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RESUMEN.

Las dendritas son los principales sitios de recepcion de estimulos exitatorios en una neurona.
Se ha postulado que la fragmentacion de estas corresponde a una manifestacion temprana de
dafio que lleva a la muerte neuronal. Estudios en tejidos post morfem de pacientes con
Parkinson (EP) y en ratones tratados con la neurotoxina MPP+ muestran que el largo del axdn
y las dendritas y la densidad de las espinas sinapticas disminuyen en neuronas dopaminérgicas
de la Sustantia Nigra pars compacta (SNpc).  Sin embargo, la etiologia de los cambios
morfolégicos y su relacién con los cambios funcionales en la célula no ha sido descrita. En
este trabajo se caracterizO el efecto de MPP+ sobre la integridad del drbol axo-dendritico de
neuronas dopaminérgicas mesencefalicas y se determind la influencia de los niveles celulares de
hierro y de glutatién en esta degeneraciéon.  Se observd que MPP+ indujo de forma dosis-
dependiente una drastica reduccién del arbol dendritico sin modificacion del soma ni muerte
aparente. Tratamientos conjuntos con MPP+ y una concentracion elevada no toxica de hierro
aceleraron ¢l proceso de degeneracion, mientras que ncuronas crecidas en un medio bajo en
hierro no presentaron degeneracion. Pre-tratamientos con N-acetilcisteina protegid a las
neuronas de la degeneracion del arbol dendritico producido por MPP+ mds hierro. Por el
contrario, tratamientos con el inhibidor de la sintesis de glutation BSO, en conjunto con hierro
y MPP+, produjo la perdida total del arbol dendritico y muerte celular, en tanto que
tratamientos con BSO mas MPP+ en condiciones de bajo hierro no daftaron a las neuronas.
Estos resultados sugieren que la acumulacién de hierro bajo condiciones de inhibicion del

complejo T mitocondrial es un posible mecanismo de muerte de las neuronas dopaminérgicas

de la SNpc en EP.
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ABSTRACT.
Dendrites are the main reception sites of excitatory stimulus in neuron. It has been postulated
that the fragmentation of dendrites is an early manifestation of the damage that leads to
neuronal death. Studies in post-mortem tissues of patients with Parkinson's disease (PD) and
in mice treated with the neurotoxin MPP+ has shown that the length of axon and dendrites, as
well as the density of synaptic spines, decrease in dopaminergic neurons Substantia Nigra pars
compacta (SNpc) of PD patients. However, the etiology of the morphological changes and their
relationship to the cellular levels of iron and glutathione has not been described. This study
characterized the effect of MPP+ on the integrity of the axo-dendritic tree of midbrain
dopaminergic neurons, and determined the influence of iron and cellular levels of glutathione
m this degeneration. MPP + induced a dose-dependent drastic reduction of the dendritic tree,
without modification of the soma or apparent death. Concurrent treatment with MPP+ and
non-toxic concentration of iron accelerated the process of degeneration, whereas neurons
grown on a medium low in iron showed no degeneration. Pre-treatment with N-acetylcysteine
protected the neurons from degeneration of the dendritic tree produced by MPP + plus iron.
By contrast, treatment with the inhibitor of glutathione synthesis BSO, in conjunction with
ron and MPP+, produced the total loss of the dendritic tree and cell death, whereas treatment
with BSO plus MPP+ under low iron conditions did not damage the neurons. These results
suggest that under conditions of inhibition of mitochondrial complex I, the accumulation of
iron and the concurrent decrease in reduced glutathione is a possible mechanism that underlies

the loss of the dendritic tree and later the death of dopaminergic neurons in PDD,

xXviii



1. INTRODUCCION.

1.1. Neuritas y Neurodegeneracion

Las dendritas son prolongaciones ptotoplismicas ramificadas de la célula nerviosa. Son las
principales estructuras responsables de la integracion sinaptica, al ser receptores de impulsos
nerviosos provenientes desde una prolongacion perteneciente a otra neurona. Poseen
receptores capaces de responder a neurotransmisores enviados desde las vesiculas sindpticas
de la neurona presinaptica, siendo fundamentales para la cotrecta transmisién de los
impulsos quimioeléctricos a través de la via nerviosa compuesta por las neuronas aferentes y

eferentes[1].

Muchas enfermedades neurodegenerativas, como Alzheimer, Huntington o Parkinson
involucran atrofias en las dendritas y axones. En muchos casos es dificil determinar qué
ocutre primero, si la degeneracién de estas prolongaciones precede a la muerte celular o si
son una consecuencia de la muerte neuronal. En las enfermedades de Huntington y
Alzheimer se ha visto que la acumulacién de la proteina huntingtina y depositos de
amiloides en los axones, respectivamente, producen una degeneracién axonal, que precede a
la muette neuronal[2, 3]. Adicionalmente en la enfermedad de Alzheimer hay una perdida
significativa de neurofilamentos en las dendritas de las neuronas piramidales. Hsta pérdida
acorta la longitud de las dendritas y del axdn, y por ende, la capacidad de estas neuronas
para hacer conexiones con otras capas de la corteza. Traduciéndose finalmente en la

sintomatologia descrita en la enfermedad[4]. En la enfermedad de Parkinson (PD) también



se ha visto un acortamiento en la longitud de las prolongaciones de las neuronas, tanto en

tejido postmortem de pacientes como en modelos animales de la enfermedad[5].

1.2. Enfermedad de Patkinson (EP)

En 1817, James Parkinson fue el primero en describir esta enfermedad, que después llevaria
su nombre, con el ensayo “An essay on the shaking palsy”[6]. 100 afios después, se
descubrio que los pacientes con EP suftren una disminucion en el nimero de neuronas en la
Sustantia nigra pars compacta (SNpc). Luego en 1958 se describié a la dopamina como
neurotransmisor y en 1960 se vio que las concentraciones de dopamina en el estriado

disminuyen considerablemente en pacientes con EP[7].

ILa EP es una enfermedad neurodegenerativa crémica y progresiva con una etiologia
multifactorial. Es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun en el mundo,
después de la enfermedad de Alzheimer y aproximadamente de 1% a 2% de la poblacion
mundial mayor a 65 aflos padece esta progresiva enfermedad, aumentando su incidencia de
4-5% en la poblacién mayor a 85 afios[8]. Alrededor del 90% de los casos de la EP son
espotridicos y no tienen una etiologia clara, mientras que el 10% restante tienen un origen
genético, asociado a mutaciones monogénicas en los genes PARKJ9]. El unico factor de
riesgo demostrado para la EP es el envejecimiento. Otros factores asociados son los
factores ambientales o la exposicion a toxinas, como herbicidas o solventes, sin embargo,

ninguno de estos factores ha sido claramente identificado como causante de la enfermedad.



1.3. Neuropatologia de la EP.

La caracteristica patolégica de la EP es la degeneracion selectiva y progresiva de las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc y la presencia de inclusiones proteiniceas

citoplasmaticas llamadas “cuerpos de Lewy” en las neuronas remanentes[9, 10] (Figura 1).
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Figura 1: Representacién esquemitica de la ruta nigroestriatal normal (A), y la ruta
nigroestriatal en la EP (B). (C) Inmunohistoquimica marcando las proteinas agregadas en un
cuerpo de lewy de una neurona dopaminérgica en la EP. Obtenido de Dauer y Preedborski, 2003/7].

Estas neuronas dopaminérgicas proyectan al putimen y al nicleo caudado en el estriado y a

otras regiones subcorticales. En la enfermedad, hay una marcada perdida de neuronas

dopaminérgicas que proyectan al estriado y en menor medida hay una pérdida de las



prolongaciones que proyectan al caudado. ILa perdida de estas neuronas, las cuales tienen
grandes cantidades de neuromelanina(11] producen la clisica caracteristica neuropatolégica
de despigmentacion de la SNpc (Figura 1b). Otra caracteristica de la enfermedad es la
acumulacién de proteinas insolubles, principalmente de a-sinucleina y ubiquitina en los

cuetpos de lewy (Figura 1c).

Entre los sintomas motores de la EP se encuentran rigidez muscular, temblores
involuntarios, inestabilidad en la postura y una lentitud en los movimientos fisicos
(bradicinesia). ‘También los pacientes padecen sintomas no motores como depresion,
demencia, insomnio y otros desordenes del suefio, disfuncion olfatoria y fatiga[12).

Como tratamiento de la enfermedad, el uso de Levodopa (L-dopa), un precursor del
neutotransmisor dopamina, produce una notable mejoria de los sintomas y de la calidad de
vida, sin embargo este tratamiento es solo sintomatico y no detiene la progresion de la

enfermedad.

Cuando un paciente es diagnosticado con EP aproximadamente el 60% de las neuronas
dopaminérgicas ya han muerto[13] y las concentraciones de dopamina en el estriado
disminuyen un 70%][14]. Por esto, es de suma importancia lograr detectar la enfermedad en

estadios mas tempranos, para asi plantear posibles tratamientos.

A pesar de que la etiologia de la EP es desconocida, estudios realizados en modelos
animales y tejido postmortem de pacientes, entregan evidencias clatas de la existencia de

cuatro eventos implicados en la neurodegeneracion:



1. La disfuncién del complejo T mitocondrial.

2. El aumento de hietro (relacionado a un aumento de estrés oxidativo y disminucion de los
niveles de glutation)[23, 63].

3. La alteracién del sistema ubiquitina-proteasoma, y la agregacion de las proteinas o-
stnucleina y ubiquitina.

4. La inflamacién.

Adicionalmente a estos cuatro eventos celulares caractetisticos de la enfermedad,
investigaciones motfoldgicas de las neuronas dopaminérgicas presentes en la SNpe han
descrito anormalidades en el cuerpo dendritico de estas neuronas. En ambas formas de EP,
esporadico y genético, las neuronas se degeneran de la forma “dying back”, caracterizada

port la perdida temprana de las partes mas distales de la neurona y pot axonopatia[15].

1.4 Hierro y estrés oxidativo.

El hietro es un elemento quimico simbolizado como Fe. Su niimerto atémico es 26 y
posee dos valencias, +2 y +3. De esta forma, el hierro forma compuestos ferrosos si
presenta valencia +2 y férricos cuando presenta valencia +3. Debido al ambiente reductor
presente en la célula, el hierro se encuentra casi en su totalidad como hierro +2 y como tal
puede formar parte del pool de hierro libil o asociarse a proteinas de almacenamiento de
hierro, como ferritina. Cuando este se encuentra libre en el citosol puede intercambiarse
rapidamente a hietro +3 tras reaccionar, por ejemplo, con compuestos tales como el

peroxido de hidrogeno mediante la reaccién de Fenton (Figura 2).



