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RESUREN

La  enfermedad  de  Parkinson  (EP)  es  la  segunda  enfermedad  neurodegenerativa  con

mayor incidencia en la poblaci6n mundial. Actualmente los tratamientos disponibles son

de   caracter   sintomatico   y  tienen   una   efectividad   limitada   en   el   tiempo.   Diversas

caracteri'sticas  de  la  enfermedad  ham  sido  identificadas  durante  afros  de  investigaci6n,

tanto a nivel gen5tico, celular e llistol6gico. De particular inter6s para este seminario fue

el  descubrimiento  hace  algunos  afros  de  acumulaci6n  excesiva  de  liierro  (Fe)  en  la

substantia   nigra   pars   compacta,   area   en   el   mesenc6falo   que   degenera   en   la   EP.

Importantemente este incremento de Fe tambien  se ha observado en modelos  animales

de la enfermedad. Dado que el exceso de Fe celular es un factor pro-neurodegenerativo,

su control utilizando quelantes de Fe permeables a la barrera hematoencefalica pueden

disminuir  su  disponibilidad  para  reaccionar  de  manera  perjudicial,  protegiendo   las

celulas del  dafio oxidativo.  En este  seminario  evaluamos  el nuevo quelante de hierro  5-

aminoetil-8-hidroxiquinolina   (Qll)    en   t5rminos   de    su   actividad   neuroprotectora.

Caracterizamos  su capacidad para  quelar Fe in vitro,  y  su  capacidad para atravesar ]a

membrana  celular y  quelar Fe  en  el  espacio  citoplasmatico.  Ademas,  establecimos  su

capacidad  para proteger y  recuperar  del  dafio  oxidativo  inducido  por  la  inhibici6n  del

complejo   I  mitocondrial   en  dos  modelos   celulares.   For  tiltimo,   mostramos   que   la

administraci6n    del    compuesto    es    capaz    de    otorgar    protecci6n    a    las    neuronas

dopainin6rgicas  en  la SNc y a las flbras  dopamin5rgicas  en el  estriado  en el modelo  de

EP   de   rat6n   intoxicado   con   1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina   (MPTP).   Los



resultados obtenidos sugieren que Qll  es un posible candidato como agente terap5utico

para la EP, y validan el rol del llierro como intermediario en el proceso de muerte celular

en los modelos experimentales de EP.



ABSTRACT

Pal.kinson's  disease  OD)  is tlie second most. frequent neurodegenerative disorder in the

world.  Nowadays,  available  treatments  are  only  symptomatic  and have  a  time-limited

effectiveness.  Different  genetic,  cellular  and  histological  disease  features  have  been

identified tlirough years of research. Of particular concern for this work was the finding

of excessive  iron  accumulation  in  the  substantia  nigra  pars  compacta,  an  area  in  the

midbrain  that  degenerates  in  PD.  This  increase  in  iron  was  also  observed  in  animal

models  of the  disease.  Since  high  cellular  iron  is  a  pro-neurodegenerative  factor,  its

decrease by tlie use of iron chelators permeant to the blood-brain barrier could decrease

its  availability to  react harmfully,  tlius protecting cells  from  oxidative  damage.  In this

Seminar,   we   evaluated  the   neuroprotective   activity   of  a  new   iron   clielator   5-(2-

aminoethyl)-quinolin-8-ol (Qll) in cell and animal models of PD. We cliaracterized its

iron   chelation  capacity   in  vitro,   its   cellular  permeability  and   its   cytoplasmic   iron

chelation  activity.  Also,  we  evaluated  in  two  cellular  models  of PD  its  capacity  to

protect and recover tyrosine hydroxylase (TH)-positive cells from complex I iithibition-

induced  oxidative  damage.  Finally,  we  showed  that  in  tile  MPTP-intoxicated  mouse

model   Qll   treatment  resulted  in  tlle  maintenance  of  TH-positive  neurons   in  the

substantia nigra pars compacta and of dopaminergic neuron innervations to the striatum.

These results point fo Qll  as a possible therapeutic agent for the treatment of PD,  and

corroborate   the   role   of  iron   as   an   intermediary   in   tile   cellular   death  process   in

experimental models of PD.



1.   INTRODUCC16N

1.1 Antecedentes bibliograficos

1..1. i  La enfermedad de Parkinson

Por primera vez descrita en  1817 por James Parkinson con el agudo examen de tan solo

6  pacientes  (Kempster  y  col„  2007),  la  enfermedad  de  Parkinson  (EP)  representa  la

segunda enfermedad neurodegenerativa mas frecuente en la poblaci6n mundial  despu6s

de la enfermedad de Alzheimer.  Es una enfermedad progresiva y se estima que  afecta

entre  1-2% de la poblaci6n mundial menor a 65  afros,  aumentando  a un 4-5%  a los  85

afros   (Nussbaum   y   Ellis;   Farrer,   2006).   Su   elevada   incidencia   y   caracteristicas

sintomaticas generan un considerable costo en t6rminos de salud pdblica estimado en los

25  mil  millones  de  d6lares  s6lo  en  los  Estados  Unidos.  Mas  ai'in  dada  la tendencia  al

envejecimiento  de  la poblaci6n  en  los paises  desarrollados,  se  proyecta que  en  ellos  la

frecuencia de la enfermedad se duplique en las pr6ximas dos d5cadas (Calabrese, 2007).

Las  manifestaciones  clinicas  de  la  enfermedad  son  en  primer termino  motoras,  de  alii

que  James  Parkinson  se  refiriera a ella como  la "pardlisis  temblante",  y  se 1.esumen  en

temblor en reposo, rigidez corporal, inestabilidad postural, bradiquinesia (1entitud en la

realizaci6n    de    movimientos),    hipoquinesia    (reducci6n    en    la    amplitud    de    los

movimientos)     y    aquinesia     (ausencia     de     movimientos     espontaneos     normales)

principalmente.  Ademas,  pueden  presentarse  anormalidades  emocionales  y  cognitivas

sieiido  comunes  la depresi6n y la demencia sobre todo  en pacientes  de  edad avanzada



(Dauer y Przedborsky 2003). En cuanto a los sintolnas motores, puede responsabilizarse

de ellos la generaci6n de un deficit de dopamina (DA) en el cuerpo estriado. De hecho,

cualquier enfermedad  o  lesi6n  que  afecte  esta zona  los  reproduce,  llamindose  a  estas

afecciones sindromes parkinsonianos (Mena y Y6benes, 2006).

Sin embargo,  la caracteristica esencial de la EP, y que conduce al  d6ficit de DA en el

estriado,  es  la p6rdida de  las neuronas  dopamin6rgicas nigroestriatales  (Parent y Parent,

2010) (Figura  lA). Ademas, como caracteristica liistopatol6gica se presentan inclusiones

proteicas  citoplasmaticas  llamadas  Cuerpos  de  Lewy  a]igura  lc).  Los  somas  de  las

neuronas  nigroestriatales  se  ubican  en  la  substantia nigra pars  compacta  (SNc),  en  el

mesencefalo  posterior e  inervan principalmente  el putamen y  el nticleo  caudado  en el

cuerpo estriado (Frangois y col.,1999) (FiguraslA y 18).

Los primeros sintomas de la enfermedad se manifiestan cuando el contenido de DA ha

disminuido en un 80% en esta zona y cerca de un 60% de las neuronas dopaminergicas

de la SNc se ham perdido (German y col.,  1989; Ma y cols., 2002; Greffard y col., 2006).

Importantemente,  se  plantea  que  la  enfermedad  afecta  primero  los  terminates  de  las

neuronas  dopaminergicas  en  el  cuerpo  estrjado  antes  que  la perdida del  soma neuronal

en la  SNc  se manifieste  completamente.  Pruebas  derivadas tanto  del  analisis  de  tejido

humano post-mortem como del trabajo  con modelos animales, plantean esta visi6n del

fen6meno   neurodegenerativo   con   caracteristicas   de   "degeneraci6n   retr6grada"   (del

ingl6s "dying back" o "retrograde axonal degeneration") (Bemheimer y col.,1973; Wu y

col., 2003; Burke y O'Malley, 2013).



Figura  1. Neuropatologia de la EP. A) Esquema representativo de  la via nigroestriatal de un
sujeto  normal.  Las  neuronas  dopamin6rgicas  de  la  SNc  inervan  el  cuerpo  estriado,  compuesto
por los nhcleos putamen y caudado,  a trav6s de  la via nigroestriatal. 8) Esquema representativo
de  la via nigroestriatal de un paciente de EP. La degeneraci6n de  las neuronas de la SNc lleva a
la  perdida  de  la  via  y  conduce  a  un  d6flcit  se  dopamina  en  el  estriado  que  da  origen  a  los
s{ntomas  motores  de  la  enfermedad.  C)  Inclusiones  proteicas  formadas  principalmente  por  las

proteinas sinucleina y ubiquitina (Tomado de Dauer y Przedborsky, 2003).

En cuanto a la etiologia de la enfermedad se distinguen dos fomas de esta.  La primera

es denominada EP familiar o hereditaria, en la que el paciente posee un historial medico

familiar asociado  a la enfermedad y en consecuencia se atribuye el origen del proceso

neurodegenerativo   a  mutaciones  puntuales   en   diversas   protei'nas   que   posiblemente

ejercefan  un  efecto  neurot6xico,  ya  sea  por  la  generaci6n  de  proteinas  mutantes  con

tendencia  a  agregarse  (Bussell  y  Eliezer,  2001),  p6rdidas  o  ganancias  de  funci6n  en

proteinas  de  las  vfas  degradativas,  o  p6rdidas  y  ganancias  de  funci6n  en  proteinas

relacionadas con la funci6n mitocondrial (Mufioz y col.  2016).  En particular 6 genes  se



ham identificado como directos causantes de EP familiar:  SNCA (a-sinucleina), LRRK2,

PARK2 (parkina), PINK1, DJ-1, y ATP13A. A estos se suma una serie de al memos  10

genes  posibles  candidatos  cuya  directa  relaci6n  causal  con  la  EP  no  esta  confirmada,

ademas de otros  12 genes de los cuales ciertas mutaciones constituyen factores de riesgo

(Klen   y   Wastenberger,   2012).   El   descubrimiento   de   estos   genes   ha   llevado   a   la

generaci6n   de   algunos   modelos   animales   gen6ticos   para   estudiar   la   enfermedad,

utilizando mutantes en organismos tales como moscas, ratones y, recientemente, monos

(Hemindez-Vargas y col., 2011 ; Gispert y col., 2015; Niu y col., 2015).

Por otro lado, se distingue la enfermedad en su forma denominada esporadica, en la que

el  paciente  no  presenta  antecedentes  familiares  y  no  es  posible  atribuir  el  proceso

neurodegenerativo  a  una  mutaci6n  en  particular.  En  t6rminos  generales  esta  tiltima

forma de la enfermedad es la mas frecuente y da cuenta de un 90-95% de los casos de

EP,  y  contrasta  con  la  anterior  en  manifestarse  por  lo  general  de  forma  mas  tardi'a

(Papapetropoulos y col., 2007).

