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RESUMEN.

l,as dendritas sor 1os principales sitios cle recepción cle estímulos exitatorios cn una neurona.

Sc ha postulado que la frag'rnentaciór de estas corresponde a u1la rnanifestacióo temprafle de

daño que ller.a a la mucrtc ncuroflal. Esrudios en tcjidoslorl filarfeÍfl de pacientes con

Parkinson (EP) 1. en ratoncs tratados con la neurotoxina N{PP+ muestrafl que el largo de1 axón

v las dendritas y lz densidad de las espinas sinápticas disminur.cn efl fleurorlas dopamtlórgicas

c7e la.lustanfia Nigra far; 'vnpacta 
(SNpc). Sin cmbatgo, la etiología cle ios cambios

morfoló¡$cos y su relación con los cambios funcionales en la célula no ha sido descrira. Dn

este trabajo se caracterizó el efecto de IvIPP+ sobrc Ia integridad del árbcf axo-dendrítico dc

ncurollas dopamrnérgicas mcscncefálicas v se determinó la influencia de los nirrles celularcs de

hicrro v de glutatión en esta degeneracirin. Se observó qr:e NIPP* induio de fo¡ma dosis-

dcpcndiente ufla drástica reducción dcl árbol dend¡ítico si¡ modificación del soma ni muerte

aparcnte. Tratamientos coniuntos cor.r lvfPP* y uflÍl conccntración eler.ada no tóxica cle hierro

accleraror.r el proceso de dcgcneración, mientras quc ncuronas crecidas en un medio baio cn

hierro no prese¡taron dcgeneración. Prc-tratamiefltos con N acetilcistcína protegió a las

ncurories de 1a dcgcncracitin dcl árbol deldrítico producido por N{PP* más hierro. Por el

contrario, tratamicntos con el iflhibidor de la síntcsis cle glutarión BSO, en conjunto con hierto

]' MPP+, produjo la perdida total del árbol dendrítico I' muerte celular, cn tanto que

tratamientos con tsSC) más MPP* eo coodiciofles de bajo hierro oo deiarofl a las neuronas.

Estos resultados sugicren quc 1a acumulación de hicrro bajo concliciones de hhibición del

complejo I mitocondrial es un posibie mecalismo de mucrte dc 1as neuro¡as dopaminér¡ycas

de la SNpc en EP
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ABSTRACT.

Dendrites are the r¡ain reccption sites of excitator)' stimulus in neuron. It has been postulated

that the fragmcntatiofl of dendrites is an eady manifestation of the damagc that leads to

neuronal cleath. Studies in post-mortem dssues of paticnts rvith Pa¡kinson's cliscase (pD) ancl

in mice treated üth the neurotoxin MPP* has shown that the length of axr¡n and denclrites, as

n'ell as thc densitv of syr.raptic spincs, clecreasc in dopaminergic ¡curctr's |'abslantia Nigra lur-r

canpacta (sNpc) of PD paticnts. Flou,cvcr, the etiologr'- of thc morphrlo$cal changes and their

relationship to the cellular ler.els of irc¡n and EllutathioÍri: has not been ilcscribed. This stucly

characterized the effect of l{PP+ on the integrity of the axo-denclritic tree of midbrain

doparninergic neurofls, and determinecl the influence of iron ald cellular lcr-els of glutathionc

in this degeneration. NIPP * induccd a dose-dcpcrclent drastic reduction of thc clendritic trec.

rvithout modification of the soma or apparent death. c.ncurrcnt rreatmcnt with l\Ipp+ and

non-tc¡xic concentration of iron accelctated the proccss of dcgeneration, rvhereas ncurons

gfo\yn on a medium lorv in iron shorved no dcgcneration. Prc-tfeatmeflt ll,'ith N-ace q'lcysteifle

protected the ncurons from degeneration c¡f the dendritic tree produccd bv Mpp + plus iron.

Bv cont{ast, treatment rvith the inhibitor of glutathione syflthesis BSC), in c6njunction with

i¡on and NIPPt, produced the total loss of thc dendritic tree and cell death, rvhercas rreatm.3nt

rvith BSO plus NfPPa under lorv iron conditions did not damage the neurons. These results

suslest that under conditions of inhibi¡icxr of mitochonclrial complex I, the accumulation of

iron and the concurrcnt decreasc in reduced glutathionc is a possiblc mechanism that undedies

drc lr¡ss of the dendritic tree ¿nd latcr thc rleath of dopaminergic neurons in PI).
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1. INTRODUCCIóN.

1.1. Neutitas v Neurodeseneración

L¿s dendritas son prolongaciones protoplásmicas ramificadas de la célula ner-r..iosa. Son las

principales estructuras responsables de Ia integtación sináptica, a1 ser receptores de impulsos

nerviosos provenientes desde una prolongación perteneciente a otta neutona. Poseen

teceptores capaces de responder a neutotransmisores enviados desdc las vcsículas sinápticas

de la neutona presináptica, siendo fundamentales para la correcta transmisión de los

impulsos qurmioeléctdcos a través de la vía nerviosa compuesta por las neuronas aferentes y

e ferentes [1 ] .

Muchas enfetmedades neuodegenerativas, como Alzheimer, Huntington o Parkinson

involucran atof:.as en las dend¡itas y axones. En muchos casos es dificil detetmilar qué

ocurre pdlnero, si la degeneración de estas prolongaciones ptecede a la muette celular o si

son una consecuencia de la muette neutonal. F,n las enfermedades de HuntLlgton y

Alzheimer se ha üsto que la acumulación de la proteína huntingtina y depósitos de

amiloides en 1os axones, respecdvamente, producen una dcgenetación axonal, que precede a

la muette neuonal[2,3]. Adlcionalmente en Ia enfermedad de Alzheimer hay una petdida

sQnificativa de neutofilamentos en las dend¡itas dc las neutonas pirzmidales. Esta pérdida

^cottl 
1a longitucl de las denddtas y del axón, y por ende, la capacidad de estas neuronas

para hacer conexiones cor otfas capas de l^ corteza. T¡aduciéndose finalmente en la

sintomatología descita en la enfetmedad[4]. En la enfermedad de Parkinson (PD) también



se ha yisto un acortamiento en la longltud de las prolongaciones de las neutonas, tarito en

tejido postmottem de p¿cientes como en modelos animales de la cnfermedad[5].

1.2. Enfermedad de Parkinson (EP)

En 1817,James Parkinson fue e1 pdmeto en describi esta enfermedad, que después llevaría

su nombrc, con el ensayo "An essay on the shaking palsy"[6]. 100 años después, se

descubtó que los pacientes con EP suften una disrninución en el nírmero de neuronas en la

S utantia nigm pars nnpaúa (SNpc) . Luego en 1 9 5 8 se describió a la dopamina como

neutotransmisot y en 1960 se vio que l¿s concenftaciones de dopamina en el cstriado

disminuyen considetablemente en pacientes con EP[.

La EP es una enfetmedad neurodegenerativa críricz y ptogresiva con una etiología

multifactorial. Es la segunda enfermedad neurodegenetativa más común en el mundo,

después de Ia enfermedad de Alzheimer y aproximadamente dc 1%o a 2ok de la población

mundial mayot a 65 años padece esta ptogresiva enfermedad, autnentando su incidencia de

4-50/o en la población mayor a 85 años[81. Alrededot del 90%o de los casos de la EP son

esporádicos y no tienen una etiología clara, mientras que el 1070 restante tieflen un origen

genético, asociado a mutaciones monogénicas en los gcnes PARK[9]. El único factot de

riesgo demostrado para la EP es el envejecimiento. Otos factores asociados son los

factotes ambientales o la exposición a toxirras, como herbicidas o solventes, sin embatgo,

ninguno de estos factorcs ha sido claramente identificado como causaflte de la enfetmedad.
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1.3. Neuropatología de la EP.

L¿ característica patológica de la EP es la degeneración selectiva y ptogresiva de las

neuron¿s dopaminergicas de la SNpc y la ptesencia de inclusiones proteináceas

citoplasmáticas llama.das "cuerpos de J-ewy" en las neuronas remanentes[9, 10] (Figura 1).

'.'. I ,..1

i

'', i.r'll

Figura t Representación esquenrática de la ruta nigroestriatal normal (§, y la ruta
nigroestriatal en la EP (B). (C) Inmunohistoquímica marcando las proteínas agregadas en un
cuerpo de levT de una neutona dopaminérgica en la EP. Obt€flido de DqtrcrJ Pqedborsk{ 2003 ftJ,

Esas neurorias dopaminérgicas proyectan a1 putámen y a1 núcleo caudado en e1 esftiado y a

oftas regiones subcortic¿les. En la enfermed¿d, hay una rr,uca'da perdida de neurorras

dopaminergicas que proyectan al esuiado y en menoÍ medida hay una pétdida de las

l
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prolongaciones que proyectan al caudado. La perdida de estas neurorias, Ias cuales tienen

grandes cantidades de neuromelanina[11] ptoducen la clásica caractetísdca neuropatológica

de dcspigmentación de la SNpc (Figuta 1b). Otra caractcrísdca de la enfermedad es la

acumulación de proteínas insolubles, principalmente de a-sinucleína y ubiquitina en 1os

cueqpos de lewy (Figura 1c).

Ente los síntomas mototes de la EP se encueritlan rigidez musculat, temblores

involuntarios, inestabiüdad en la postura y una lentitud en los movimientos fisicos

(bradicinesia). También los pacierites padecen síntomas no motores como depresión,

demencia, insomnio y otros desordenes del sueño, disfunción olfztoiz y fattga[12].

Como tratamiento de la enfermedad, el uso de Levodopa p,dopa), un precursor del

nerrotfansmisor dopamina, ptoduce una notable mejoría de los síntomas y de la calidad de

vida, sin embatgo este tfatamiento es solo sintomático y no detiene la progresión de la

enfermedad.

Cuando un paciente es dügnosticado con EP aproximadamente el 60% de las neuronas

dopamtnérgicas ya han muetto[13] y las concenúaciones de dopamina en el estdado

disminuyen ,rfl 70%114). Por esto, es de suma importancia lograr detectar la enfermedad en

estadíos más tempranos, para así plantear posibles tratamientos.

A pesar de que Ja etiología de la EP es dcsconocida, estudios realizndos en modelos

animales y tejido postmortem de pacientes, entreg2n evidencias clar¿s dc la existcncia de

cuatfo evcntos rmpücados en la ncurodcgeneración:
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1. La disfunción clel complejo I mitocondrial.

2 lil aumento de hieüo (relacionado a Lrn aumcnto de estrés oxidativo y dismi¡ucii¡n cle los

niveles de glutatión) [23, 63].

3. La alteración del sistema ubiquirina-protcasoma, r'ra agrcgaciór.r de ias pr.teínas n-

sinuclcína r- ubiquitina.

4. La lnflamacrón.

Adicionalmentc a estos c.atro evcntos ccr,ratcs caracter.ísticos cre la enfcrmedad,

invesúgaciones morfológicas de l¿s neuronas dopaminérgicas prcsefltcs en Ia SNpc han

desctito anormalidadcs en cl c*erpo dendrítico cle estas neuronas. F,n ambas formas de F,p,

cspotádico v gcnético, las neuronas se degcneral cle la fon¡a "clying back", caracteÁza¡fa

por la perclida tempraÍla dc las partes más dist¿lcs de la netuona v por axonopatía[l5].

1.4 Hierro y estrós oxidarivo.

lrl hiero es un element. <1uímico simboüzado como Fe. Su nírmeto atómico es 26 y

posce dos valencias, +2 v +3. l)c esta forma, el hierro forma compuestos fcrrosos si

presenta valencia *2 v féüicos cuando prescnta valencia |3. Debido al ambicnte reductor

presentc en la célula, el hiero sc eflcucnfta casi en su totaüdad como hiero *2 1. 
gem6 ¡r1

puede formar parte del pool dc hierto lábiI o asociarse a proteínas cle almacenamicnto de

hietto, como ferlitina. Cuanclo este se encuefltra libre cn el citosoi puccle intercambiarse

tápidamcnte a hierro 13 t¡as reaccic¡nat, por ejemplo, con compuestos talcs como el

petóxido dc Hdrógeno mecliantc Ia teacción de Fenton (Figura 2),



(1) Ire,t + H,C)" --- Irc3* + OII. + OII-.