(1) Fe** + H,0, — Fe’* + OH- + OH"

(2) Fe’ + H,O, — Fe** + OOH- + H'
Figura 2: Reaccién de Fenton. El hierro ferroso (IT) en la reaccién (1) es oxidado por peroxido
de hidrégeno a hierro férrico (IIT), produciendo ademas un radical hidroxilo y un anion hidroxilo.
El hierro (III) puede ser reducido de vuelta a hierro (IT) por peréxido de hidrégeno de nuevo,
formando un radical perdxido y un proton (reaccion 2).
Esta actividad oxido-reductora lo convierte en uno de los elementos mas reactivos
presentes en la célula y, en abundancia, uno de los principales productores de especies
reactivas del oxigeno (ROS). Dentro de las ROS se encuentra el radical hidroxilo (OH), el
que es capaz de generar divetsos dafios a macromoléculas como proteinas (formando

aductos), 4cidos nucléicos (generando hidroxi-detivados) y lipidos (peroxidacion

lipidica)[16] [17].

No obstante lo anterior, este importante elemento es esencial para que se lleven a cabo una
serie de procesos fisiolégicos vitales. En mamiferos su funcion mas conocida consiste en
proveer un sitio de unién para el oxigeno en el grupo hemo de la hemoglobina[18].
Ademas, puede unitse a otras proteinas en forma no hémica, principalmente en la forma de
grupos de Fe-S, actuando como grupo prostético en metaloproteinas con importantes roles
en los procesos de transferencia de electrones, regulacién transcripcional, estabilizacion
estructural y catilisis[19]. Esta dualidad esencial/tdxico que tiene el hietro lo conviette en
un elemento que cuya concentracién debe ser altamente regulada, ya que tanto la carencia

como el exceso de este metal es dafiino para la célula.



1.5, Estrés oxidativo en la EP

Otro elemento que se ha visto que es televante en la muerte neuronal en la EP es la
acgmulaci(’)n de hierro. Como el hierro es un productor intrinseco de ROS, las células
deben tener mecanismos que eviten la acumulacion de hierro por sobre las cantidades
necesarias. Sin embargo, en muchas enfermedades neurodegenerativas se ha encontrado
una acumulaciéon de hierro en zonas donde hay muerte neuronal, en particular en las
neuronas dopaminérgicas mielinizadas de la SNpc[20]. En estas neuronas se encuentra una
fuente de radicales libres propia de estas cé¢lulas, derivada de la oxidacién no enzimatica de
la dopamina inducida por hierro, la cual produce semiquinonas y H,0,[21, 22]. Asi, el
hierto, a través de la reaccion de Fenton o a través de la oxidacién de la dopamina, es un

agente oxidante peligroso.

Ya que los estudios de acumulacién de hierro en la EP se hacen en tejidos post-mottem de
pacientes que padecieron la enfermedad, en donde las neuronas remanentes estin en
estadios terminales, mostrando una clara acumulaciéon de hierro en los somas|[23-25],
todavia no es claro cual es la posicion temporal que tiene la toxicidad del hierro durante la
progtesion de la EP. Asi, la acumulacién de hietro podtia ser un cofactor relevante en la

degeneracion axo-dendritica producida en la enfermedad.

1.6. Modelos expetimentales de la Enfermedad de Parkinson.

Los modelos experimentales de la EP comprenden animales con alteraciones genéticas o el

tratamiento con toxinas que inducen un cuadro de sintomas similares a los de la



enfermedad. Todos estos cuadros juegan un rol ctitico para responder las preguntas sobre

los mecanismos y causas involucradas en la BEP.

Los modelos mas usados son el de 1-metil-4-fenil-1,2,3 6-tetrahidropiridino (MPTP)[14, 26~
28] y el de 6-hidroxi-dopamina (6-OHDA)[29, 30]. El modelo de MPTP tiene una ventaja
competitiva frente a los demis, debido a que en humanos y primates induce un sindrome

virtualmente idéntico a la EP.

Después de la administracion sistémica, el MPTP es capaz de cruzar la barrera
hematoencefalica (Figura 2). Una vez en el cerebro, esta protoxina es metabolizada en la
glia al compuesto 1-metil-4-fenil-2,3-dihidropiridinio (MPDP) por la enzima monoamina
oxidasa B (MAO-B) y luego es metabolizada al compuesto activo 1-metil-4.fenilpiridinio
(MPP+) de manera desconocida[28]. Luego, ¢l MPP+ es liberado de la glia y es
selectivamente incorporado por las neuronas dopaminérgicas a través del transportador de

dopamina (DAT), ubicado en la membrana celular de estas neuronas[31].



Figura 3: Representacién esquemaitica del paso del MPTP por el cerebro (A). En (B) se
observa las estructuras del MPTP y de su compuesto activo el MPP+.  Obzenido de Preedborski, §. y
M. Vila 2003[28].

En la neurona, el MPP+ es transportado a través de muchos compartimientos celulares.
Puede ser secuestrado en vesiculas citoplasmaricas por la accién de transportadores
vesiculares de monoaminas [32] o puede entrar en la mitocondria, donde interfiere con el

complejo I de la cadena transportadora de electrones, inhibiéndolo[33]. Los efectos de esta
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inhibicién son reducir los niveles de ATP[34] e incrementar los niveles de estrés

oxidativo[35] a través de la formacién de radicales superoxido[36].

En diversos estudios se ha descrito que la toxina induce un proceso secuencial en la célula
de:

1) inhibicién del complejo I mitocondrial[37],

2) aumento del hierro redox-activo mitocondrial[38],

3) aumento del estrés oxidativo celulat|39],

4) disminucién de los niveles de glutation[40],

5) aumento masivo del contenido de hierro neuronal detectado por tincién de Petl[38, 41] y

6) muerte de las neuronas dopaminérgicas de SNpc([39].

De este modo desde su descubrimiento, tanto animales como cultivos celulares tratados con

esta toxina son utilizados como modelos cxperimentales de la EP.

Considerando todos los antecedentes previamente mencionados, en esta tesis se estudio el

efecto del hierro y la influencia de los niveles de glutatién celular en la degeneracion

neuritica inducida por la neurotoxina MPP+ en un modelo neuronal dopaminérgico de rata.
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2. HIPOTESIS.

“En neuronas dopaminérgicas de la SNpc, la alteracién del arbol neuritico inducida por
MPP+ es un evento postetior al aumento de estrés oxidativo inducido por la acumulacién

de hierro y precede a la muerte neuronal”.
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3. OBJETIVOS

3.1 0BJETIVO GENERAL

Caracterizar temporal y morfologicamente la degeneracion neuritica inducida por la
neurotoxina MPP+ en neutonas dopaminérgicas de la sustantia nigra pars compacia de
mesencéfalo de rata y ver la influencia de los niveles de hierro y estrés oxidativo intracelular

sobre la arquitectura axo-dendritica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Caracterizacién del cultivo primario de mesencéfalo, usando distintos marcadotes
moleculares.

3.2.2. Caracterizacién temporal y determinacion de los cambios morfométticos en neutonas
dopaminérgicas tratadas con MPP+ sobre la degeneracion del arbol neutitico.

3.2.3. Relacién entre la degeneracién neuritica inducida por MPP+ y la dishomeostasis del
hietro.

3.2.4. Determinacién del rol de los niveles de estrés oxidativo celular sobre la degeneracion
del arbol neuritico:

3.2.4.1. Determinacién del efecto de N-AcetilCisteina (NAC) sobre el proceso de
degeneracion del arbol neuritico inducido por MPP+.

3.2.4.2. Determinacién del efecto del inhibidor de la sintesis de glutation (GSH), DL-
butionina-[S R]-sulfoximina (BSO) sobre el progreso neurodegenerativo inducido por

MPP+.
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4, MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

4.1.1. Reactivos generales

BSA, CuCl,, CO., Etanol, metanol, FeCl,, MgCl,, KH,PO,, KCl, HCl, MnCl,, NaCl,
NaHCO,, Na,HPO4 Na,CO,, NaCl, NaOH, NTA, Paraformaldehido, Tritén X-100,

ZnCl,, Fluotsave, Chelex-100.

4.1.2. Reactivos de cultivo celular

De Gibco: Antibiético/Antimicético (15240-062), DMEM:F12 (12400-024), L-15 (41300-
039) PBS (21600-010), Tripsina 10X (15400-054); De Sigma: Insulina (16634), MPP+
(D048), Poly-L-lisina (P4707), Progesterona (P0130), L-tiroxina (T1775), Selenito de sodio

(S5261), Suero Fetal Bovino (EuroClone).

4.1.3. Animales

Bl cultivo primatio de mesencéfalo fue realizado a partir de embriones de tata Spreague-
Dowley en estadio E14,5 obtenidos del biotetio de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile. Todos los protocolos experimentales utilizados en este trabajo
cumplieron con el “guiding principles for research involving animals and human beings™ del
american physiological society [64] y fueron aprobadas por el comité de bioética para la

investigacion en animales de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
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4.1.4. Equipos

Incubadora con inyeccién de CO, (Thermo serie 8000 W], modelo 3429), Centrifuga Mikro
22R (Hettich), pHmetro (Oakton), Balanza Precisa XB220A, Campana de flujo laminar
NUAIRE y MSC9 (JOUAN), estéreomicroscopio zoom SZ51 (Olympus), Luz halégena

LG-PS2 (Olympus), Microscopio Confocal LSM 510 meta (Carl Zeiss).

4.1.5. Materiales de cultivo
Material quirirgico: Pinzas Dumont #5, Titanio (7-14096) y tijeras quirurgicas. Placas de 6
pocillos, 10 cm® superficie (Costar 3506); Placas P35, 35mm de didmetro 10 c¢m?® de
supetficie (Corning 430165); Placas P60, 60mm de didmetro 20 cm”® de supetficie (Corning
430166); Placas P100, 100mm de diametro 60 cm® de supetficie (Corning 430167); cubre
objetos de 12 y 25mm de didametro; Tubos de centrifuga plasticos 15 y 50 mL (Orange
Scientific); Pipetas plasticas estériles desechables 10ml. (T'CL); Unidades de filtracién

desechables Millex-GP 0.22um (Millipore); Jeringas 20 y 50mL (BD Plastipak).

4.1.6. Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados fueron los siguientes: Anticuerpo policlonal anti-Tirosina
Hidroxilasa de conejo, dilucion 1:1000 (Sigma). Anticuerpo monoclonal anti-GFAP de
raton, dilucion 1:500 (Promega). Anticuerpo policlonal anti-MAP1-B de cabra, dilucién
1:100 (Santacruz), Anticuerpo monoclonal anti-B-3 tubulina de ratén, dilucién 1:500.
Anticuerpos secundatios Alexa fluor 488 y 546 anti-raton, alexa fluor 488 y 546 anti-conejo

y alexa fluor 633 anti cabra, dilucién 1:300 (Invitrogen).
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4.2 Métodos

4.2.1. Cultivo primatio de mesencéfalo.

Se establecié un cultivo primario de mesencéfalo a partir de ratas prefadas en estadio
E14.5, Segun descrito por Brouard et al[42]. Las ratas fueron anestesiadas, retirindose
posteriormente los embriones y dejandolos en medio 1.-15 frio. Luego de retirar el cerebro
de los embriones, fue extraido el mesencéfalo y posteriormente fueron extraidas las

meninges.