Durante el siglo XX fue dominante la llip6tesis de la "toxina ambiental", que entiende la

neurodegeneraci6n  de  la  EP  esporadica  como  consecuencia  de  la  exposici6n  a  una

toxina  dopamin6rgica,   la  cual,   dada  una  exposici6n  cr6nica  durante  la  vida  o  una

exposici6n  limitada inicial,  gatilla una cascada de  eventos  delet6reos  auto-perpefuantes

que   finalmente   llevaran   a   la   muerte   de   las   neuronas   dopamin5rgicas   (Dauer   y

Przedborsky,   2003).   Esto   fue   respaldado   por   los   casos   de   parkinsohismo   post-

encefalitico,  y notablemente por el descubrimiento  de la toxina MPTP  que produjo  un

si'ndrome  parkinsoniano  casi  identico  a  la  enfermedad  en  un  grupo  de j6venes  que  la



consumi6 como contaminante en un lote de preparaci6n casera de MPPP, un analogo del

opiaceo  meperidina  en  los  afros   1976  y   1982   (Langston,   1983).   Desde  entonces  la

intoxicaci6n  de  ratones  y monos  con  MPTP  se  convirti6  en  uno  de  los  modelos  mas

utilizados y contribuyentes el estudio de la EP.

Tambi5n  otras  toxinas  ham  sido  utilizadas para generar modelos  de  EP,  rotenona,  por

ejemplo,  en  directa  relaci6n  con  la  "hip6tesis  de  la  toxina  ambiental"  puesto  que  se

utiliz6   como  plaguicida   en  variados   tipos   de   cultivos   (Trojanowsky,   2003).   Otros

ejemplos  son la 6-hidroxi-dopamina (6-OHDA) y el aminocromo  como  "endotoxinas",

ya que corresponden a metabolitos de  la propia DA (Grauman y col.,  2002;  H6kfelt y

col.,1973).

A   pesar   de   distinguir   dos   tipos   de   la   enfermedad   y   las   diferentes   liip6tesis   y

correlaciones   que   se  ham  propuesto   como   agentes   causantes   (enfermedad   pri6nica,

autoinmune, viral, entre otras), el extenso estudio de muestras humanas y el trabajo con

modelos   animales  ham   identificado  fen6menos   celulares   caracteri'sticos   del   proceso

neurodegenerativo que se presentan en ambas formas de la enfermedad y que se debaten

como  posibles  mecanismos  claves  en  su  patogenesis,  relacionados  ademas  con  otras

enfermedades  neurodegenerativas.  Estos  fen6menos  caracteristicos  se  resumen  en:  la

disfunci6n del sistema ubiquitina-proteosoma y la agregaci6n de proteinas (MCNaught y

Olanow,  2006;  Urn  y  col.,  2010),  la  disfunci6n  mitocondrial  (Bose  y  Beal,  2016),1a

inflamaci6n (Clien y col., 2008; Ransohoff, 2016), el estr6s oxidativo (Gille y col„ 2004;

Xie  y Clien,  2016)  y la  dishomeostasis  intracelular de  Fe  (Dexter y col.,  1988;  Hare  y

col., 2007). Posiblemente varios de estos fen6menos esfan relacionados en una dinamica



de  causa-efecto.  Por  ejemplo,  la  disfunci6n  mitocondrial  puede  generar  estr6s  y  dafio

oxidativo,  el que puede inducir o facilitar la agregaci6n de proteinas  y la saturaci6n  del

sistema ubiquitina-proteasoma. Dentro de este contexto asociativo se inserta la hip6tesis

de   la   "neurodegeneraci6n   inducida   por   metales"   (metal-based   neurodegeneration

lrypothesis)  (Crichton  y  col.,  2011).  De  acuerdo  con  esta  liip6tesis,  los  metales  redox-

activos  como  el  Fe  y  el  cobre  generan  ROS  que  provocan  la  peroxidaci6n  de  los

fosfolfpidos de la membrana, lo que lleva a su vez a la formaci6n de aldehidos reactivos,

que reaccionan con las proteinas y facilitan la producci6n de agregados de proteinas mal

plegadas  que  superan el  sistema  de  degradaci6n  ubiquitina-proteasoma y  se  acumulan

como cuerpos de inclusi6n.

1.1.2 Quimica biol6gica del hierro.

EI Fe es el cuarto elemento mas abundante de la corteza terrestre, un metal de transici6n

de nbmero  at6mico 26.  Posee un estado maximo de oxidaci6n +6,  pero  solo los estados

+2  y  +3  son  frecuentes  en  los  ambientes  biol6gicos.  Es  practicamente  esencial  en  la

inayoria de los organismos producto de su capacidad y papel evolutivo de intercambiar

electrones en una amplia gama de reacciones biol6gicas (Kell, 2009). Para este prop6sito

los atoinos de Fe establecen complejos de coordinaci6n con gran diversidad de ligandos

en los ambientes celulares dando origen a una multiplicidad de complejos con diferentes

potenciales de reducci6n que permiten un fino control del proceso a catalizar (Ntifiez y

col., 2012). En general se pueden distinguir tres grupos de proteinas que utilizan Fe para

sus  funciones.  Las  proteinas  que  contienen  grupos  liemo  (Fe  unido  a  un  anillo  de

poi.firina mediante cuatro atomos de nitr6geno), dentro de los cuales se distinguen por su



funci6n  las  transportadoras  de  oxigeno  (hemoglobina,  mioglobina),  las  activadoras  de

oxigeno molecular (catalasas, peroxidasas y citocromos  p450)  que  oxidan  compuestos

utilizando  H20  o  hidroxilan  compuestos  utilizando  02  ,  y  componentes  de  la  cadena

trasportadora de electrones los (citocromos a, b y c) que aceptan electrones de mol6culas

donadoras y los transfieren a sus correspondientes aceptores. Tambien existen proteinas

que  integran  Fe  en  forma  de  "racimos"  Fe-S"  (del  ingl5s  iron-sulfur  clusters)  de  los

cuales  se distinguen las  composiciones  2Fe-2S  y 4Fe-4S,  que  en general participan en

reacciones  de  transferencia  de  un  electr6n  (ej.  ferridoxinas)  pero  que  tambi6n  estan

presentes  en  deliidratasas  y  enzimas  dependientes  de  S-adenosilmetionina,  ademas  de

algunos  sensores de Fe  como  las mismas "Iron Regulatory Proteins"  (IRPs). A  estas se

suman   proteinas   que   poseen   Fe   pero   en   ninguna   de   las   conformaciones   antes

mencionadas y que se dividen en aquellas que poseen Fe mononuclear y las que poseen

Fe   dinuclear.   Ambas   en   general   catalizan   la   hidroxilaci6n   de   variados   siistratos

utilizando  oxigeno molecular (ej.  enzimas  dependientes  de  or-oxoglutarato,  hidroxilasas

del factor inducido por hipoxia (HIF) (Hider y Kong, 2013).

Sin embargo,  a pesar de  lo  esencial  que resulta el Fe por su ubicua participaci6n  en  la

maquinaria celular, dada su propiedad de intercambiar electrones, puede convertirse en

un  agente perjudicial  para  la  c5lura.  Esto  debido  a  su  capacidad  intrinseca  de  formar

ROS  (Graf y col.,  1984).  En el  ambiente celular el Fe+2 puede reaccionar con 02 para

generar el  radical  super6xido,  el  cual  catalizado  por la acci6n  de  la enzima super6xido

dismutasa (SOD), es convertido en H202. Fe+2 tambi5n puede reaccionar con H202 para

generar el altamente reactivo radical hidroxilo (OH.) en la llamada reacci6n de Fenton:



Fe2+ + H202+ Fe3+ + HO- + OH., 1a que puede perpetuarse dado su AG negativo y a la

regeneraci6n  del  Fe+2 por el  poder reductivo  celular en  forma  de  ascorbato  y  glutati6n

(GSH)  QTtifiez y col., 2012). El radical liidroxilo generado ejerce multiplicidad de dafios

celulares debido a su alta reactividad, atacando lipidos de meinbrana,  proteinas y acidos

nucleicos,  incluso  pudiendo,. dado  el  dafio  generado,  gatillar  la  muerte  celular  (Ulil  y

col., 2015; Davies, 2005).

Notablemente,  y  en  concordancia  con  lo  anterior,  se  encontr6  un  incremento  en  los

niveles  de  Fe  especiflcamente  en  la  SNc  de  tejidos post mortem  de pacientes  con EP

respecto de sujetos control de la misma edad (Dexter y cols.,1989; Hirsch y col.,1991).

Posteriomente   se   mostr6   por  NMR   de   pacientes   vivos   de   EP   la   existencia   de

acumulaci6n  de  Fe  en  la  SNc  (Gorell  y  col.,  1995:),  asi  como  tambi6n  en  modelos

airimales de la enfermedad (Berg y col.,  1999; He y col., 2002).  Complementariamente

estudios de MRI ham establecido una relaci6n entre el grado de acumulaci6n de Fe con el

grado de severidad de la enfermedad (Shuff y col„ 2009) Tambi6n se ha encontrado un

aumento  en  la  expresi6n  del  transportador  de  entrada  de  Fe  celular  DMTl  (del  ingl5s

Divalent Metal Transporter  1)  en la SNc  de pacientes con EP y en el modelo  de rat6n

intoxicado  con MPTP  (Salazar y col„  2008).  Notablemente ratones  mutantes  con baja

expresi6n de este transportador evidenciaron ser mas resistentes a la neurodegeneraci6n

causada por la toxina, apuntando a un rol de la acumulaci6n de Fe en la muerte neuronal

(Salazar y col., 2008).

Ademas  del hecho  de  que  la acumulaci6n  de  Fe posiblemente  contribuya  a  la  muerte

neuronal   catalizando   la   formaci6n   de   ROS,   evidencias   ham   mostrado   tambi6n   la



presencia de Fe y otros metales en los agregados proteicos de diferentes  enfermedades

neurodegenerativas incluida la EP  (Li y col., 2011; Bisaglia y col., 2009),  dando lugar a

especulaciones sobre un posible rol catalizador del Fe en la formaci6n de los agregados,

o por otro  lado,  a un rol protector del  agregado  en  secuestrar el Fe  (Ostrerova y col.,

2000; Castellani y col., 2000).

Otros  estudios  nan  indicado  que  un  exceso  de  Fe  podrl'a  dar  lugar  a  un  fen6ineno

denominado   "meta[aci6n   el.r6nea"   (del   ingl6s   missmetallation)   que   consiste   en   la

colocaci6n  de  atomos  de  Fe  en  protefnas  que  requieren  metales  similaresj  como  por

ejemplo  Zn.  Esto  conduciria  a  la generaci6n  de  proteinas  defectuosas  peljudicando  la

homeostasis celular (Dixon y Stockwell, 2014).