(2) Fer* + ]I,O, -., l,e:t + OOFI. + H*

Fig:uta 2: Reacció¡ de Fenton. EL hierro ferroso (11) en la teacciirr.r (1) cs oxidado ¡rot peróxido
de hid,-ógeno a hier¡o lé¡¡ico (III), producicndo además un raücal hidroxilo v un antón hidrc,xlic¡.

L,l hierro (III) puede ser ¡educido de melta a hrerro (II) por perirxido clc hidrógeno de nuevo,

formando un radical peróido v un protón (reacción 2).

Esta actiyiclad oxido reductora 1o cr¡nvierte en ut.tt¡ dc los elementos más reactilos

prcsentes en la cólula )', en abufldancia, uno de los prilcipalcs ptoductorcs de especies

teactivas dcl oxígeno (R-OS). Deltro de las ROS se eflcuelttra el tadical hidroxilo ( i)FI), cl

que es capaz de generar diYetsos daños á macromoléculas como plotcínas (formando

aductos), áciclos rucléicos Qenetando hidtoxi derivedos) v Lípiclos (peroxidación

lipíüca)[16] f171.

No obstantc Io antetiot, este imPortante elemento cs esencial para que se llcven a cabo una

sede dc pfocesos fisiológicos r.italcs. En mamífetos su función más conocida cofisistc cn

proYeer un sitro cle unión para el oigeno en el gr-upo hcmo de la hcmoglobina[18].

Adcmás, puedc unirse a otras proteínas cn forma no hémica, Principalmeflte cn la forma dc

gr.upos de Fe-S, actuando como grupo ptostético en mctaloproteínns con impoftantcs roles

en los procesos de transfetcncia de electtones, regulación üanscripcional, estabilización

estructural y catáüsisf19]. Esta duaLidacl csencial/tóxico que tiene cl hietto lo conr.iette en

un elemcnto que cuya conceÍtttación debe ser altameflte tegulada, ya que tanto 1a carencia

como cl exceso de cstc metal es darfino para la célula.



1.5. Estés oxidativo en la EP

Oüo elemento que se ha visto que es relevante en la muefie neutonal en la EP es Ia

acumulación de hietrt¡. Como el hiero es un productot inttínseco de ROS, las células

deben tener mecanismos que eviten Ia acumulación de hierro por sobre las cantidades

necesatias. Sln embargo, en muchas enfe¡medades neurodegenerativas se ha cnconttado

una acumulación de hiero en zonas donde hay muerte neuroflal, en particular en las

reutonas dopaminétgicas mielinizadas de la SNpc[20]. En estas nelrronas se encueflüa una

fuente de radicales libres propia de cstas células, derivada de la oxidación no enzimática de

la dopamina inducid¿ por hierro, la cual produce semiquinonas y HrOrpl, 221. Asi, el

hiero, a ttavés de la reacción de Fenton o a través de la oxidación de la dopamila, es un

agente oddante peügtoso.

Ya que los estudios de acutnulación de hietto en la EP se hacen en tejidos post-mortem de

pacientes que padecieron la enfermedad, en donde 1as neu¡onas remaflentes están eri

estadíos tetminales, mosrando una clala acumulación de hiero en los somasf23-25],

todavía no es clato cu¿l es la posición tempoal que tiene la toxicidad de1 hieno duante Ia

ptogresión de la EP. Así, Ia acumulación dc hierro podría set un cofactot televante en la

degenetación axo-dend¡ítica producida en la enfermedad.

1.6. Modelos exDerimentales de la Enfermedad de Parkinson.

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

tratamiento con toxinas que inducen un cuadro de síntomas similares a los de la
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cnfcrmcclad. 'I'odos cstos cuadros juegan un rol cútico para responder las ptcguntas sobrc

los mccaoismos y causas illolucrad¿s cn la F.P.

Los modelos n'rás usados son el de 1-mctil 4 fenil 1,2,3,6 tetrahidtopiidino 0{P1")L14, 26-

281 y el de 6-hidroxi clopamifla (6-OHD]\)129, 30l EI modclo de XÍPTP tiene una ventaja

competitir.a frente a los demás, debido a que en humanos t,primates induce un si¡drome

virnrah¡-rente icléntico a la F,P.

Después de la adni¡isÚación sistémica, el N'IPTP es c p,Lz c1e cruzar la bxrera

hem¿tocncefálica (Figura 2). LIna vez en cl cerebro, esta Pr()ioxiñ2 r:s metabolizada en la

g1ía al compuesto 1 metil-4-feml 2,3-dihidtopiridinio (\{PDP) por 1a cnzina monoamina

oxidasa B (1,{AO-B) y luego es mctabolizacla al compuesto activr¡ 1 metil 4. fcnilpirirlinio

(N4PP+) de manera dcsconociclal28]. Luego, cl NÍPP+ es Libcrado dc ia gLía y es

sclectivamcnte incorporado pof las ncufoflas dopamrnérgicas a trar.és del transPoftado¡ de

dopamrna pAT), ubicado en l¿ membrana celulat de estas neuronas[311.



A

B

MPP+

Figura 3: Representacién esquemática del paso del MPTP por el cerebro (A). En (B) se

obserr,z las estructuras del MPT? y dc su compuesto activo el MPP+ . Oblt,ido de Pr4dborski, S. 1
M. l/¡ú7 20011281.

En la neurona, el MPP+ es transportado a t¡avés de muchos compartimientos celulares.

Puede ser secuestrado en vesiculas citoplasmáticas por la acción de transportadores

vesicula¡es de monoaminas [32] o puede eútrar en la mitocondria, donde i¡terfiere con el

complejo I de la cadena transportadora de electrones, inhibiéndolo[33]. Los efectos de esta

MPTP
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rnhrbición son reducir ios nivelcs de ATPf34l c irctcmentar Ios nivclcs de estr-és

oidativo[35] a trar-és dc la formaciírn dc radicales superoxido[3(r].

En diversos cstudios sc ha desctito quc la toxina inducc un ploceso secueflcial en ia célula

rle:

1) irhibición dcl complejo I mrtoconclrial13Tl,

2) aumento clel hietro reclox-actir-o mitocondrial[38],

3) aumento del estrés oxidativo celulatl39l,

4) dlsminucrón cle los nivelcs dc glutatión [40],

5) aumento masivo del contenido dc hierto neuroral detectado por tinción de Pctl[38,41] y

6) muette de las neutonas dopaminérgicas de SNpcl39].

Dc cste modo clesde su desctürimicnto, tanto ani¡rales como culti¡,os celularcs tataclos con

esta toxina son utilizados cc¡mo modelos cxperimentales de la ]:P.

Consideraldo todos los antcccdefltes prcviamentc mencionados, en esta tesis sc estudió cl

efccto del hictro y la influencia de los niYeles de glutatión celular en la degeneración

ncurítica inclucida pot la neuroto-.<ina \,IPP+ en un modelo neuronal doparninérgico de tata.
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2. HIPÓTESIS.

"En ncuronas do¡raminérgicas de Ia SNpc, la altcraciór dcl árbol reurírico inducida por

MPP* cs un e\rento posterior al aumcnto de estrés oxidativo tnducido p()r ia acumr. ación

dc hicrro y precede ¿ la muerte neuronal".
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3. OBJETTVOS

3.1 OBJETTYO GENERAL

Cancteizar tempoml y morfológicamente 1a degenetación neuítica inducida por la

neurotoxina MPP* en fleuronas dopaminétgicas de It susfantia nigra pars clmpaúa de

mesencéfalo de rata y ver la influencla de los niveles de hierro y estés oxidativo intacelular

sobre la arquitectura axo-denddtica.

3.2 OBJETTVOS ESPECÍFICOS

3,2.1, Caractetización de1 cultivo primario de mesencéfalo, usanclo cListintos marcadotes

moleculares.

3.2.2. Catacterización tempotal I determinación de los cambios morfométticos en neuronas

dopamrnérgicas trataclas cofl N{PP+ sobre la clegcnctación del árbol neurítico.

3.2.3. llelación entrc la degeflefación neurítica inducida pot N{PP+ y la clishomeostasis del

hiero.

3.2,4. Dc¡ermtnación del rol de los niveles dc estfés oxidativo celular sobre 1a dcgenetación

del árbol neurítico:

3.2.4.1. Detetminación del cfccto de N-AcctilCisteira §AC) sobrc el proccso de

degeneración del árbol ncu¡ítico il.rcluciclo pot 1\'IPP*.

3.2.4.2. Detcrmtración del efecto del inhibidot de 1a síntcsis de glutatión (GSH), DL

butionina-[S,R] sulfoximina (BSO) sobre cl progreso neurodegenerativo rnducldo por

MPP+.
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4. MATERIAIESYMÉTODOS

4.1 Matetiales

4.1.1. Reactivos gcneralcs

BSr\, CuCl,, CO., Etanol, mctanol, FeCl.,, irlgCl,, KFI,POI, KCl, II0, lv{tlCl., NaCl,

NaFICO., Na.iIPO.I. NarCO., NaCl, NaOH, N'-t,\, Paraformaldehído, Tritó¡ X-100,

ZnClr, Iluorsavc, Chclcx-1 00.

4.1.2. Reactivos de cultivo celular

De Gibco: ,\ntibiótico/AntLnicótico (152,10 0(r2), DN'IENl:F12 (124.00 024), I--15 (41300

039) PBS (21600-010), Tripsrna 10\ (15400 054); De Sigma: Lrsulina (16634), NIPP+

(D0.lS), Poly L lisina (P,1707), Progestetona (P0130), L tiroxina (I1775), Selenito dc sodio

(S5261), Sucro Fetal Bovino (l'iutoClone).

4.1.3. Animales

El cultio primatio de ¡rcscncéfalo fue tcalizado a partir dc cmbr-iones dc tata Sprea¡Jue-

I)owley en cstadío E14,5 obtcnidos del biotetio de la lracultad de N{c&cina de la

Universidad de Clllc. Todos los protocolos expcÍimcntales utüzados en este trabajo

cumplieron con el "guidmg prhciples for research involving animals afld human bcings" del

american physiologcal society [6'l] v fueton aprobadas por cl comité de bioótica para la

investigación en animales dc Ia Facultad dc N{edicina, Unir-crsidad de Chiie.
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4.1.4. Equipos

Incubadora con inyección de CO" (fhermo serie 8000 \X], modelo 3429), Centrífuga Miko

22R (Hettich), pHtnetro (Oakton), Balanza Precisa XB220A, Campana de flujo laminar

NUAIRE y MSC9 $OUAN), estéreomicroscopio zoom SZ51 (Olympus), Luz halógena

LG-PS2 (Olympus), Microscopio Confocal LSM 510 meta (Car1 Zeiss).

4,1.5. Matetiales de cultivo

Matetial quirurgico: Pinzas Dumont #5, Titanio Q 14096) y tijetas quirugicas. Placas de 6

pocillos, 10 cm2 supetficie (Costar 3506); Placas P35,35mm de diámetro 10 cm'z de

superficie (Coming 430165); Placas P60, 60mm de diámetro 20 clo;2 d,e super6cie (Coming

430166); Placas P100, 100mm de diámeto ó0 cm'zde supetficie (Coming 430167); cubre

objetos de 12 y 25mm de diámetro; l-ubos de cenüífuga plásticos 15 y 50 mL (Orange

Scientific); Pipetas plásticas estétiles desechables 10mL (ICL); Unidades de filt¡ación

desechables Millex-GP 0.22¡rm (N4iJJipore); Jcringas 20 y 50mL @D Plastipak).

4.1.6. Anticue¡pos

Los anticuerpos utilizados fueron los siguientes: Anticuerpo poüclonal anti-Tirosina

Hrdtoxilasa de conejo, dilución 1:1000 (Sigma). Anticuetpo monoclonal anti-GFAP de

mtón, dilución 1:500 ptomega). Anticuerpo poüclonal arrti-MAPl-B de cabta, dilución

1:100 (Santacruz), Anticuerpo monoclonal ¿nti-B-3 tubulina de ratón, dilución 1:500.