Una vez limpio, el mesencéfalo fue disociado de forma mecanica, primeto cortando el
tejido en pedazos pequefios y luego por pipeteo. Posteriormente el tejido se dejo
sedimentando, se recupeté el sobrenadante y este fue centrifugado pata la obtencién de
neuronas. Las células se resuspendieron en el medio de cultivo DMEM-F12 / SFB 5% con
BSA 0,1%, Insulina Spg/ml, Progesterona 20nM, L-tiroxina 30nM, Selenito de sodio

30nM, penicilina 100U/ml y estreptomicina 100mg/ml y fueron sembradas cubre objetos

de 12 y 25mm pre-tratados por 24 horas con L-polilisina 1mg/ml en placas de 6 pocillos.

Las placas se dejaron incubando a 37°C a una concentracion del 5% CO,/ 95% aire. El

medio fue reemplazado en un 100% al dia siguiente (20-24 horas después del cultivo) y

luego cada 2 dias se reemplazé la mitad de medio hasta llegar a los 8 dias 7 vitro.
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4.2.2. Obtencién de cultivos primarios tratados con distintas concentraciones de
hierro:

Para obtener neuronas tratadas bajo distintas condiciones de hierro, estas se incubaron
durante 7 dias en condiciones normales y al séptimo dia y por 24 horas se sometieron a
tratamientos con medio con distintas concentraciones de FeCl,-Nitrilotriacetato de sodio

(Fe.NTA, relacién molar 1:2,2). El hierro total en el medio estandar de cultivo fue 7uM.

4.2.3, Preparacién de suero bajo en Fe*

Para poder tener un medio bajo en Fe®', se queld el hierro del suero fetal bovino con
Chelex-100. Esta es una resina que une metales de transiciéon con alta afinidad. Se mezclo
20ml de SFB con 1,5gr de Chelex-100, en su forma sodica y con 2,8¢r de Chelex en su
forma protonada, luego se ajusto el PH a 5,5 y se dejo toda la noche en un agitador a 4°C.
Luego se colect6 el suero y la resina se lavo dos veces con 10ml de PBS. El suero tratado
qued6 con una concentracién de hierro de 2uM aproximadamente. El SFB bajo en hierro
fue suplementado con CuCl, 5uM, ZnCl, 30uM y MnCl, 15nM, debido a que estos metales

también son quelados por esta resina.

4.2.4. Obtencion de cultivos primarios tratados con distintas concentraciones de
MPP+

Para obtener neuronas tratadas bajo distintas condiciones de MPP+, estas se incubaron
durante 7 dias en condiciones normales y al séptimo dia se sometieron a tratamientos con
medio con distintas concentraciones de MPP+. Se incubaron los cultivos con medios

suplementados con MPP+ 0,1, 1, 2,5, 5, 10 y 20uM por 24h.
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4.2.5. Modificacion del contenido de GSH en los cultivos primarios de mesencéfalo.
Para modificar el contenido de GSH en las neuronas se realizaron dos procedimientos: se

aumento su produccion y se inhibi6 su sintesis.

Primero se vio el efecto del aminoacido limitante en la formacién de GSH en la célula N-
Acetilcisteina (NAC) sobre el proceso de degeneracién del irbol axo-dendritico producido
por MPP+. Se cultivaron las neuronas por 7 DIV en condiciones normales y luego por
24h se incubaron los cultivos usando concentraciones de NAC 0,5, 1 y 5mM. Se eligi6 la
conicentracién maxima que no produjo cambios en el dtbol neutitico y se realizaron co-

incubaciones con MPP+ 0,1uM y/o Fe** y NAC por 24h.

Luego se usé el inhibidor de la sintesis de GSH, DL-butionina-[S,R]-sulfoximina (BSO) en
los cultivos[43] y se vio su efecto sobre el proceso de degeneracién del arbol axo-dendritico
producido por MPP+. Se cultivaron las neuronas pot 7 DIV en condiciones normales y
luego por 24h se incubaron los cultivos usando concentraciones de BSO 10, 50, 100 y
150pM en el medio de cultivo[43]. Luego se determiné la concentracién minima efectiva y

se realizaron co-incubaciones con MPP+ 0,1uM y/o distintas concentraciones de Fe*' y

BSO por 24h.

17



4.2.6. Inmunocitoquimicas de los cultivos primarios

Luego de los tratamientos, los cultivos crecidos en cubreobjetos se lavaron con PBS v se
fijaron con 4% paraformaldchido 4% sacarosa en PBS por 10 minutos a 37°C. Luego, se
lavaron los cubreobjetos con PBS 1X 3 veces x 5min, las células se permeabilizaron con
0,2% Tritén X-100 en PBS por 5 minutos 2 37°C y se lavaron 3 veces por 5 minutos con
PBS. Las celulas se bloquearon durante una hora a temperatura ambiente con 5% BSA en
PBS. FEl anticuerpo primatio se incubé durante toda la noche en una camara htimeda; el
anticuerpo se diuyé en 1% BSA/0,1% Tritén x-100 en PBS. Las células en los
cubteobjetos fijadas se lavaron 3 veces por 5 minutos con PBS y luego se incubaron una
hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario, diluido de la misma manera que
el anticuerpo primario. Protegido de la oscuridad, los cubreobjetos se lavaron 5 veces x 5
minutos con PBS y luego una vez con agua. Las células se montaron con medio de

montaje Fluorsave.

4.2.7. Evaluacién morfolégica y morfométrica de las neuronas dopaminérgicas
tratadas

Los cultivos neuronales se mantuvieron 7 dias in Vitro (DIV). Luego de realizados los
distintos tratamientos, los cultivos se fijaron y se realizaron inmunocitoquimicas. Luego se
obtuvieron imigenes a través de mictoscopia confocal utilizando un microscopio Zeiss
LSM Meta. Para determinar la motfologia neuronal se realizaron distintas mediciones
morfométricas de acuerdo a Coombs et al[44] utilizando el programa LSM5 ImageBrowser
disponible en el software asociado al microscopio. Para medir el largo de una prolongacion

se traz6 una linea a lo largo de esta. El programa entregd el largo trazado considerando los
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parametros del confocal al momento de obtener la imagen como el zoom y el objetivo
puesto en ese momento. Para obtener las areas de los somas, se trazo una circunferencia

pot todo el contorno del soma y el programa arrojo los valores de estas dreas.

4.2.8. Estadistica

Para cada tratamiento se obtuvo el promedio de 10 mediciones individuales en tres
experimentos independientes. Se graficaron los resultados de los distintos tratamientos
utilizando el programa GraphPad y se analizd la significancia de las diferencias con el

programa InStat. Las diferencias fueron consideradas significativas a partir de p < 0,05 (¥),

p<0,01 (*¥) y p<0,001 (¥+¥).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizaci6én del cultivo primario de mesencéfalo

Luego de 8 DIV, se realizaron inmunicitoquimicas contra proteinas de citoesqueleto: p-3
tubulina como marcador neuronal, MAP1B como marcador axonal y ademis se vio la
ptesencia de astrocitos en los cultivos con el anticuetpo anti-GFAP. Para distinguir a las
neuronas dopaminérgicas, se usé el anticuerpo anti-Tirosina hidroxilasa (T'H), enzima que
cataliza la conversion del aminodcido L-Titosina al precursor de dopamina
dihidroxifenilalanina (DOPA)[45]. Esta enzima se encuentra exclusivamente en células
productoras de catecolaminas y especificamente en neuronas dopaminérgicas ubicadas en la

SNpcyen el area tegmental ventral en el mesencéfalo.

En la Figura 4, se observan imigenes de un cultivo primario de rata de 8 DIV. En (A) se
observa una neurona dopaminérgica TH positiva (verde), sobrexpuesta para mostrar el
arbol neuritico. En (B) se muestra una tincién general para todas las neuronas de ese cultivo
(B-3 tubulina, rojo) y en (C) la tincién nuclear (TO-PRO3, azul). Se aprecia claramente en la
Figura 4 la morfologia de las neuronas TH-positivas, con cuerpos fusiformes con miltiples
dendritas proyectando en forma radial. El cultivo primario de mesencéfalo de 8 DIV, tiene
aproximadamente entre un 0,5 a un 1% de neuronas dopaminérgicas TH positivas,

calculadas pot:

Numero de neuronas TH-positivas / Numero de neuronas marcadas por -3 tubulina
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Figura 4: Inmunocitoquimica de un cultivo primario de mesencéfalo de 8 DIV. (A) Neurona
dopaminérgica marcada con anticuerpo contra TH (verde); (B) neuronas del cultivo matcadas con
anticuerpo contra B-3 tubulina (rojo); (C) nicleos marcados con TO-PRO3 (azul). (D) Fusion de
las imagenes anteriores, barra = 100um.

También en la Figura 4 se puede apreciar células cuyos nicleos estin marcados por TO-
PRO3 y que no estin marcadas con -3 tubulina. Inmunocitoquimica contra GFAP para
evaluar la presencia de astrocitos indicé que aproximadamente el 10% del total de células de

los cultivos primarios de mesencéfalo corresponden a este tipo celular (Figura 5).
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Figura 5: Presencia de astrocitos en cultivo primario de mesencéfalo de rata de 8 DIV. Las
neuronas dopaminérgicas fueron marcadas con el anticuerpo anti-Tirosina hidroxilasa (verde) y los
astrocitos fueron marcados con anti-GFAP (rojo). Los ndcleos fueron marcados con TOPRO
(azul). Barra = 100um.

Se realizaron ademas inmunocitoquimicas utilizando un marcador preferentemente axonal,
el anticuerpo anti-proteina asociada a microtibulos 1B (anti-MAP1B) y un marcador de
dendritas, anti-MAP2 (Figura 6). MAP1B se encuentra expresado fuertemente en la regién
distal de axones en crecimiento [46] y MAP2 es un marcador preferentemente
dendritico[47]. En la Figura 6A se observan los axones y somas de las neuronas presentes
en el cultivo, marcados por MAP1B y en 6B se observa la arquitectura somato-dendritica de
estas neuronas. En los tratamientos posteriores, se eligié marcar con el anticuerpo anti-B-3
tubulina, ya que marcé claramente la morfologia de todo el arbol neutitico de las neuronas

presentes en estos cultivos.
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Figura 6: Inmunocitoquimica contra MAP1B y MAP 2 en cultivos primario de mesencéfalo
de rata de 8 DIV. En (A) se observan los axones y somas del cultivo primario marcado con
MAP1B (marca azul) y una neurona dopaminérgica (I'H positiva, verde). En (B) se observa a las
dendritas del cultivo marcado con MAP2 (marca verde) y una neurona dopaminérgica (TH positiva,
roja). Los nucleos en B estin marcados con TOPRO (azul). Barra = 100um.
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5.2. Caracterizacién y determinaciéon temporal de los cambios morfometricos en
neuronas tratadas con MPP+ sobre la degeneracidn del arbol neuritico.