Considerando esta evidencia, la idea de ejercer un control sobre la acumulaci6n de Fe en

la  enfermedad  surgi6  como  posible  altemativa  terapeutica,  siendo  la  mss  plausible  la

utilizaci6n de quelantes de Fe (Ward y col., 2015).

1.1.3 Terapia por quelaci6n de Fe

Los   quelantes   de   Fe   son   moleculas   con   la   capacidad   de   formar   complejos   de

coordinaci6n    con    los    atomos    de    Fe,    capturandolos    del    medio    y    evitando    su

disponibilidad  y  reactividad  con  otras  mol6culas.  Estos  agentes  quelantes  pueden  ser

ligandos   bidentados,   tridentados   y   hexadentados,   si   poseen   2,    3,   6    6    atomos

respectivamente   disponibles   para   coordinar   con   Fe   dando   origen   a   un   complejo

octa6drico  (Hider  y  col.,  2011).  En  cuanto  a  su  origen  estos  pueden  ser  sider6foros



aislados  de  bacterias  litotr6ficas,  fitoquinicos,  o  derivados  sint5ticos  (Hatcher  y  col.,

2009).

En  la practica clinica la utilizaci6n de  estos  compuestos  se ha  enfocado  hist6ricamente

en las enfermedades que implican sobrecarga de Fe sist6mico y que conducen al dafio de

diversos 6rganos,  especialmente hi'gado, coraz6n y bazo.  Estos trastomos pueden tener

su origen en una absorci6n incrementada de Fe de origen gen6tico como por ejemplo en

la hemocromatosis, o en enfemedades que requieren frecuentes transfusiones de sangre

como la P-talasemia o el sindrome mielodisplasico (Poggiali y col., 2012). Los quelantes

deferoxanina (DFO) de administraci6n sub-cutanea, deferiprona (DFP) y deferasirox de

administraci6n   oral   son   comtlnmente  utilizados   y   su   introducci6n   en   los   afros   70

represent6  un notable  cambio  en  la  expectativa  de  vida  de  los  pacientes  tratados  con

transfusiones cr6nicas  de  sangre (Borgna-Pignatti y col., 2004).  Ademas, recientemente

ham atraido la atenci6n como posible tratamiento contra el cancer bajo la 16gica de privar

a las  c5lulas  tumorales  de Fe para  detener  su  crecimiento  e  incluso  inducir  su  muerte

(Buss  y  col.,  2003).  Esto  sucede  en  el  contexto  de  que  variados  tumores  presentan

acumulaci6n  de  Fe,  y  existen  correlaciones  epidemiol6gicas  que  indican  que  personas

con  bajo  Fe  (donadores  de  sangre  liabituales)  tienen  un  menor  riesgo  de  desarrollar

cancer,  y  viceversa,  personas  con  altos  niveles  de  Fe  (pacientes  de  hemocromatosis)

tienen un riesgo mayor (Bedford y col., 2013).

En modelos de EP las primeras pmebas de protecci6n por quelaci6n de Fe resultaron de

la   administraci6n   intracraneal   de  DFO   a  ratas   intoxicadas   con   6-OHDA,   1as   que

mostraron  una  menor  disminuci6n  de  DA  en  el  estriado  y  un  mejor  desempefio  en
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pruebas    motoras    (Ben-Shachar    y    col.,    1991).    Recientemente    fue    evaluada    la

administraci6n intranasal de DFO en el modelo de EP gen6tico de ratas mutantes para Ch-

sinucleina. DFO mostr6 disminuir el contenido de Fe y las inclusiones proteicas en estos

animales, sin eml]argo, no protegi6 de la p6rdida de neuronas dopamin5rgicas en la SNc.

Vinculando al Fe en la patogenesis de la EP, no solo como productor de ROS sino como

agente involucrado en la agregaci6n de proteinas (Febbraro y col., 2013).

M30  es  otro  quelante recientemente evaluado  en modelos  de  EP  y otras  enfermedades

neurodegenerativas. Demostr6 tener la ventaja por sobre DFO de ser oralmente activo y

proteger las neuronas dopamin6rgicas del dafio inducido por MPTP, a pesar de tener una

menor aflnidad por Fe,  al  ser este un quelante bidentado  (Gal  y col., 2010).  Mas  atin,

M30 fue capaz de regenerar el albol neuritico de neuronas dopamin5rgicas tanto in vivo,

como  in vitro  (Aguirre  y  col.,  2015).  A pesar  de  que  los  autores  destacan propiedades

anexas  de  M30  en  sus  efectos neuroprotectores,  tales  como  su habilidad  de  inhibir  la

enzima   mono-amino-oxidasa-B   (MAO-B),   capturar   directamente   radicales   libres,   e

inducir  vias  de  sefializaci6n  de  sobrevida  (Kuperslimidt  y  col.,  2011),  otros  quelantes

propiamente  tales  ham  demostrado  su  efectividad  neuroprotectora  en  modelos  de  EP.

Particularmente  importante  es  el  caso  de  DFP,  quelante  capaz  de  atravesar  la barrera

liematoencefalica  y  ejercer  neuroprotecci6n  en  los  modelos  de  MPTP  y  6-OHDA

(Dexter y col., 2011). Ademas, este quelante fue probado en un reciente ensayo clinico y

result6 tener un efecto  positivo en pacientes  en cuanto  a disminuci6n  en  la cantidad  de

Fe cerebral medido por MRI, y una mejora motora en la "Escala de Puntaje Unificada de

la Enfermedad de Parkinson" (Devos y col., 2014).
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En  resumen,   los   quelantes   de  Fe  parecen   ser  prometedores   como   posible   futura

alternativa    terap6utica    en    la    EP.    Aquellas    propiedades    6ptimas    en    cuanto    a

permeabilidad,   afinidad   por  Fe,   localizaci6n   y   toxicidad   deberan   ser   evaluadas   y

comparadas  para  establecer  la  opci6n  que  represente mayores  beneficios,  teniendo  en

cuenta ademas que ejercer una depleci6n exagerada del metal puede resultar igualmente

perjudicial.

1.2 Hip6tesis

El  nuevo  compuesto  Qll,  derivado  de  la  estructura  8-hidroxiquinolina,  puede  ejercer

neuroprotecci6n   en   modelos   de   la   EP   mediante   su   actividad   quelante   de   Fe   y

coiisecuente disminuci6n del dafio oxidativo.

1.3 0bjetivo General

Caracterizar  y  evaluar  el  nuevo  quelante  de  hierro  Qll   en  cuanto  a  su  capacidad

neuroprotectora en modelos tanto in vitro como in vivo de la EP.

1.4 0bjetivos Especificos

•     Objetivo 1: Caracterizar la capacidad quelante de Ql I  in vitro.

•     Objetivo  2:  Caracterizar  la capacidad y  localizaci6n  subcelular  de  la actividad

quelante de Qll  en c6lulas SH-SY5Y.

•     Objetivo 3:  Evaluar la toxicidad y capacidad neuroprotectora de Qll  en c5lulas

SH-SY5Y tratadas con rotenona, en cuanto a su viabilidad y dafio oxidativo.

•     Objetivo   4:   Evaluar  la   capacidad  neuritog6nica  de   Qll   en  neuronas   TIT-

positivas tratadas con MPP+.
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•     Objetivo  5:  Evaluar  la  capacidad  neuroprotectora  in  vivo  de  Qll   en  ratones

intoxicados con MPTP.

=  OE   i;`,  ````\
`0-_.`



2. MATERIALES Y RETODOS

2.1 Materiales

2.1.1  Reactivos generales

De  Merck  KGaA  (Damstadt,  Alemania)  se  obtuvo:  NaoH  (106498),  Nac1  (106404),

Hcl  (100317,  DMSO  (102952),  PFA  (818715),  metanol  (106009),  sacarosa  (107867),

EDTA (8418), K2HP04 (105104), etanol (100983), Na2C03  (106392), SDS (UN2926),I

isopentano  Uvaso  (UN1205).  De  Invitrogen  Life  Sciences  (Carlsl)ad,  CA)  se  obtuvo

MTT (M694). De Sigma-Aldrich qusA) se obtuvo NaHC03 (S5761), manitol (M9546),

MPP+   (D048),   MPTP   (M0896),   NaN3   (438436),   progesterona   (P0130),   L-tirosina

(T3754), insulina (16634), Na2Se03 (S5261), rotenona (R8875), NaBH4 (452882), Eukiit

(03989),  alcohol  polivinilico  Fluka  (C99J177).  De  Calbiochem  (Darmstadt,  Alemania)

Fluorsave  Reagent  (345789),  Triton  X-100  (648466),  BSA  (12659),  Hepes  (391333).

De Sakura Finitek: Tissue-Tek OCT (4583). De VWR portaobjetos Superfrosplus White

(48311).

2.1.2 Cultivo Celular

De   Gibco-BRL,   Life   Technologies   (Gaithersburg,   MD,   USA)   se   obtuvo   Minimal

Essential   Medium   (MEM),   F12-12   Nutrient   Mixture,   Dulbecco's   Modified   Eagle

Medium  (DMEM),  Leibovitz'sL-15  Medium  (L-15),  suero  fetal bovino  (FBS),  mezcla

de antibi6ticos y antimic6ticos (estreptomicina, penicilina y anfotericina 8) y Tripsina-

EDTA. De MerckMillipore (Billerica, MA, USA) se obtuvo tamp6n fosfato  lox (PBS)

y uiiidades de filtraci6n de 500 mL con poros de 0,2 prm. De Sanderson (Santiago, Chile)

14



se  obtuvo  agua  bidestilada  de  calidad  inyectable.  De  Coming  Incorporated  (Coming,

NY, USA) se obtuvo placas de cultivo de 100, 60 y 35 mm de diametro, y de 96, 48, 24

y  12 pocillos. De JSP  (Santiago,  Chile)  se obtuvo cubre objetos para cultivo de 25  mm.

De American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA) se obtuvo la linea celular

de iieurol)lastoma liumano SH-SY5Y (CRL-2266).

2.1.3 Animales

Del Instituto de Salud Publica de Cliile (ISP)  se obtuvo ratones machos C57/BL6  de 8

semanas de edad.  Del bioterio de la Universidad Cat6lica de Chile (Santiago)  se obtuvo

ratas Sprague-Dawley prefiadas en dia embrionario  15.

2.1.4 Sondas Fluorescentes

De  Sigma-Aldrich (USA)  se obtuvo  las  sondas  calceina (C0875),  calceina-AM (17783)

y  2',7'-diclorodihidrofluoresceina  diacetato   (D6883).   La  sonda  RPA  (rhodamine  8-

[(1,10-phenanthrolin-5-yl)-aminocarbonyl]benzyl ester) fue sintetizada por el laboratorio

del  Dr.  Bruce  Cassels  del  Departamento  de  Quimica  de  la  Facultad  de  Ciencias  de  la

Universidad  de  Cliile  siguiendo  metodologia  descrita  en  la  literatura  (Petrat  y  col.,

2002).