Anticuerpos secr¡ndaiios Alexa fluor 488 y 546 anti-ratón, alexa fluor 488 y 546 anti-coneio

y alexa fluot 633 anú cabxa, dilución 1:300 (Invitogen).
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4.2 Métodos

4,2.1, Cultivo ptimario de mesencéfalo,

Se estableció un cultivo pdmado de mesencéfalo a partir de ratas preñadas eri estadío

E14,5, según descrito por Btouard et a1[421. Las ratas fueron anestesiadas, retirándose

posteriomente los embriones y dejándolos en medio L15 frío. Luego de ¡etirar el cerebro

de los embtiones, fue extraído el mesencéfalo y posteriormente fueron exüaídas 1as

meninges.

u,a 'cz limpio, el mescncéfalo fue üsociado clc Foma mecánica, primcro corta.clo e1

tejido en pcdazos pcqueños y luegcr por pipctco. posteljormente el tejido sc dejó

sedimcntando, se recupcró e1 sobrenadante v este fuc centrifugado pata la obtención de

neuronas. Las células se res,spendieron en el medio de cultir-o DMEN{ F12 / SfB 5% con

BSA 0,1%, Insuli.a S¡rg/ml, Progesretona 20nNI, L tiroxina 30nN{, Sclenito clc sodio

30nN{, penicrlina 100u/nr1 y cstreptomicinz 100mg/ml y fueton sembradas cubre objetos

de 12 y 25mm pre tatados por 24 horas con I--polilisila 1mg/m) et placas de 6 pocillos.

Las placas se dejaron incubando t 37"C. a. una concentración del 59/o COr/ 95o,/,., úre. I)1

medio fuc reemplazado en un 10091¡ al día siguicnte (20 24 hotas después del culttvo) y

Iuegcr cada 2 clíes se rcemplazó la mitad cle medio hasta llegar a los 8 ¡lias in ilro.
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4.2.2. Obtención de cultivos primados tratados con distintas concentraciones d.e

hiero:

Para obtener neuronas tatadas bajo distintas condiciones de hietto, estas se iflcubaron

dutante 7 días en condiciones notmales y a[ séptimo día y por 24 horus se sometieron a

üatamientos con medio con distintas concentraciones de FeCl.-Nitriloriacetato de sodio

(Fe.NTA, telaciór lrl,obr 7:2,2). El hiero total en el medio estándar de cultivo fue 7pM.

4.2.3. Prcpxación de sueto bajo en Fez*

Pata poder tener un medio bajo en Fe2*, se queló el hierro del suero fetal bovino con

Chelex-10O. Esta es una resina que une metales de transición con alta afinidad. Se mezcló

20ml de SFB con 1,5gt de Chelex 100, en su forma sódica y cor 2,8gr de Chelex en su

forma ptotonada, luego se ajustó el PH a 5,5 y se dejó toda la noche en un agitador a 4"C.

Luego se colectó el suero y la tesina se lavó dos veces con 10m1 de PBS. El sueto tratado

quedó con una concentración de hietro de 2¡rM aproximadamente. El SFB bajo en hierro

fue suplementado con CuCl, 5¡tM, ZrClr 30¡rM y MnCl, 15nM, debido a que estos metales

t¿mbién son quelados pot esta resina.

4.2.4. Obtención de cultivos primados üatados con distintas concentraciones de

MPP+

Pa¿ obtener neuronas tatadas baio distintas condiciones de MPP*, estas se incubaton

druante 7 días en condiciones normales y al séptimo día se somederon a tratamientos con

medio con distintas concenüaciones de MPP+. Se incubaton los cultivos con medios

suplementados con MPP* 0,1,1,2,5,5, 10 y 20pM por 24h.
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4.2.5. Modificación del contenido de GSH en los culrivos primados de mesencéfalo.

P¿ra modificar el contenido de GSH en las neuronas se tealizaro, dos ptocedirnientos: se

aumentó su producción y se inhibió su síntesis.

Primc¡o se 'io el efecto de1 amrnoácido limitante en la for:mación dc GSH cn la célula N-

Acctilcisteína §AC) sobte cl proceso de degeneración del átbol axo clenddtico producido

por N{PP+. Se cultivaron las ncuronas por 7 Dl\¡ cn condiciones r.ro.¡ales y l,ego por

24h se incubaron los culdr.os usando concentaciones de NAC 0,5, 1 y 5mlvL Sc cligró la

concenttación máxima quc no produjo cambios en el ¿irbol neurjtico r,. sc realizaron co

incubaciones con I\{PP* 0,1pN{ y/o Fez- 1, N,\C por 24h.

Luego sc usó el rnlubidor de la síntcsis cle CSH, I)1,-butronina-[S,R] sulfoxrmina @SO) en

los cultivos[43] y se r.io su efecto sobrc cl proceso dc degeneración cle] árbol axo-dcnclrítico

producido pot NIPP+. Se cultivaron las neuronas por 7 DI\/ cn condiciones normalcs y

luego por 2zlh se ilcubaton los cultir.os usando concentracioncs cle BSO 10, 50, 100 y

150¡r-N{ en el mcdio de cuJtivo[43]. Lucgo sc dete¡¡r¡ó 1a conccntración mínima efectiva y

se tealizaton co-incubaciones con \I1)1)* 0,1pNl ,v/o distintas conccntfaciones de Fe2' y

BSO por 24h.
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4.2.6. Inmunocitoquímicas de los cultivos primados

Luego cle los tratamicntos, los cultir.os crecidos cn cubrerbjetos se lavaron con pBS y sc

fijaron con,l9á paraformaldchido z[9/o sacarosa en PBS por 10 minuros a 37oC. Luego, sc

lavaron los cubreobjetos con PBS 1X 3 r'eces x 5mi,, las cólulas se pcrmeabilizalon con

0,2o/o Tútón X-100 e, PBS por 5 minutos a 37'C,v se laveron 3 r.eces pot 5 minutos con

PBS. Las células se bloquearon dur¿nte una hora a tcmperatura ambiente con 5lo BSA e,

PRS. El antic,erpo primado se incubó d.rartc t.da la noche cn una cámara hírmeda; cl

anticuerpo se drluyó en 1% BSA/0,19ó Tntón x 100 en pBS. Las células en los

cubreobjctos frjadas sc la'a¡on 3 veces por 5 minut.s con I)IJS y luego se incubaron una

hota a tempetatura ambiente con el anticucrpo sec.ndario, diluido cle la misma manera quc

el anticuelpo pdmario. Protegido de la oscutidad, los cubreobjetos se lavaron 5 r,eces x 5

minutos con PBS y luego una yez con agua. Las cólulas se montarofl con medio de

montajc Fluorsar.e.

4.2.7. Evahtación morfológica y morfométrica de las neuronas dopaminérgicas

tratadas

I-os cultivos neuronales se m¿ntuvieton 7 días in \¡itro @IV). l,uego de realizadc¡s los

distintos tr¿tamientos, los cultivos sc hjaron y se realizaron inmunocitoquímicas. Luego se

obtuvieron imágenes a tla\,és de mictoscopía confocal utilizando un mictoscopio Zeiss

LSI{ N{cta. Para detenlinar la morfología neuronal se rcalizaron disti¡tas mecüciones

morfométricas de acuetdo a Coombs et al[44] utilizando el programa LSMS ImageBrowset

üsponible en el softw¿rc asociado al microscopio. Para medit cl largo de una prolongación

se trazó una 1ínca ¿ Io largo de esta. El programa entregó e1 latgo trazado considerando los
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parámetros del confocal al mornento cle ol¡tener la imagen como cl zoom y el objctivo

puesto en esc momeltto. Para obtencr las áreas dc los somas, sc tlazó una c[.cunfercncia

por todo el contorno del soma v cl programa arroió los valorcs de estes árcas.

4.2.8. Estadística

Para cada tratamieflto se c¡btuvo el promedio de 10 meüciones ildit'idualcs cn tres

cxpefimentos independientcs. Sc grahcaron los resultados dc los distintos tratamientos

utilizando el ptogtama CitaphPad y se anaüzó 1a signhcancia cle las üferetcias con el

programa InStat. Las diferencias fueron cons.idetadas signifrcativas a partfu dc p < 0,05 (*),

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

5.1. Catacteización del cultivo primario de mesencéfalo

Luego de 8 DfV, se xea)izato¡ inmunicitoquímicas corifta proteínas de citoesqueleto: B-3

tubulina como matca.dot neuronal, MAP1B como marcador axonal y además se vio l¿

presencia de astrocitos en 1os cultivos con el anticuerpo anti-GFAP. Para distinguir a las

neuronas dopaminétgicas, se usó el anticuerpo anti-Tirosina hidroxilasa (IH), eazima que

cata,kza la conversión del aminoácido L-Tirosina al precursor de dopamina

dihidroxifeailalanina pOPA)[as]. Esta errzirraa, se encuentra exclusivamente en células

ptoductoras de catecolaminas y específicamente e1r fletüonas dopaminérgicas ubicadas en la

SNpc y en el área tegmental yentral en el mesencéfalo.

En Ia Figura 4, se obsen'an imágenes de un cultivo primado de rat:r de 8 DIY. En (A) sc

obsena una neurona dopaminérgrca TH posttiva (verde), sobrexpuesta para mostrar cl

átbol neu¡ítico. En (B) sc muesta una tinción gcncral para todas las neuronas de ese culdvo

(B 3 tubulina, rojo) y cn (C) la tinción nuclcar (IO PR()3, azul). Sc aprecia claramentc c1.l la

Figura ,l Ia morfología dc les neuronas '-t'H-positir.as, con clrerpos firsiformes con mírltiples

dendritas ptoycctando en forma raclial. F,l cultivo primario de mescncéfalo de 8 DlV, tiene

aptoximadamente efltre un 0,5 a un 19'o de neutonas <lopammétgicas TH positir.as,

calcuJadas pot:

Número de neutonas TH-positivas / Númeto de ¡eutonas marcadas pot B-3 tubutina
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Figura 4: Inmunocitoqulmica de un cultivo primario de mesencéfalo de 8 DIV- (A) Neutooa
dopámiñérgica marcada con anticue4)o contra TH (verde); @) neruonas de1 cultivo matcadas con
anticuerpo contra p-3 tubulina (roio); (Q núcleos marcados con TO-PRO3 (a""1). (D) Fusión de
las imágenes anteriores, barra = 100pm.

Tarnbien en la Figura 4 se puede apreciat cáulas cuyos riúcleos están m¿rcados por TO-

PRO3 y que ño estárl m¿rc¿d¿s con B-3 tubulina. Inmunocitoquímicl conltta GFAP pata

evaluar la presencia de asttocitos indicó que aproximadamente el 10% del total de cáulas de

los cultivos pdmarios de mesencéfalo correspondetr a este tipo celular €igüa 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-'Iirosi¡a hid¡oxilasa (verde) y los
astrocitos fueron marcados cr¡n anti-GF,\P (rojo). Los núcleos fuero¡ marcados coo -I'OPRO

(azu). Bara = 100pm.

Se tealizaton además inmunocitoquímicas utilizando un marcador prefetentemente axonal,

el anticuerpo anti-proteína asociada a mic¡otúbulos 18 (anti-NldPlB) y un marcador de

dendtitas, anti-N{AP2 (Figua ó). N{AP1B se encuentra cxptcsado fuertemente en la región

distal de axofles en crecimiento [46] v 1,1,,\P2 es un marcador preferentemente

den&ítico[4!. En la Figura 6A se obsetvan los axones y somas de las neutonas presentes

en el cultivo, marcados por Ir{AP1B y en 68 se observa la arquitectura somato dend¡ítica de

estas reuronas. En los tatamientos posteriores, se eügió marcar con el anticuerpo anti-B-3

nrbulina, ya que marcó claramente la morfología de todo el árbol neurítico de las neuronas

presentes en estos cultivos.
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A

B

Figura 6: Inmunocitoqulmica contÍa MAPIB y MAP 2 en cultivos pdmado de mesencéfalo
de tata de 8 DIV. En (A) se observan los axones y somas de1 cultivo primado marcado con
MAP1B (marca azul) y url.a neurona dopaminérgica (fH positiva, vetde). En (B) se observ-¿ a las

de¡ddt¿s del cukivo marcado coo MAP2 (matca verde) y una aeurona dopaminérgica (IH positiva
mia). Los núcleos en B están marcados con TOPRO (azul). Bana = 100[¡m.

