Paraquat. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 

Actualmente la esperanza de vida en el mundo es de 73 años, de acuerdo con 

los datos reportados por la Organización Mundial de la Salud (1). Además, se 

estima que en próximos años aumentará significativamente el número de 

personas envejecidas, lo cual se asocia con un incremento en la presencia de 

las enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Parkinson (EP) 

(2).  

 

La EP es un desorden neurológico caracterizado por la presencia de síntomas 

motores como la bradicinesia, inestabilidad postural y el temblor en reposo, los 

cuales son causados por la pérdida selectiva de las neuronas dopaminérgicas 

en la sustancia nigra pars compacta, resultando en la denervación 

dopaminérgica del cuerpo estriado (3, 4). Además, síntomas no motores como 

la sialorrea, disfagia, gastroparesia y el estreñimiento, pueden presentarse 

hasta una década antes de la aparición de los síntomas motores (5). Esta 

relación entre el sistema digestivo y el sistema nervioso central (SNC) se debe 

al eje intestino-cerebro (6). Recientemente, se reportó que en los pacientes con 

EP existe una alteración en el perfil de la microbiota intestinal (7-9); además, el 

incremento de bacterias de la familia Enterobacteriaceae se asocia con la 

severidad de la inestabilidad postural y la dificultad para caminar. Por lo tanto, el 

perfil de la microbiota intestinal juega un papel importante en el desarrollo y la 

progresión de la EP (10). 
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Otras características importantes de la EP son las alteraciones intracelulares 

que ocurren en las neuronas dopaminérgicas, incluyendo daño mitocondrial, 

estrés oxidativo y la alteración de las vías de degradación de proteínas 

mediadas por el proteosoma y la autofagia (11). La autofagia consiste en la 

degradación de los componentes celulares a través de hidrolasas lisosomales 

para posteriormente ser reciclados (12). La autofagia juega un papel esencial 

en el buen funcionamiento del SNC, ya que su deficiencia conduce a la 

neurodegeneración (13, 14). La evidencia reciente resalta el papel de la 

autofagia en el control de calidad mitocondrial y su relación con enfermedades 

neurodegenerativas como la EP (15). 

 

Dada su importancia, consideramos que la inducción de autofagia puede 

prevenir el desarrollo de la EP. Previamente demostramos que la inducción de 

autofagia con rapamicina disminuye la muerte de las neuronas dopaminérgicas 

mediada por el estrés oxidativo en un modelo de la EP inducido con paraquat 

(PQ) (16). Por lo tanto, consideramos importante evaluar la eficacia 

neuroterapéutica de moléculas inductoras de autofagia, como la metformina y la 

trehalosa, para encontrar un tratamiento que ayude a prevenir o retrasar la 

neurodegeneración. 

 

La metformina es un agente hipoglucemiante usado ampliamente en el 

tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 (17). Además, la metformina induce 

autofagia a través de un mecanismo dependiente de AMPK que provoca un 
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estado de inanición al inhibir el complejo 1 de la cadena respiratoria y la enzima 

glicerofosfato deshidrogenasa mitocondrial (mGPDH). La inhibición del 

complejo 1 disminuye la oxidación del NADH, el bombeo de protones a través 

de la membrana mitocondrial interna y la tasa de consumo de oxígeno, lo que 

da como resultado un gradiente de protones más bajo y una síntesis de ATP 

reducida. Además, la metformina suprime la gluconeogénesis al inhibir la 

mGPDH (18, 19). 

 

Por otro lado, la trehalosa es un disacárido formado por dos moléculas de 

glucosa, donde el enlace α-glucosídico involucra a los grupos hidroxilo de los 

dos carbonos anoméricos (20). La trehalosa induce autofagia a través de dos 

vías, una dependiente de m-TOR y otra alterna. La trehalosa inhibe los 

transportadores de glucosa (GLUT), generando un estado similar a la inanición, 

lo cual activa la autofagia a través de AMPK y ULK1 (21). También, la trehalosa 

puede inducir autofagia debido a que ocasiona daño en los lisosomas con la 

subsecuente translocación nuclear de TFEB, para así inducir la biogénesis 

lisosomal (22). 

 

Hasta la fecha no se han reportado efectos secundarios notables de la 

metformina y la trehalosa que afecten la calidad de vida de los pacientes. Por el 

contrario, en los últimos años se les han atribuido beneficios para la salud (23-

26), por lo cual consideramos que estas moléculas tienen un potencial 

terapéutico prometedor como una terapia alternativa para el tratamiento de 

pacientes con EP. 
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CAPÍTULO 2 

ANTECEDENTES 

2.1 Enfermedad de Parkinson (EP) 

La EP es un desorden neurodegenerativo con afección motora. Sus pricipales 

características patológicas incluyen la muerte de las neuronas dopaminérgicas 

en la sustancia nigra pars compacta, lo que ocasiona una deficiencia de 

dopamina, y la presencia de los cuerpos de Lewy. Además, se asocia con la 

disfunción mitocondrial, el estrés oxidativo y la alteración de las vías de 

degración de proteínas, entre las que se incluyen la vía del proteosoma y de la 

autofagia (3). Hasta la fecha la etiología de la EP no se conoce con exactitud, 

pero se sabe que está relacionada con factores ambientales (p. ej. exposición a 

pesticidas), predisposición genética (p. ej. mutaciones en los genes LRRK2 y 

parkin) o la combinación de ambos, y el envejecimiento. Los estudios 

epidemiológicos muestran que menos del 10% de los pacientes con EP tienen 

una etiología estrictamente genética, mientras que la mayoría de los casos son 

considerados esporádicos (3, 27). 

 

Uno de los grandes problemas de la EP es que desde su primera descripción 

en 1817 por James Parkinson hasta la actualidad, no existe un tratamiento que 

ayude a prevenir o modificar la enfermedad, y los pacientes sólo reciben 

tratamientos paliativos que imitan el efecto de la dopamina enfocados 

únicamente en controlar los síntomas motores (28, 29). El medicamento más 



 

 5 

utilizado es la levodopa combinada con carbidopa, ésta última bloquea la 

conversión de la levodopa en dopamina fuera del SNC, por lo tanto, inhibe los 

efectos secundarios no deseados de la levodopa fuera del SNC durante el 

tratamiento (30). 

 

Las características clínicas de la EP incluyen alteraciones motoras 

(bradicinesia, temblor en reposo e inestabilidad postural) y no motoras, entre las 

que se incluyen problemas cognitivos y gastrointestinales (GI) (27). Las 

alteraciones motoras llegan a presentarse cuando la sustancia nigra ya se ha 

deteriorado entre un 50-60% y los nieveles de dopamina se han reducido de un 

80-85% (31). De las alteraciones no motoras, los problemas GI son los más 

comunes y además son evidentes durante todo el curso de la enfermedad. El 

estreñimiento es el síntoma GI mas frecuente con una prevalencia de 28-80%; 

además, es importante destacar que puede presentarse hasta 15 años antes 

que los síntomas motores (5). La presencia de los problemas GI en pacientes 

con EP se ha asociado con el eje microbiota-intestino-cerebro. 

 

2.2 Eje microbiota-intestino-cerebro en la EP 

El eje microbiota-intestino-cerebro consiste en la señalización bioquímica 

bidireccional que existe entre estos tres componentes a través del nervio vago y 

el sistema circulatorio; la señalización bioquímica está compuesta por diversas 

moléculas como metabolitos, neurotransmisores, proteínas y citocinas (Fig. 1). 

El perfil bioquímico que se intercambia del intestino al cerebro depende 
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principalmente del perfil de la microbiota intestinal; además, es importante 

mencionar que modificaciones en el perfil de la microbiota intestinal se han 

asociado con diversas enfermedades neurodegenerativas, entre las que se 

encuentra la EP (6, 32).  

 

Fig. 1. Eje microbiota-intestino-cerebro. Comunicación bidireccional que existe entre 
la microbiota intestinal, el intestino y el cerebro a través del nervio vago y el sistema 
circulatorio (33). 
 

En un estudio en ratones que sobreexpresan α-sinucleína (α-Syn), se demostró 

que la microbiota intestinal está implicada en el desarrollo de la EP. Cuando se 

realizó el tratamiento con antibiótico se previno el desarrollo de las alteraciones 

motoras, la activación de la microglía y la acumulación de α-Syn; mientras que, 

la recolonización microbiana promovió esas características fisiopatológicas. 

Además, la administración oral de metabolitos microbianos específicos a 

ratones libres de gérmenes promovió la neuroinflamación y los síntomas 

motores. Asimismo, la colonización de ratones que sobre expresan α-Syn con 

microbiota de pacientes con EP intensificó el deterioro físico en comparación 
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con los ratones que fueron trasplantados con microbiota de donantes sanos 

(34). 