2.1.5 Anticueipos

Anticuelpo TH:  anticuerpo monoclonal de conejo contra Tiroxina Hidroxilasa (Sigma-

Aldrich,USA).  Anticuerpo  8111  tubulina:  anticuerpo  monoclonal  de  rat6n  contra  Tujl

(Sigma-Aldrich,USA).   Anticuerpo   4-HNE:   anticuerpo   monoclonal   de   rat6n   contra
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aductos de 4-1iidroxinonenal (abcam, Cambridge, UK). Anticuexpo 8-OHdG: anticuerpo

monoclonal  de  rat6n  contra  8-hidroxiguanosina  (abcam,  Cambridge,  UK).  Anticuerpo

IgG Rabbit biotinilado: anticuerpo policlonal de cabra conjugado con biotina contra IgG

de  conejo  (Vector,  California,  USA).  Anticuerpo  policlonal  de  cabra  conjugado  con

Alexa-488 contra IgG de Conejo y anticuerpo policlonal de cabra conjugado con Alexa-

532 contra IgG de rat6n (Invitrogen Life Sciences, Califomia, USA).

2.1,6 5-aminoetil-8-llidroxiquinolina

El  compuesto  evaluado  en  este  seminario  de  titulo,  la  5-aminoetil-8-hidroxiquinolina

(Qll),  fue sintetizado  en el laboratorio del Dr.  Vicente Castro,  Departamento  Qufmica

orginica y Fisicoquimica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmac5uticas, Universidad

de  Cliile,  bajo  una  estrategia  previamente  descrita  (Marrugo-Gonzalez  y  col.,  2012).

Posterior  al  proceso  de  sfntesis,  el  compuesto  fue  caracterizado  mediante  ]H-RNM  y

13C-RNM confirmando su pureza (>96%).

2.1.7 Equipos

Incubador con inyecci6n de C02800WJ (Thermo Scientific, Califomia, USA), campana

de   cultivo   con   flujo   vertical   Jouan  MSC9   (Thermo   Scientific,   Califomia,   USA),

campana  de  cultivo   con  flujo  liorizontal  NUAire   (Maryland,  USA),   ultracentrffuga

Mikro22R  (Hettich,  Tuttlingen,  Alemania),  centrifuga  Sorvall  ultra  Pro  80  (Thermo

Scientiflc,  California, USA), criostato Microm HM 525  (Thermo  Scientific, Califomia,

USA), pHmetro SP701  Suntex (Nueva Taipei, China), lector de Fluorescencia Synergy 2

(Biotek,  Vermont,  USA),  fluorimetro  FluoroMax  2  (Jobin  Yvon,  Kioto,  Jap6n),  bafio
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termo-regulado   WN7   (Memmert,   Schwabach,   Alemania),   lupa   binocular   (Motic,

Xiamen,   China),   bomba   peristaltica   75188-00   (Major   Science,   California,   USA)

microscopio de campo claro TMS (NIkon, Tokio, Jap6n), cinara para microscopio USB

9  Mpx  Amscope  9000  (Califomia,  USA),  microscopio  confocal  Carl  Zeiss  510  Meta

(Carl Zeiss AG, Oberkoclien, Alemania).

2.2 M6todos

2.2.1  Cultivo Celular

Las c6lulas SH-SY5Y se cultivaron incubadas bajo humedad a 37°C y C02 5% en medio

MEM/F12   suplementado   con   10%   de   suero   fetal  bovino   (FBS),   aminoacidos   no

esenciales,  penicilina  10  unidades/mL,  estreptomicina  10  mg/mL,  anfotericina  8  250

Hg/mL y tamp6n HEPES  20 mM, pH 7,2.  Fueron crecidas en placas  de  100  y 60  mm

hasta   alcanzar   confluencia  renovando   el   medio   de   cultivo   cada  48-72   h.   Para   la

realizaci6n  de  experimentos  las  c6lulas  fueron  despegadas  utilizando  tripsina  0,5  %  y

sembradas sol)re el mismo medio de cultivo en placas acordes al ensayo.

2.2.2 Deteminaci6n de la capacidad quelante

La fluorescencia de calceina (1  iiM en buffer de HEPES 20 mM, pH:  7,2) fue apagada

agregando  Fe2+  1  HM  desde  una  soluci6n  1:20  de  Fe:ascorbato  1  mM.  En placa  de  96

pocillos  se agreg6  el  complejo  calceina-Fe  1  LLM  y sobre  csste  se  agregaron  1,  3,  6,  12,

24,  36,  48,  96,   144  equivalentes  molares  de  los  quelantes.  A  los  25-35  minutos  de

incubaci6n   se   registr6   la  intensidad   de   la  fluorescencia   de   la   sonda   en   lector  de
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fluorescencia  utilizando  filtro  de  excitaci6n  de  485/20  nm  y  emisi6n  de  545/20  nm

(Zheng y col., 2005).

Pal.a  el  calculo  de  la constante  de  uni6n  aparente  de  Qll  y  DFO  por Fe, primero  se

realiz6  una  curva  de  apagamiento  de  calceina  1   LiM  con  distintas  concentraciones  de

hierro y se obtuvo la constante de uni6n aparente de calceina ajustando  los puntos a la

ecuaci6n:

y - Kccc 8 X + [fdi] # JF
X+1

donde Y corresponde  a  la concentraci6n de Fe agregada ([Fe]o), Kca es la constante de

uni6n  aparente  con Fe,  [Ca]  es  la  concentraci6n  de  calceina,  y X  el  cociente  entre  la

concentraci6n  del  complejo  cal-Fe  (sin  fluorescencia)  y  la  concentraci6n  de  calceina

libre   (fluorescente)   (X   =   [Cal-Fe]/[Cal]).   Estos   tiltimos   valores   fueron   obtenidos

directamente de la medici6n de la fluorescencia.

Luego  se  utilizaron  4  concentraciones  de  Fe  sobre  calceina   1   prM  y  sobre  estas  se

agregaron 4 concentraciones diferentes de los quelantes, produciendo un corrimiento de

la curva de apagamiento previamente descrita, para generar nuevas curvas y obtener las

constantes aparentes de cada quelante utilizando la siguiente ecuaci6n:

y - jl-cfl * JF + [ca] *H  ,    ([Q] €  jr)
jF+1 (x+(=)
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donde  [Q]  es  la  concentraci6n  de  quelante  utilizada  y  KQ  es  la  constante  de  uni6n

aparente del quelante por Fe. Esta estrategia fue modificada de la literatura (Smimova y

col., 2010).

Para la determinaci6n de la inliibici6n de la producci6n del radical hidroxilo se utiliz6 Ia

sonda  fluorescente  H2DCFDA.  Para  que  esta  fuera  oxidable  in  vitro  se  realiz6  una

liidr6lisis  basica incubando  1  mL de NaoH con 250  pl  de un  stock  1  mM  de  la sonda

durante  30  minutos.  Posteriomente  se  detuvo  la reacci6n  neutralizando  con  5  mL  de

Hepes 25  mM pH 7. Luego a  1  mL de esta soluci6n se le registr6  la fluorescencia basal

durante 2 minutos. Luego se agreg6 500 prL de H202 40  prM y se continu6 registrando la

fluorescencia  durante  2  minutos  para  luego  agregar  50  HL  de  Fe+2  400  prM  con  o  sin

quelante, y continuar el registro (Brubacher y Bols, 2001).

2.2.3 Viabilidad celular

C5lulas   SH-SY5Y  sembradas  en  placas  de  96  6  48  pocillos  fueron  incubadas  con

diferentes  concentraciones  de  Qll  y simultaneamente tratadas  con rotenona 5  prM por

24 h. Luego fueron incubadas en su medio liabitual con MTT 0,5 mg/ml durante  1-2 h.

Se detuvo el ensayo agregando un volumen equivalente de una soluci6n SDS  al  10% en

Hcl  10  mM.  Se  incub6  durante  5  h  a  37°C  y  se  registr6  la  absorbancia  a  570  nm

(Sumantran, 2011).

2.2.4 Determinaci6n de la capacidad quelante citos6lica o mitocondrial

Celulas    SH-SY5Y   sembradas   uniformemente    en   placas    de   24   pocillos    fueron

mantenidas   en   cultivo   6-7   dl'as   en   medio   nomal   para   permitir   confluencia   e
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incorporaci6n  de  Fe.  El  dl'a  del  ensayo  las  celulas  fueron  lavadas   1  vez  con  tamp6n

HBSS  y  cargadas  con  las  sondas  calceina-AM  o  RPA  a  una  concentraci6n  5  LiM  en

tampon HBSS-glucosa por  10 min. Luego las c6lulas se  lavaron 2-3  veces con HBSS  y

fueron incubadas  10 inin a 37°C para pemitir el equilibrio de la sonda. Posteriormente

se  registr6  la  fluorescencia  basal  y  luego  de  la  adici6n  de  Ql I  y  otros  quelantes,  con

filtros de 485 y 545 nm de excitaci6n, y 535 y 600 nm de emisi6n para calceina y RPA

respectivamente (Epsztejn y col.,1997; Petrat y col., 2002).

2.2.5 Protocolo de protecci6n contra dafio oxidativo

C6lulas SH~SY5Y sembradas en vidrios de cultivo de 25 mm, fueron pre-incubadas con

Qll  durante 1 h. Posteriormente el medio fue totalmente remplazado y se co-incub6 con

quelante (1-10 HM) y rotenona 5  prM por 24 h.

2.2.6 Cultivo primario de mesenc6falo de rata

Ratas   prefiadas   Sprague-Dawley   en   el   dia   15   de   gestaci6n   fueron   anestesiadas   y

sacrificadas  por  dislocaci6n  cervical.  Se  extrajeron  los  fetos  y  fueron  recolectados  en

medio L-15  frio.  En campana y utilizando  lupa se aislaron cerebros para diseccionar y

recolectar  los  nbcleos  dopamin6rgicos  mesencefalicos  (A8,  A9  y  A10).  El  tejido  fue

disgregado  por pipeteo  repetido  en medio  DMEMffl2  suplementado  con  BSA  0,1%,

insulina  5  mg/ml,  L-tirosina  30  nM,  progesterona  20  nM,  selenito  de  sodio  30  nM,

penicilina  100  unidades/mL,  estreptomicina  100  mg/mL y FBS  5%. Las  c5lulas  fueron

sembradas en vidrios de cultivo de 25 mm, esterilizados y pre-tratados con poli-L-lisina

1  mg/mL,  a una densidad  de  50.000-60.000  c5lulas por cm2.  El medio  fue remplazado
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totalmente el dia in vitrol  (DIvl),  y los DIV3  y 5  se remplaz6 la mitad del medio. EI

DIV7 las c6lulas fueron utilizadas.

2.2.7 Protocolo de dafio y regeneraci6n del drbol neuritico

Cultivos primarios de mesenc6falo de rata de 7 dias in vitro fueron tratados con la toxina

MPP+  0,5   LiM  en  medio  completo  durante  24  h.   Luego  el  medio  de  cultivo  fue

remplazado retirando la toxina y se incub6 con Qll  o M30 durante 72 h (G6mez y col.,

2012).