23

I

.1



5.2. Ca¡acteización y determinación temporal de los cambios morfometricos en

nerrroñas tratadas con MPP+ sobre la degene¡ación del árbol neurltico.

La detetminación del largo toal promedio de las ner:títas (ongitud neudtica totat) de las

neurooas dopaminergicas de 7 DIV en condiciones conüol, es decit con aproximadameote

7FM Fe en el mediq fue de 1945 + 88Frn y ire* de sus somas igual a, 122 * 4pm'?. Un

eiemplo de estas determinaciones se muestra en la Fig. 7.

Figua 7: Medición de l,argo total de los procesos de neuronas dopaminérgicas mediante el
software LSMS image browser. En la figura se aprecia una medició¡ del largo de las
prolongaciooes de una neutona TH-positiva (vetde) y su cuanti&cación mediante el trazado de llaeas
(rojo) y eI programa LSM ImageBrowser. Barra = 100!m.

Pro¡ongac¡ones
pdmarias

Prolongacaoñes Prolongacion6s
terciarias

1012 56 22.89 112.13
pm2.

116.'16

250.13

378.05

127.8'l u.34
58.18 21.81

12.O4

1140.37 Um. 909.75 !m. 33.89 pm. Largo
total:
2084_01
pm.
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Tratamie'tos con MPP* por 24 horas afectaron si¡y'ficati'amente la lonp¡rtud ncurítica

total de mancra dosis-dependientc. (lomo sc obse.,z cn Ia lirgura, la atlición al cultivo clc

MPP+ 8, 0,1,1,2,5,5, 10 v 20pNf por 24h indujo un drástico acortamicnto de las neuritas

hasta un mítirlro de -?r15 t 23pm, r'alor rrbsen,adri el las reuronas reflrarienie s que fucr,,rrr

sometidas a las concentraciofles ma\¡ores de NIPP+.

E

o
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pM MPP+ / 24h

Figura 8: Longitud neu¡ítica promedio de neuronas tratadas con distintas concentr¿ciones
de MPP+, En el gáEc<i se obsena que tfatamiefltos con MPP1 por 2:lh acortaron
siglificatirzmente cl largo cle las prolongaciones. Los daros representan el promedio t SENI, ¡=10.
+*+, p<0,001 cletermirados por test ANO\¡¡\.

Se ha descrito en 1a literatura c1 uso de concentraciones hasta NIPP* 1¡-LN{ en cstos culú.i'os

[48], concentración que r-a produce ur efecto máximo de acortamiento clcl árbo1 neurítico

cn nuestro sistcma de estudio. Debido a la necesidad de tefler cofldiciones dc efecto sub-

máximo para estudiar c1 efecto aditir-o dc c¡tros facrores sobrc el deterioro de1 árbol
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fleu(ítico, nos eflfocamos cn c^r^cteizaf 1a degeneración proclucidas por NIpp+ 0,1 r, 1¡rN{

en incubaciones por 12 y 24.h.

NIPP+ 0,1pN.I rndu jo un acortámienro de 1as ncuriras que fue función del trempo de

incubación (Fi.qura 9) A las 12 horas de tratamiento el largo promedio de las ner¡ritas

disminuyó ur.r 5006, ¿lca¡za¡do un largo promedio de 967 + 52pm, mientras que a las 24h

Ias neuritas se acortarofl un (r.1.4!t llegando a o,edir 692 + 35pm. como cont¡ol de

rcspuesta se muestran 1os re sultados dc tratamicnto en cultiÍos paralelos con N,Ipp+ 1pM,

en d,¡cle se obse.i-<i que esta mayclr co,ccntráción induce un efecto más severc¡ sobre la

lon¡ltud de las neuritas. lrs de notar el efecto a 1as 12 horas, con una reducción del 74.(ro,;

(494 t 17pm) en c1 largo total del árbol neurítico.

"§lrtS .§-".»
pM MPP+ / Ttempo tratamiento

Figura 9: Longitud neudtica promedio de neuronas tratadas con Mpp+ 0,1 y lpM. En el
gráfico se obser"z que MPP+ 0,1pM aco*a paulatinamente las prolongaciones de las neuro¡ras
dopaminérgicas, acortando aproxifladamente ur¡ 50olo el largo de estas plolorigaciones a las 12h de
trat¿miento. I-os datos representan el promedio t SEM, n=10. ***, p<0p01 determinados por test
ANOVA.
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En la Figua 10, se aprecia la diferencia morfológica que existe enüe u¡a ¡eutona control de

8 DIV y una fleurona que fue ftatada con MPP+ 0,1pM pot 24h. Se puede apreciar

clatamente como la neulona conüol presenta rrrnerosas mmifrcaciones y un gtan árbol

neurítico, alcanzando un latgo total promedio de 1915 + 88¡.m. AI conftario, en Ia neuron¿

tt^t^dl con MPP+ 0,1FM se observa u¡a evidente degeneración neuríúca ataaeÁzada pot

el acortamieoto de las neuritas y la caencia de ramificaciones.

Figura 10: Compamción ent¡e una neurona dopaminérgica conrol de 8 DfV y una tratada
por 24h con MPP+ 0,1pM. En la figura se observ¿ una ,rerrona control (A) que preseata
numerosas neuritas cuya longitud neurítica total corespondió a un largo total de 1915 p rn, a
diferencia de la neuona tratada con la neurotoxina MPp+ cuyo largo total alcaazó 564 ll m, Matca
verde: Tirosina Hidroxilasa. Bar¡a = 100F.m.

Ya que NÍPP+ 0,1pM indu)o ufl acortamiento sub-máximo en del átbol neurítico, se usó

esta concentraciófl para tratamientos posteriotes en los cuales se evaluó el efecto adrtivo de

hietto v de esttés r¡xidativo.
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5.3. Relación entre la degeneración neurítica inducida por Mpp+ y una oferta

aumentada de hierro

Inicialmente sc determinó el rango de concenftaciones de hicro adccuaclo para xetltzat los

trttamientos posteriores en los que se cstudió el efecto combinaclo cle N{Irp* y de hicro.

Para obtencr un medio bajo en hierro fue necesari:L la quelación de este mctal del suero fetal

bor.ino (SFB) a tar,és dc la resina (-HEI IIX 100. Esta es una rcsina que cs capaz de urrirsc

con alta afinidad a difctcntes metales dc transición, entte ellos cl hierro. Lucgo del

tratámieflto con Chelex 100 al suero, ftie neccsario agregar otros mctalcs clue la resila

queló, como 'Zq Cw y N{n. El mcdro de cultivo D1\{EN{ F12 con 5}'n de sueto bajo en

hiero quedó finaLmente con una concefltración cercana a 2pM cle Fe. Se defi¡rió esta

concentración como la condición de tratamieflto de bajo hiero. Aclcmás se estudió el

efecto sobte el árbo1 ncurítico de concentracioncs c{e hierro sobrc el contenido estándar del

mcdio cle cultivo. Para csto, los cultivos de 7 DIY sc incubaron por 24h efl condiciones

contol (7pN{ de ltre) v col1 coflcentraciones de fe 2, 40 y 80¡r.N{ en el medio de cultivo

(Tigura 1 1).

En Ia Figura 11 se obsen a quc las neuronas tratadas por 2,1 horas con un medio bajo en Fe

(2¡rl\{) no cambiaron significatir-amelte el largo total dc sus ncurítas, mientras que al ser

tratadas con Fe ,10¡LN{, Ias longitucl dc las ncuritas se redujo en un 1,1,670 cn comparación

con las neuronas culdvadas en mcdio control. Ilsta reducción no fue sigrrificativa cn cl

sistema cxpcrimental utilizado. F,n contraste, cl tratamiento cofl Fe 80 pN{ pot 24h indujo

un acortemiento dcl 50,3% del largo total de estas ncuronas. I)e esta manera, se tomó ia

coflcentraciófl Fe 40 ¡rl\{ para los uatrmicntos ¡osteriores con alta concentlación de hiero.
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A drferencia del acortamiento cnc.ntrado cn el árbo1 neuríúco, e1 área promedio de los

somas de estas neuronas no sufrió cambios signifrcativos en 1os tratamientos con los

distintas concentraciones dc hierro, teniendo un r,-alor promedio de aproximadamente

i 20¡rm: (Figura 12).

.§§§

Figura 1L Longitud promedio de las neu¡itas de neuronas tratadas con distintas
concentraciones de hieEo. En el gráfico se obserrz Ia longitud neu¡ítica total promedio de
fleuronas dopaminergicas sometidas a distintas concentr¿ciones de hierro por 2lh. Taato en
condiciones de baio hieto como 1as coadicioaes de Fe 40uM no presentaron ca¡rrbios significatios
en el largo de las prolongaciones en comparación a las neuronas control a diferencia del tatámieflto
Fe 80¡¡X{ pox 24ll- Los datos representafl el promedio + SEM, n=10. ***, p<0,001; ns, no
sigruficatio. Determinados por test ANOVA.
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Figura 12: Area promedio de los somas de neuronas tratadas cotr distintas concentraciones
de hierro. En el gáfrco se obsen¡¿ las áreas promedio de neuronas dopaminérgicas sometidas a
distintas concentraciones de hierro pot 24ib- No se obserlan diferenci¿s significativas en los

distintos tratamientos en las áreas de los somas Los d¿tos representáÍ el promedio + SEIvf, n=10.
ns, no significatir.o determinados por test ANOVA.

5.3.1. Efecto de MPP+ OrlpM en el largo de las neuritas de neuronas

dopaminérgicas tratadas con distintas concentraciones de hierro en el tiempo.

Dos factores co-existentes en la enfetmedad de Parkinson son una üsfunción del complejo

I mitoconddal y un elevado contenido de hierro en las neuronas de la SNpc. Por esto,

determinamos si la suma de ambos factores tiene uo efecto aditivo en el acortamiento del

árbol neurítico. Para esto, se incubaron cuitivos primarios de 7 DIV por distintos úempos

con MPP+ 0,1pM y distintas coocentraciones de hierro: baio (2¡r$, alto (40pI! y se

compararorl corl el tratamiento control (¡r1\4).

En la Figura 13 se observa el efecto sobre el largo total del árbol neu¡ítico de neuronas

dopaminérgicas en el tiempo, bajo 4 condiciones: control y con MPP* 0,1B.IvI y Fe 2,7 y
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40pN{. Las fleLrron?rs tratadns con i\{PP+ 0,1¡rN{ en condiciones controles ile Fe nrr-ieron

un acortamiento progresi'l-o de sus neuritas en el tiempo, acortándosc aproximadamente

700¡rm en 1as primeras 2 ho¡as de tratamiento, disminul.endo 1a tasa de aco¡tamiento cn las

horas sip;uientes. Tratamientos con N{Irl)* 0,1¡rM t Fe 40pN{ ildujeron ufl acortamicnto

más drástico v en tiempos más cortos. A las primcras 2 horas de tratamiento, las neuronas

se acortaron aproximadamente 950pm y se siguieron acortando en las próximas 22 hotas,

siempre con las prolongacioncs más cortas que las controles (N{PP+ 0,1pM 1'Fe TpNI)

+ cont'ol
* MPP+ 0,1trM
....- MPP+ o,1pM-bajo Fe
+ MPP+ 0,1¡rM-40 ¡rM Fe

o12 4 8 ',tz 16 20

Horas Tratamiento

Figura 13: Cinética de la disminución de la longitud neurítica total en neuronas tratadas con
MPP+O,lpMy distintas concenttaciones de hierro. En el grá6co se obsenz los latgos

promedio de neuronas dopaminergrcas sometidas a MPP+ 0,1¡rM y a distintas concentraciones de

hierro pot distintos tiempos. Al incuba¡ las célui¿s co¡ MPP y Fe 40 ¡tM se obsena rma mayor

degeneración de las prolongaciones que la conücióa con MPP* 0,1¡rM y Fe 7¡rM (control) o 2¡rM,

t pa*k de las 2 horas de i¡cubación. AI t¡atz¡ con MPP+ y Fe 2plr4, la degeneración fue

signiñcatir,zmente merior que los otros dos tratamientos, noándose desde las 12 horas de

tr¿tarniento. I-os datos representar el promedio + SEM, n=10.