 

En los pacientes con EP se han descrito modificaciones en el perfil de la 

microbiota intestinal. Hasta el momento, debido su complejidad, no ha sido 

posible establecer una composición específica de la microbiota intestinal como 

biomarcador de esta enfermedad. Sin embargo, entre las modificaciones que 

más se han reportado en pacientes con EP (7-9), se encuentra el incremento de 

las familias Lactobacillaceae, Enterococcaceae, Christensenellaceae, 

Verrucomicrobiaceae y Enterobacteriaceae; mientras que los Bacteroidetes, la 

familia Prevotellaceae y Lachnospiraceae se encuentran disminuidos en 

comparación con los sujetos sanos (35). Además, el incremento de bacterias de 

la familia Enterobacteriaceae se ha asociado con la severidad de la 

inestabilidad postural y la dificultad para caminar (10).  

 

Entre los factores que pueden modificar la microbiota intestinal se encuentra la 

autofagia. En un estudio donde se inactivó el gen Atg5 de manera específica en 

el intestino, como modelo de inhibición de autofagia, se observó que 

disminuyeron las bacterias relacionadas con la regulación de la inflamación 

(Akkermansia muciniphila y las familia Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, 

Verrucomicrobiaceae) y se incrmentaron las bacterias asociadas al desarrollo 

de la inflamación (Candidatus arthromitus y las familias Clostridiaceae y  

Pseudomonadaceae) (36).   
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Por lo tanto, el perfil de la microbiota intestinal juega un papel importante en el 

desarrollo y la progresión de la EP. Además, el perfil de la microbiota intestinal 

puede verse modificado de manera negativa por la inhibición de la autofagia, lo 

cual puede promover el desarrollo de la EP. 

 

2.3 La autofagia y su relación con la EP 

La autofagia se define como un proceso de degradación intracelular de 

organelos y macromoléculas para su posterior reciclaje, el cual es mediado por 

lisosomas (12). La autofagia se puede clasificar en 3 subtipos de acuerdo al 

mecanismo que utilizan para entregar los componentes celulares a los 

lisosomas: 1) autofagia mediada por chaperonas, 2) microautofagia y 3) 

macroautofagia (37). En este trabajo nos enfocamos en la macroautofagia, que 

para fines prácticos nos referiremos a ella como autofagia.  

 

La autofagia inicia con la nucleación de una membrana de aislamiento 

denominada fagóforo, la cual se elonga gradualmente para formar una vesícula 

de doble membrana, denominada autofagosoma, en donde quedan atrapados 

los componentes celulares. Después, el autofagosoma migra a lo largo de los 

microtúbulos hasta fusionarse con la membrana de un lisosoma para formar el 

autolisosoma. Posteriormente, ocurre la degradación y el reciclaje del cuerpo 

autofágico junto con los componentes celulares por el medio hidrolítico del 

autolisosoma (Fig. 2) (38). 
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Fig. 2. Autofagia. La autofagia es un proceso catabólico que se encarga de la 
degradación y el reciclaje de los componentes celulares, lo cual ayuda a prevenir el 
daño y  promueve la supervivencia celular.  
 

La autofagia es un proceso altamente conservado en todas las células e 

inducido bajo diferentes condiciones de estrés, para ayudar a prevenir el daño y 

promover la supervivencia, al eliminar los desencadenantes de la muerte 

celular. Por lo tanto, las alteraciones en la vía de la autofagia se han 

relacionado con diferentes enfermedades, incluidas el cáncer, las 

enfermedades infecciosas, inflamatorias, metabólicas y neurodegenerativas 

(39). 

 

La principal característica de las enfermedades neurodegenerativas como la 

enfermedad de Alzheimer (EA), enfermedad de Huntington (EH) y EP, es la 

formación de agregados de proteínas mal plegadas que se acumulan en las 

células neuronales. Dicha agregación ocurre debido a la alteración de las vías 

de degradación de proteínas mediadas por el proteosoma y la autofagia, lo cual 
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ocasiona alteraciones en el funcionamiento neuronal, promoviendo la muerte 

celular (38, 40). El análisis de muestras post-mortem de tejido cerebral de 

pacientes con EP mostraron que la autofagia se encuentra deteriorada en la 

región de la sustancia nigra (41, 42). Además, se ha reportado que la autofagia 

es esencial para el SNC, ya que su disfunción causa neurodegeneración (13, 

14). Por lo tanto, evaluar la eficacia neuroterapéutica de moléculas inductoras 

de autofagia es fundamental para prevenir o retrasar la neurodegeneración.  

 

2.4 Inductores de autofagia 

Actualmente existen varios fármacos experimentales, así como compuestos 

naturales que inducen autofagia. Previamente, demostramos que la inducción 

de autofagia con rapamicina disminuye la muerte de las neuronas 

dopaminérgicas mediada por el estrés oxidativo en el modelo de la EP inducido 

con PQ (16). La rapamicina es el inductor de autofagia mejor caracterizado y ha 

sido el más utilizado (43, 44), mostrando efectos positivos en estudios 

experimentales de modelos de enfermedades neurodegenerativas (45). Sin 

embargo, recientemente la administración de rapamicina se asoció con la 

alteración de la actividad microglial y un aumento de las placas de β-amiloide 

en un modelo de la EA (46). Por lo tanto, es esencial evaluar la eficacia 

neuroterapéutica de otras moléculas inductoras de autofagia para prevenir o 

retrasar la neurodegeneración. 
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Recientemente, demostramos que los inductores de autofagia metformina y 

trehalosa previenen el estrés oxidativo, el daño mitocondrial y la muerte de las 

células dopaminérgicas en un modelo celular de la EP inducido con el herbicida 

PQ. Por lo tanto, consideramos relevante evaluar si la metformina y trehalosa 

previenen la neurodegeneración, así como el perfil de la microbiota intestinal en 

un modelo animal de la EP inducido con PQ. Además, éstas móleculas tienen 

diferentes mecanismos de inducción de autofagia, la metformina induce 

autofagia a través de una vía dependiente de AMPK y la trehalosa induce 

autofagia por dos vías, una dependiente de AMPK y otra a través de la 

activación de TFEB (21, 22, 26); lo que podría brindar diferentes alternativas 

terapéuticas para el tratamiento de la EP. 

 

2.4.1 Proteína cinasa activada por AMP (AMPK)  

La proteína cinasa activada por monofosfato de adenosina (AMPK) es un 

sensor metabólico que mantiene el equilibrio energético (47), por lo tanto, juega 

un papel fundamental en la regulación del crecimiento celular, la 

reprogramación del metabolismo celular, la migración y la polaridad celular, así 

como en la autofagia (48). La activación de esta proteína esta dada en 

respuesta al estrés energético cuando hay un aumento en las proporciones 

AMP:ATP y ADP:ATP. La proteína AMPK restablece el equilibrio energético al 

inhibir los procesos fisiológicos que consumen ATP y promueve aquellos 

procesos que generan ATP (49).  
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AMPK es un complejo trimérico que consta de una subunidad catalítica 

(subunidad α) y dos subunidades reguladoras (subunidades β y γ). En los 

mamíferos, la subunidad α está codificada por dos isoformas, y las subunidades 

β y γ están codificadas por dos y tres isoformas, respectivamente. En el 

extremo N-terminal de la subunidad α se encuentra el dominio catalítico, así 

como un sitio de fosforilación para inducir la activación de AMPK, dicha 

fosforilación ocurre en una treonina conservada (Thr172) del bucle de activación 

(49). 

 

La fosforilacion de AMPK en la Thr172 inhibe la vía del blanco de rapamicina 

del complejo 1 de mamífero (mTORC1), para ocasionar la inhibición del 

crecimiento celular y la inducción del proceso de autofagia. Además, estudios 

recientes han reportado que AMPK puede fosforilar directamente varios sitios 

de ULK1 para inducir autofagia (48). 

 

2.4.2 Metformina  

La metformina es un derivado sintético de la guanidina y se usa como primera 

línea para el tratamiento contra la diabetes mellitus tipo 2. Recientemente, se ha 

reportado que la metformina tiene otros efectos benéficos para la salud, entre 

los que se incluye: el efecto antitumoral, prevención del síndrome de ovario 

poliquístico, efecto antienvejecimiento, y neuroprotección (50).  
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La metformina induce autofagia a través de un mecanismo dependiente de 

AMPK. Una vez que ingresa a la célula, la metformina ocasiona un estado de 

inanición al inhibir el complejo 1 de la cadena de transporte de electrones y la 

enzima glicerofosfato deshidrogenasa mitocondrial (mGPDH) (26). La inhibición 

del complejo 1 en la mitocondria ocasiona la disminución de: la oxidación de 

NADH, el bombeo de protones a través de la membrana mitocondrial interna y 

la tasa de consumo de oxígeno, lo que resulta en una disminución del gradiente 

de protones y una síntesis de ATP reducida. Además, la metformina suprime la 

gluconeogénesis mediante la inhibición de mGPDH, lo que conlleva también a 

la inducción de autofagia (Fig. 3) (18, 19). 

 
Fig. 3. Mecanismo de inducción de autofagia de la metformina. La metformina 
induce autofagia a través de un mecanimos dependiente de AMPK, al inhibir el 
complejo 1 de la mitocondria y la gluconeogénesis a través de la mGDPH. 
 