Siembra CPM

DIV: 0

MPP+   Qll(recuperaci6n)

DIV: 7          DIV: 8 DIV:  1 1

I

lcQ

Figura 2 Protocolo de dafio y recuperaci6n del arbol neun'tico de neuronas TH-positivas en
cultivo primario de mesenc6falo de rata. Celulas mesencefalicas son sembradas en el dia 0 y
dejadas crecer. Al dia 7 son tratadas con MPP+ 0,5  I.M por 24 h. El dia 8 se retira el MPP+ y se
agrega Qll  por 72 h. El dia 11  se realiza inmunocitoquimica (ICQ) de fluorescencia anti-TH.

2.2.8 Protocolo de protecci6n y regeneraci6n contra la intoxicaci6n con MPTP

Ratones  C57reL6 de  8  semanas de edad fueron separados  en 4  grupos de tratamiento:

Control,   MPTP,   Qll   y   MPTP/Ql1.   Estos   ratones   fueron   pesados,   etiquetados   y

aclimatados durante  1  semana con un ciclo de  12h luz /  12h oscuridad.  El dia  I  y 2 del

experimento se administr6 por gavage Q115  mg/kg a los grupos Qll  y MPTP/Ql I. A

los grupos Control y MPTP se les administr6 voliinenes equivalentes de soluci6n salina.
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El  dia  3  se  administr6  Qll  o  salino  y  luego  se  efectu6  un  protocolo  de  intoxicaci6n

aguda con la toxina MPTP consistente en la administraci6n por inyecci6n i.p de 4 dosis

de 20 mg/kg con intervalos de 2 h entre rna y otra administraci6n. Los grupos Control y

Qll  recibieron  soluci6n  salina.  Los  dias  4,  5,  6  y  7  se  administr6  la  misma  dosis  de

quelante. El dla 8 los ratones fueron anestesiados con inyecci6n i.p de ketamina/xilazina

150-10 mg/kg respectivamente. Luego se realiz6 perfusi6n intracardiaca de 20-30 mL de

soluci6n anticoagulante (suerotheparina (100 U/mL)) seguida de 40-50 mL de soluci6n

fijadora  (PFA   4   %   en   suero   fisiol6gico).   Finalmente   se   retir6   los   cerebros   y   se

conservaron durante 72 h en PFA 4 %, luego se mantuvieron 48 h en sacarosa 20% para

posteriormente   ser   congelados   por   inmersi6n   en   isopentano   a   -20°C   por   1   min.

MPTP  6 salino

I+
Qll  6 salino

Grupo r^'mp S|''l,o Ql'

C'olllrol
i

+ -Ii

_®„
+

\'1.I.I,,       ._.}IPTl,/¢lT_ +,- + -/

+ -II +                I

Perfusi6n/Fijaci6n
IHQ a-TH

Figura  3  Protocolo  de  protecci6n  a  intoxicaci6n  aguda  con  nmTP  El  dia  1  comenz6  la
administraci6n por gavage de Ql 1,  1  dosis diaria hasta el dia 7.  El di'a 3  se administr6 MPTP 6
soluci6n  salina.   El   dia   8   los  ratones  fueron   sacrificados  y  se  extrajeron   los  cerebros  para

posterior analisis. ha tabla inferior detalla los grupos experimentales y su tratamiento
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2.2.9 Inmunocitoquimica

Las  c5lulas  fueron  lavadas  una  vez  con  PBS  precalentado,  luego  fijadas  con  PFA-

sacarosa 4%  por  30  min  a  4°C.  Se  permeabilizaron utilizando  Triton X-100  0,2%  en

PBS   por   10  min  a  4°  C.  El  bloqueo  se  efectu6  con  BSA  4%   durante  30   min  a

teinperatura ambiente. La incubaci6n de los anticuerpos primarios se realiz6 durante  12

h.  Las concentraciones de anticuerpos primarios utilizadas fueron:  anti-TH  1/1000, anti-

PIII tubulina  1/500,  anti-8HdG  1/400.  El  anticuerpo  primario  se  lav6  3  veces  con  PBS

seguido  de la incubaci6n del anticuerpo secundario correspondiente y la tinci6n nuclear

Topro-3   por  2  h.   Los  anticuerpos  secundarios  conjugados  con  Alexa  Fluor  fueron

utilizados a una concentraci6n de  1/500.  Topro-3  fue utilizado  a una concentraci6n de

1/600.  Todas  las  diluciones  de  anticuerpos  fueron realizadas  en BSA  1°/o.  Luego  de  la

incubaci6n  del  anticuerpo  secundario  se  lav6  2  veces  con  PBS   y   1   vez  con  agua

destilada. Los cubre-objetos fueron montados con el reactivo Fluorsave.

2.2.10 0btenci6n y analisis de datos de inmunocitoquimica

La adquisici6n de imagenes desde muestras de  c5lulas  SH-SY5Y y de  CPMs se realiz6

con un microscopio confocal LSM 510 en condiciones de configurabi6n constante para

cada  experimento.  La  selecci6n  celular  y  medici6n  de  la  intensidad  de  fluorescencia

celular desde las imagenes fue realizada utilizando el programa lmageJ (NIH, USA). La

medici6n  de  la  longitud  del  arbol  neuritico  fue  determinada  utilizando  el  programa

HCA-Vision (Csiro, Australia).
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2.2.11  Inmunohistoquimica

Los cerebros congelados fueron emlJebidos en medio OCT para montar en criostato.  Se

realizaron  cortes  coronales  de  40  Lim  de  grosor  y  se  recolectaron  en  PBS  con  azida

0,002%,  en  series  de  5  grupos  de  8  cortes  cada uno,  correspondientes  a  la regi6n  del

estriado y 9 cortes por cerebro correspondientes a la region de la SNc. Los cortes fueron

procesados en placas de  12  pocillos utilizando tamices de  15  mm de diametro. Estos se

lavaron 3 veces con PBS. Posteriormente se trataron durante 5 min con metanol analitico

para disminuir la actividad peroxidasa end6gena en el caso de la inmunoliistoquinica, o

con  NaBH4   1   mg/mL  para  disminuir  la  fluorescencia   intrinseca  en   el   caso   de   la

jnmunohistoquinica  de  fluorescencia.  Posteriormente  se  permeabilizaron  los  tejidos

utilizando  Triton X-100  al  2  %  durante  5  min a temperatura  ambiente.  El  bloqueo  se

efectu6  con  BSA  al  4  %  durante  30  min  a temperatura  ambiente.  La  incubaci6n  del

anticuerpo  primario   se  realiz6  con  agitaci6n   a  4°C  durante   72   h.   En  el   caso   del

anticuelpo  anti-TH  se  utiliz6  una  concentraci6n  de  1/500  y  en  el  caso  del  anticuerpo

anti-HNE 1/250. Ambas diluciones en PBS con timerosal 0,02 %. El anticuerpo primario

fue lavado  3  veces  con PBS  y  luego  se  incub6  el  anticuerpo  secundario,, 30 min en  el

caso  del  anticueapo  anti-Rabbit biotinilado  utilizado  a  una  concentraci6n  de  1/250  en

PBS,  y  2  h  en  el  caso  de  los  anticuerpos  secundarios  conjugados  con  Alexa  Fluor

utilizados  a una  concentraci6n  de  1/400.  Despu5s  de  lavar  el  anticuerpo  secundario  3

veces  con  PBS  se  incub6  con  el  kit  ABC  Vectastain  durante  1  h.  Luego  se  revel6  el

tejido incubando con DAB  1  mg/mL durante  1  a 3 min dependiendo del experinento y

la progresi6n del color dada por la actividad de la peroxidasa al metabolizar el sustrato.

Luego   los   cortes   fueron  lavados   3   veces   con  PBS   y  montados   sobre  portaobjetos
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electroestaticos  Superfrosplus.  Los  cortes  montados  fueron  dejados  seca-r  durante  una

noche  bajo   campana  y  al  dia  siguiente  se  procedi6  a  la  deshidrataci6n   del  tejido

incubando sucesivamente los cortes durante  1 min en agua destilada, etanol 70%, etanol

90%  y  etanol  100%.  Posteriormente  se  incub6  con  xileno  2  veces  por  3min  cada  vez.

Finalmente se coloc6 un vidrio cubre objeto utilizando el medio de montaje EUKIT. En

el caso de la inmunofluorescencia, el anticuerpo secundario fue lavado 2 veces con PBS

y 1 vez con agua destilada, para posterior montaje con el medio FLUKA.

2.2.12 0btenci6n y analisis de datos de histoquimica

Las     imagenes     correspondientes     a     los     cortes     de     cerebro     procesados     por

inmunohistoquimica  revelada  con  DAB,  fueron  obtenidos  desde  un  microscopio  de

campo claro Nikon para el caso de cortes correspondientes a SNc y con una lupa Motic

para el caso de los cortes de estriado. En ambos casos las imagenes fueron obtenidas con

una  camara  USE  Amscope  de  9  Mpx.  En  el  caso  de  las  inmunohistoquimicas  de

fluorescencia  la  obtenci6n  de  imagenes  se  realiz6  con  un  microscopio  confocal  LSM

710.  En  ambos  casos  la  obtenci6n  de  datos  desde  las  imagenes;  area  TH-positiva,

ntimero de c6lulas TH positivas, densidad 6ptica e intensidad de fluorescencia se realiz6

con el programa ImageJ.

2.2.13  Analisis estadfsticos

Las  diferencias  entre  los  promedios  de  3  o  mas  grupos  en  cada  experimento  fueron

analizados utilizando ANOVA de rna vl'a con el software Graphpad Prism 6. Valores de

p< 0,05 fueron considerados como diferencias significativas. La diferencia significativa

entre grupos fue evaluada con prueba a posteriori de Tukey.
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3. RESULTADOS

3.1 Determinaci6n de la capacidad quelante de Fez+

3 .1 .1  Competencia con calceina

Para determinar si el compuesto Qll posee efectivamente actividad quelante y cual es su

capacidad   quelante  relativa,   se  realiz6   un   ensayo   de  competencia  por  Fe2+  contra

calceina. Calceina es una mol5cula fluorescente con excitaci6n a los 485 nm y emisi6n a

los  515  nm  que,  ademas  de  quelar  Fe,  tiene  la  propiedad  de  apagar  su  fluorescencia

cuando  une  este metal.  For lo tanto,  se midi6  coino  cambia  la fluorescencia al  agregar

diferentes concentraciones de Qll. El quelante DFO se us6 como un control positivo. Se

observ6  que  ambos  quelantes  son  capaces  de  restaurar  la  fluorescencia  en  una  clara

dependencia de la concentraci6n utilizada,  sin embargo, DFO logra el efecto maximo a

concentraciones  mucho  menores  comparado  con  Ql I  (Figura  4A).  Para  determinar la

constante  de  afinidad  aparente  de  estos  quelantes  primero  se  estableci6  la  constante

aparente  de  afinidad  de  calceina  y  hieITo  (Kca).  Para  esto  se  realiz6  una  curva  de

apagamiento con diferentes concentraciones de Fe (Figura 48) y luego se transform6  a

un grafico de dependencia entre la raz6n entre la concentraci6n del complejo Fe-calceina

y la calceina libre ([Fe-Cal]/[Cal], y la concentraci6n de Fe utilizada ([Fe]o) (Figura 4C).