Tratamientos con MPP* en condiciones de bajo hierro acottzroi a las prolongaciones

neuronales de manera similat a las neuronas controles tratadas con esta neurotoxina en lás
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primeras horas de tratañieflto. Lo interesante es que a partir dc 1as 12 horas de tratamiento,

el acortamiento del árbo1 neurítico c1c estas ncuronas se detuvo, manteniéndosc un largo

promedio aproximado de 1056 + 47¡rm hasta las 24 horas.

Tratamientos de N,{PP+ 0,1pNf por 24 horas (Figura 14) gefleraron un acortamiento dc las

prolongacioncs cn ut 65.10/o Qargo total = 692 ! 35¡rm). Cuando además las rleuronas se

expusieron a condiciones de Fe 40 ¡rlvf, se produjo un acortamieflto de un 79'1,á (argo total

= 422 ! 25yn) en relaciór.r a las neuronas cont¡oles sin tratamie¡to. Al tratar estas reuroflas

con N{PP* e¡ un mcdio bajo en hierro se c¡bserró una reducción signiFrcati'r.a de la

dcgcncración ncurítica producida por la neurotoxina, acortándose sólo un 44-30,'i Qargo

total = 1082 t 77¡rm) efl comparaciófl a la condición control sirr trat.rrnient.l.

Confol
MPP+ 0,1pM

MPP+ O,1pM-baio Fe

MPP+ 0,1pM-40 pM Fe

Figura 14: longitud neurític¿ total de neuronas tratadas con MPP* 0rl¡rlVI por 24h y distintas
concentraciones de hiero. En e1 gráfico se observa los largos promedio de neuronas
dopaminérgcas sometidas aMPP+ 0,1pMy a distintas concentraciones de hierro por 24h. A1

incubar i¿s cául¿s con MPP y altas concentraciones de Fe se obse¡vó una mayor degeneración de las

prolongaciones que la condición con MPP+ contol (Fe 7lt Nf). Al tratar con MPP+ y baio hierto,
la degeneración fue significatiurlente menor que los otros dos tratamientos. Los datos representa:r
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+ 1¡-rM en el largo de las neuritas de neutonas dopaminétgicas

trrtadaa con distintas coricentraciones de hierro en el tiempo.

Se estudió posteriomente el efecto de h.ierro ba)o condiciones de una putativa mayor

inhibicióo del complejo I mitocondtial, condiciones que poddan emulat etapas tardías de la

enfemredad. Pam esto, se incubaron los cultivos primarios por distintos tiempos con

MPP+ 1pM y distintas concenttaciones de hiero: bajo (2¡r1$, control (7p\{) y alto (40pNt).

En la Figua 15 se obsewa la degenemción neurítica de 1as neuronas dopaminétgicas en el

tiempo. Ttatamientos cofl MPP+ 1pI\{ y Fe 7¡rM (control) y MPP+ 1¡rM y Fe 40pM

^cortzrroll 
drásticamente las ptolongaciones de estas fleuronas en 1as primeras horas de

tratamieflto respecto a las neutonas no úatadas. A las 12 ho¡as de cultivo, 1,as fleuronas

tÍatadas con MPP+ 1FAI y Fe 7y1\4 disminuyeron en t¡ 7 4,6o/o el largo total del árbol

neudtico (494 ! 17 yn), en tanto que las neuronas ftatadas con MPP+ 1pM y Fe 40pNl

petdieron un 79,1ok dellatgo tof.^l (407 + 4z¿rrr).
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Control
MPP+ 1¡rM

MPP+ 1pM - bajo Fe

MPP+ 1pM-40pM Fe

012 4 812 1620
Horas Tratamiento

Figura 15: Cinética de la disminución de la longitud neurítica total en neutonas ttatadas con
MPP+ lpM y distintas concentraciones de hierro. El grífico muestra los lzrgos promedio de

neuronas dopamiaérgicas sometidas aMPP+ 1¡rMy a distintas concentraciones de hierro por
distintos tiempos- AI incubar l¿s cáulas con MPP+ y altas concentraciones de Fe se observó ur
gran acortamiento de las prolongaciones en el tiempo tanto en la condición control (MPP+ 1 |t M y
Fe 7l¡ Iv0 como en la condición a.ko hierro (MPP+ 1 f.l M y Fe 4olr f!q. I¡ interesante es que al

tratar con MPP+ y bajo hierrq la degeneración fue significatiumente meflor que los otros dos

t(ata$ientos, notá¡dose claramente desde las 12 hotas de tratamiento, L¿s datos represental el
promedio + SEN{, n=10.

Tratamientos de MPP+ 1¡rJVf por 241nras gefleraron un acortamiento aun mayor de 1as

prolongaciones de estas neuronas @igura 76), tm 77 Boh (argo total = 444 + 32¡:,m) y

cuando además se expusieron las neuronas a condiciones de alto hierro se produio un

acortamiellto mayor de un 87 ,9Yo Qaqo tor^l = 236 t 40pm) en las prolongaciones de estas

neuronas dopaminérgicas en comparación a las fleuronas controles sin tratamiento.
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Control

MPP+ 1pM

MPP+ 1pM-baic Fe

MPP+ 1pM-40pM Fe

Figura 16: Longitud neurítica total meüa de las neuronas tratadas con MPP* lpM por Zh y
distintas concentraciones de hierro. En el gráñco se obsenz los largos promedio de neuronas

dopaminérgicas sometidas a MPP* 1¡rM y a distintas concentraciones de hierro por 24h. Al incubat
l¿s células coa MPP y altas conceatraciones de Fe se observó ura mayor degeneracióo de las

prolongaciones que la condiciór¡ con MPP+ control (Fe 7il ilg AI tratar con MPP+ y baio hierro,
la degeneración fue significatir,amente meaor que los otros dos tratamientos, Los datos rExesefltao
el promedio + SEM, n=10. *x*, p<0,001; **, p<0p1; ns, no significativo determinados por test

ANOVA.

Al tratar estas neurofl2s con NIPP* 1pN{ en un medio bajo en hicrro, se obselió

nucr'amente una disminución srgrificatira de la degeneración neurítica producida por csta

neurotoxina, acortándosc sólo un 51,7!/b en comparación a la condiciól co¡trol tcnicndo

cstas ÍreuroÍIas un latgo total promcdio de 934 + 52u.m.
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Figura 17: Compamción entre ura neurona dopamin&gica control y ufia trat^da por A:h
con MPP+ 0,1pM y Fe 401.1 M. Recuadros superiores eo A y B, verde Tlt roio: p-3 tubulina
azuL TO-PRO3. Los recuadros infedores muestr¿n la fusión de las tres marcas. Se observa que una
¡¡eurona sin tÍatar (A) prese¡ta numerosas prolongaciones alcanzatáo uo largo total ptomedio de
1946 + 88pm, a diferencia de la neu¡ona tratada con MPP+ y Fe 40f¡ M @), cuyo largo total
promedio alca¡zó 423 + 25y.m. Barra de calibtación = 100pm.

A

B
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Pot último, en la Iigura 17 se compara una neurona dopamnér-gtca contr()l .le 8 DI\¡ con

una tratada con NIPP+ 1¡rN{ v Fc 40¡rN{. Se obscn-a que, a diferencia cle la neurona

cofltrol, el tfatamiento con N{PP]-y lrc acortó marcadatrenre las prolongacioncs. Un puflto

a dcstacai es que las fleuronas TH negativas presentes en cl cultivo ptimario, matcadas por

cl anticuerpo anti P 3 tubulina, flo sc \ricron afect¿das cofl los úatamicntos con NfPPt más

Fe, 1o que indica la cspccificidad de lvlPP+ para afectar las ncuronas TH positivas.

5,4. Determinación del rol de los ¡iveles de estrés oxidativo celular sobre la

degeaeración del átbol neurítico,

5,4.1. Efecto de N-acetil-cisteína §AC) en el latgo de las neutitas de neuronas

dopaminétgicas tratadas con distirtas coflcentraciones de hierto y MPP*.

5.4,1,1. Determinación de concentraciófl optima de N-acetil cisteína (NAC).

Dos aspectos importantes clc la ncutodegeneración obsen-ada en la cnfcrmedad de

l)atkinson son la lnhrbición dcl complejo I mitocondrial v una cxccsiva acumulación de

hictro. Ambos eventos tienen un dcnominador común; producen un aumento del estrés

oxidativo. Por esta razón, fue cle intctés conocer si los efectos de N{PP+ y de hietro sobte

el largo del árbol ncurítico denen un compoflente oxitlatir.o. Para csto, se evaluó e1 posible

efccto protector del antioxidante NAC. NAC, es una excelente fuente dc sulfhrddkrs y de

cisteína para la síntesis de glutatión [(r0l. Para determinat la concenúación de NAC a usar

en expctimcntos posteriores, se incubaron los cultivos primarios por 24h con clistint¿s



conccntraciorcs cle NAC v dc hierro, después de Io cual se midró la longitud neurítica total

y área de los somas de las neutonas TH positir.as.

Como se c¡bsen'a cn Ja Fig,ra 18, Nr\c no indujo cambios signil'rcativos en cl largo dcl

árbol neurítica a concentraciones de 0,5 y lmNI cn las ftes concentraciones de hiero

ptobadas. A concentación de NAC 5mN{ indujo un acortamiento sigruficativo dc las

ptolongaciones: con Fe 7¡-uN{ 27 3 ok 
e<0,01 comparado con control) (Figura 1gA); con lre

40pM 30,7% (P<0,001 respc*o a conrol) (Figura 18B) y con Fe 2pilÍ 24,4fo e<0,01

respecto a control) (Figura 18C). Se ha descrito que NAC 6mM produce.na significativa

disminución en la r.iabilidad de un modelo dopaminérgco clerivado cle células precursoras

mescncefálicas[651. !,ste daño lnducrdo causado por un exccso del antroxidantc NAC

podría set debido a un "strcss reductir-o" en las neuronas, el cual se traduce en un aumento

en el podcr reductor [6ó]. No hubo diferencias significatir.as cn las árcas de los somas de

estas ncuronas cn estos tratamientos (Iiguras 1 8A, 1UB y 18C, paneles a la derecha).

Pot lo tanto, va quc NÁc 0,5mx,I no afecto le longitud neurítica total de las flcuroflas

tratadas con las distintas coflcentraciofles de hiero, se tomo esta concentración para

tfatamiefl tos posteriorcs.
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Figura 18: Longitud neurítica totll y área de somas de las neu¡on¿s dopaminérgicas
Éatadas con distintas concenÚaciones de NAC y en distintas concentraciones de hierro, En
el gráfico se obsenzn los largos totales y áreas de neuronas tratadas con NAC 0,5, 1 y 5mM en
condiciones de hierro 7!lM (A), a0pM (B) y 2uM (C). Los pa:reles a la izquierda muestmn el largo
total del rírbol dendrítico como fi¡nción de la concentración de NAC; los paneles a 1a derecha
muestrafr el área promedio del sorna para si¡nilares condiciones. Los datos rqrresentan el promeüo
+ SEM, n=10. x**, p<Q001; ++, p<0,01; ns, no significativo determinados por test ANOVA.
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5.4.1.2. Efecto de NAC 0,5mM en neufonas dopaminérgicas tfatadas con distintas

concenúaciolres de hiero y MPP* 0,1¡lM pot 24h.

Como se mencionó antedormente, un signo patognomónico de la enfermedad de Parkinson

es un elevado estrés oxidativo en 1as neuronas de 1a SNpc[49]. Ya que tanto el tratamiento

con MPP+ como con hierto producen un aumento del tono oxidativo [49], detertninamos

el efecto del antioxidante NAC en el proceso degenerativo inducido por MPP+ y hierto.

Pafa esto, se incubaron los cultivos primarios pot 24h con MPP* 0,1¡rM y distintas

concenüaciories de hiero en la auseflcia o ptesencia de NAC 0,5mM (Figura 19).

Interesafltemcntc, NÁC tuvo un efecto protector stgnificatrvo sobte el acortamiento de las

neuritas en las neuronas tratadas con Nfl,I,+ 0,1pN{. En comparación al largo promedio dc

las neutonas controles sin tratamicnto, cl tatamiento con NAC + \,{PP+ solo acortó las

prolongaciones ut 20,9o,/o (argo total = 1538 t 59¡rm), a difetencia del trataricnto solo con

NIPP+, que produjo un acottamiento de un 65,1o/o cn comparación a 1a situación control sin

tratamicnto (Figura 19). 'Iratamientos con N,IPP* 0,1pNI v Fc ,10¡X{ indujeron un

acottamiento más severo de las neuritas: 77 ,20,/,: et:r compatación al control no tr¿tado. Sin

embaigo, co incubaciones con NÁ(l 0,5mM revirtieron e1 acortamiento de 1as neudtas

acortándose a las 24 horas de tratamiento sób un 22,2-9n (largo total = 1513 t 102pm)

rcspecto al control no tratado.