Hasta la fecha no existen reportes que indiquen que la metformina tenga un 

efecto negativo sobre los nieveles de glucosa en sangre. En un estudio en 

donde se administró la metformina en pacientes a dosis crecientes, de 500 mg 
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a 2000 mg por día durante 12 semanas, no se observaron modificaciones en la 

tolerancia a la glucosa o en los niveles de glucosa en sangre (51). Sin embargo, 

se ha reportado el riesgo de hipoglucemia cuando se usa la metformina con 

otros medicamentos antidiabéticos, o se combina con ejercicio intenso, grandes 

cantidades de alcohol o al no consumir suficientes calorías en la dieta (52, 53). 

Por lo tanto,  la metformina puede ser considerada como un fármaco con 

potencial prometedor contra la EP, siempre y cuando se administre bajo 

supervisión médica. 

 

2.4.3 Trehalosa 

La trehalosa es un disacárido no reductor compuesto por dos moléculas de 

glucosa unidas por un enlace α,α-1,1 glucosídico. Esta molécula se encuentra 

presente en una amplia variedad de organismos, incluyendo bacterias, hongos, 

plantas y animales invertebrados. La trehalosa se ha utilizado en la industria 

para estabilizar lípidos y proteínas, así como virus, bacterias y tejidos (54); 

además, la trehalosa se ha descrito como una molécula inductora de autofagia 

(55). 

 

La trehalosa puede entrar a la células como disacárido a través del transpotador 

de glucosa GLUT 8 o por endocitosis. Una vez dentro de la célula, la trehalosa 

inhibe a los transportadores de glucosa GLUT 1-4, generando un estado de 

inanición, que induce autofagia a través de la activación de AMPK y ULK1 (21). 

También puede ocasionar daño en los lisosomas al inducir su agrandamiento y 
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generar la permeabilización de su membrana, con la subsecuente translocación 

de TFEB al núcleo para inducir la biogénesis lisosomal, lo cual también conlleva 

a la inducción de la autofagia para reemplazar los lisosomas afectados (Fig. 4) 

(22). 

 

Fig. 4. Mecanismo de inducción de autofagia de la trehalosa. La trehalosa induce 
autofagia a través de una vía dependiente de AMPK y otra independiente por la 
activación de TFEB. 
 

A pesar de ser un disacárico, los niveles de glucosa en sangre no se ven 

alterados después de la administración de trehalosa. Estudios previos 

evaluaron los niveles de glucosa en sangre después del tratamiento con 

diferentes concentraciones de trehalosa: 2 % durante 6 semanas (56) y 5 % 

durante 13 semanas (57), y no se encontraron diferencias significativas en 

comparación con el grupo control. Además, nosotros evaluamos el efecto de la 

administración de la trehalosa en un modelo murino sobre los órganos 

relacionados con su metabolismo (hígado, páncreas y riñón), y no se observó 
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nunguna alteración histológica (58), por lo que el uso de la trehalosa como 

potencial tratamiento para la EP puede considerarse seguro. 
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CAPÍTULO 3 

JUSTIFICACIÓN 

En los últimos años, el papel de la autofagia ha ganado relevancia en las 

enfermedades neurodegenerativas por su potencial efecto de protección. 

Previamente, nuestro grupo de investigación demostró que las moléculas 

inductoras de autofagia, metformina y trehalosa, tienen un efecto neuroprotector 

en un modelo celular de la Enfermedad de Parkinson (EP). Por lo tanto, 

consideramos de gran importancia evaluar el efecto neuroprotector de estas 

moléculas en un modelo animal de la EP, y analizar su efecto sobre la 

microbiota intestinal. Los hallazgos derivados de este estudio permitirán 

establecer si la inducción de autofagia con estas moléculas puede brindar 

diferentes alternativas terapéuticas en pacientes con la EP.  
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CAPÍTULO 4 

 

HIPÓTESIS 

 

La inducción de autofagia ejerce un papel protector sobre las neuronas 

dopaminérgicas y la microbiota intestinal en un modelo animal de la enfermedad 

de Parkinson. 
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CAPÍTULO 5 

OBJETIVOS 

5.1 Objetivo general  

Determinar el efecto neuroprotector de diferentes inductores de autofagia en un 

modelo animal de la enfermedad de Parkinson y su influencia sobre la 

microbiota intestinal. 

 

5.2 Objetivos específicos 

1. Determinar el efecto de la autofagia inducida por metformina y trehalosa 

sobre la función motora y cognitiva en un modelo animal de la enfermedad 

de Parkinson. 

2. Evaluar el efecto de la inducción de la autofagia con metformina y trehalosa 

sobre las neuronas dopaminérgicas y las células de la glía en un modelo 

animal de la enfermedad de Parkinson. 

3. Evaluar el efecto de la inducción de la autofagia con metformina y trehalosa 

sobre la muerte celular inducida por PQ en el mesencéfalo en un modelo 

animal de la enfermedad de Parkinson. 

4. Analizar el efecto de la regulación de la autofagia sobre la microbiota 

intestinal en un modelo animal de la enfermedad de Parkinson. 
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CAPÍTULO 6 

MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Estrategia general 

 

Fig. 5. Estrategia general. Descripción general del modelo animal de la EP y los 
análisis realizados.  
 

6.2 Modelo animal de la EP  

Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 de 8-10 semanas de edad (Círculo 

ADN, Ciudad de México), los cuales fueron mantenidos en ciclos de luz-

oscuridad de 12 h, con acceso ad libitum a comida y agua. El peso de los 

ratones se registró semanalmente. Todos los experimentos se realizaron de 

acuerdo con lo establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 

y el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio 
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(CICUAL). Además, el proyecto fue aprobado por el Comité de Ética de nuestra 

Universidad (número de registro HT19-00002). 

  
Fig. 6. Modelo experimental. Descripción de los pretratamiento con los inductores de 
autofagia y la exposición al PQ a través del tiempo.  
 

Los ratones fueron divididos en 8 grupos: 1) Control, 2) Rapamicina, 3) 

Metformina, 4) Trehalosa, 5) PQ, 6) Rapamicina + PQ, 7) Metformina + PQ, y 8) 

Trehalosa + PQ. El grupo control fue inyectado por vía intraperitoneal con PBS. 

La rapamicina (1 mg/Kg) (R-5000, LC Laboratories) y el paraquat (10 mg/Kg) 

(227320010, Acros Organics) se prepararon en PBS y también fueron 

administrados por vía intraperitoneal. La metformina (500 mg/kg) (D150959, 

Sigma Aldrich) y la trehalosa (2%) (182551000, Acros Organics) se 

administraron por vía oral en el agua para beber, las cuales fueron preparadas y 

colocadas en los bebederos diariamente. La rapamicina se administró cada 

tercer día. Se realizó un pretratamiento con los inductores de autofagia 

(rapamicina, metformina y trehalosa) una semana previa al tratamiento con 

paraquat y durante las 7 semanas consecutivas. El paraquat se utilizó para 
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inducir el modelo experimental de la EP y se aplicó dos veces por semana, por 

7 semanas consecutivas (Fig. 6).  

 

Al final de los tratamientos se realizó la evaluación de la función motora y 

cognitiva. Posteriormente, tres ratones de cada grupo fueron anestesiados con 

una inyección intraperitoneal de xilacina 10mg/kg (Q7833099, PiSA Labs, 

General Escobedo, Mexico) y ketamina 100mg/kg (Q7833028, PiSA Labs). 

Posteriomente, se realizó perfusión intracardiaca con paraformaldehído (PFA) al 

4% en PBS. Los cerebros fueron removidos, post-fijados por 24 h en PFA 4% y 

procesados para realizar cortes en parafina de 5 µm, para su posterior análisis 

por inmunofluorescencia. Por otro lado, tres ratones de cada grupo fueron 

sacrificados por dislocación cervical, se colectaron los cerebros y se colocaron 

en buffer para ensayo de radioinmunoprecipitación (RIPA, pos sus siglas en 

inglés) para aislar las proteínas, seguido de su análisis por western blot.  

 

6.3 Evaluación de la función motora y cognitva 

6.3.1 Prueba de la marcha 

Para evaluar la función motora se analizó el patrón de la marcha de los ratones, 

para ello se pintaron las patas de los ratones con pintura lavable no tóxica. Se 

utilizaron dos colores, uno para las extremidades posteriores y otro para las 

extremidades anteriores. Después, se dejó que caminaran a través de un túnel 

sobre una hoja de papel. Esta prueba aprovecha el comportamiento natural del 

ratón y su afinidad por los pequeños lugares oscuros. El túnel que se utilizó 
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tenía las dimensiones que permiten que los ratones puedan caminar 

cómodamente y dar suficientes pasos (> 4) para poder medir la marcha. 

 

Antes de iniciar con la prueba, se realizó la aclimatación de los ratones durante 

30 min. Se evaluó la longitud y el ancho de la zancada. Este enfoque es lo 

suficientemente sensible como para detectar cambios tempranos en la marcha, 

y debido a su enfoque no invasivo, permite evaluar grupos a lo largo de la vida 

o evolución de la enfermedad. 