La determinacién del largo total promedio de las neutitas (longitud neuritica total) de las
neuronas dopaminérgicas de 7 DIV en condiciones control, es decir con aproximadamente
TuM Fe en el medio, fue de 1945 + 88um y drea de sus somas igual 2 122 + 4um® Un

ejemplo de estas determinaciones se muestra en la Fig, 7.

Prolongaciones | Prolongaciones | Prolongaciones | Area soma
primarias secundarias terciarias
1012.56 22.89 112.13
pm2,
116.16
250.13
378.05
127.81 84.34
58.18 21.81
12.08
1140.37 pm. | 809.75 um. 33.89 pm. Largo
total:
2084.01
pm.

Figura 7: Medicién de largo total de los procesos de neuronas dopaminérgicas mediante el
software LSM5 image browser. En la figura se aprecia una medicién del largo de las
prolongaciones de una neurona TH-positiva (verde) y su cuantificacién mediante el trazado de lineas
(rojo) y el programa LSM ImageBrowser. Barra = 100pum.
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Tratamientos con MPP+ por 24 horas afectaron significativamente la longitud neuritica
total de manera dosis-dependiente. Como se observa en la Figura, la adicién al cultivo de
MPP+ 8, 0,1, 1, 2,5, 5, 10 y 20uM por 24h indujo un dréastico acortamiento de las neuritas
hasta un minimo de 315 * 23um, valor observado en las neuronas remanentes que fueron

sometidas a las concentraciones mayores de MPP+.

Largo (um)

pM MPP+ / 24h

Figura 8: Longitud neuritica promedio de neuronas tratadas con distintas concentraciones
de MPP+. En el grifico se observa que tratamientos con MPP+ por 24h acortaron
significativamente el largo de las prolongaciones. Los datos representan el promedio + SEM, n=10.
K, p<0,001 determinados por test ANOVA.

Se ha descrito en la literatura el uso de concentraciones hasta MPP+ 1uM en estos cultivos
[48], concentracién que ya produce un efecto maximo de acortamiento del arbol neuritico
en nuestro sistema de estudio. Debido a la necesidad de tener condiciones de efecto sub-

maximo para estudiar el efecto aditivo de otros factores sobre el deterioro del arbol

23



neuritico, nos enfocamos en caracterizar la degeneracién producidas por MPP+ 0,1 y 1uM

en mncubaciones por 12 y 24h.

MPP+ 0,1uM mdujo un acortamiento de las neuritas que fue funcién del tiempo de
incubacién (Migura 9). A las 12 horas de tratamiento el largo promedio de las neuritas
disminuy6 un 50%, alcanzando un largo promedio de 967 + 52um, mientras que 2 las 24h
las neuritas se acortaron un 64.4% llegando a medir 692 £ 35um. Como control de
respuesta se muestran los resultados de tratamiento en cultivos paralelos con MPP+ 1uM,
en donde se observd que esta mayor concentracién induce un efecto mas severo sobre la
longitud de las neuritas. Es de notar el efecto a las 12 horas, con una reduccién del 74.6%

494 + 17um) en el largo total del arbol neuritico.
g

2250+
2000+
17504
1500+

Largo (pum)

pM MPP+ / Tiempo tratamiento

Figura 9: Longitud neuritica promedio de neuronas tratadas con MPP+ 0,1 y 1uM. En el
grifico se observa que MPP+ 0,1pM acorta paulatinamente las prolongaciones de las neuronas
dopaminérgicas, acortando aproximadamente un 50% el largo de estas prolongaciones a las 12h de
tratamiento. Los datos representan el promedio + SEM, n=10. ***  p<0,001 determinados por test
ANOVA.
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En la Figura 10, se aprecia la diferencia morfoldgica que existe entre una neurona control de
8 DIV y una neurona que fue tratada con MPP+ 0,1uM por 24h. Se puede apreciar
claramente como la neurona control presenta numerosas ramificaciones y un gran arbol
neutitico, alcanzando un largo total promedio de 1915 + 88um. Al contrario, en la neurona
tratada con MPP+ 0,1uM se observa una evidente degeneracién neuritica caracterizada por

el acortamiento de las neuritas y la carencia de ramificaciones.

Figura 10: Comparacién entre una neurona dopaminétgica control de 8 DIV y una tratada
por 24h con MPP+ 0,1yM. En la figura se observa una neurona control (A) que presenta
numerosas neutitas cuya longitud neuritica total correspondié a un largo total de 1915 U m, a
diferencia de la neurona tratada con la neurotoxina MPP+ cuyo largo total alcanzé 564 ' m. Marca
verde: Tirosina Hidroxilasa. Barra = 100um.

Ya que MPP+ 0,1uM indujo un acortamiento sub-méiximo en del arbol neuritico, se usé

esta concentracion para tratamientos posteriores en los cuales se evalud el efecto aditivo de

hierro y de estrés oxidativo.
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5.3. Relacion entre la degeneracion neuritica inducida por MPP+ y una oferta
aumentada de hierro

Inicialmente se determiné el tango de concentraciones de hierro adecuado para realizar los
tratamientos posteriores en los que se estudié el efecto combinado de MPP+ y de hierro.
Para obtener un medio bajo en hierro fue necesaria la quelacién de este metal del suero fetal
bovino (SFB) a través de la resina CHELEX-100. Esta es una resina que es capaz de unirse
con alta afinidad a diferentes metales de transicién, entre ellos el hierro. Luego del
tratamiento con Chelex-100 al suero, fue necesario agregar otros metales que la resina
queld, como Zn, Cu y Mn. El medio de cultivo DMEM-F12 con 5% de sueto bajo en
hierro qued6 finalmente con una concentracion cercana a 2uM de Fe. Se definié esta
concentracién como la condicién de tratamiento de bajo hierro. Ademas se estudié el
efecto sobte el arbol neuritico de concentraciones de hierro sobre el contenido estindar del
medio de cultivo. Para esto, los cultivos de 7 DIV se incubaron por 24h en condiciones

control (7uM de Fe) y con concentraciones de Fe 2, 40 y 80uM en el medio de cultivo

(Figura 11).

En la Figura 11 se observa que las neuronas tratadas por 24 horas con un medio bajo en Fe
(2uM) no cambiaron significativamente el largo total de sus neuritas, mientras que al ser
tratadas con Fe 40uM, las longitud de las neuritas se redujo en un 14,6% en comparacion
con las neuronas cultivadas en medio control. Esta reduccion no fue significativa en el
sistema expetimental utilizado. En contraste, el tratamiento con Fe 80 pM por 24h indujo
un acortamiento del 50,3% del largo total de estas neuronas. De esta manera, se tomé la

concentracién Fe 40 uM para los tratamientos postetiores con alta concentracion de hierro.
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A diferencia del acortamiento encontrado en el 4rbol neuritico, el drea promedio de los
somas de estas neuronas no sufrié cambios significativos en los tratamientos con los

distintas concentraciones de hierro, teniendo un valor promedio de aproximadamente

120pm?® (Figura 12).

*k¥

Figura 11: Longitud promedio de las neuritas de neuronas tratadas con distintas
concentraciones de hierro. En el grifico se observa la longitud neuritica total promedio de
neuronas dopammeérgicas sometidas a distintas concentraciones de hierro por 24h.  Tanto en
condiciones de bajo hierro como las condiciones de Fe 40uM no presentaron cambios significativos
en el largo de las prolongaciones en comparacién a las neuronas control, a diferencia del tratamiento
Fe 80uM por 24h. Los datos representan el promedio + SEM, n=10. ** p<0,001; ns, no
significativo. Determinados por test ANOVA.
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Figura 12: Area promedio de los somas de neuronas tratadas con distintas concentraciones
de hierro. En el grifico se observa las areas promedio de neuronas dopaminérgicas sometidas a
distintas concentraciones de hierro por 24h. No se observan diferencias significativas en los
distintos tratamientos en las dreas de los somas. Los datos representan el promedio £ SEM, n=10.
ns, no significativo determinados por test ANOVA.

5.3.1. Efecto de MPP+ 0,JuM en el largo de las neuritas de neuronas
‘dopaminérgicas tratadas con distintas concentraciones de hierro en el tiempo.

Dos factores co-existentes en la enfermedad de Parkinson son una disfuncién del complejo
I mitocondrial y un elevado contenido de hierro en las neuronas de la SNpc. Por esto,
determinamos si la suma de ambos factores tiene un efecto aditivo en el acortamiento del
arbol neuritico. Para esto, se incubaron cultivos primarios de 7 DIV por distintos tiempos
con MPP+ 0,1uM y distintas concentraciones de hierro: bajo (2uM), alto (40uM) y se
compararon con el tratamiento control (7uM).

En la Figura 13 se observa el efecto sobre el largo total del arbol neuritico de neuronas

dopaminérgicas en el tiempo, bajo 4 condiciones: control y con MPP+ 0,1uM y Fe 2, 7 y
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40uM. Las neuronas tratadas con MPP+ 0,1uM en condiciones controles de Fe tuvieron
un acortamiento progresivo de sus neuritas en el tiempo, acortandose aproximadamente
700um en las primeras 2 horas de tratamiento, disminuyendo la tasa de acortamiento en las
horas siguientes. Tratamientos con MPP+ 0,1uM y Fe 40uM indujeron un acortamiento
mas drdstico y en tiempos mas cortos. A las primeras 2 horas de tratamiento, las neuronas
se acortaron aproximadamente 950um y se siguieron acortando en las préximas 22 horas,

stempre con las prolongaciones mas cortas que las controles (MPP+ 0,1uM y Fe 7TuM).

—— Control

- MPP+ 0,1uM

~= MPP+ 0,1uM-bajo Fe
— MPP+ 0,1uM-40 uM Fe

| I |
012 4 8 12 16 20 24
Horas Tratamiento

Figura 13: Cinética de la disminucién de la longitud neuritica total en neuronas tratadas con
MPP+ 0,lu My distintas concentraciones de hierro. En el grafico se observa los largos
promedio de neuronas dopaminérgicas sometidas a MPP+ 0,1uM y a distintas concentraciones de
hierro por distintos tiempos. Al mcubar las células con MPP y Fe 40 pM se observa una mayor
degeneracion de las prolongaciones que la condicién con MPP+ 0,1uM y Fe 7uM (control) o 2uM,
a partir de las 2 horas de incubacién. Al tratar con MPP+ y Fe 2uM, la degeneracion fue
significativamente menor que los otros dos tratamientos, notindose desde las 12 horas de
tratamiento. Los datos representan el promedio * SEM, n=10.

Tratamientos con MPP+ en condiciones de bajo hierro acortaron a las prolongaciones

neuronales de manera similar a las neuronas controles tratadas con esta neurotoxina en las
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primeras horas de tratamiento. Lo interesante es que a partir de las 12 horas de tratamiento,
el acortamiento del arbol neuritico de estas neuronas se detuvo, manteniéndose un largo

promedio aproximado de 1056 £ 47um hasta las 24 horas.