En condiciones cle N{PP+ 0,1¡rN{ y Fe 2¡rN'1, se ptodujo un menor acortamiento del árbol

ncufítico quc cn las ncufonas tlatadas con MPP+ 0,1pN.{ o N{PP+ 0,1pN{ más Fc 40¡rN{. Al

ag;regar NÁC 0,5mM a los cultivos, en todas las condiciones enteriormente mencionadas
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hubo una disminución si¡yrrfrcativa dcl acortamiento dc las prolongaciones neuronales en

comparación a las condiciones sin NAC. NIIrP* eu conücio¡es <1e bajo hierro acortri las

neuritas un 44,39Á en relació¡ valor estirnado para las neuronas controles sin üatamiento.

A1 agregar NAC a este tratamienro por 24h ias prolongaciones sc acortarofl en ufl flo

significatir-o ó,039'i respecto a 1a situación control (argo total = 1828 t 66¡Lm) (Frgura 19).

oq)
(§
J

t$§s-
Figura 19: I-ongitud neurltica total promedio de neu¡onas dopaminágicas úatadas con
NAC 0,5mM y MPP+ 0,1p]u y con distintas concentraciones de hiero por 24h. En el gráfico
se obsenan los largos totales de fleuro1]as tfatadas co11 NAC 0,5mM, MPP+ 0,1FM y distintas
concentraciones de hierro por 24h. I-os datos tepresentan el ptomedio + SEM, n=10- ***,
p<0,001; *, p<0,05; ns, no significativo determinados por test ANOVA.

41



Con respccto a[ área dc los somas de estas ¡curonas, se obscrvó que no hubo diferencias

significatir'as entre 1os distintos tratamientos rcalizados (Figura 2t). Este rcsultado

nuevamente rndica quc las prolongaciones ¡euronales son sitios de mayor sensibiliclad al

estrés oxidatir'-o rcspecto de los somas neu¡onalcs.
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Figura 20: Á.rea promedio de neuronas dopaminérgicas rr¿radas con NAC 0,5mM y MPP+
0,lpM y distintas concentraciones de hierro por 24h. En el gráfico se obserlzn las áreas de
neuronas tratadas con NAC 05mI4 MPP+ 0,1¡rM y distinas concentraciones de hietto por 24h en
condiciones conftoles. I-os datos (epresentan el promedio + SEM, n=10. ns, no significativo
determinados por test ANOVA

Como se observa en la inmunocitoquímica de cultivo prirnario de mesencéfalo de la Figura

21, tratamiefltos con NAC en condiciones de alto hierro y en presencia de MPP+ por 24h

mantuvieron la morfología de las neuronas tratadas sirúlat a las neuronas controles sin

tratamiento, prote5'iefldo del acottamiento del átbol neurítico ptoducido por MPP+ y Fe.
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Figuta 2l: Comparación entre r.u¡a neutona dopaminérgica contfol de 8 DfV y una üatada
por 24h con NAC 0,5mM, MPP+ 0,1pM y Fe 40pM por A,h, Recuadros superiores en A y B,
verde TH, rojo: B-3 tubdina, azul TO-PRO3. I-os recuadros inferiores muestran la fusión de las
tres Írarcas. Se observa que rura fleulona sin trata¡ (A) presenta nünerosas prolongaciones
alca¡zt¡do un largo total aproximado de 1945V',, en la Figura B se observa uoa neurona tratad¿
con NAC 0,5mM, MPP+ 0,1pM y Fe ,{0pM por 24b. La motfologSa de esta célula es similar a l¿
neutona contol y tiene un largo de 1513Fm. Bara de calibración = 100pm.

A

B
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5.4.2. Efecto de Dl-butionina-[S,R]-sulfoximina (BSO) en el latgo de las neudras de

fleufonas dopaminérgicas tfatadas con distintas coocefitfaciones de hiero y MPP+

en el tiempo.

5.4,2.1. Determinación de concentración mínima efectiva de BSO

A continuación se 
^nñ26 

el efecto que tiene sobre el largo de las neuritas de l¿s neuronas

dopaminérgicas la inhibición de la síntesis de GSH. Para esto se utilizó el i¡hibidor de la

enzima 1-glutarnilcisteína sintetasa, Dl.-butionina-[S,R]-sulfoximina @SO), el que induce

una disminución en los niveles celulares de GSH y su aplicacióri es considerado un buen

modelo expedment¿l de deficiencia de GSH[50].

Para determinar la concentración mínima cfcctir.a de BSO que no ptoduzca disminución de

la vrabüdad celular, se ircubaron los cultivos primarios de mesencéfalo dc rata por 7 DIV

con llSO 0, 10, 50, 100,v 150pM por 24h,v sc cuantifico la longitud neurítica total y átca dc

los somas dc las neuronas dopamrnérgcas. Como sc obsen a en la Figura 22, incubaciones

con BSO por 21h efl estos cultlvos primar:ios gcncraron ufl acortamieflto concenúación-

depencliente de1 largo promedio de las prolongaciones de las ncurc¡nas doparninórgicas.

Tratamientos pot 24h con BSO 10pM y 50¡rN{ no produjeron cambios signif,catir.os en el

latgo total de las ptolongacioncs en compatación ál ftatamieflto conttol sin BSO.

Co¡centtacioncs mavores de BSO, 100 ¡, 150pNf BSO, indujctrn un acortamiento

significativos dc 51,5% y 66,6o/c' et comparación al largo promedio meüdo en las neuronas

controles (atgo total = 94¿t + 78pm y ó50 + ,14pm, respectivamente).
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Figwa 22: Longitud neurltica total y íte^ promedio de neuronas dop4ñinérgicas tratadas
con distintas concenüaciones de BSO. En el gáfico se obseñ.,an los largos toales y áreas de
ner¡ronas tr¿tad¿s con BSO 10, 50, 100 y 150¡rM en condicio¡es control. Los datos representan el
promedio + SEM, n=10. ***, p<0,001; +*, p<0,01; ns, no significatir.o determinados por test
ANOVA.

El á¡ea de los somas de estas neuronas no presefrtaron diferencias significatirras excepto la

condición BSO 10pM, donde se vio uri aumento de,¡¡ 25ok (fueatotal:153 + 15pm) en el

área de los somas medidos, comparados con la conüción control (área total:722 + 2AW1.

Ya que BSO 50pN[ no acortó las ptolongaciones signifrcatir,amcntc en reLación al Iargo dc

las ncurc.¡nas controles, se considcró csta concentración como adecuada para tratamicntos

posteriores eÍr conjunto con NÍPP* I hierro.

5.4.2.2. Efecto de BSO 50pM en neuronas dopaminérgicas tratadas con distintas

concentraciones de hierro por Zh,

Para e'mluar el efecto de la disminució¡ de reservas antioxidantes en la degeneración

neudtica inducida por MPP* y hierrq se incubaron los cultivos primarios de mesencéfalo

de lattporT DfV con BSO 50p.1VI en conjunto con distintas condiciones de hierro pot 24h,

se cuantifico la longitud neurítica total y el fuea de los somas de neuronas TH-positivas

45



E
l-
o
ID
(E
J

'"'."":S"."51"t

Figura 23: Longitud neurítica total de las neuror¡¿¡s doparninérgicas tratadas con BSo 50lM
y distintas condiciones de hierro por 24b.. En e1 gráñco se reportafl los largos totales de
fleuror?Ls tratadas con hierro 2¡rM @ajo Fe) y 40¡r.M en la ausenci¿ o presencia de BSo 50¡rM. I-os
datos represertan el promedio + SEM, n=10. *t+, p<0,001; determinados por test ANOVA.

Como se obse.a en Ia Fqqura 23, tratamientos por 2.1h co, tsSO 50¡rM aco{t¿rofl un 12,(ro,'o

Qargo total = 1700 t 87pm) e1 largo de 1as neuritas cn comparación al 1a siruación control

(Fe 7pN{, sin adiciones). Al co incubar estos cultivos con Fe 40¡NI ocurrió un drástico y

significatir.o acortamiento de 1as neuritas de 1as neurones tratadas. El largo total promedir.r

disminut'ó un 760lo Qargo total = 4(t6 + 99¡rm) en comparación al largo de neurorlas

control.
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Interesantemcnte, en ratamicntos con BSO 50¡ri\{ en condiciones de bajo hierro el

acortamiento del árbr¡l nerrític. fi-re sirlo de un 7.59.í en comparación al 1ar¡¡o de neuronas

controlcs, ac<¡rtamicnto no significatl,o comparado con el ratamiento srilc¡ con RSO 50pN{

cn condiciones control de hierro (7¡rlv!.

Nuevamentc, no se observaron diferencias sip;nificatiras en las áreas del soma cn respuesta a

los diferentes tratamientos (Figura 2a).

Rigltt 242 i{¡ea total promedio de neuronas dopaminérgicas tratadas con BSO 50pM y
üstintas condiciones de hierro por 24h. En el gráfico se obsenzn las áre¿s de neuronas tratadas
con BSO 50f/ M en condiciones de hierro: bajo (2¡rXQ, alto (40¡r$ y se cornpararon con el
tütamiento control (7pM), tütañiento con 401-l M y bajo Fe. Los datos represental el ptomeüo t
SEM, n=10. ns, no significativo determinados por test ANOVA.
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5.4.2.3. Efecto combinado de MPP+, hiero y la inhibición de la síntesis de GSH en

la integridad de las neutonas TH-positivas

Se detemrinó el efecto combinado de la inhibición del complejo I mitoconddal (¡dPP+),

niveles disminuidos de GSH @SO) y variados rriveles de hierro en e1 latgo de 1as neuritas de

estas neuronas. Para esto, se iflcubaron los cultivos primarios de mesencéfalo de rata por 7

DIV en condiciones control o con BSO 50F.\,{, MPP+ 0,1pM y distintas concenffaciones de

hieto pot 24h.

En la Figura 25 se obsen-a el largo promcdio v área cle los sor¡as de neuronas

dopaminétgicas tratad2s con BSO 50F,\'f, MPP+ 0,1pM v distintas condiciones de lúero

por 24h.

Las neudtas cle las ncutonas dopamrnétgicas incubadas c<¡n BSO 50pNf y NIPP+ 0,1pN{ pot

24h en condiciones conttoles de hierto se acortaron un 36.5% (atgo total - 1,234 +

104¡rm). Estc acortamiento fue mavor al quc sufricron las ncuronas con el tratamicnto sólo

con BSO 50pN{ (12,(r%, ver lrigura 23). La condición más tóxica fue con BSO 50¡rNI,

MPP+ 0,1pM v Fe 40UM por 24 horas. Ilsta condición indujo la muerte tanto las ncutonas

clopaminérgicas como del resto de neruonas del cultivo (Figuta 26).

Fue interesante constatar que en condiciones de bajo hicrro las ncuronas respoldieron solo

marginalmente al üatamicnto con BSC),v NIPP+, el que acortí> las prololgaciones de las

nclrronas cn un 13,1%o (latgo total = 1ó90 t 52pm).
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Figua 25: Longitud neurltica total y área promeüo de neuronas doparninergicas tratad¿§
con BSO 50pM, MPP+ 0,1pM y üstintas condiciones de hie¡ro por 24h. En el gráñco se
obserlzn los largos tota,les y áreas de neu¡o¡ras trat¿das con BSO 50UM yMpp+ ó,1d\4 en
condiciones de hierro: baio (2p\f;, alto (40p1,0 y se compararor con el tratarniento control (7ple y
con el tratamiento sólo con MPP+ 0,1pM. Los datos representan el promedio t SEM, n-10. *++,
p<0,001; ns, no siglificativo determinados por test ANOYA.