 

6.3.2 Prueba de la construcción del nido 

La función cognitiva se puede medir a través de comportamientos sociales 

directamente relacionados con las funciones reproductivas y la crianza de los 

hijos. En el caso de la anidación de pequeños roedores, los nidos son 

importantes para la conservación del calor, así como para la reproducción y el 

refugio.  

 

Para realizar la prueba de la construcción del nido, los ratones recibieron 5 g de 

algodón comprimido; la evaluación se realizó en base a un sistema de 

puntuación tomando en cuenta la calidad de los nidos. Brevemente, los nidos 

fueron evaluados considerando la altura y el cierre de las paredes que rodean la 

cavidad del nido. Las puntuaciones más altas indicaron nidos de mayor calidad, 

equivalentes a un comportamiento normal (puntuación de 5 = nido en forma de 

domo completo), mientras que aquellos con puntuaciones más bajas 
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correspondieron a nidos de mala calidad e indicaron un comportamiento 

anormal (puntuación de 4 = nido en forma de domo incompleto; puntuación de 3 

= nido en forma de copa, puntuación de 2 = nido plano, y las puntuaciones de 1 

y 0 se refieren a material de anidación perturbado y no perturbado, 

respectivamente).  

 

6.4 Inmunofluorescencia 

Los cerebros obtenidos después de la perfusión intracardiaca fueron 

procesados por la técnica histológica convencional e incluidos en parafina, para 

luego realizar cortes histológicos seriados en plano coronal de 5 μm (como se 

describió previamente). Los cortes histológicos fueron desparafinizados en xilol 

e hidratados en concentraciones decrecientes de alcohol. Posteriormente, se 

realizó la recuperación de los antígenos con calor, utilizando el buffer de 

recuperación de antígenos (TRS, por sus siglas en inglés) Tris/EDTA a pH 9. 

Después, se realizó el bloqueo con suero de caballo al 10%, seguido de la 

incubación con el anticuerpo primario (1:1000): anti-TH de ratón (sc-25269, 

Santa Cruz), anti-CNPasa de ratón (PA5-27972, Invitrogen), anti-GFAP de 

conejo (ab7260, Abcam), anti-Iba1 de conejo (178847, Abcam), anti-AMPK 

alpha 1 (phospho T183) + AMPK alpha 2 (phospho T172) de conejo (ab23875, 

Abcam), anti-LC3 de conejo (L7543, Merck Millipore) o anti-α-sinucleína de 

ratón (sc-12767, Santa Cruz Biotechnology) durante toda la noche a 4 °C. Al 

final de la incubación se realizó un lavado con TBST y las secciones fueron 

incubadas con el anticuerpo secundario (1:2000): Alexa 488 anti-conejo 
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(ab150077, Abcam) o Alexa 488 anti-ratón (A11001, Invitrogen) durante 1 h a 

temperatura ambiente y luego se realizó un lavado con TBST. Por último, las 

secciones fueron incubadas con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) a una 

concentración de 100 ng/mL durante 15 min y fueron montadas con 

VECTASHIELD Antifade Mounting Medium (H1200, Thermo Fisher Scientific). 

Las imágenes se obtuvieron usando un microscopio fluorescente Nikon Eclipse 

50i y se analizaron con el software ImageJ.  

 

6.5 Western blot 

Los cerebros fueron lisados en tampón de ensayo de radioinmunoprecipitación 

(RIPA, por sus siglas en inglés) (Tris-HCl 20 mM, NaCl 150 mM, Na2EDTA 1 

mM, ácido tetraacético de etilenglicol (EGTA) 1 mM, Triton X-100 al 1 %) que 

contenía inhibidor de proteasas (78430, Thermo Fisher Scientific). Los lisados 

celulares fueron sonicados y centrifugados. Posteriormente, se recuperó el 

sobrenadante y los sedimentos fueron desechados. Se cargaron 80 µg de 

proteína por muestra, las cuales fueron separadas mediante electroforesis SDS-

PAGE, luego fueron transferidas a una membrana de PVDF. Después, las 

membranas se incubaron a 4°C durante la noche con el anticuerpo primario 

(1:1000): anti-TH de ratón (sc-25269, Santa Cruz) o anti-β-actina de conejo (sc-

2357, Santa Cruz Biotechnology), éste último se utilizó como control de carga. 

Se utilizó un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con peroxidasa (sc-

2004, Santa Cruz Biotechnology) a una dilución de 1:2000, y las bandas fueron 

detectadas con el sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Pico Plus 
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(34580, Thermo Fisher Scientific). El análisis de densitometría se realizó 

utilizando el software ImageJ. 

 

6.6 Ensayo de TUNEL 

El ensayo de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end 

labeling) se realizó utilizando el kit de ensayo de fragmentación de ADN in situ 

BrdU-Red (ab66110, Abcam), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

Brevemente, las secciones de tejido se incubaron con proteinasa K 20 µg/ml 

durante 5 min a temperatura ambiente, seguido de solución de marcaje de ADN 

(Br-dUTP + enzima TdT) durante 1 h a 37 ºC y, finalmente, anticuerpo anti-

BrdU-Red durante 30 min a temperatura ambiente. Las secciones se montaron 

con VECTASHIELD Antifade Mounting Medium con DAPI (H1200, Thermo 

Fisher Scientific). Las imágenes se obtuvieron en un microscopio de 

fluorescencia Nikon Eclipse 50i y se analizaron utilizando el software ImageJ. 

 

6.7 Análisis del perfil de la microbiota intestinal 

6.7.1 Extracción del ADN bacteriano 

El ADN bacteriano fue extraído a partir de las heces, ya que se ha determinado 

que representan a la microbiota intestinal (59). Las heces fueron obtenidas de 

tres sujetos por grupo, colectadas directamente del animal tras la defecación y 

se congelaron a -80ºC hasta su procesamiento. El ADN genómico bacteriano 

fue obtenido con la técnica fenol-cloroformo. Primero, se realizó la incubación 
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de la materia fecal con el buffer de lisis SNET (Tabla I) con proteinasa K (400 

µg/mL) y lisozima (1 mg/mL), por 1 h a 40 ºC y 1 h a 50 ºC. Luego, las muestras 

fueron centrifugadas a máxima velocidad y se obtuvo el sobrenadante, al cual 

se le agregó un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (P2069, Sigma-

Aldrich), para separar el ADN de las proteínas. Después de una centrifugación a 

máxima velocidad se recolectó la fase acuosa. Posteriormente, se agregó un 

volumen de isopropanol frío para precipitar el ADN, seguido de un lavado con 

etanol al 70%. Por último, el ADN fue disuelto en buffer TE1X pH 8.0. La calidad 

y cantidad de ADN fueron evaluadas mediante electroforesis en gel de agarosa 

y espectrofotometría.  

 

TABLA I. BUFFER DE LISIS SNET 

Reactivo Volumen Concentración final 

EDTA 0.5 M (pH 8.0) 400 µL 5 mM 

Tris 1 M (pH 8.0) 800 µL 20 mM 

NaCl 1 M 16 mL 400 mM 

SDS 10% 4 mL 1% 
* Aforar con 18.8 mL de agua destilada. 

 

6.7.2 PCR tiempo real 

Se realizó el análisis de la microbiota intestinal usando oligonucleótidos 

dirigidos contra una región del ADN ribosomal (ADNr) 16S altamente 

conservada a nivel taxonómico de familia bacteriana. Además, se utilizó un par 

de oligonucleótidos que amplifica una región del ADNr 16S conservada en 
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todas las bacterias, como gen endógeno. Las familias analizadas fueron: 

Enterobacteriaceae (60), Lactobacillaceae (61), Enterococcaceae (62) y del 

grupo Bacteroidaceae-Prevotellaceae (60). Las reacciones de amplificación se 

realizaron en un volumen final de 10 µL conteniendo: 0.2 mM de cada dNTP, 

1.5 mM de MgCl2, SYBR Green 1X (S33102, Invitrogen), 0.6 U/µL de Taq ADN 

polimerasa, 4 ng/µL de cada oligonucleótido (Tabla II) y 50 ng de ADN o agua. 

Las amplificaciones se realizaron con los siguientes ciclos de temperatura: un 

ciclo a 95ºC (3 min); 40 ciclos a 95ºC (30 s), 58ºC (30 s), 72ºC (30 s) y un ciclo 

final a 95°C (15 s). Finalmente, los análisis de la curva de fusión se realizaron 

calentando lentamente de 55 a 95ºC (1ºC por ciclo de 10 s) con mediciones 

simultáneas de las intensidades de señal de SYBR Green.  

 

TABLA II. OLIGONUCLEÓTIDOS USADOS EN LA PCR TIEMPO REAL 

Familia  Secuencia (5’ to 3’) pb Referencia 

 
Lactobacillaceae 

 

 
F 
R 

 
AGCAGTAGGGAATCTTCCA 

CACCGCTACACATGGAG 

 
341 

S. 
Bartosch, 
A. et. al. 

Enterococcaceae 
 

F 
R 

AGAAATTCCAAACGAACTTG 
CAGTGCTCTACCTCCATCATT 92 T. Rinttilä, 

A. et. al. 

Enterobacteriaceae F 
R 

CATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC 
CTCTACGAGACTCAAGCTTGC 

 
195 H. Ryu. et. 

al. 