En estas condiciones la constante de union aparente de calceina por Fe obtenida fue 0,8

*106  M-1.
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Figura 4.  Qll  compite con  calceina por Fe+2.A)  Soluci6n  de calceina-Fe  I LiM  en  HEPES  25
mM   fue  desapagada  agregando  diferentes  concentraciones  de  los  quelantes  Ql 1   o  DFO.B)
Curva de apagamiento de calceina en funci6n de  la concentraci6n de Fe agregado.  C) Curva de
determinaci6n  de  la  constante  aparente  de  calceina  por  Fe.  D)  Curvas  de  determinaci6n  de  la
constante aparente de DFO por Fe. E) Curvas de determinaci6n de  la constante aparente de Ql I

por Fe.  Los valores representan  la media ±  la desviaci6n estandar de ensayos en cuadruplicado.
N = 3 experimentos independientes.

Con  este  valor  se  constmyeron  las  curvas  para  determinar  las  constantes  de  uni6n

aparente  de  Fe2+  con  los  quelantes  DFO  y  Qll  (Figura 4D-E)  dando  como  resultado

0,334 ± 0,02  *109M-I  para DFO, y 40,12 ± 0,21  *106M-'  para Ql I.

3.1.2 Inhibici6n de la producci6n del radical hidroxilo

Otra  estrategia  utilizada  para  determinar  la  capacidad  quelante  de  Qll   con  mayor

relevancia  biol6gica,  fue  medir  la  capacidad  de  este  para  evitar  el  desarrollo  de  la

reacci6n  de  Fenton  en  presencia  de  H202  utilizando  la  sonda  H2DCF.  Esta  sonda  es

oxidada por el radical hidroxilo y otros radicales de forma irreversible dando lugar a un
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estado  fluorescente  con  excitaci6n a los  495  nm y  emisi6n  a  los  515  nm.  Teniendo  en

cuenta esto,  se agreg6 a una soluci6n 40  prM de la sonda, 20  prM de H202, y luego Fe+2

20  LLM para  generar radical liidroxilo  mediante  la reacci6n  de  Fenton  y la consecuente

oxidaci6n de H2DCF  (Figura 5A y 58,  Control).  Siguiendo este procedimiento tainbi5n

se  agreg6  Fe  previamente  mezclado  con  diferentes  concentraciones  de  los  quelantes

DFO y Qll. La adici6n de quelante al Fe produjo una disminuci6n en la fluorescencia

maxima  alcanzada  por  la  sonda  en  un  patr6n  de  dosis  respuesta  en  el  que  mayores

concentraciones  del  quelante respecto  del Fe,  disminuyeron en mayor medida  el valor

maximo   de   la   fluorescencia   alcanzada.   En   concordancia  con  lo   encontrado   en   lo

experimentos  con calceina,1a respuesta de Qll  se produce  a concentraciones mayores

alcanzando  una  disminuci6n  cerca  del  90%  al  encontrarse  en  una  concentraci6n  100

veces la del Fe.  La IC50 para la reacci6n de Fenton en estas condiciones  corresponde a

22,45  LiM de  Qll  (Figura  5A).  DFO  evita la oxidaci6n  a menores  concentraciones  y a

una concentraci6n 5 veces mayor a la de Fe. La disminuci6n es practicamente del  100%.

La IC50 determinada para DFO es de 0,5085 prM.
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Figura 5.Qll  inhibe la producci6n del radical hidroxilo. Determinaci6n de la fluorescencia de
la sonda H2DCF. Primera flecha adici6n de H202. Segunda flecha adici6n de Fe, o Fe+ quelante.
A) Cin6tica de la fluorescencia utili2rando Ql I, 8) cin6tica de  la fluorescencia utilizando DFO.
En  esquina  superior  derecha  de  A  y  8,  insertos  con  la  determinaci6n  de  la  IC50  de  cada
quelante. Valores representan la media ± desviaci6n estindar de 3  experimentos independientes.

3.2 Determinaci6n de la capacidad que]ante citoplasmitica o mitocondrial

3.2.1  Permeabilidad celular y capacidad quelante de hierro citoplasmatico.

Una vez determinada la efectiva capacidad quelante de Qll  fue relevante evaluar si el

compuesto  es capaz de permear la membrana celular y  en segundo  termino  ejercer su

acci6n  quelante  en  el  espacio  citoplasmatico.  Para esto  se  cargaron  celulas  SH-SY5Y

con   la   sonda   calceina-AM.   Esta   sonda,   derivada   de   la   calceina   anteriormente

mencionada, ingresa a la c6lula en foma no fluorescente y es desesterificada a calceina
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fluorescente.  Al  ser  desesterificada  ademds  adquiere  polaridad  y  se  concentra  en  el

citoplasma d6nde  la  union  de  Fe  labil  apaga  su  fluorescencia.  Al  agregar quelante  al

medio  donde  se  encuentran  las  c6lulas  es  posible  determinar  en tiempo  real  si  existe

cambio en la fluorescencia al  interior de las c6lulas,  lo que da cuenta de rna actividad

quelante capaz de competir por Fe contra calceina y restaurar su fluorescencia.

Figura 6. Qll posee capacidad quelante del hierro citoplasmatico. Celulas SH-SY5Y fueron
cargadas con calceina-AM 5  iiM y se registr6 Ia fluorescencia de  la sonda (Ex.485Alm.545). A)
Gnetica  de  fluorescencia  (Fff o)  de  la  sonda  calceina.  Primera  flecha  indica  la  adici6n  de
cualquiera  de  los  quelantes  evaluados  6  H20  en  control.  Segunda  flecha  indica  la  adici6n  del

quelante  2,2-bipiridilo  a  una  concentraci6n  final  de  2  mM.  8)  Fluorescencia  despu6s  de  la
adici6n  de  los  quelantes  evaluados.  Los valores  representan  la media ±  desviaci6n  estandar de
cuadruplicados. N=3 experimentos independientes. **** p< 0,0001.
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La adici6n de una concentraci6n 10 prM de Qll no genera una respuesta sighificativa en

la   fluorescencia   de   calceina.   Sin   embargo,   si   se  utiliza   50HM   es   posible   vcr   una

respuesta  similar  a  la  observada  al  utilizar  el  quelante  M30  a  loLLM.  La  adici6n  del

quelante   2,2-bipiridilo   a   una   concentraci6n   elevada   (2   mM)   permite   "desapagar"

totalmente la calceina siendo el control positivo de la respuesta de la sonda en cada caso

(Figura  6).  Dado  estos  resultados,  es  posible  que  Qll  pueda  permear  la  membrana

celular y ejercer su capacidad quelante en el citoplasma. Sin embargo, esta capacidad es

menor que la del quelante M30, en concordancia con el experimento de la Figura 4.

3.2.2 Permeabilidad y capacidad quelante mitocondrial.

La mitocondria,  dada la actividad de la  cadena de transporte de  electrones,  es  el  lugar

por  excelencia  de  generaci6n  intrinseca  de  ROS.  For  tanto,  fue  de  inter6s  evaluar  la

capacidad de quelar Fe en este organelo.  Para evaluar esta capacidad se utiliz6  la sonda

de Fe mitocondrial  RPA  siguiendo  la misma 16gica que  con  la utilizaci6n  de  calceina-

AM. Esto es, la capacidad quelante mitocondrial se evidencia como la restauraci6n de la

fluorescencia de RPA, que es concentrada en las mitocondrias y que se apaga al unir Fe

en este organelo.
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Figura 7. Qll no posee capacidad quelante mitocondrial. C6lulas SH-SY5Y fueron cargadas
con 5  HM de la sonda de Fe mitocondrial RPA. Se registr6 la fluorescencia de la sonda (545/600
nm)  antes y despu6s de agregar los quelantes. A) Cin6tica de  la fluorescencia (FAIO)  de c6lulas
cargadas con RPA:  la primera flecha indica la adici6n de quelantes, la segunda indica la adici6n
del  quelante  2,2-bipiridilo  a  una  concentraci6n  final  2  mM.  8)  Promedio  de  la  fluorescencia
despu6s  de  la adici6n  de  quelantes.  Los  valores  representan  la media ±  desviaci6n estindar de
cuadruplicados. N=3experimentos independientes. **** p< 0,0001.

La adici6n  del  quelante  DFP  25  LiM  produjo  un cambio  en  la  fluorescencia de  RPA,

evidenciando permeabilidad y capacidad quelante mitocondrial. Por otro lado, la adici6n

del   altamente   permeable   quelante   2,2-bipiridilo   genera,   como   es   de   esperar,   rna

respuesta del sistema, por sobre el nivel alcanzado por DFP.  Sin embargo, 1a adici6n de

Qll, tanto  a rna concentraci6n de  10  (no  se  muestra)  como  de  50  uM no produjo un

cambio en la fluorescencia de la sonda RPA, indicando su incapacidad de quelar hierro

en este compartimento (Figura 7).
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3.3 Citotoxicidad y cito-i]rotecci6n contra el dafio oxidativo

3.3.1  Citotoxicidad de Qll

Con  la  intenci6n  de  utilizar  el  compuesto  Qll   en  protocolos  de  protecci6n  contra

agentes  productores  de  dafio  oxidativo,  primero  fue  evaluada  ]a  citotoxicidad  de  este

compuesto a diferentes  dosis. Para ello, c6lulas  SH-SY5Y fueron tratadas con Qll  por

24  li para posteriormente  realizar un  ensayo  de  viabilidad  con  el  reactivo  MTT.  Los

resultados  del  ensayo  con MTT muestran  que ninguna  de  las  dosis  evaluadas  de  Qll

afecta la viabilidad celular.  Si bien  en  la mayoria de  las  concentraciones  parece  existir

un   pequefio   auinento   en  la  absorbancia  a  570   nm  respecto   al  control,   este  no   es

estadisticamente significativo (Figura 8A).

3.3.2 Citoprotecci6n del dafio inducido por rotenona

Se  evalu6,  ademas,  la  capacidad  de  diferentes  concentraciones  de  Qll  de  proteger la

viabilidad de c6lulas SH-SY5Y sometidas a un tratamiento con rotenona 5  LIM por 24 h.