El área de los somas en los tatamientos BSO 50pM, MPP+ 0,1¡.LM en condiciones

controles de hierro y BSO 50¡rI\{, MPP+ 0,1pM en condiciooes de bajo hierro por 24h no

variaron sig.ifcativamente e¡ relación al átea de las neuronas control. E¡ la Figura 26 se

observa 1a inmunocitoquímica de una neurofla TH-positiva control y una neurona tratada

con BSO 50¡rM y Fe 40p"M gox 24h. Se observa claramente como el traramierto de BSO y

alto hierro afectó a todo el cultivo. No solo se acortó el árbol neutítico de las neuonas TH-

positiva sino que también hubo muerte neuronal tanto de neuronas TTl-positivas como p-3

rubulina-positivas.
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Figaru 2& Compatación entte una neutona dopa"'inérgica control de 8 DIV y una tratada
por 24h con BSO 50pM y Fe 40¡M pot 24h. Recuadros superiores en A y B, r,-erde: TH, roio: p-3
tubulina, azul; TO-PRO3. Los recuadros inferiores muestra¡ la firsión de las Ees marcas. Se obsenz
ur¡a neurofla control (A) con nurnerosas prolongaciones alcasnr,do cwyo largo neurítico es de 1945
+ 88pm, ea Ia figrua B se obserya una neurona degenerada tratada con BSO 50¡rM y Fe 40¡rM por
24h, corr un largo total prornedio de 466 + 99pm. I¿s flechas indican rzricosid¿des. Las demás
neuronas del cultilro también se ven afectadas por el tratamiento. Barra = 100pm.
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En las neutonas tfatadas con BSO 50pN{,v I.'e,{0¡r-NI pof 24h sc ol¡servo un aumcnto en el

numero de varicosidades qr-re hacen quc las prolongaciones tuvieran ufl aspccto segmentado

(Fgura 26ts, flechas blancas). Ilstas ¡-aricc¡sidades son claros signos de ncurodegeneración

ocurida las pfolongaclo cs[51] v no só1o cstán ptesentcs en la neurona dopamrnérgca, si

no quc también en las dcmás flellroflas dcl cultiyo efl este tratamiento. Estc claño a las

neuronas desapatcció completamente cuando sc trataron los cultivos en concüciones de

bajo hierro (Figura 27B), dondc llSO 50¡rM y N{PP+ 0,1pN,t no hdujeton un acortamieflto

signifrcativo.
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Eigjtra 272 Comparacién entre ufla neurona dopaminétgica tratada con BSO 50pM, MPP+
0,1pM y Fe zt0¡rM pot 24h y una tatada con BSO 50pM, MPP+ 0r1pM en condicioriea control
y de baio Fe por 24h. Recuadros superiores en A y B, verde: TH, roio: p-3 tubuiina, antl,'lO-
PRO3- Los recuadros inferiores muestra¡ la fusión de las ües marcas. (A) Neuroúa dopaminérgica
tatada cofl BSO 50pM, MPP+ 0,1pM en un medio con Fe 40pM. En (B) se obsew¿ un¿ neurooa
tratada con BSO y MPP+, peto en coodiciones de bajo (2¡rI! de hie¡ro. Bar¡a de calibtación =
100¡un.
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B
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6. DISCUSIÓN

Efl la presente tesis se detenninó e1 efecto de MPP+ en el acortamiento de las neudtas en

1as neuronas TH-positivas y el efecto adicional inducido por hieffo, la depleción de

glutatión como elehentos pro-oxidantes y el efecto de NAC como elemento antioxidante.

Pffa esto se detetminó 1a longitud neurítica total y a:iea del soma de las neuronas

dopaminéqgicas de cultivos pdmarios de mesencéfalo de rata de 8 DfV ttatados con

distintas concenúaciones de hiero, MPP+, NAC y BSO pot distintos tiempos de

incubación. Los tesultados obtenidos se discuten a continuación.

Catacteización del cultivo primado de mesencéfalo, usarrdo distintos marcadotes

moleculares.

Para. rnatcar e1 cuerpo y las ptolongaciones de l¿s flenronas de cultivo primado de

mesencéfalo, se probaton anticuerpos contta distintas proteíflas de citoesqueleto nelrroñal.

Pata matczt las neutonas dopaminéqgicas se usó el anticuerpo anti-TH. TII es la enzima

qre cúaltza la conversión de droxina a dihidroxifenilalanina (DOPA), específica de

neuronas dopaminérgicas. rJ¡a. mztcaclórt general de neuronas se hizo con anticuerpos

cofltra proteínas de citoesqueleto, MAP1B y MAP2, par:- \)sua,llz^r axones y dendritas,

respectivameote y B-3 tubulina, marcadot gefieÍal de nerüonas. Las matcas con los

anticuetpos MAP1B y MAP2, compatados con Iz matca de anti-TH flo apottarorl una

mejor visuaüzación de la neutona dopaminérgica, pot lo que los cultivos üatados que se

mostrarofi se marcaron con B-3 tubulina.
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La czttcteÁztción del cultivo mixto de mesencéfalo de rat¿ indicó aptoxsmtdamerte el 7o/o

de las células presentes coresponden a fleuronas dopaminérgicas TH positivas. E1

rendimieflto de neuronas dopaminétgicas obtenido en estos cultivos es similat a lo que se

ha descrito [61]. El resto de las células de los cultivos pdmados coffesponderían a otros

tipos neuronales p-3 tubulina-positivos, astrocitos (marcados por GFAP) y oúos ripos

celulares, posiblemente oligodendtocitos y microglías. Dentro de las neuronas no

dopaminérgicas, p-3 tubulina-positivas poddan haber intemeuronas y neuronas gabaergicas

1621.

Cancteúzacií¡ y determinaciór tempotal de los cambios morfomeüicos en

Íeuronas tfatadas con MPP+ sobfe Ia degenefaciófl del árbol neurítico.

Pata poder caracfet.tz,al Ia degeneración neurítica de estas neuroflas dopamhérgicas, se

detetmlnó la concentración de X{PP+ que ptodujo ufl acortamieflto sub máxir¡ro dc las

neuritas en las neu¡onas 'l'H-positivas. Se obscn'ó quc N{PP+ 0,1pM produjo un

acortamiento de las prolongaciones dc aptorimadamente un 50(%, sin modihcación

aparcntc dc los somas de reuronas TFI positivas o dc las ncudtas dc las neuronas B-3

tubulina-p o sitiva s.

Los cambios morfológicos producidos por e1 tratamiento con MPP+ por 24h eri estas

neufonas fueron notables. Las neutonas conftoles siri tratamiento presentaron nulnerosas

ramificaciones y un gtan largo ptomedio de sus prolongaciones, a diferencia de las neutonas

tratadas con MPP+ 0,1pM, la cual presentaron prolongaciones drásticamente acottadas y
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casi sirr rañificaciones. EI área de los somas de estas neuronas medidas no sufrieton

cambios significativos con respecto al área promedio de las neuronas conftoles sin

tratamierito, lo que indica que las ptolongaciones de estas fleuroflas son mucho más

sensibles que el soma a la degenetación inducida pot MPP*. La causa de esta

hipetsensibilidad es desconocida, Posiblemente podría ser debida a que 1os transpoftadores

de dopamina, que es por donde ingesa el MPP+, se eflcuentran mayoritariamente en los

tetminales de las neutonas dopaminérgicas [32].

Se ha descrito que MPP* ptoduce alteraciones en e1 transporte axonal tápido.

Específicamente, MP?+ aumenta el transporte refaógra'do, dependiente de dineína y

disminuye e1 üansporte anterógrado, dependiente de kinesina-1[15], ptoduciendo final

mente ufla degeneración llamada "dying back'. Las neuropatías de tipo dying back se

catzctetizzn por una secuencia de eventos que palte con la pérdida de función sináptica,

pasarido por una axonopatía distal y termina con lá muerte neuonal[s, 52]. Por 1o tanto, la

degenetación neurítica de neutonas dopaminérgicas mesencefálicas inducida poi MPP+

corespondeda a una neuropatía de tipo dying-back, con un acortamiento progresivo de las

prolongaciones de estas neutonas, sin cahbios significativos en el átea de los somas.
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Relación entre la degeneración neuritica inducida por Mpp+ y niveles elevados del

hierto

[,] hieno es necesatio pata las funcioncs cerularcs notmalcs, pero cs altamcnte tórico en

exceso, a través de la reacción de Fenton, en dondc cataliza Ia reaccicin de convcrsión de1

H,O, en el tadical hidroxilo (.OFI), una de las especics reactir.as de oígcno más tóxicas.

Se dcterminó cl efecto dc distintas concent¡¿ci.nes dc hierro cn la ilteg'iclad del árbol

neurítico y los somas cclulares. Concenttaciones entrc 2pM v ,10p1\{ Fe no acortarofl cn

forma sig'nificativa 1as prolongacioncs de las ncuronas, a diferencia cle tratamientos por 24h

con Fe 80¡r.M c¡ue indujo ufl acorta¡iento ccrcano al 509ó.

En 1os erperime¡tos de co-incubació¡ de MPP* con distintas concentraciones de hierro la

degenetación neudtjca ocuffió principaknente en las primeras 72 hotas de tratamiento

(Figutas 13 y 75). La degenemción inducida por MPP+ 0,1¡rM y Fe 40mM fue más rápida y

más marcada que la ocurrida en el üatamiento solo con MPP* en condición control (7mIvI)

de hierro. Este fenómeno fue arin más evidente cuando se tratarofl los cultivos con MPP*

1FM. Estos cultivos, tanto los contfoles, como los tfatádos con Fe 40¡r.L4 suftieron un gran

acortarniento de sus prolongaciones. Este resultado subraya ia capacidad que tiene e1 hierto

de potenciar los efectos dañinos sobre la iltegddad dei árbol neurítico que produce la

inhibición dei compleio I mitocondrial. Es destacable que ambas situaciones, inhibición del

cotnpleio I y acumulación de hierro son característicás eflcofltrádas taflto en muestras

postmortem de enfermos de Parkinson como en Parkinson experimental [25, 37, 411. En
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los tratatnientos con MPP+ 0,1 o 1pM con baja concentración (2pN.0 de Fe 1a degeneración

fue menor que en la respectiva condición conttol.

Estos res,ltados sugieren que e1 hierto dene un papel importante en la degeneración

neurítica inducida por MPP+, actuando como amplificador del daño inducido por estz

neurotoxina. Es probable que esta degeneración comprenda dos componentes. Uno es e1

efecto de MPP* sobre 1a función mitocondrial y la atquitectura del árbol neuítlco y

disminuyendo los niveles de AT? en 1os ptocesos. E1 componente hierro cumple un papel

clave en el efecto de MPP*, posiblemente potenciando el esftés oxidativo ptoducido por la

disfrrnción del complejo I mitocondrial con la producción de radical hidroxilo.

Mediación del estrés oxidativo celular en la degeneración del árbol neurítico.

La mediación de1 estrés oxidativo en los efectos de MPP+ y hierro se determinó evaluando

ei efecto del antioxidante NAC sobre la degenemción del fubol dendrítico inducido por

estos compuestos. Incubación de cultivos de mesencéfalo con NAC incrementan la

cantidad de glutatión en las células y prornuevefl la sobrevivencia de neuronas

dopaminétgicas ante estímulos oxidativos[S3].

Observamos que co-incubación con NAC 0,5mM ptotegió a las neuronas del daño

inducido pof MPP+ y Fe, disminuyendo significativamente la degenetación axo-dendrítica

producida en éstas. El leve acortamiento observado puede ser atribuido a otros factores,

como por ejemplo 1a falta de ATP en los terninales sinápticos dado por la hhibición del
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compleio I mitoconddal producido pot MPP+ [37] o por el acortamiento dado por la

lntencción que se ha repoft¿do que tiene MPP* con ptoteínas de transporte axona!

descrito anteriornente [1 5].

Se ha descrito, quc üat¿micfltos con Nr\C 0,6mM aumentan el átea cle l.s somas cle las

neuronas clopamirérgicas f53]. En este trabaio no se encontró ufl aumento sigruhcativo dcl

árca promedio de los somas colr rcspecto a la condición control, u a inclicación q,e la

concefltración de NÁC usada no producc cambios morfológicos obsen ablcs cn las

neuronas TH-positrva.