Bacteroidaceae 
Prevotellaceae 

 

F 
R 

GAAGGTCCCCCACATTG 
CAATCGGAGTTCTTCGTG 418 

S. 
Bartosch, 
A. et. al. 

16s universal F 
R 

TCCTACGGGAGGCAGCAGT 
GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT 466 

S. 
Bartosch, 
A. et. al. 
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6.8 Análisis estadístico 

Todas las repeticiones de cada experimento fueron independientes y se 

realizaron en días separados. Los datos obtenidos se analizaron con la prueba 

ANOVA de 2 vías y t de Student usando el software estadístico GraphPad 

Prism 6.0. Se consideró estadísticamente significativo un valor de p < 0.05. Los 

datos se representaron como la media de al menos 3 experimentos 

independientes ± DE. En los ensayos de inmunofluorescencia, para determinar 

el número de células positivas por campo, se cuantificaron todas las células 

presentes en 3 campos diferentes por cada sujeto; cuando se determinó el 

porcentaje de células positivas, el control sin tratamiento se estableció como el 

100%. Para obtener los resultados de la intensidad de fluorescencia se 

cuantificó toda la señal positiva presente en 3 campos diferentes por sujeto.  
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CAPÍTULO 7 

RESULTADOS 

7.1 Evaluación de la función motora y cognitiva 

7.1.1 La metformina y la trehalosa no modifican el peso corporal durante el 
modelo de la EP 
 

Primero, se evaluó el peso corporal de los ratones una vez por semana, durante 

las 8 semanas de duración del modelo de la EP. No se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas entre los grupos analizados (Fig. 5). Por lo tanto, 

estos datos sugieren que los tratamientos administrados, incluidos la 

metformina y trehalosa, no alteran el peso de los ratones utilizados en este 

trabajo. 

 

  
Fig. 7. La metformina y la trehalosa no afectan el peso corporal en el modelo de la 
EP. El peso corporal de los ratones se midió semanalmente. No se observaron diferencias 
estadísticamente significativas entre los grupos. Rapa, rapamicina; Met, metformina; Tre, 
trehalosa; PQ, paraquat. Se consideró estadísticamente significativo un valor de p<0.05. 
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7.1.2 La inducción de autofagia con metformina y trehalosa previene la 
disfunción motora en el modelo animal de la EP 
 
Los Criterios de Diagnóstico Clínico de la Sociedad de Trastornos del 

Movimiento para la enfermedad de Parkinson (MDS-PD, por sus siglas en 

inglés),  establecen que la principal característica para identificar la enfermedad 

es la alteración del movimiento (63). Por lo tanto, se evaluó la función motora en 

el modelo animal de la EP utilizando la prueba de la marcha, que proporciona 

datos cuantificables sobre las alteraciones del movimiento (64). Durante esta 

prueba se determinó el largo y ancho de la zancada tanto de las patas 

posteriores como de las anteriores (Fig. 8A).  

 

Fig. 8. Los inductores de autofagia previenen la disfunción motora en el modelo 
animal de la EP. A. Esquema representativo de los parámetros evualuados en la prueba 
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de la marcha. B, C. Evaluación del largo de la zancada de las patas posteriores y 
anteriores; se observó una alteración en el patrón de la marcha en el grupo tratado con PQ, 
mientras que los ratones tratados con los inductores de autofagia y PQ mostraron un 
patrón similar al del grupo control. D, E. Evaluación del ancho de la zancada tanto de las 
patas posteriores como de las anteriores, en donde no se observó diferencia 
estadísticamente significativa. Ctrl, control; Rapa, rapamicina; Met, metformina; Tre, 
trehalosa; PQ, paraquat. Se consideró estadísticamente significativo un valor de 
probabilidad de p<0.05; *p<0.05; **p<0.01; ****p<0.0001; ns, no significativo. 
 

El grupo control mostró una función motora normal, que se vio afectada en 

respuesta al PQ, lo cual fue evidenciado por la disminución en el largo de la 

zancada de las patas posteriores y anteriores en comparación con el grupo 

control (Fig. 8B, C), mientras que el ancho de la zancada no se vio afectado 

entre los diferentes grupos (Fig. 8D, E). Sin embargo, la inducción de la 

autofagia evitó las alteraciones motoras mediadas por el PQ, debido a que los 

grupos tratados con los inductores de autofagia previo al PQ mostraron un largo 

de zancada similar al grupo control. Por lo tanto, la metformina y la trehalosa 

previenen el deterioro de la función motora en el modelo animal de la EP. 

 

7.1.3 La inducción de autofagia con metformina y trehalosa previene la 
disfunción cognitiva en el modelo animal de la EP 
 

El deterioro cognitivo se encuentra entre las alteraciones no motoras más 

frecuentes de la EP (3). Por lo tanto, se evaluó en el modelo animal de la EP 

usando la prueba de la construcción del nido, la cual se basa en la integridad 

funcional de los sistemas sensorial y motor, para así determinar si existe una 

alteración cognitiva (65). Además, la construcción del nido requiere del 
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movimiento orofacial y de las extremidades anteriores, que dependen de la 

dopamina (66).  

 
 Fig. 9. La inducción de autofagia previene la disfunción cognitiva en el modelo 
animal de la EP. A. Imágenes representativas de los nidos construidos, donde se muestra 
que los ratones tratados con PQ construyeron nidos de mala calidad; en cambio, cuando se 
realizó el pretratamiento con los inductores de autofagia, los ratones construyeron nidos de 
buena calidad. B. Los nidos se calificaron de la siguiente manera: 5 = nido en forma de 
domo completo, 4 = nido en forma de domo incompleto, 3 = nido en forma de copa, 2 = 
nido plano, 1 = material de anidación perturbado y 0 = material de anidación no perturbado. 
Control, control; Rapa, rapamicina; Met, metformina; Tre, trehalosa; PQ, paraquat. Se 
consideró estadísticamente significativo un valor de probabilidad de p<0.05; **p<0.01. 
 

Los ratones tratados con los inductores de autofagia construyeron nidos en 

forma de domo completo y bien organizados, comparables con los construidos 

por el grupo control. Los ratones tratados con PQ construyeron nidos 

incompletos en forma de copa y desorganizados. Curiosamente, el tratamiento 
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con los inductores de autofagia ocasionó un efecto de protección sobre la 

capacidad de la construcción de los nidos en los ratones afectados por la 

toxicidad del PQ (Fig. 9A, B). Por lo tanto, la metformina y la trehalosa 

previenen el deterioro cognitivo en el modelo animal de la EP. 

 

7.2 Evaluación de las neuronas dopaminérgicas y las células de la glía 

7.2.1 La metformina y la trehalosa inducen autofagia en el mesencéfalo a 
través de la fosforilación de AMPK 
 

Antes de evaluar el efecto de la metformina y la trehalosa sobre las neuronas 

dopaminérgicas y las células de la glía en nuestro modelo, se confirmó que 

estas moléculas llevaran a cabo la inducción de autofagia en el mesencéfalo. 

Para ello, se evaluó mediante inmunofluorescencia la proteína cinasa activada 

por AMP (AMPK), cuya fosforilación ocasiona su activación para posteriormente 

inducir autofagia (49). El tratamiento con metformina y trehalosa indujo la 

fosforilación de AMPK en la subunidad α en la T172, la cual se mantuvo incluso 

después del tratamiento con el PQ (Fig. 10A, B). Cabe mencionar, que la 

rapamicina induce autofagia a través de un mecanismo independiente de 

AMPK, y por lo tanto sus niveles de fosforilación son comparables con el grupo 

control. 

 

Además, se confirmó la inducción de autofagia mediante la detección de la 

proteína LC3-II. Durante la autofagia, la forma citosólica de LC3 (LC3-I) se 

conjuga con el lípido fosfatidiletanolamina para convertirse en LC3-II, la cual es 
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reclutada a la membrana de los autofagosomas (67). Por lo tanto, después del 

tratamiento con los inductores de autofagia, la proteína LC3-II se observó como 

un patrón punteado que representa la formación de los autofagosomas (Fig. 

10C). Estos resultados indican que la metformina y la trehalosa activan a AMPK 

mediante su fosforilación, para posteriormente inducir la autofagia en el 

mesencéfalo en nuestro modelo de la EP. 

 

 
Fig. 10. La metformina y la trehalosa inducen autofagia a través de la 
fosforilación de AMPK. A. la fosforilación de AMPK (pAMPK) se evaluó usando un 
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anticuerpo anti-pAMPK. B. Se cuantificó la intensidad de fluorescencia de la señal 
positiva de pAMPK. La metformina y la trehalosa indujeron la fosforilación y 
translocación de AMPK al compartimento nuclear, lo que indica su activación y, por lo 
tanto, la inducción de autofagia. C. Detección de los autofagosomas mediante 
inmunofluorescencia usando un anticuerpo anti-LC3. El tratamiento con los inductores 
de autofagia provoca el reclutamiento de LC3, dando como resultado la formación de 
los autofagosomas (patrón punteado). Control, control; Rapa, rapamicina; Met, 
metformina; Tre, trehalosa; PQ, paraquat. Se consideró estadísticamente significativo 
un valor de probabilidad de p<0.05; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ns, no significativo. 
 