Tratamientos de MPP+ 0,1uM por 24 horas (Figura 14) generaron un acortamiento de las
prolongaciones en un 65.1% (largo total = 692 * 35um). Cuando ademds las neuronas se
expusteron a condiciones de Fe 40 uM, se produjo un acortamiento de un 79% (largo total
= 422 * 25um) en relacion a las neuronas controles sin tratamiento. Al tratar estas neuronas
con MPP+ en un medio bajo en hierro se observo una reduccidon significativa de la
degeneracion neuritica producida por la neurotoxina, acortindose sélo un 44.3% (largo

total = 1082 £ 77um) en comparacidn a la condicién control sin tratamiento.

2250+ ( — , R Control

2000+ . Bl VPP+ 0,1uM
o, EABLY B8 MPP+ 0,1pM-bajo Fe
£ 15004 e e B8 MPP+ 0,1uM-40 uM Fe
2 1250-
S 1000-
S 750-

Figura 14: longitud neuritica total de neuronas tratadas con MPP+ (,1uM por 24h y distintas
concentraciones de hierro. En el grafico se observa los largos promedio de neuronas
dopaminérgicas sometidas a MPP+ 0,1pMy a distintas concentraciones de hierro por 24h. Al
mcubar las células con MPP y altas concentraciones de Fe se observd una mayor degeneracion de las
prolongaciones que la condicién con MPP+ control (Fe 74 M). Al tratar con MPP+ y bajo hierro,
la degeneracion fue significativamente menor que los otros dos tratamientos. Los datos representan
el promedio = SEM, n=10. *** p<0,001; **, p<0,01; *, p<0,05; ns, no significativo determinados
por test ANOVA,
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5.3.2. Efecto de MPP+ 1uM en el largo de las neuritas de neuronas dopaminérgicas
tratadas con distintas concentraciones de hierro en el tiempo.

Se estudié posteriormente el efecto de hierro bajo condiciones de una putativa mayor
mhibicién del complejo I mitocondrial, condiciones que podtian emular etapas tardias de la
enfermedad. Para esto, se incubaron los cultivos primarios por distintos tiempos con
MPP+ 1uM vy distintas concentraciones de hierro: bajo (2uM), control (7uM) y alto (40uM).
En la Figura 15 se observa la degeneracion neuritica de las neuronas dopaminérgicas en el
tiempo. Tratamientos con MPP+ 1uM y Fe 7uM (control) y MPP+ 1uM y Fe 40uM
acortaron drasticamente las prolongaciones de estas neuronas en las primeras horas de
tratamiento respecto a las neuronas no tratadas. A las 12 horas de cultivo, las neuronas
tratadas con MPP+ 1pM y Fe 7uM disminuyeron en un 74,6% el largo total del arbol
neutitico (494 = 17um), en tanto que las neuronas tratadas con MPP+ 1uM y Fe 40uM

perdieron un 79,1% del largo total (407 + 42um).
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Figura 15: Cinética de la disminucién de la longitud neuritica total en neuronas tratadas con
MPP+ 1pM y distintas concentraciones de hierro. Fl grifico muestra los largos promedio de
neuronas dopaminérgicas sometidas a MPP+ 1pMy a distintas concentraciones de hierro por
distintos tiempos. Al incubar las células con MPP+ y altas concentraciones de Fe se observd un
gran acortamiento de las prolongaciones en el tiempo tanto en la condicién control (MPP+ 1 1 My
Fe 74 M) como en la condicién alto hierro (MPP+ 1 4 M y Fe 404 M). Lo interesante es que al
tratar con MPP+ y bajo hierro, la degeneracion fue significativamente menor que los otros dos
tratamientos, notindose claramente desde las 12 horas de tratamiento. Los datos representan el
promedio + SEM, n=10.

Tratamientos de  MPP+ 1uM por 24 horas generaron un acortamiento aun mayor de las
prolongaciones de estas neuronas (Figura 16), un 77,2% (largo total = 444 * 32um) y
cuando ademds se expusieron las neuronas a condiciones de alto hierro se produjo un

acortamiento mayor de un 87,8% (latgo total = 236 * 40um) en las prolongaciones de estas

neuronas dopaminérgicas en comparacion a las neuronas controles sin tratamiento.
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Figura 16: Longitud neuritica total media de las neuronas tratadas con MPP+ 1uM por 24h y
distintas concentraciones de hierro. FEn el grifico se observa los largos promedio de neuronas
dopaminérgicas sometidas a MPP+ 1uM y a distintas concentraciones de hierro por 24h. Al incubar
las células con MPP y altas concentraciones de Fe se observd una mayor degeneracion de las
prolongaciones que la condicién con MPP+ control (Fe 74 M). Al tratar con MPP+ y bajo hierro,
la degeneracion fue significativamente menor que los otros dos tratamientos. Los datos representan
el promedio £ SEM, n=10. *** p<0,001; **, p<0,01; ns, no sigmficativo determinados por test
ANOVA.

Al tratar estas neuronas con MPP+ 1uM en un medio bajo en hierro, se observo
nuevamente una disminucién significativa de la degeneracion neuritica producida por esta
neurotoxina, acortandose solo un 51,7% en comparacion a la condicion control teniendo

estas neuronas un largo total promedio de 934 £ 52um.
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Figura 17: Comparacién entre una neurona dopaminérgica control y una tratada por 24h
con MPP+ 0,1uMy Fe 404 M. Recuadros superiores en A y B, verde: TH, rojo: B-3 tubulina,
azul; TO-PRO3. Los recuadros inferiores muestran la fusién de las tres marcas. Se observa que una
neurona sin tratar (A) presenta numerosas prolongaciones alcanzando un largo total promedio de
1946 * 88um, a diferencia de la neurona tratada con MPP+ y Fe 40¢ M (B), cuyo largo total
promedio alcanzd 423 + 25um. Barra de calibracion = 100um.
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Pot ultimo, en la Figura 17 se compara una neurona dopaminérgica control de 8 DIV con
una tratada con  MPP+ 1uM y Fe 40uM. Se observa que, a diferencia de la neurona
control, el tratamiento con MPP+ y Fe acorté marcadamente las prolongaciones. Un punto
a destacar es que las neuronas TH-negativas presentes en el cultivo ptimatio, marcadas por
el anticuerpo anti-B-3 tubulina, no se vieron afectadas con los tratamientos con MPP+ mis

Fe, lo que indica la especificidad de MPP+ para afectar las neuronas TH-positivas.

5.4. Determinacion del rol de los niveles de estrés oxidativo celular sobre la

degeneracion del arbol neuritico.

5.4.1. Efecto de N-acetil-cisteina (NAC) en el largo de las neuritas de neuronas

dopaminérgicas tratadas con distintas concentraciones de hierro y MPP+,

5.4.1.1. Determinacion de concentracion optima de N-acetil cisteina (INAC).

Dos aspectos importantes de la neurodegeneracion observada en la enfermedad de
Parkinson son la inhibicién del complejo I mitocondrial y una excesiva acumulacion de
hierro. Ambos eventos tienen un denominador comun: producen un aumento del estrés
oxidativo. Por esta razon, fue de interés conocer si los efectos de MPP+ y de hierro sobre
el largo del 4rbol neuritico tienen un componente oxidativo. Para esto, se evaluo el posible
efecto protector del antioxidante NAC. NAC, es una excelente fuente de sulfthidrilos y de
cisteina para la sintesis de glutatién[60]. Para determinar la concentracién de NAC a usar

en expetitnentos postetiores, se incubaron los cultivos primarios por 24h con distintas
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concentraciones de NAC y de hierro, después de lo cual se midié la longitud neutitica total

y area de los somas de las neuronas TH-positivas.

Como se observa en la Figura 18, NAC no indujo cambios significativos en el largo del
arbol neurftica a concentraciones de 0,5 v 1mM en las tres concentraciones de hietto
probadas. A concentracién de NAC 5mM indujo un acortamiento significativo de las
prolongaciones: con Fe 7uM 27,3 % (P<0,01 comparado con control) (Figura 18A); con Fe
40uM 30,7% (P<0,001 respecto a control) (Figura 18B) y con Fe 2uM 24,4% (P<0,01
respecto a control) (Figura 18C). Se ha desctito que NAC 6mM produce una significativa
disminucién en la viabilidad de un modelo dopaminérgico derivado de células precursoras
mesencefilicas[65]. Este dafio inducido causado por un exceso del antioxidante NAC
podria ser debido a un “stress reductivo” en las neuronas, el cual se traduce en un aumento
en el poder reductor [66]. No hubo diferencias significativas en las areas de los somas de

estas neuronas en estos tratamientos (Figuras 18A, 18B y 18C, paneles a la detecha).

Por lo tanto, ya que NAC 0,5mM no afecto la longitud neutitica total de las neuronas

tratadas con las distintas concentraciones de hierro, se tomo esta concentracién pata

tratamientos posteriores.
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Figura 18: Longitud neuritica total y irea de somas de las neuronas dopaminérgicas
tratadas con distintas concentraciones de NAC y en distintas concentraciones de hierro. Fn
el grafico se observan los largos totales v dreas de neuronas tratadas con NAC 0,5, 1 v 5mM en
condiciones de hierro 7uM (A), 40uM (B) v 2uM (C). Los paneles a la izquierda muestran el largo
total del drbol dendritico como funcién de la concentracién de NAC; los paneles a la derecha
muestran el area promedio del soma para similares condiciones. Los datos representan el promedio
+ SEM, n=10. *** p<0,001; **, p<0,01; ns, no significativo determinados por test ANOVA.
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5.4.1.2. Efecto de NAC 0,5mM en neuronas dopaminérgicas tratadas con distintas
concentraciones de hierro y MPP+ 0,1uM por 24h.

Como se mencioné anteriormente, un signo patognomonico de la enfermedad de Parkinson
es un elevado estrés oxidativo en las neuronas de la SNpc[49]. Ya que tanto el tratamiento
con MPP+ como con hierro producen un aumento del tono oxidativo [49], determinamos
¢l efecto del antioxidante NAC en el proceso degenerativo inducido por MPP+ y hierto.
Para esto, se incubaron los cultivos primatios por 24h con MPP+ 0,1uM y distintas

concentraciones de hierro en la ausencia o presencia de NAC 0,5mM (Figura 19).

Interesantemente, NAC tuvo un efecto protector significativo sobre el acortamiento de las
neuritas en las neuronas tratadas con MPP+ 0,1uM. En comparacion al largo promedio de
las neuronas controles sin tratamiento, el tratamiento con NAC + MPP+ solo acorté las
prolongaciones un 20,9% (largo total = 1538 £ 59um), a diferencia del tratamiento solo con
MPP+, que produjo un acortamiento de un 65,1% en comparacion a la situacion control sin
tratamiento (Figura 19). Tratamientos con MPP+ 0,1uM y Fe 40uM indujeron un
acortamiento mas severo de las neuritas: 77,2% en compatacion al control no tratado. Sin
embargo, co-incubaciones con NAC 0,5mM revirtieron el acortamiento de las neuritas
acortandose a las 24 horas de tratamiento solo un 222% (largo total = 1513 + 102pum)

respecto al control no tratado.