Para ello se pre-incub6  con Qll  por  1  h, y luego  se co-incub6 Ql I  con rotenona 5  prM

por  24  h.  El  tratamiento  con  rotenona  por  24  h  disminuy6  la  viabilidad  en  un  20%

aproximadamente. Ningtin tratamiento con Q 111ogr6 reveriir esta situaci6n (Figura 88).
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Figura 8.  Qll  no  rescata la viabilidad de c6lulas tratadas con  rotenona.  C6lulas  SH-SY5Y
sembradas en  placas  de  96  pocillos  fueron tratadas con  (A)  diferentes  concentraciones  de  Ql 1
por  24  h  y  (8)  pre-incubadas  con  diferentes  concentraciones  de  Qll   por  1   h  y  luego  co-
incubadas  con  Qll   y  rotenona.  Los  valores  representan  la  media  ±  desviaci6n  estandar  de
quintuplicados. N=3 experimentos independientes. * *** p< 0,0001.

Ademds, se evalu6 la capacidad de Qll  de ofrecer protecci6n contra el dafio oxidativo a

acidos nucleicos utilizando un marcador especifico de este fen6meno como es la adici6n

de radical hidroxilo a la base deoxiguanina (dG) formando  8-OHdG.  Para esto, c6lulas

sembradas en cubreobjetos fueron tratadas siguiendo un protocolo de pre-incubaci6n con

Qll  de  1  h, seguido de la co-incubaci6n con rotenona 5  HM para luego de 24 h realizar

ICQ contra 8-OHdG.
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Figura  9.  Qll   protege  contra  la  formaci6n  de  8-OHdG.  C6lulas  SH-SY5Y  fueron  pre-
incubadas  con  Qll   y  luego  co-incubadas  con  rotenona  5   HM  por  24  h.   Luego   se  realiz6
inmunocitoquimica    de    fluorescencia    utilizando    anticuerpo    anti-8-OHdG.    A)    Imagenes
representativas  de  diferentes  tratamientos.  Barra  de  escala  =  20  prm.  8)  Cuantificaci6n  de  la
intensidad de  la  fluorescencia registrada de  40-50  c6lulas  por condici6n.  Valores  representan  la
media  ±  desviaci6n  estandar  de  las  mediciones.  N=3  experimentos  independientes.   ****  p<
0,0001 .

El tratamiento con rotenona aument6 la intensidad de la fluorescencia casi al doble de la

condici6n control, que corresponde a c6lulas no tratadas (Figura 8A y 88).  La pre y co-

incubaci6n  de rotenona con Ql I  evita el  aumento  de la formaci6n de  8-OHdG  (Figura
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8G).   Los  tratamientos  solo  con  Qll   parecen  disminuir  la  fluorescencia  respecto  el

control, sin embargo, estas diferencias no son significativas.

3.3.3 Regeneraci6n del arbol neuritico en cultivo primario de mesenc6falo

Para   explorar  las   propiedades  neuroprotectoras   de   Qll   en   c5lulas   dopamin5rgicas

posterior a la generaci6n de dafio (relevante en la EP), c6lulas mesencefalicas de rata en

cultivo  primario  fueron  tratadas  con  la  concentraci6n  sub  letal  0,5  HM  de  la  toxina

MPP+  por  24  11,  condici6n  que  produce  una  drdstica  disminuci6n  del  arbol  neuritico

(Gomez y col.,  2011).  Posteriormente,  las  c6lulas  se incubaron con Qll  por 72 h para

luego realizar ICQ contra el marcador dopaminergico tirosina hidroxilasa (TH).

36



MPP+   0,5llM

Figura  10.  Qll  recupera  el  arbol  neuritico  de  c6lulas  TH  positivas  tratadas  con  MPP+.
Cultivos primarios  de mesencefalo  tratados  con MPP+ por 24  h y  luego  incubados  con Ql 1  o
M30  por  72  h.  Luego  se  realiz6  inmunocitoquimica  anti  TH.  A)  Imagen  representativa  de  la
condici6n Control,  8)  tratamiento  con  MPP+,  C) MPP+ y regeneraci6n  con  M30,  D)  MPP+ y
regeneraci6n  con  Ql I;  5  prM.  E)  cuantificaci6n  del  largo  del  arbol  neuritico,  20-30  c6lulas  por
condici6n.  Barra de  escala =100Hm.  Los valores representan la media ±  la desviaci6n estandar
de las mediciones. N=3  experimentos independientes.  * ** * p< 0,0001.
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La marca de TH permite  distinguir tanto  aquellas c6lulas  dopamin6rgicas  de  los  demas

tipos  celulares  componentes del cultivo como  contomear los procesos  que emergen de

los  somas TH-positivos (Figura  10A-F).  Como  era esperado,  el tratamiento  con MPP+

gener6  una  disminuci6n  de  la  longitud  de  los  procesos  de  aproximadamente  un  50%.

Esta disminuci6n fue revertida por el tratamiento posterior de M30 6  cualquiera de  las

concentraciones de Qll evaluadas indistintamente (Figura 9G).

3.4 Toxicidad y.neuroprotecci6n in vivo

Para evaluar la toxicidad y capacidad neuroprotectora de Qll  in vivo,  ratones machos

C57/BL6  fueron tratados  con  la toxina MPTP  en  un  protocolo  de  intoxicaci6n  aguda,

con o sin la administraci6n oral de Qll  como agente protector, para luego evaluar en los

cerebros de estos animales mediante IHQ la cantidad de somas TH-positivos en la SNc,

la densidad de las fibras TH-positivas en el estriado, y la presencia de reactividad de 8-

hidroxinonenal como medida del dafio oxidativo en la SNc.

3.4.1 Toxicidad y protecci6n de neuronas TH-positivas en la SNc

Utilizando  la lierramienta "Analyze, Particles" de ImageJ se  cuantific6  la proporci6n  de

tejido  TH-positivo  en la multiplicidad de cortes correspondientes  al  area de  la  SNc  de

los cerebros de los diferentes grupos de tratamiento.

38



Figura 11. Qll  protege la SNc de ratones tratados con rmTP. A) Imagenes representativas
de    cortes    de    SNc    de    ratones    tratados.    Las    neuronas    fueron    detectadas    mediante
inmunohistoquimica  contra  TH.  8)  grdfico  de  cuantificaci6n  del  area  TH-positiva  (somas).
Valores representan la media ± desviaci6n estindar de las mediciones.  Control, Qll  y MPTP:  7
ratones por condici6n. Ql I/MPTP:  8 ratones.  **** p<0,0001.   ** p<0,01.

Se  observ6  rna  clara  disminuci6n  en  la  cantidad  de  somas  TH-positivos  en  aquellos

cerebros  correspondientes  al  tratamiento  con  MPTP  respecto  del  tratamiento  control

(Figura  1 lA  y  llc).  El  tratamiento  solo  con  Qll  no  vari6  el  ndmero  de  somas  TH-

positivos.   En   ratones   tratados   con   MPTP,   el   tratamiento   con   Qll    indujo   una

significativa  protecci6n   contra  la  p6rdida  de   c6lulas   TH-positivas   que   provoca  la

intoxicaci6n aguda con solo MPTP (G).

3.4.2 Protecci6n de las fibras TH-positivas en el estriado
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Dado que la sintomatologla de la EP tiene directa relaci6n con la depleci6n de dopamina

en el cuelpo estriado,  la integridad de las fibras de las neuronas dopamin6rgicas cuyos

somas residen en la SNc, es un factor clave a considerar mds aun teniendo en cuenta que

se presume  que  la muerte de  las neuronas de  la SNc ocurre por un proceso  de muerte

retr6grada,  iniciindose en la parte mas distal  de estas mismas,  sus terminales axonales

en el estriado.

A            Salino                     Qll

E.    EE  E

Figura 12.Ql I protege las fibras TH-positivas en el estriado. A) Imagenes representativas de
cortes  de  estriados  de  ratones  tratados.  8)  Cuantificaci6n  de  la  densidad  6ptica  de  mtiltiples
cortes  (6-8)  por  cerebro  de   cada  condici6n.   Valores   representan   la  media  ±   la  desviaci6n
estandar  de  las  mediciones.  Control,  Qll   y  MPTP:  7  ratones  por  condici6n.  Ql I/MPTP:   8
ratones.  **** p<0,0001.  ** p<0,01.

Al  igual  que  los  somas  TH-positivos  de  la SNc,  las  fibras  TH-positivas  en  el  estriado

tampoco se vieron afectadas con el tratamiento solo con Ql 1  (Figura  12A) descartando

un   efecto   de   toxicidad   por  el   quelante.   La  intoxicaci6n   con  MPTP  produjo   una
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disminuci6n  de  la intensidad  de marca  de  TH  en  el  estriado  de  alrededor de  un  50%

(Figura  128) y el tratamiento con Qll  en ratones intoxicados aument6 la intensidad de

marca de TH  a niveles  cercanos al  90% respecto  el  control,  siendo  significativamente

diferente a la intoxicaci6n solo con MPTP (Figura  128).  Sin embargo, 1a intensidad de

la marca no se recuper6 totalmente.

3.4.3 Protecci6n contra la formaci6n de aductos de 4-IINE

Para evaluar c6mo  los efectos protectores ejercidos por Qll, ya sea en las c6lulas TH-

positivas de la  SNc o  en las fibras TH-positivas en el estriado,  podrfan estar mediados

por  la  diminuci6n  del  estres  oxidativo  producido  en  la  SNc,  se  evalu6  la presencia  de

aductos de 4-HNE en cortes de SNc de los ratones tratados con o sin Qll  e intoxicados

o no con MPTP. 4-HNE es un producto altamente reactivo derivado de la peroxidaci6n

lipidica. Con proteinas, 4-HNE forma aductos con el grupo £-amino de las lisinas, con el

sulfliidrilo  de  las  cisteinas,  y con el  imidazol  de  las histidinas  (Shaur y col.,  2015).  For

tanto,   la  formaci6n  de  aductos  de  4-HNE  es  reflejo  de  la  peroxidaci6n   lipidica  y

modificaci6n oxidativa a proteinas.

Si bien la marca de 4-HNE es ubicua comparada con la marca de TH, es posible notar un

claro patr6n de intensificaci6n de  la marca en la zona correspondiente a  la  SNc en los

cortes  de  ratones  intoxicados  con  MPTP  (Figura  12C).  Este  patron  no  se  encuentra

presente  en  los  cortes  correspondientes  a  la  condici6n  control  y en  aquellos  animales

s6lo tratados con Qll. Ademas, el patr6n de la marca tampoco es evidente en los ratones

intoxicados  con  MPTP  y  tratados  con  Qll.  La  cuantificaci6n  de  la  intensidad  de  la
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fluorescencia  de  la marca de  4-HNE  en  la  SNc,  que incluye la  sustracci6n del  fondo

correspondiente al tejido presente fuera de la SNc delimitada por la marca de TH, indica

un aumento de la marca 4-HNE en los ratones tratados con MPTP de aproximadamente

un 200% respecto a la condici6n control.  El tratamiento con Qll  revierte el efecto del

MPTP y la intensidad de la marca es similar a la situaci6n control (Figura 138).