7.2.2 La metformina y la trehalosa ejercen un efecto protector sobre la 
pérdida de las neuronas dopaminérgicas mediada por PQ 
 

Dado que la principal característica fisiopatológica de la EP es la pérdida 

selectiva de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra (4), se evaluó si 

la metformina y la trehalosa tienen un efecto protector sobre ellas.  

 

Los ratones tratados con los inductores de autofagia mostraron una población 

de neuronas dopaminérgicas similar a la del grupo control. Se observó una 

disminución notable en las neuronas dopaminérgicas en respuesta al PQ en 

comparación con el grupo control. Es importante destacar que la metformina y 

la trehalosa mostraron un efecto protector sobre la pérdida neuronal inducida 

por el PQ, similar a lo reportado previamente en respuesta a la rapamicina (16) 

(Fig. 11A).  Estos resultados fueron corroborados mediante la cuantificación de 

las neuronas positivas para TH (Fig. 11B) detectadas por inmunofluorescencia, 

y por la detección de los niveles de la proteína TH en la región del meséncefalo 

mediante la técnica de western blot (Fig. 11C, D). De acuerdo a los resultados 

obtenidos, podemos concluir que la metformina y la trehalosa ejercen un efecto 

protector frente a la neurodegeneración dopaminérgica mediada por el PQ. 



 

 37 

 

Fig. 11. Los inductores de autofagia previenen la pérdida de las neuronas 
dopaminérgicas en el modelo de la EP. A. Inmunofluorescencias representativas de la 
detección de las neuronas dopaminérgicas utilizando un anticuerpo anti-TH (tirosina 
hidroxilasa). B. Determinación del porcentage de las células TH positivas. El pretratamiento 
con metformina o trehalosa protegió contra la muerte neuronal inducida por PQ. C. 
Detección de TH por western blot. D. Los valores de la densitometría se normalizaron con 
respecto a la β-actina. En el análisis de western blot, se confirmó que los inductores de 
autofagia protegen contra la pérdida de las neuronas dopaminérgicas. Control, control; 
Rapa, rapamicina; Met, metformina; Tre, trehalosa; PQ, paraquat. Se consideró 
estadísticamente significativo un valor de probabilidad de p<0.05; *p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.001.  
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7.2.3 La metformina y la trehalosa ejercen un efecto protector sobre las 
alteraciones de las células de la glía en el modelo animal de la EP 
 

Los oligodendrocitos envuelven los axones con múltiples vainas de mielina para 

generar una transducción de señal rápida y eficiente, además proporcionan 

apoyo trófico y metabólico a las neuronas, promoviendo su supervivencia (68). 

Debido a la estrecha asociación entre los oligodendrocitos y las fibras 

nerviosas, nos preguntamos si estas células estaban afectadas en el modelo de 

la EP y si eran protegidas por los inductores de autofagia. El tratamiento con los 

inductores de autofagia no alteró la población de los oligodendrocitos, ya que se 

mantuvieron en niveles comparables al grupo control. El PQ provocó una 

disminución significativa en esta población celular, la cual fue evitada mediante 

el tratamiento con los inductores de autofagia, previo a la exposición al PQ (Fig. 

12A). Estos hallazgos se confirmaron cuantificando la intensidad de 

fluorescencia de CNPasa (Fig. 12B). 

 

Los astrocitos son el tipo de célula más abundante en el SNC, y participan 

activamente en muchas funciones, como el control de la transmisión sináptica, 

la regulación del metabolismo y el flujo sanguíneo, la formación de la barrera 

hematoencefálica, la regulación de los ritmos circadianos y la neurogénesis (69, 

70); además, responden al daño del SNC a través de un proceso llamado 

astrocitosis (71). Por lo tanto, se analizó el estado de los astrocitos en el modelo 

animal de la EP. La población de los astrocitos permaneció sin alteración en los 

ratones tratados con los inductores de autofagia en comparación con el grupo 
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de control (Fig. 12C). Los ratones expuestos al PQ mostraron una astrocitosis 

evidente, que fue evitada cuando se indujo la autofagia con rapamicina, 

metformina o trehalosa. Estos datos fueron confirmados por la cuantificación de 

células positivas para la proteína ácida fibrilar glial (GFAP) (Fig. 12D). 

 

 
Fig. 12. Los inductores de autofagia previenen la pérdida de los oligodendrocitos, la 
astrocitosis y la microgliosis en el modelo de la EP. Realizamos inmunofluorescencias 
para detectar A. oligodendrocitos usando un anticuerpo anti-CNPasa; C. astrocitos usando 
anti-GFAP y E. microglía activada usando anti-Iba-1. B. Cuantificación de la intensidad de 
fluorescencia positiva para CNPasa. La inducción de autofagia con metformina y trehalosa 
previene la pérdida de oligodendrocitos inducida por el PQ. D. Cuantificación de células 
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GFAP positivas. La astrocitosis inducida por PQ se previno mediante un pretratamiento con 
los inductores de autofagia. F. Cuantificación de la intensidad de fluorescencia positiva 
para Iba-1. El PQ provocó la activación de la microglía, lo que resultó en neuroinflamación, 
que se evitó mediante el tratamiento con los inductores de autofagia. Control, control; 
Rapa, rapamicina; Met, metformina; Tre, trehalosa; PQ, paraquat. Se consideró 
estadísticamente significativo un valor de probabilidad de p<0.05; *p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.001; ****p<0.0001.  
 

La activación de la microglía y el proceso inflamatorio son fundamentales para 

la patogénesis de la EP (72). Por lo tanto, se evaluó el efecto de los inductores 

de autofagia sobre la activación de la microglía mediada por el PQ. El grupo 

control mostró los niveles basales de la microglía activada, los cuales no se 

vieron afectados por la inducción de la autofagia. Por el contrario, el PQ 

aumentó significativamente la activación de microglía y todos los inductores de 

autofagia la previnieron (Fig. 12E). Estos resultados fueron respaldados por la 

cuantificación de las células positivas para la molécula adaptadora de unión a 

calcio ionizado 1 (IBA-1) (Fig. 12F). En conjunto, estos hallazgos indican que la 

inducción de la autofagia previene la muerte de los oligodendrocitos, la 

astrocitosis y la microgliosis inducidas por el PQ. 

 

7.3 Evaluación de la agregación de la proteína α-Syn y la muerte celular 
inducida por el PQ 
 

7.3.1 La inducción de la autofagia previene la agregación de la α-Syn y la 
muerte celular inducida por el PQ en la sustancia nigra pars compacta 
 

La α-sinucleína (α-Syn), una proteína soluble altamente expresada en las 

terminales presinápticas del SNC. La agregación de esta proteína es una de las 
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principales características fisiopatológicas de la EP (73). Por lo tanto, se analizó 

su presencia el modelo animal de la EP. Los ratones tratados con el PQ 

mostraron un patrón punteado que representa la agregación de la α-Syn (Fig. 

13A). Curiosamente, los inductores de autofagia disminuyeron la agregación de 

la α-Syn inducida por el PQ (Fig. 13A, B), lo que sugiere que la autofagia 

inducida por la rapamicina, metformina o trehalosa previene la agregación de la 

α-Syn en el modelo animal de la EP. 

 

 
Fig. 13. La metformina y trehalosa previenen la agregación de la α-Syn y la muerte 
celular inducida por el PQ. A. Detección de la α-Syn por inmunofluorescencia y B. 
cuantificación de las células positivas para α-Syn. El pretratamiento con los inductores de 
autofagia protegió de la agregación de la proteína α-Syn inducida por el PQ. C. Detección 
de la fragmentación del ADN usando el ensayo de TUNEL. D. Cuantificación de las células 
positivas para TUNEL. El pretratamiento con metformina o trehalosa protegió de la muerte 
celular inducida por el PQ. Control, control; Rapa, rapamicina; Met, metformina; Tre, 
trehalosa; PQ, paraquat. Se consideró estadísticamente significativo un valor de 
probabilidad de p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. 
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Se ha demostrado que el PQ induce la muerte celular mediada por apoptosis 

dependiente e independiente de caspasas, acompañada de la escisión del ADN 

cromosómico en fragmentos (74). Por lo tanto, se evaluó la muerte celular con 

el ensayo de TUNEL, que identifica la fragmentación del ADN en función de la 

capacidad de la transferasa desoxinucleotidil terminal (TdT) para marcar los 

extremos fragmentados del ADN de doble cadena (75). Las células positivas 

para TUNEL aumentaron drásticamente en los ratones expuestos al PQ, 

mientras que la inducción previa al PQ con rapamicina, metformina o trehalosa 

protegió a las células de la toxicidad del PQ en el modelo de la EP (Fig. 11C, 

D). 