En condiciones de MPP+ 0,1uM y Fe 2uM, se produjo un menor acortamiento del arbol

neutitico que en las neuronas tratadas con MPP+ 0,1uM o MPP+ 0,1uM mas Fe 40uM. Al

agregar NAC 0,5mM a los cultivos, en todas las condiciones anteriormente mencionadas
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hubo una disminucién significativa del acortamiento de las prolongaciones neuronales en
comparacion a las condiciones sin NAC. MPP+ en condiciones de bajo hierro acortd las
neuritas un 44,3% en relacién valor estimado para las neuronas controles sin tratamiento.
Al agregar NAC a este tratamiento por 24h las prolongaciones se acortaron en un no

significativo 6,03% respecto 2 la situacion control (largo total = 1828 + 66um) (Figura 19).

Figura 19: Longitud neuritica total promedio de neuronas dopaminérgicas tratadas con
NAC 0,5mM y MPP+ 0,1uM y con distintas concentraciones de hierro por 24h. En el grifico
se observan los largos totales de neuronas tratadas con NAC 0,5mM, MPP+ 0, 1uM y distintas
concentraciones de hierro por 24h. Los datos representan el promedio = SEM, n=10. ***
p<0,001; *, p<0,05; ns, no significativo determinados por test ANOVA.

3
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Con respecto al area de los somas de estas neuronas, se observé que no hubo diferencias
significativas entre los distintos tratamientos realizados (Figura 20).  FEste resultado
nuevamente indica que las prolongaciones neuronales son sitios de mayor sensibilidad al

estrés oxidativo respecto de los somas neuronales.

Area (um x pm)

Figura 20: Area promedio de neuronas dopaminérgicas tratadas con NAC 0,5mM y MPP+
0,1uM y distintas concentraciones de hierro por 24h. En el grifico se observan las 4reas de
neuronas tratadas con NAC 0,5mM, MPP+ 0,1uM vy distintas concentraciones de hierro por 24h en
condiciones controles. Los datos representan el promedio £ SEM, n=10. ns, no significativo
determinados por test ANOVA.

Como se observa en la inmunocitoquimica de cultivo primario de mesencéfalo de la Figura
21, tratamientos con NAC en condiciones de alto hierro y en presencia de MPP+ por 24h

mantuvieron la morfologia de las neuronas tratadas similar a las neuronas controles sin

tratamiento, protegiendo del acortamiento del arbol neuritico producido por MPP+ y Fe.
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Figura 21: Comparacion entre una heurona dopaminérgica control de 8 DIV y una tratada
por 24h con NAC 0,5mM, MPP+ 0,1uM y Fe 40uM por 24h. Recuadros superiores en A y B,
verde: TH, rojo: B-3 tubulina, azul; TO-PRO3. Los recuadros inferiores muestran la fusidén de las
tres marcas. Se observa que una neurona sin tratar (A) presenta numerosas prolongaciones
alcanzando un largo total aproximado de 1945um, en la Figura B se observa una neurona tratada
con NAC 0,5mM, MPP+ 0,1luMy Fe 40pM por 24h. La motfologia de esta célula es similar a la
neurona control y tiene un largo de 1513um. Barra de calibracién = 100um.

43



5.4.2. Efecto de DL-butionina-[S,R]-sulfoximina (BSO) en el largo de las neuritas de
neuronas dopaminérgicas tratadas con distintas concentraciones de hietro y MPP+

en el tiempo.

5.4.2.1, Determinacion de concentracion minima efectiva de BSO

A continuacién se analiz6 el efecto que tiene sobte el largo de las neutitas de las neuronas
dopaminérgicas la inhibicién de la sintesis de GSH. Para esto se utilizé el inhibidor de la
enzima y-glutamilcisteina sintetasa, DL-butionina-[S,R]-sulfoximina (BSO), el que induce
una disminucién en los niveles celulares de GSH y su aplicacién es considerado un buen

modelo experimental de deficiencia de GSH[50)].

Para determinar la concentracién minima efectiva de BSO que no produzca disminucién de
la viabilidad celular, se incubaron los cultivos primarios de mesencéfalo de rata por 7 DIV
con BSO 0, 10, 50, 100 y 150uM por 24h y se cuantifico la longitud neutitica total y area de
los somas de las neuronas dopaminérgicas. Como se observa en la Figura 22, incubaciones
con BSO por 24h en estos cultivos primarios generaron un acottamiento concentracion-
dependiente del largo promedio de las prolongaciones de las neuronas dopaminérgicas.
Tratamientos por 24h con BSO 10puM y 50uM no produjeron cambios significativos en el
largo total de las prolongaciones en comparacion al tratamiento control sin BSO.
Concentraciones mayores de BSO, 100 y 150uM BSO, indujeron un acortamiento
significativos de 51,5% y 66,6% en comparacion al largo promedio medido en las neuronas

controles (largo total = 944 £ 78um y 650 + 44pum, respectivamente).
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Figura 22: Longitud neuritica total y drea promedio de neuronas dopaminérgicas tratadas
con distintas concentraciones de BSO. En el grifico se observan los largos totales y 4reas de
neuronas tratadas con BSO 10, 50, 100 y 150uM en condiciones control. Los datos representan el
promedio £ SEM, n=10. *** p<0,001; **, p<0,01;ns, no significativo determinados por test
ANOVA.

El 4rea de los somas de estas neuronas no presentaron diferencias significativas excepto la

condicion BSO 10uM, donde se vio un aumento de un 25% (irea total: 153 = 15um?) en el

area de los somas medidos, comparados con la condicién control (irea total: 122 + 20um?).

Ya que BSO 50uM no acorté las prolongaciones significativamente en relacion al largo de
las neuronas controles, se considerd esta concentracién como adecuada para tratamientos

posteriores en conjunto con MPP+ y hierro.

5.4.2.2. Efecto de BSO 50uM en neuronas dopaminérgicas tratadas con distintas
concentraciones de hierro por 24h.

Para evaluar el efecto de la disminucién de reservas antioxidantes en la degeneracién
neuritica inducida por MPP+ y hierro, se incubaron los cultivos primarios de mesencéfalo
de rata por 7 DIV con BSO 50uM en conjunto con distintas condiciones de hierro por 24h,

se cuantifico la longitud neuritica total y el area de los somas de neuronas TH-positivas
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Figura 23: Longitud neuritica total de las neuronas dopaminérgicas tratadas con BSO 50uM
y distintas condiciones de hierro por 24h. En el grifico se reportan los largos totales de
neuronas tratadas con hierro 2uM (bajo Fe) y 40pM en la ausencia o presencia de BSO 50uM. Los
datos representan el promedio = SEM, n=10. ***, p<0,001; determinados por test ANOVA.

Como se observa en la Figura 23, tratamientos por 24h con BSO 50uM acortaron un 12,6%
(latgo total = 1700 * 87um) el largo de las neuritas en comparacién al la situacién control
(Fe 7uM, sin adiciones). Al co-incubar estos cultivos con Fe 40uM ocurrié un dristico y
significativo acortamiento de las neuritas de las neuronas tratadas. El largo total promedio
disminuyé un 76% (largo total = 466 * 99um) en comparacién al largo de neuronas

control.
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Interesantemente, en tratamientos con BSO 50uM en condiciones de bajo hierro el
acortamiento del arbol neuritico fue sélo de un 7.5% en comparacién al largo de neuronas
controles, acortamiento no significativo comparado con el tratamiento sélo con BSO 50pM

en condiciones control de hierro (7uM).

Nuevamente, no se observaron diferencias significativas en las 4reas del soma en respuesta a

los diferentes tratamientos (Figura 24).
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Figura 24: Area total promedio de neuronas dopaminérgicas tratadas con BSOQ 50pM y
distintas condiciones de hierro por 24h. En el grifico se observan las 4reas de neuronas tratadas
con BSO 50 M en condiciones de hierro: bajo (2uM), alto (40uM) y se compararon con el
tratamiento control (7uM), tratamiento con 40H M y bajo Fe. Los datos representan el promedio +
SEM, n=10. ns, no significativo determinados por test ANOVA.
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5.4.2.3. Efecto combinado de MPP+, hierto y la inhibicion de la sintesis de GSH en
la integridad de las neuronas TH-positivas

Se determind el efecto combinado de la inhibicién del complejo I mitocondrial (MPP+),
niveles disminuidos de GSH (BSO) y variados niveles de hierro en el largo de las neuritas de
estas neuronas. Para esto, se incubaron los cultivos primatios de mesencéfalo de rata por 7
DIV en condiciones control o con BSO 50uM, MPP+ 0,1uM y distintas concentraciones de

hietro por 24h.

En la Figura 25 se observa el largo promedio y area de los somas de neuronas
dopaminérgicas tratadas con BSO 50puM, MPP+ 0,1uM vy distintas condiciones de hietro

por 24h.

Las neuritas de las neuronas dopaminérgicas incubadas con BSO 50uM y MPP+ 0,1puM pot
24h en condiciones controles de hierro se acortaron un 36.5% (largo total = 1234 *
104pum). Este acortamiento fue mayor al que sufrieron las neuronas con el tratamiento sélo
con BSO 50uM (12,6%, ver Figura 23). La condicion mas toxica fue con BSO 50uM,
MPP+ 0,1uM y Fe 40uM por 24 horas. Esta condicion indujo la muerte tanto las neuronas

dopaminérgicas como del resto de neuronas del cultivo (Figura 26).

Fue interesante constatar que en condiciones de bajo hierro las neuronas respondieron solo

marginalmente al tratamiento con BSO y MPP+, el que acorto las prolongaciones de las

neuronas en un 13,1% (largo total = 1690 £ 52um).
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Figura 25: Longitud neuritica total y drea promedio de neuronas dopaminérgicas tratadas
con BSO 50uM, MPP+ 0,1uM y distintas condiciones de hierro por 24h. En el grafico se
observan los largos totales y dreas de neuronas tratadas con BSO 50uM y MPP+ 0,1uM en
condiciones de hierro: bajo (2uM), alto (40uM) y se compararon con el tratamiento control (7uM) y
con el tratamiento sélo con MPP+ 0,1pM. Los datos representan el promedio = SEM, n=10, ***,
p<0,001; ns, no significativo determinados por test ANOVA.