InteresanteÍreflte, en los tratamientos con NAC y MPP+ en condiciones de bajo hierro la

neuronas TH-positivas presentaron un acottamiento no significativo (670) de sus

prolongaci.ones en comparación a las neuronas incubadas con MPP* en condición control.

Es posible que eo condiciones de baio hierro la carga oxidativa generada pot MPP* sea

conüaÍestada e{tcazme¡te poi los sistemas antioxidantes celulares. Es también posible que

los baios niveles de hieto no intermedien la teacciírt de Fenton disminuyendo de esta

mznerz la producción del radical hidroxilo y por 1o tmto la, reactividad de los ROS

ptoducidos.

En tesumen, trat¿mientos con NAC en estos cultivos primatios protegieron a las neuronas

dopaminétgicas de Ia degeneración neudtica inducida por MPP+ potenciada por hieffo. Efl

cofldiciones de bajo hierto se logró ufla protección casi total del efecto de MPP*. Estos
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Íesultados resaltan e1 papel fundamental de1 hietto y del esftés oxidativo en la degeneración

del átbol neuríticoinducida por la inhibición del complejo I mitocondrial por Mpp+.

Efecto de la depleción de GSH en el largo de las prolongaciones de neurofl¿s

dopamin&gicas tratadas con distintas concenü¿ciones de hietro y MPP* en el

tiempo.

BSO es un inhibidor de la enzima y-glutamilcisteína sintetasa, enzttna clave en la síntesis de

glutatión, pot 10 taflto, tratamientos con este compuesto inducen una disminución en los

niveles celulares de GSH[43, 50]. A1 igual que los tatamientos con NAC, fue necesado

enconúar la concentración mínima efectiva de BSO, ya que en concentraciones elev¿das es

altamente tóxico pata las céIulas. Se enconkó que efl condiciones conftoles de hieno, BSO

5OplVI no acortó significativamente las prolongaciones neuronales ni modificó el fuea

ptomedio de los somas usándose esta concentración en estudios posteriores.

La inhibición de la síntesis de glutatión y taa:tlr lzs células en coniurito cofl uri reto oxidativo

cofl Fe 4OpIVI por 24h produjo daños severos en la arquitectura neuronal, acortando

drásticamente las ptolongaciones de las fleuionas dopaminérgicas úatadas. El daño

observado fue mucho mayor efecto de BSO 50pM o de Fe 40pM por separado.

Posiblemente este daño fue ptoducido como resultado de Ia producción de radica-les libres

catalizada pot hieÍo y por la disminuida protección ante estímulos oxidativos que tenían las

neluonas en los tratañientos, como consecuencia de la inhibición de 1a síntesis de glutatión.
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En este tfat¿miento se observó que las neuronas son severamefr te zfectzdas z lzs 24h,

¿cortándose l¿s neutitas de las neuronas dopaminérgicas en sn 7 60/o y también dañando al

resto de las neutonas en el cultivo.

La serie de eventos básicos involuctados en 1a degenetación de1 árbol neurítico son:

desensamble de microtubulos, hinchazón de1 axón formando varicosidades, [lagmerrtaaón

del axón y por ultimo desintegración de los fragmerrtos por fagocitos locales[S1]. En las

fleuronas tratadas con BSO y alto hierro se observaron numerosas vadcosidades, un claro

síotoma de neurodegeneración de tipo "dying back", en donde hay una retracción de

neurofilamentos hacia el soma f/, 51].

En los ttatamientos con BSO, en condiciones de baio hierro, no se vio degeneración en las

fleuronas, dando cuenta de que e1 hieto con su actividad pro-oxidante y su gran caprtüd

de producir ROS tiene un matcado ro1 en l¿ degeneración de 1as prolongaciones de estas

neutonas dopaminétgicas.

El ttatamiento con BSO y hierro simuló muy bien las condiciones efl l¿s que las neuronas

dopaminérgicas se encuentrafl en 1a SNpc en la EP, pues hay evidencia que sugbre que

bajos niveles de GSH y altas concenüaciones de hiero son caracteristiLcas de la enfemedad

de Parkinson y posible causa de la muerte de neutonas dopaminérgicas en cerebros de

pacientes con Parkinson[54-561.

Los tratamientos con MPP+ en la presencia de hierto y BSO fueton los más tóxicos

utilizados en este estudio. Ttatamiefltos con BSO y MPP* en condiciones control (7lrM d.
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Fe) ptodujeron un acortamiento mayor de las neudtas comparado con el tratamiento sólo

con BSO Ftgaa^ 24), pero ptodujeron un acortámieflto menor al tratado sólo con Mppa

por 24h @tgota 13). Se ha descrito, que tratarrrientos con BSO aumentan la producción de

la ptincipal proteína antiapoptótica Bc1-2, en las célu1as sobtevivientes al tratatuiento[57], en

t¿nto que MPP* es una neurotoxin¿ que induce apoptósis en las células ttatadas [58]. El

menor acortamiento observado en condiciones de MPP+ y BSO podía deberse a 1a

inducción por BSO de respuestas antiapoptóticas en estás neuroflas dopaminérgicas. Como

estos cultivos fueron ftatados con coflcefltraciones sub-máximas de BSO es posible que

estas fleuroflas hayan generado mecanismos de protección, a t¡avés del aumento de la

proteína antiapoptóúcaBcl-2 y asi MPP* causó un meflor daño en 1as fleuronás tratadas.

Es necesado destacat que si bien es cierto, numetosos tfabaios dan cuenta de la muette de

neuronas dopaminétgicas a la:s 24 horts de tatamiento con MPP+, en todos esos ttabajos,

las concentraciones usadas de esta rieurotoxina son mucho mayofes que las usadas en esta

tesis. 0,1FM MPP* es una concenftación muy baja, considetad¿ sub-optima y que flo

generó daños evidentes en l¿s neutonas dopaminérgicas. Es pertinente analizar que efectos

tiene 0,1pM MPP+ a tiempos más largos y si induce la muerte de las neuronas

dopaminétgicas después de 24 ll,otas.

Tmtahientos con BSO y MPP+ en condiciones de alto hieto dañaton profuadamente a

todo e1 cultivo, tanto l¿s neuronas TH-positivas como 1as demás neuronas p-3 tubulina-

positivas de1 cultivo primado. Lo más ptobable es que este daño masivo fue debido al

fuerte estrés oxidativo que fueron sometidos los cultivos en los que, a 1a inhibición del
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compleio I inducida pot la neurotoxin¿ MPP'| se sumó la generación de RoS altamente

tóxicos generados por hierro y un bajo nivel de respuesta antioxidante inducido por la

inhibición de la síntesis de GSH por BSO.

Iflteresafltemente, bajas concenúaciones de hiero protegieton completarnente a las

neuronas del efecto combinado de ta inhibición del complejo I mitocondrial (arpp+) y Ia

disminución de la capacidad antioxidante (BSo). La compatación de un cultivo tratado con

BSO y MPP+ en 40pM Fe con uno tratado con Fe 2Uld, el cual se encuentra

aparentemente inalterado, confirma una vez más la enorme influencia que tiene el hierro

sobre la degenetación neurítica, producida por MPP+ y pot niveles bajos de glutatión en las

fl euronas dopaminétgicas.

Sobre la base de los tesultados obtenidos en este üabajo, propongo una posible secuencia

de eventos que ocurrirían en la degeneración neu¡ítica inducida por Mpp+ en l¿s neuronas

dopaminérgicas de la SNpc. Al ingtesar el MPP+ a 1os terminales sinápticos de las

fleütonas a tavés del transportador de dopamina inhibiría al complejo I mitocond.ial,

aumeatando eI estés oxid¿tiyo y disminuyendo 1os niveles de ATP. Este aumento dei estés

meüatít la destegulación de los üansportadores de hierro, induciendose así la etúnda

aumentada de hierro a l¿ neurona. Un posible mediadot de este efecto es la proteína

rcguladora IRP1, que es activada pot estrés oxidativo[59]. El aumento de hiero cumpliía

un papel fundamental en la prcgtesión del daño aJ cafalizzr, a través de la reacción de

Fenton, el cambio del peróxido de hidrógeno, un oxidante suave y eliminable por los

sistemas de defensa antioxidante de la célula, a radical hidroxilo, uno de 1os elementos más

tóicos conocidos, Niveles elevados de hierro inuaceluiar aumentarían, además, el consumo
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de glutatión, disminuvendo clc esta forma les defens¿s antio)ídantcs [43]. F,l ¿umcnto

progresivo.le estas condiciones ilducir'ía el acortamiento también progresi'o dcl árbol

neurítico dcsde las partcs más distalcs, alcanzando finaimcnte al soma.

Ya que el modclo de estudio utüzado cn esta tesis reproduce en gtafl parte evefltos clave

que ocurre en la r,P, cs posiblc que 1a secucncia desctita sea aphcable al daño neuronal que

ocurtc en la erfcrmedad.

7. RESUMEN, CONCLUSIONES Y COMENTARIOS FINALES

A continuación se lista"n los principales resultados de esta tesis.

1.- Tratamientos con NIPP+ acoftnfon las neutitas de las ncuronas dopaminétgicas de la

.tN1, de rata. Concefltracioncs crecientes de esta ncurotoxina pro\rocaron un daño más

se\rero y en mcflos tiempo.

2.- Al co-incubat MPP+ con disdntas concenftaciones de hietto, se observó que en

condiciones de alto Fe el daño en estas fleurorias es mayoÍ, tnienúas que al tfataf estas

neuroflas con MPP+ en condiciones de bajo hiero la degeneración neurítica fue

significativamente fnenor. Estos resultados indican que el hierro es un intertnediado

obligatodo en el daño inducido por MPP+.
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3.- La degenetación neuronal inducida por MPP+ ocurió de a ttavés de un proceso del tipo

"dying back" esto es, 1a degeneracióu se inicia en las partes más distales de ias fibras más

latgas de la neutona, Lyanz^fldo en el tiempo a las pattes más proximales y terrninando

finalmente con la muerte neüonal, que se vió en los tratamientos más tóxicos.

4.- Ei antioxidante NAC disminuyó 1a degenemción del fuboi neutítico inducido por MPP*

y hiero. Por el contado, la inhibición de la síntesis de glutatión poteflció la degeneración

neutítica producida por los tratamientos con Fe2* y MPP+. Estos resultados indican que

los niveles de glutatión en las neuronas dopaminérgicas son relevantes en la degeneración

neutítica inducida por MPP+ y que e1 hierro potericj.a la degeneración en célu1as con bajos

niveles de GSH.

5.- EI átea promedio de 1os somas de 1as neutonas dopaminérgicas no ptesentó cambios

significativos en los distintos úatamientos. Sin embargo, efl 1os ffatamiefltos más tóxicos,

MPP+ y 40¡M Fe y MPP+, BSO y 40pM Fe la vi¿bilidad de l¿s neuronas dopaminérgicas

disminuyó signifi cativamente.

Los tesultados eflcontrados efl esta tesis demuestran que la acumulación de hiero es un

cofactor fundamental en la degeneración del árbol neurít-ico inducid¿ por la neurotoxina

MPP+ y sugieren que la acurnulación de hierro baio condiciones de inhibición del compleio

I mitocondrial es un posibie mecanismo de degeneración de las neutonas dopaminétgicas

de la SNpc observada en la EP
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Ptopongo una hipotética secuencia de eventos que poddan resultar en inicialmente 1a

degeneración neurítica y finalmente la muerte neuronal. E1 proceso se iniciada con la

inhibición del complejo I mitoconddal por tóxicos extemos (ej. MPP+) o intemos (ej.

cataboütos de la dopamina), lo que provocarh un aumento inicial del estrés oidativo y ba)a

en los niveles de ATP. E1 aumento del tono oxidativo produciría la activación de IRpl con

e1 consecuente aumento en la entrada de hiero a las células. La suma de efectos de la

inhibición de 1a actividad mitocond-tial y el exceso de hierro produciría un aun rnayor

aumento del est¡és oxidativo, ia disminución de los niveles de glutatión y un daño oxidativo

masivo. El aumento escalado de1 estrés oxidativo induciría pdmeto un acortamiento en las

prolongaciones neuríticas y, en Ias etapas filales, a la degeneración del soma y la muerte

nerronal.

Este modelo indica que coÍrpuestos protectotes de daño oüdativo o quelantes de hierro

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

terapias que detengan la progresión de la enfermedad de Patkinson.
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