 

7.4 Análisis de la microbiota intestinal en el modelo animal de la EP 
 
7.4.1 La metformina y trehalosa previenen la alteración del perfil de la 
microbiota intestinal en el modelo de la EP inducido con PQ 
 

La homeostasis de la barrera intestinal depende principalmente de la relación 

entre la microbiota y el epitelio intestinal (76). Además, se ha reportado que las 

alteraciones en la barrera intestinal tienen un efecto directo sobre el SNC, 

debido al eje microbiota-intestino-cerebro (6). Por lo tanto, se analizó el perfil de 

la microbiota intestinal en el modelo animal de la EP. Para ello se utilizó PCR 

tiempo real usando oligonucleótidos dirigidos contra una región del ADN 

ribosomal (ADNr) 16S altamente conservada a nivel taxonómico de familia 

bacteriana. Las familias evaluadas fueron Enterobacteriaceae, 

Lactobacillaceae, Enterococcaceae y el grupo Bacteroidaceae-Prevotellaceae. 
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Además, se utilizó un par de oligonucleótidos que amplifica una región del ADNr 

16S conservada en todas las bacterias, como gen endógeno (Tabla II). 

 

 
Figura 14. La metformina y trehalosa previenen la alteración del perfil de la 
microbiota intestinal inducida por el PQ. A partir de las heces se aisló el ADN bacteriano 
y se amplificó una región del ADNr 16S específica de familia por PCR tiempo real. Se 
muestran las abundancias relativas de las familias (A) Enterobacteriaceae, (B) 
Lactobacillaceae, (C) Enterococcaceae y (D) del grupo Bacteroidaceae-Prevotellaceae. Los 
valores fueron normalizados con respecto al grupo control (sin tratamiento), al cual se le 
asignó el valor de cero. (E) Mapa de calor que muestra las modificaciones de la microbiota 
intestinal en nuestro modelo. Ctrl, control; Met, metformina; Tre, trehalosa; PQ, paraquat. 
Se consideró estadísticamente significativo un valor de probabilidad de *p<0.05.  
 

Como resultado de este análisis se encontró que las moléculas inductoras de 

autofagia no modificaron el perfil de la microbiota intestinal en comparación con 

el grupo control, lo que sugiere que no ejercen ningún efecto negativo sobre la 

composición de la microbiota intestinal. Mientras que en el grupo tratado con 

PQ se observó la modificación en el perfil de la microbiota intestinal evidenciada 

por la disminución de la familia Enterobacteriaceae (Fig. 14A, E) y el incremento 

de las familias Lactobacillaceae (Fig. 14B, E), Enterococcaceae (Fig. 14C, E) y 

A B 

C D 

E 
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del grupo Bacteroidaceae-Prevotellaceae (Fig. 14D, E). Sin embargo, de 

manera notable, estos cambios fueron prevenidos mediante el pretratamiento 

con los inductores de autofagia metformina o trehalosa, mostrando niveles 

similares a los del grupo control. Por lo tanto, la metformina y la trehalosa 

previenen las alteraciones del perfil de la microbiota intestinal en el modelo de 

la EP, lo cual puede contribuir a la prevención del desarrollo de la enfermedad. 
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CAPÍTULO 8 

DISCUSIÓN  

La EP es un trastorno neurodegenerativo progresivo, para el que 

desafortunadamente, en la actualidad no se cuenta con un tratamiento que 

prevenga o modifique la enfermedad. Los pacientes con EP solo disponen de 

tratamientos paliativos enfocados en el control de los síntomas motores (28). 

Por lo tanto, la búsqueda de tratamientos que ayuden a frenar las alteraciones 

neuropatológicas, es fundamental para prevenir la muerte de las neuronas 

dopaminérgicas y los síntomas motores que deterioran la calidad de vida. 

 

Entre los agentes con potencial para el tratamiento o prevención de la EP se 

encuentran los inductores de autofagia. La rapamicina es el inductor de 

autofagia mejor caracterizado hasta la fecha. Previamente, se reportó que 

reduce el estrés oxidativo y la muerte de las células dopaminérgicas en un 

modelo de la EP inducido con PQ (16). Aunque la dosis neuroprotectora de la 

rapamicina es menor a la utilizada como agente inmunosupresor, su aplicación 

neuroterapéutica sigue siendo controvertida debido a sus propiedades 

inmunomoduladoras (77). Además, recientemente se reportó que en un modelo 

animal de la EA, la rapamicina disminuyó la expresión del receptor Trem2 

microglial, el cual es crucial para la captación de las placas de β-amiloide (Aβ), 

y por lo tanto reduce su eliminación, lo que sugiere que la rapamicina puede 

exacerbar patologías relacionadas con el Aβ (46). Por lo tanto, es fundamental 

evaluar el efecto de otras moléculas inductoras de autofagia, como la 
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metformina y la trehalosa, en un modelo de la EP, que puedan ejercer efectos 

protectores a través de diferentes mecanismos. 

 

Puesto que la metformina se usa para el tratamiento a largo plazo de la 

diabetes mellitus tipo 2 y la trehalosa puede hidrolizarse en glucosa, los niveles 

de glucosa en sangre podrían verse afectados durante el tratamiento con estos 

inductores de autofagia. Estudios previos evaluaron los niveles de glucosa en 

sangre después del tratamiento con diferentes concentraciones de trehalosa, 

incluida la utilizada en nuestro estudio (2 %) (56) durante 6 semanas, así como 

una concentración más alta (5 %) (57) durante 13 semanas, y no se 

encontraron diferencias estadísicamente significativas en comparación con el 

grupo control. Además, cuando se administró metformina en pacientes a dosis 

crecientes, de 500 mg a 2000 mg por día durante 12 semanas, la tolerancia a 

la glucosa y los niveles de glucosa en sangre no se vieron afectados (51); la 

dosis máxima de 2000 mg equivale a 41.66 mg/kg (tomando en cuenta un peso 

promedio de 60 kg), la cual al determinar la dosis equivalente humana (HED, 

por sus siglas en inglés) para ratones, tomando en cuenta la superficie 

corporal, corresponde a la dosis de 500 mg/kg usada en este estudio. Sin 

embargo, existe el riesgo de hipoglucemia cuando la metformina se usa con 

otros medicamentos antidiabéticos, o se combina con ejercicio intenso, grandes 

cantidades de alcohol o al no consumir suficientes calorías en la dieta (52, 53). 

Por lo tanto, ambos inductores de autofagia son candidatos prometedores para 

su uso a largo plazo.  
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Además, es relevante mencionar que las dosis de metformina y trehalosa 

utilizadas en nuestro estudio se encuentran dentro de las dosis aprobadas y 

recomendadas para su uso en humanos. La dosis de metformina que usamos 

en este estudio corresponde a la dosis máxima diaria aprobada por la FDA 

(2000 mg) (78). En cuanto a la trehalosa, la dosis que utilizamos corresponde a 

14.7 g por día en humanos (considerando un peso promedio de 60 kg), la cual 

se encuentra por debajo del límite diario de consumo de azúcar recomendado 

por la OMS, que es de 25 g (79). 

 

Previamente, se administró la metformina (150 mg/kg) por vía oral, dos veces 

al día durante 3 semanas en ratas. Posteriormente, se determinó su 

biodisponibilidad en el SNC. La metformina se distribuyó a diferentes 

concentraciones en el cuerpo estriado (1.9 ± 0,3 nmol/g), hipocampo (7.3 ± 1 

nmol/g), cerebelo (7.8 ± 1.2 nmol/g), hipotálamo (3.4 ± 0.4 nmol/g), corteza 

frontal (11.7 ± 2.1 nmol/g) y líquido cefalorraquídeo (44.3 ± 2.2 µmol/g) (80), lo 

que indica que la metformina puede llegar intacta al SNC para ejercer su efecto 

neuroprotector cuando es administrada por vía oral.  

 

Actualmente, no hay reportes de la biodisponibilidad de trehalosa en el cerebro, 

pero existen estudios que indican que la vía enterohepática metaboliza 

aproximadamente el 99 % de la trehalosa ingerida por vía oral, y solo el 1 % se 

absorbe en el torrente sanguíneo (81, 82). Probablemente, la trehalosa no 

absorbida es fermentada por la microbiota intestinal a ácidos grasos de cadena 

corta como acetato, propionato y butirato (83), lo que sugiere la posibilidad de 
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que los efectos neuroprotectores de la trehalosa ocurran a través del eje 

microbiota-intestino-cerebro (84). Curiosamente, se ha detectado trehalasa, 

responsable de la hidrolización de la trehalosa en dos moléculas de glucosa, en 

la corteza cerebral, el hipocampo y el cerebelo de ratones (85, 86), y se ha 

demostrado que la trehalosa es necesaria para la arborización neuronal 

durante la maduración (85). 