El 4rea de los somas en los tratamientos BSO 50pM, MPP+ 0,1uM en condiciones
controles de hierro y BSO 50uM, MPP+ 0,1uM en condiciones de bajo hierro por 24h no
variaron significativamente en relacion al area de las neuronas control. En la Figura 26 se
observa la inmunocitoquimica de una neurona TH-positiva control y una neurona tratada
con BSO 50uM y Fe 40uM por 24h. Se observa claramente como el tratamiento de BSO y
alto hierro afectd a todo el cultivo. No solo se acortd el 4rbol neuritico de las neuronas TH-

positiva sino que también hubo muerte neuronal tanto de neuronas TH-positivas como B-3

tubulina-positivas.
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Figura 26: Comparacién entre una neurona dopaminérgica control de 8 DIV y una tratada
por 24h con BSO 50uM y Fe 40uM por 24h. Recuadros superiores en A y B, verde: TH, rojo: B-3
tubulma, azul; TO-PRO3. Los recuadros inferiores muestran la fusién de las tres marcas. Se observa
una neurona control (A) con numerosas prolongaciones alcanzando cuyo largo neuritico es de 1945
+ 88um, en la figura B se observa una neurona degenerada tratada con BSO 50uM y Fe 40uM por
24h, con un largo total promedio de 466 * 99um. ILas flechas indican varicosidades. Las demis
neurcnas del cultivo también se ven afectadas por el tratamiento. Barra = 100um.
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En las neuronas tratadas con BSO 50uM y Fe 40uM por 24h se observo un aumento en el
numetro de varicosidades que hacen que las prolongaciones tuvieran un aspecto segmentado
(Figura 26B, flechas blancas). Estas varicosidades son claros signos de neurodegeneracién
ocutrida las prolongaciones[51] y no sélo estin presentes en la neurona dopaminérgica, si
no que también en las detnds neuronas del cultivo en este tratamiento. Este dafio a las
neuronas desaparecié completamente cuando se trataron los cultivos en condiciones de
bajo hietro (Figura 27B), donde BSO 50puM y MPP+ 0,1pM no indujeron un acortamiento

significativo.
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Figura 27: Comparacion entre una neurona dopaminérgica tratada con BSO 50uM, MPP+
0,1uM y Fe 40pM por 24h y una tratada con BSO 50uM, MPP+ 0,IpM en condiciones control
y de bajo Fe por 24h. Recuadros superiores en A y B, verde: TH, rojo: B-3 tubulina, azul; TO-
PRO3. Los recuadros inferiores muestran la fusién de las tres marcas. (A) Neurona dopaminérgica
tratada con BSO 50uM, MPP+ 0,1pM en un medio con Fe 40pM. En (B) se observa una neurona
tratada con BSO y MPP+, pero en condiciones de bajo (2uM) de hierro. Barra de calibracién =
100pm.
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6. DISCUSION

En la presente tesis se determiné el efecto de MPP+ en el acortamiento de las neutitas en
las neuronas TH-positivas y el efecto adicional inducido por hietro, la deplecion de
glutation como elementos pro-oxidantes y el efecto de NAC como elemento antioxidante.
Para esto se determind la longitud neuritica total y 4rea del soma de las neuronas
dopaminérgicas de cultivos primarios de mesencéfalo de rata de 8 DIV tratados con
distintas concentraciones de hierro, MPP+, NAC y BSO por distintos tiempos de

incubacion. Los resultados obtenidos se discuten a continuacion.

Caracterizacion del cultivo primario de mesencéfalo, usando distintos marcadores

moleculares.

Para marcar el cuerpo y las prolongaciones de las neuronas de cultivo primario de
mesencéfalo, se probaron anticuerpos contra distintas proteinas de citoesqueleto neuronal.
Para marcar las neuronas dopaminérgicas se usé el anticuerpo anti-TH. TH es la enzima
que cataliza la conversién de tiroxina a dihidroxifenilalanina (DOPA), especifica de
neuronas dopaminérgicas. Una marcacién general de neuronas se hizo con anticuetpos
contra proteinas de citoesqueleto, MAPIB y MAP2, para visualizar axones y dendritas,
respectivamente y B-3 tubulina, marcador general de neuronas. ILas marcas con los
anticuetpos MAP1B y MAP2, comparados con la marca de ant-TH no aportaron una
mejor visualizaciéon de la neurona dopaminérgica, por lo que los cultivos tratados que se

mostraron se marcaron con -3 tubulina.
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La caracterizacion del cultivo mixto de mesencéfalo de rata indicéd aproximadamente el 1%
de las células presentes corresponden a neuronas dopaminérgicas TH positivas. El
rendimiento de neuronas dopaminérgicas obtenido en estos cultivos es similar a lo que se
ha descrito [61]. El resto de las células de los cultivos primarios correspondetian a otros
tipos neuronales -3 tubulina-positivos, astrocitos (marcados por GFAP) y otros tipos
celulares, posiblemente oligodendrocitos y microglias. Dentro de las neutonas no

dopaminérgicas, 3-3 tubulina-positivas podrian haber interneutonas y neuronas gabaergicas

[62].

Caracterizacion y determinacion temporal de los cambios morfometricos en

neuronas tratadas con MPP+ sobre la degeneracion del arbol neuritico.

Para poder caractetizar la degeneracion neuritica de estas neutronas dopaminérgicas, se
determiné la concentracion de MPP+ que produjo un acortamiento sub-maximo de las
neuritas en las neuronas TH-positivas. Se observé que MPP+ 0,1uM produjo un
acortamiento de las prolongaciones de aproximadamente un 50%, sin modificaciéon
aparente de los somas de neuronas TH-positivas o de las neuritas de las neuronas -3

tubulina-positivas.

Los cambios motfoldgicos producidos por el tratamiento con MPP+ por 24h en estas
neuronas fueron notables. Las neuronas controles sin tratamiento presentaron NUMErosas
ramificaciones y un gran largo promedio de sus prolongaciones, a diferencia de las neuronas

tratadas con MPP+ 0,1uM, la cual presentaron prolongaciones drasticamente acortadas y
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casi sin ramificaciones. El area de los somas de estas ncuronas medidas no sufticton
cambios significativos con respecto al area promedio de las neuronas controles sin
tratamiento, lo que indica que las prolongaciones de estas neuronas son mucho mas
sensibles que el soma a la degeneracion inducida por MPP+. La causa de esta
hipersensibilidad es desconocida. Posiblemente podria ser debida a que los transportadores
de dopamina, que es por donde ingresa el MPP+, se encuentran mayortitariamente en los

terminales de las neuronas dopaminérgicas [32].

Se ha descrito que MPP+ produce alteraciones en el transporte axonal rapido.
Especificamente, MPP+ aumenta el transporte tetrogrado, dependiente de dineina y
disminuye el transporte anterogrado, dependiente de kinesina-1[15], produciendo final
mente una degeneracion llamada “dying back”. Las neuropatias de tipo dying back se
caracterizan por una secuencia de eventos que parte con la pérdida de funcién sinaptica,
pasando pot una axonopatia distal y termina con la muerte neuronal[5, 52]. Por lo tanto, la
degeneracion neutitica de neuronas dopaminérgicas mesencefilicas inducida por MPP+
corresponderia a una neuropatia de tipo dying-back, con un acortamiento progresivo de las

prolongaciones de estas neuronas, sin cambios significativos en el area de los somas.
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Relacion entre la degeneracion neuritica inducida por MPP+ y niveles elevados del

hietro

El hierro es necesatio para las funciones celulares normales, pero es altamente téxico en
exceso, a través de la reaccidon de Fenton, en donde cataliza la reaccion de conversion del
H,O, en el radical hidroxilo (+OH), una de las especies reactivas de oxigeno mas téxicas.

Se determiné el efecto de distintas concentraciones de hierro en la integridad del arbol
neuritico y los somas celulares. Concentraciones entre 2uM y 40uM Fe no acortaron en
forma significativa las prolongaciones de las neuronas, a diferencia de tratamientos por 24h

con Fe 80uM que indujo un acortamiento cercano al 50%.

En los experimentos de co-incubacién de MPP+ con distintas concentraciones de hierro la
degeneracién neutitica ocurtié principalmente en las primeras 12 horas de tratamiento
(Figuras 13 y 15). La degencracién inducida por MPP+ 0,1uM y Fe 40mM fue miés rapida y
mds marcada que la ocurrida en el tratamiento solo con MPP+ en condicién control (7mM)
de hierro. Este fenomeno fue atin mis evidente cuando se trataron los cultivos con MPP+
1uM. Estos cultivos, tanto los controles, como los tratados con Fe 40uM suftieron un gran
acortamiento de sus prolongaciones. Este resultado subraya la capacidad que tiene el hierro
de potenciar los efectos dafiinos sobre la integridad del arbol neutitico que produce la
inhibicién del complejo I mitocondtial. Es destacable que ambas situaciones, inhibicion del
complejo I y acumulacién de hierro son caracteristicas encontradas tanto en muestras

postmortem de enfermos de Parkinson como en Parkinson expetimental [25, 37, 41]. En
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los tratamientos con MPP+ 0,1 o 1uM con baja concentracién (2uM) de Fe la degeneracién

fue menot que en la respectiva condicion control.

Estos resultados sugieren que el hierro tiene un papel importante en la degeneracién
neuritica inducida por MPP+, actuando como amplificador del dafio inducido por esta
neurotoxina. Es probable que esta degeneraciéon comprenda dos componentes. Uno es el
efecto de MPP+ sobre la funcién mitocondrial y la arquitectura del arbol neuritico y
disminuyendo los niveles de ATP en los procesos. El componente hierro cumple un papel
clave en el efecto de MPP+, posiblemente potenciando el estrés oxidativo producido por la

disfuncién del complejo I mitocondrial con la produccién de radical hidroxilo.

Mediacion del estrés oxidativo celular en la degeneracion del arbol neutritico.

La mediaci6én del estrés oxidativo en los efectos de MPP+ y hierro se determiné evaluando
el efecto del antioxidante NAC sobre la degeneracién del arbol dendritico inducido por
estos compuestos. Incubacion de cultivos de mesencéfalo con NAC incrementan la
cantidad de glutation en las células y promueven la sobrevivencia de neuronas

dopaminérgicas ante estimulos oxidativos[53].

Observamos que co-incubacién con NAC 0,5mM protegié a las neutonas del dafio
inducido por MPP+ y Fe, disminuyendo significativamente la degeneracién axo-dendritica
producida en éstas. El leve acortamiento observado puede ser atribuido a otros factores,

como pot ejemplo la falta de ATP en los terminales sinapticos dado por la inhibicién del
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complejo I mitocondrial producido por MPP+[37] o por el acortamiento dado por la
interaccién que se ha reportado que tene MPP+ con proteinas de transporte axonal,

descrito anteriormente [15].

Se ha descrito, que tratamientos con NAC 0,6mM aumentan el 4rea de los somas de las
neuronas dopaminérgicas[53]. En este trabajo no se encontré un aumento significativo del
area promedio de los somas con respecto a la condicién control, una indicacién que la

concentracion de NAC usada no produce cambios morfologicos observables en las

neuronas TH-positiva.

Interesantemente, en los tratamientos con NAC y MPP+ en condiciones de bajo hierro la
neuronas ‘TH-positivas presentaron un acortamiento no significativo (6%) de sus
prolongaciones en comparacion a las neuronas incubadas con MPP+ en condicién control.
Hs posible que en condiciones de bajo hierro la catga oxidativa generada por MPP+ sea
contrarrestada eficazmente por los sistemas antioxidantes celulares. Es también posible que
los bajos niveles de hierro no intermedien la reaccién de Fenton disminuyendo de esta
manera la produccién del radical hidroxilo y por lo tanto la teactividad de los ROS

producidos.
En resumen, tratamientos con NAC en estos cultivos primarios protegieron a las neuronas

dopaminérgicas de la degeneracién neutitica inducida por MPP+ potenciada por hierro. En

condiciones de bajo hierro se logré una proteccion casi total del efecto de MPP+. Estos
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resultados resaltan el papel fundamental del hierro y del estrés oxidativo en la degeneracion

del arbol neuriticoinducida por la inhibicién del complejo T mitocondrial por MPP+.