 

En el presente estudio se determinó que la metformina y la trehalosa no son 

tóxicas, ya que no afectaron el peso y la supervivencia en el modelo animal de 

la EP. Previamente, se ha reportado que la metformina y la trehalosa son 

moléculas inductoras de autofagia (26, 39), lo cual fue confirmado en este 

estudio, mediante la detección del aumento de la proteína LC3-II a través de 

inmunofluorescencia. Además, la metformina y la trehalosa indujeron la 

fosforilación de AMPK (pAMPK) en la treonina 172 de la subunidad α, y su 

localización en el núcleo en la región del mesencéfalo. Probablemente, la 

translocación de pAMPK al núcleo activa la autofagia al regular la expresión de 

genes relacionados con factores de transcripción como FOXO3, TFEB y BRD4 

(87). Existen reportes que indican que la translocación de pAMPK al núcleo 

está regulada por una señal de localización nuclear, la fosforilación en la 

treonina 172 y el estado de inanición inducido por metformina y trehalosa (18, 

21, 88, 89). 

 

La autofagia promueve la supervivencia de las neuronas, debido a que ayuda a 

degradar y reciclar el contenido intracelular nocivo en condiciones 
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desfavorables para las células (90).  Anteriormente, reportamos que el PQ 

inhibe el mecanismo de autofagia y como consecuencia ocasiona la muerte de 

las células dopaminérgicas (91). Previamente, demostramos in vitro que la 

inhibición del flujo de autofagia en respuesta al PQ se previno al inducir la 

autofagia con metformina o trehalosa (92), lo cual fue consistente con el 

aumento de los niveles de LC3-II detectados por inmunofluorescencia, en 

respuesta a ambos inductores. Estos hallazgos se correlacionan con el efecto 

de la autofagia estimulada por rapamicina en el modelo de EP inducido con PQ 

(16). 

 

El modelo animal de EP inducido con PQ mostró alteraciones cognitivas y del 

patrón de la marcha relacionadas con el fenotipo de los pacientes con EP (63). 

El pretratamiento con metformina o trehalosa previno la disfunción motora y 

cognitiva. Además, ambos inductores de autofagia redujeron la pérdida de las 

neuronas dopaminérgicas, así como la fragmentación del ADN mediados por el 

PQ a niveles comparables con el grupo control, lo que sugiere que las 

moléculas inductoras de autofagia ejercen un efecto neuroprotector. Estos 

hallazgos concuerdan con un estudio que reportó el efecto neuroprotector de la 

metformina sobre las neuronas dopaminérgicas en un modelo de la EP 

inducido con MPTP/P en ratones (93); así como con el efecto de protección de 

la trehalosa en un modelo de ratones con tauopatía y parkinsonismo, que 

sobreexpresaban la proteína tau humana mutada (VLW) con la eliminación del 

gen parkin (PK(-/-)/Tau(VLW)) (94). 
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Además, el pretratamiento con metformina o trehalosa evitó la muerte de los 

oligodendrocitos, la astrocitosis, la microgliosis y la agregación de α-sinucleína 

en el modelo animal inducido con PQ. Tanto la desmielinización como la 

disfunción de los oligodendrocitos se han asociado con el desarrollo de la EP, 

donde el grado de mielinización es un factor crucial que determina la 

suceptibilidad de las neuronas a la agregación de la α-Syn (95). De hecho, en 

un estudio post mortem en cerebros de pacientes con EP se reportó que la 

acumulación de α-Syn fue mayor en los axones que estaban desmielinizados 

(96), lo que concuerda con el efecto del PQ observado en este estudio. Es 

importante destacar que el pretratamiento con metformina o trehalosa ocasionó 

protección contra la pérdida de los oligodendrocitos, lo que se asocia con la 

prevención de la agregación de α-Syn y de la pérdida de las neuronas 

dopaminérgicas. El análisis de muestras post mortem y de estudios de 

neuroimagen de pacientes con EP evidenció que la activación de la microglía y 

la agregación de α-Syn están involucradas en la fisiopatología de la EP (97, 

98), lo que concuerda con los hallazgos en el modelo inducido con PQ en este 

estudio, y sorprendentemente, ambas fueron prevenidas por el pretratamiento 

con los inductores de autofagia.  

 

Por otra parte, los astrocitos responden al daño del SNC a través de un 

proceso llamado astrocitosis, el cual puede ocurrir en respuesta al estrés 

oxidativo inducido por el PQ. Los astrocitos sobreexpresan Nrf2 para regular 

transcripcionalmente las enzimas antioxidantes, con un potencial antioxidante 

mayor que el de las neuronas (99, 100). Previamente, determinamos que la 
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autofagia mediada por metformina y trehalosa ejerce un efecto antioxidante in 

vitro (16). Por lo tanto, consideramos que la astrocitosis se activa como un 

mecanismo de respuesta para disminuir las especies reactivas de oxígeno 

(ROS) producidas en nuestro modelo por el PQ, lo cual es consistente con la 

prevención de la astrocitosis cuando se realizó el pretratamiento con 

metformina o trehalosa.  

 

Por otro lado, el perfil de la microbiota intestinal es importante para mantener la 

integridad y el buen funcionamiento del epitelio intestinal (101, 102). Algunas 

bacterias residentes como Akkermansia muciniphila degradan el moco del 

epitelio intestinal para mantener en un equilibrio homeostático tanto su 

metabolismo, como el de otras bacterias comensales (103). Las células 

inmunes también mantienen la homeostasis del epitelio intestinal a través de la 

secreción de citocinas. Previamente, se demostró que la IL-4 aumenta el grosor 

de la capa de moco del lumen intestinal (104), mientras que la sobreexpresión 

de IL-18 se ha asociado con una disminución de las células caliciformes (105). 

 

Los metabolitos bacterianos, así como la interacción entre la microbiota, el 

epitelio intestinal y el sistema inmune son importantes en las enfermedades 

neurodegenerativas, debido a la conexión bidireccional que existe entre el 

sistema nervioso y el tracto gastrointestinal a través del eje microbiota-

intestino-cerebro. Estudios realizados en modelos animales han confirmado el 

papel de la microbiota intestinal en el SNC, debido a que se ha observado que 

participa en la modulación de los comportamientos afectivos, sociales, 
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nociceptivos, así como en el control de la ingesta de alimentos (106). Además, 

se  ha reportado que las modificaciones en el perfil de la microbiota y la 

disfunción intestinal están presentes en varios trastornos neurodegenerativos, 

como la EA y la EP (103).  

 

En el modelo animal de la EP inducido con PQ se observó una disminución de 

la familia Enterobacteriaceae y un incremento de las familias Lactobacillaceae, 

Enterococcaceae y del grupo Bacteroidaceae-Prevotellaceae. Las familias que 

se observaron incrementadas estan relacionadas con la regulación del proceso 

inflamatorio, ya que promueven la secreción de citocinas anti-inflamatorias 

como IL-4, IL-6 e IL10 (107). Estos resultados sugieren la presencia de un 

proceso pro-inflamatorio inducido por el PQ en nuestro modelo, por lo que la 

microbiota intestinal responde para contrarrestar el daño, incrementando las 

familias bacterianas que promueven la secreción de citocinas anti-inflamatorias. 

De manera importante, estos cambios fueron prevenidos por el tratamiento con 

la metformina y trehalosa previo a la exposición al PQ, debido a que no se 

observaron modificaciones en el perfil de la microbiota intestinal, indicando que 

estas moléculas previenen el proceso pro-inflamatorios en el intestino del 

modelo de la EP.  

 

También, se encontró que el incremento de las familias Lactobacillaceae y 

Enterococcaceae, coincide con las modificaciones reportadas en pacientes con 

EP de diferentes países (35). A pesar de que actualmente, debido a su 

complejidad, no ha sido posible establecer una composición específica de la 
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microbiota intestinal como biomarcador de esta enfermedad, consideramos que 

los hallazgos de este estudio son importantes, porque indican la relevancia de 

las familias Lactobacillaceae y Enterococcaceae sobre el desarrollo de la EP al 

presentarse en humanos, así como en un modelo murino inducido con el PQ.  
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CAPÍTULO 9 

CONCLUSIONES  

 
 Figura 15. Resumen gráfico de las conclusiones del estudio comparativo de diferentes 
inductores de autofagia en un modelo in vivo de la enfermedad de Parkinson y su influencia 
sobre la microbiota intestinal. 
 
 

• La inducción de autofagia con metformina o trehalosa ejerce un efecto 

protector sobre la función motora y cognitiva en el modelo animal de la 

EP. 

 

•  La metformina y trehalosa protegen de forma efectiva a las neuronas 

dopaminérgicas de la muerte inducida por el PQ. 

 

• La inducción de autofagia con metformina o trehalosa protege de la 

muerte a los oligodendrocitos, y previene el desarrollo de astrocitosis y 

microgliosis, que se producen por la toxicidad del PQ. 
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• La metformina y trehalosa previenen la agregación de la α-Syn en el 

modelo animal de la EP inducido con PQ. 

 

• La exposición al PQ induce alteraciones en el perfil de la microbiota 

intestinal, las cuales fueron notablemente prevenidas mediante el 

tratamiento con metformina o trehalosa.   

 

• Por lo tanto, ambos inductores de autofagia tienen un potencial 

prometedor para prevenir el desarrollo de enfermedades 

neurodegenerativas como la EP. 
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