Efecto de la deplecion de GSH en el largo de las prolongaciones de neuronas
dopaminétgicas tratadas con distintas concentraciones de hierro y MPP+ en el

tiempo.

BSO es un inhibidor de la enzima y-glutamilcisteina sintetasa, enzima clave en la sintesis de
glutatién, por lo tanto, tratamientos con este compuesto inducen una disminucién en los
niveles celulares de GSH[43, 50]. Al igual que los tratamientos con NAC, fue necesario
encontrar la concentraciéon minima efectiva de BSO, ya que en concentraciones elevadas es
altamente toxico para las células. Se encontrd que en condiciones controles de hierro, BSO
50pM no acorté significativamente las prolongaciones neuronales ni modificd el drea

promedio de los somas usindose esta concentracion en estudios posteriores.

La inhibicién de la sintesis de glutatién y tratar las células en conjunto con un reto oxidativo
con Fe 40uM por 24h produjo dafios severos en la arquitectura neuronal, acortando
drasticamente las prolongaciones de las neuronas dopaminérgicas tratadas. El dafio
observado fue mucho mayor al efecto de BSO 50uM o de Fe 40uM pot separado.
Posiblemente este dafio fue producido como resultado de la produccion de radicales libres
catalizada por hierro y por la disminuida proteccion ante estimulos oxidativos que tenian las

neuronas en los tratamientos, como consecuencia de la inhibicién de la sintesis de glutation,
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En este tratamiento se observd que las neuronas son severamente afectadas a las 24h,
acortindose las neuritas de las neuronas dopaminérgicas en un 76% y también dafiando al
testo de las neuronas en el cultivo.

La serie de eventos basicos involucrados en la degeneracién del arbol neuritico som:
desensamble de microtubulos, hinchazén del axén formando varicosidades, fragmentacion
del ax6n y por dltimo desintegracién de los fragmentos por fagocitos locales[51]. En las
neuronas tratadas con BSO y alto hierro se observaron numerosas varicosidades, un claro
sintoma de neurodegeneracién de tipo “dying back”, en donde hay una retraccién de

neurofilamentos hacia el soma [7, 51].

En los tratamientos con BSO, en condiciones de bajo hietro, no se vio degeneracién en las
neuronas, dando cuenta de que el hierro con su actividad pro-oxidante y su gran capacidad
de producir ROS tiene un marcado rol en la degeneracién de las prolongaciones de estas

neuronas dopaminérgicas.

El tratamiento con BSO y hierro simulé muy bien las condiciones en las que las neuronas
dopaminérgicas se encuentran en la SNpc en la EP, pues hay evidencia que sugiere que
bajos niveles de GSH vy altas concentraciones de hierro son caracteristicas de la enfermedad
de Parkinson y posible causa de la muerte de neuronas dopaminérgicas en cerebros de

pacientes con Parkinson[54-56].

Los tratamientos con MPP+ en la presencia de hierro y BSO fueron los mas toxicos

utilizados en este estudio. Tratamientos con BSO y MPP+ en condiciones control (7uM de
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Fe) produjeron un acortamiento mayor de las neuritas comparado con el tratamiento sélo
con BSO (Figura 24), pero produjeron un acortamiento menor al tratado sélo con MPP+
por 24h (Figura 13). Se ha descrito, que tratamientos con BSO aumentan la produccién de
la principal proteina antiapoptética Bel-2, en las células sobrevivientes al tratamiento[57], en
tanto que MPP+ es una neurotoxina que induce apoptosis en las células tratadas[58]. El
menor acottamiento observado en condiciones de MPP+ y BSO podria deberse a la
induccién por BSO de respuestas antiapoptdticas en estas neuronas dopaminérgicas. Como
estos cultivos fueron tratados con concentraciones sub-maximas de BSO es posible que
estas neuronas hayan generado mecanismos de proteccidn, a través del aumento de la

proteina antiapoptotica Bel-2 y asi MPP+ caus6 un menor dafio en las neuronas tratadas.

Es necesario destacar que si bien es cierto, numerosos trabajos dan cuenta de la muetrte de
neuronas dopaminérgicas a las 24 horas de tratamiento con MPP+, en todos esos trabajos,
las concentraciones usadas de esta neurotoxina son mucho mayores que las usadas en esta
tesis. 0,1uM MPP+ es una concentracién muy baja, considerada sub-optima y que no
generd dafios evidentes en las neuronas dopaminérgicas. Es pertinente analizar que efectos
tiene 0,1uM MPP+ a tiempos mas largos y si induce la muerte de las neuronas

dopaminérgicas después de 24 horas.

Tratamientos con BSO y MPP+ en condiciones de alto hierro dafiaron profundamente a
todo el cultivo, tanto las neuronas TH-positivas como las demds neuronas -3 tubulina-
positivas del cultivo primario. Lo mas probable es que este dano masivo fue debido al

fuerte estrés oxidativo que fueron sometidos los cultivos en los que, a la inhibicion del
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complejo I inducida por la neurotoxina MPP+ se sumb la generacion de ROS altamente
toxicos generados por hierro y un bajo nivel de respuesta antioxidante inducido por la
inhibicién de la sintesis de GSH por BSO.

Interesantemente, bajas concentraciones de hierro protegieron completamente a las
neuronas del efecto combinado de la inhibicién del complejo T mitocondrial (MPP+) y la
disminucién de la capacidad antioxidante (BSO). La comparacién de un cultivo tratado con
BSO y MPP+ en 40uM Fe con uno tratado con Fe 2uM, el cual se encuentta
aparentemente inalterado, confirma una vez mas la enorme influencia que tiene el hierro
sobre la degeneracién neuritica, producida por MPP+ y por niveles bajos de glutation en las

neuronas dopaminérgicas.

Sobre la base de los resultados obtenidos en este trabajo, propongo una posible secuencia
de eventos que ocurririan en la degeneracién neuritica inducida por MPP+ en las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc. Al ingresar el MPP+ a los terminales sinapticos de las
neuronas a traves del transportador de dopamina inhibiria al complejo I mitocondrial,
aumentando el estrés oxidativo y disminuyendo los niveles de ATP. Fste aumento del estrés
mediatia la desregulacién de los transportadores de hietro, induciendose asi la entrada
aumentada de hierro a la neurona. Un posible mediadot de este efecto es la proteina
reguladora TRP1, que es activada por estrés oxidativo[59]. El aumento de hierro cumpliria
un papel fundamental en la progresion del dafio al catalizar, a través de la reaccién de
Fenton, el cambio del peréxido de hidrégeno, un oxidante suave y eliminable por los
sistemas de defensa antioxidante de la célula, a radical hidroxilo, uno de los elementos mas

toxicos conocidos. Niveles elevados de hierro intracelular aumentarian, ademas, el consumo
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de glutatién, disminuyendo de esta forma las defensas antioxidantes[43]. El aumento
progresivo de estas condiciones inducitfa el acortamiento también progrestvo del arbol
neuritico desde las partes mds distales, alcanzando finalmente al soma.

Ya que el modelo de estudio utilizado en esta tesis reproduce en gran parte eventos clave

que ocurte en la EP, es posible que la secuencia descrita sea aplicable al dafio neuronal que

ocurte en la enfermedad.

7. RESUMEN, CONCLUSIONES Y COMENTARIOS FINALES

A continuacion se listan los principales resultados de esta tesis.

1.- Tratamientos con MPP+ acortaron las neuritas de las neuronas dopaminérgicas de la
SNpe de rata. Concentraciones crecientes de esta neurotoxina provocaron un dafio mis

severo y en menos tiempo.

2.- Al co-incubar MPP+ con distintas concentraciones de hierro, se observd que en
condiciones de alto Fe el dafo en estas neuronas es mayor, mientras que al tratar estas
neuronas con MPP+ en condiciones de bajo hietro la degeneracion neuritica fue
significativamente menor. Estos resultados indican que el hierro es un intermediario

obligatorio en el dafio inducido por MPP+.
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3.- La degeneracion neuronal inducida por MPP+ ocurrié de a través de un proceso del tipo
“dying back” esto es, la degeneracion se inicia en las partes mas distales de las fibras mds
largas de la neurona, avanzando en el tiempo a las pattes mas proximales y terminando

finalmente con la muerte neuronal, que se vié en los tratamientos mds téxicos.

4.- El antioxidante NAC disminuy6 la degeneracién del arbol neuritico inducido por MPP+
y hierro. Por el contrario, la inhibicién de la sintesis de glutatién potencié la degeneracién
neuritica producida por los tratamientos con Fe®* y MPP+. Estos resultados indican que
los niveles de glutatién en las neuronas dopaminérgicas son relevantes en la degeneracion
neuritica inducida por MPP+ y que el hietro potencia la degeneracion en células con bajos

niveles de GSH.

5.- Bl drea promedio de los somas de las neuronas dopaminérgicas no presenté cambios
significativos en los distintos tratamientos. Sin embargo, en los tratamientos més téxicos,
MPP+ y 40uM Fe y MPP+, BSO y 40uM Fe la viabilidad de las neuronas dopaminérgicas

disminuyé significativamente.

Los resultados encontrados en esta tesis demuestran que la acumulacion de hierro es un
cofactor fundamental en la degeneracién del arbol neuritico inducida por la neurotoxina
MPP+ y sugieren que la acumulacion de hierro bajo condiciones de inhibicién del complejo
I mitocondrial es un posible mecanismo de degeneracion de las neuronas dopaminérgicas

de la SNpc observada en la EP
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Propongo una hipotética secuencia de eventos que podtan resultar en inicialmente la
degeneracion neuritica y finalmente la muerte neuronal. Fl proceso se iniciaria con la
inhibicién del complejo T mitocondtial por téxicos externos (ej. MPP+) o internos (ej.
catabolitos de la dopamina), lo que provocatia un aumento inicial del estrés oxidativo y baja
en los niveles de ATP. El aumento del tono oxidativo producirfa la activacién de IRP1 con
el consecuente aumento en la entrada de hierro a las células. La suma de efectos de la
nhibicién de la actividad mitocondrial y el exceso de hierro producirfa un aun mayor
aumento del estrés oxidativo, la disminucién de los niveles de glutatién y un dafio oxidativo
mastvo. Hl aumento escalado del estrés oxidativo induciria primero un acortamiento en las
prolongaciones neuriticas y, en las etapas finales, a la degeneracién del soma y la muerte

neuronal.

Este modelo indica que compuestos ptrotectores de dafio oxidativo o quelantes de hierro

con afinidad con las neuronas dopaminérgicas de la SNpc pueden dar lugar a posibles

terapias que detengan la progresion de la enfermedad de Patkinson.
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