A            "                           4-HNE

¢`S*

Figure  13. Qll previene la formaci6n de aducto8 de 4-FINE en la SNc tras la intoxicaci6n
con MPIP.  A)  Imagenes representativas  de  cortes  de  SNc  de ratones  sometidos  a diferentes
tratanientos, marcados con anticuelpos contra TH y 4-IINE. 8) Graeco de cuantificaci6n de la
intensidad  de  la  fluorescencia  conespondiente  al  canal  para  4-IINE  en  la  zona  de  la  SNc
delimitada por la marca de TH.  Ban de escala = 200  rm. Ira linea blanca punteada indica la
zona de la SNc.  Se muestra el valor promedio ± la desviaci6n estindar de las mediciones.  3-5
cortes analizados por condici6n. Control, Qll  y Qll/MPTP: 5 ratones por condici6n. MPTP: 4
ratones. **** p<0,0001.
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•4. DISCUSI0N

En  este  seminario  evaluamos  como  el  compuesto  Qll,  disefiado  y  sintetizado  como

quelante   de  Fe,   puede   ejercer  protecci6n   en   di`ferentes   contextos   que   modelan   la

enfermedad   de   Parkinson.   Las   propiedades   y   efectos   encontrados   se   discuten   a

continuaci6n.

4.1 Resultados

4.1.I   Capacidad   quelante,   permeabilidad   y   localizaci6n   subcelular   de   la   actividad

quelante.

Dos experimentos fueron realizados para determinar la capacidad quelante de Q 11. En el

primero   se   utiliz6   calceina,   un   compuesto   con   una   amplia  utilizaci6n   en   ensayos

celulares, para  determinar ademas  de  la concentraci6n  de Fe  intracelular,  la viabilidad

c.elular,  visualizaci6n de  ondas de calcio,  fuga desde liposomas,  etc.  Calcei'na forma un

complejo con Fe+2 en una raz6n 1/1  (Figura 48). La formaci6n de este complejo provoca

la p5rdida de ]a fluorescencia a los  515  nm que posee  la calcefna libre.  Por lo  tanto,  la

16gica de  este  experimento  fue  examinar si  la  incubaci6n  con Qll  puede  disminuir la

formaci6n del complejo  Cat-Fe y por ende aumentar la fluorescencia a los  515  nm.  El

resultado  fue  muy  evidente  para  el  quelante  DFO  que  es  ampliamente  utilizado  en

terapias contra la sobrecarga de Fe sist6mico, y forma un complejo  I/I con los atomos de

Fe,  pr.eferentemente  de  Fe+3  (Motekaitis  y Martell,  1991).  En  cambio,  Qll  ejerci6  un

menor pero progresivo  aumento  dependiente  de  la concentraci6n  de  la  fluorescencia a

los 515 rm bajo las condiciones probadas. La mayor afinidad de DFO respecto de Qll
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mostradas  en este  ensayo puede  explicarse por la estructura h?xadentada de DFO,  que

perinite   la   formaci6n   del   complejo    1/1    de   mayor   estabilidad   y   probabilidad   de

ocurrencia  versus  la  estrucfura  bidentada  de  Qll,   que  genera  un  complejo   1/3   (3

mol6culas  de  quelante  por  1  de  Fe)  (Zlleng,  2005).  Por  otro  lado,  la  propia  afinidad

relativa de  calceina por Fe2+ puede ser mayor a la de las  quinolinas, que tienen mayor

afinidad por Fe3+ (Tumquist y Sandell,1968; Zheng, 2005).  Sin embargo, a pesar de que

el efecto producido por Qll  es menor y por ende requiere de mayores concentraciones

para  lograr  un  efecto  simil  al  de  DFO,  la  actividad  quelante  por  Fe+2  existe  y  podria

incluso representar una ventaja respecto de quelantes fuertes que pueden generar efectos

de deficit de Fe, con consecuencias igualmente adversas a la acumulaci6n.

En  seguida  se  determin6  la  posible  capacidad  de  Qll   de  impedir  la  formaci6n  del

radical  hidroxilo  por  la  reacci6n  de  Fenton.  Para  esto  se  utiliz6  la  sonda  fluorescente

H2DCF,   que   posee   dos   grupos   liidroxilos   sensibles   a   la   oxidaci6n   por   diferentes

radicales  libres,  entre  ellos el radical liidroxilo  (riayhre y col.,  2003;  Setsukinai y col.,

2003)  dando  lugar a DCF,  forma que posee  fluorescencia  a los  515  nm.  La adici6n  de

H202 y luego Fe permite la generaci6n del radical hidroxilo,  la oxidaci6n de la sonda y

por  ende  un  aumento  de  la  fluorescencia.  La  capacidad  quelante  queda  en  evidencia

entonces como la disminuci6n en el grado de oxidaci6n de la sonda como se muestra con

las diferentes concentraciones de quelante utilizadas (Figura 5). La demostraci6n de este

punto   es   importante  ya  que   la  coordinaci6n   inestable   de   los   atomos  de  Fe  puede

igualmente dar lugar a la reacci6n de Fenton (Graf y col.,1984), que es lo que ocurre en

las  c6lulas  con  el  Fe  labil  unido  a  ligandos  debiles  tales  conio  citratos  o  aminoacidos
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(Breuer y col.,  1996).  Por lo  tanto,  este ensayo  demuestra que  Qll  es  capaz no  solo  de

quelar Fe, sino de impedir su reactividad en la reacci6n de Fenton.

La  utilizaci6n  de  calceina-AM,  una versi6n modificada de  calcefna que  al  ingresar a  la

c6lula   es    desesterificada   por   esterasas    celulares   impidiendo    su   salida,   permiti6

monitorear  el   llamado   "pool   de  Fe   labil"   (LIP),   como   se   coment6   anteriormente,

correspondiente   al   Fe   celular   que   no   esta   unido   a   ligandos   fuertes   (Ferritina,

neuromelanina)   y   por   tanto   es   redox-activo   (Epsztejn   y   col.,1997).   La   calceina

desesterificada  apaga  su  fluorescencia  al  unir  Fe  labil.  Por  tanto,  la  actividad  de  un

quelante  de  Fe  se  observa  como  el  aumento  de  la  fluorescencia  de  calceina  al  ser

agregado  al  medio   (Petrat  y  col.,   1999).  De  esta  forma  se  evaltiala  capacidad  del

quelante de entrar a las celulas cargadas con calceina y quelar el Fe unido a esta.  Qll

demostr6  permeabilidad  a  la  membrana  plasmatica.  La  permeabilidad  de  Qll  puede

estar dada por los anillos de la quinolina que le otorgan la hidrofobicidad necesaria y ha

sido  documentada  para  otros  derivados  de  esta  estructura  (Zheng  y  col.,  2005).  El

experimento  de  quelaci6n  de  Fe  citoplasmatico  por  Ql 1  confirma  lo  observado  en  la

aproximaci6n  con   calceina  en   soluci6n  respecto   de   la  capacidad  quelante  de   Qll

(Figuras 4 y 6),  apuntando a este tiltimo  como  un quelante d6bil,  si se le  compara con

DFO o M30.

4.1.2 Toxicidad, neuroprotecci6n y neuroregeneraci6n in vitro

Dado  el  interes  en  los  posibles  efectos  terap5uticos  de  quelantes  de  Fe,  evaluamos  la

posible  toxicidad  y  capacidad  neuroprotectora  de  Qll.   Ambos  parinetros   fueron

45



evaluados  con un ensayo  de viabilidad utilizando  el reactivo  MTT.  En este ensayo  ]as

c5lulas tratadas con Q 11  en diferentes concentraciones (toxicidad), o con rotenona 5  HM

y diferentes  concentraciones  de Qll  (protecci6n)  fueron posteriormente  incubadas con

MTT y la viabilidad, o mds precisamente la actividad metab6lica de las c6lulas se evalu6

por la capacidad de formar un producto coloreado (formazan) que es posible detectar por

su absorbancia a los 570 nm.

La  incubaci6n  con  Qll   en  un  amplio  espectro  de  concentraciones  (0,1-100  prM)  no

produjo  efecto  en  la  viabilidad  de  las  c6lulas  SH-SY5Y,  descartando  un  efecto  de

toxicidad de este derivado. Esto es interesante puesto que por ejemplo incubaciones con

altas  concentraciones  de  DFO  y  M30  (>10prM)  si  ham  mostrado  disminuci6n  de  la

viabilidad (datos no mostrados).

Al  evaluar sin embargo  la posibilidad de que  Qll  protegiera c5lulas  SH-SY5Y contra

rotenona,  agente  oxidante  capaz de inhibir el  complejo  I mitocondrial,  no  se  encontr6

protecci6n.  Si  bien  algunos  quelantes  de  Fe  ham  sido  infomados  como  capaces  de

proteger en sistemas celulares tratados con rotenona (Zheng y col., 2005;  Mena y col„

2015),  es posible  que  este tratamiento  (5  LLM,  24  h)  fuese demasiado  agudo  como  para

ser rescatado por la quelaci6n Fe. En este sentido, trabajos ham mostrado  que rotenona

puede   afectar   otros   sistemas   dentro   de   la   c6lula,   por   ejemplo,   componentes   del

citoesqueleto (Sanchez y col., 2008). For lo tanto, efectos en la viabilidad que involucren

vias   independientes   del   aumneto   del   tono   oxidativo,   pueden   ser   insensibles   a   la

quelaci6n de Fe y estar participando en este modelo.

46



Al  evaluar el  dafio  oxidativo  a acidos nucleicos  en  c6lulas  SH-SY5Y deteminando  la

formaci6n de 8-OHdG, se observ6 que rotenona origin6 un aumento en la formaci6n de

este  producto.  Interesantemente  este  aumento  se  evit6  mediante  la  coincubaci6n  con

Qll,1o  que  indica  urn protecci6n  por  Qll  a  la  modiflcaci6n  oxidativa  de  los  acidos

nuclefcos en la poblaci6n de c5lulas que sobrevive a la muerte inducida por rotenona. La

muerte celular que no es rescatable por Ql I  podria atribuirse ademas a otros fen6menos

tales  como  depleci6n  de  ATP  producto  de  la  inliibici6n  del  complejo  I  mitocondrial

(Tsujimoto,  1997), ademas  de una acumulaci6n de dafio  oxidativo.  En esta misma li'nea

celular se lia visto que la acumulaci6n de ROS  es mas preponderante en la inducci6n de

apoptosis   que   la   depleci6n   de  ATP   (Watabe   y  Nakaki,   2007).   Sin   embargo,   las

concentraciones  de  rotenona utilizadas  en  el  trabajo  citado  son mucho  menores  (<0,5

HM) lo que sugiere que la 1)aja en la viabilidad observada en nuestro sistema (rotenona 5

prM) da cuenta de un fen6meno de muerte insensible a la quelaci6n de Fe.

Dado  que  en  la  EP  son  neuronas  dopamin5rgicas  las  que  degeneran,  fue  importante

evaluar Qll  en un modelo complejo de muerte neuronal. Teniendo en cuenta ademas la

posible importancia de la dopamina en la sensibilidad de estas neuronas (Hare y Double,

2016),  se  evalu6  el  rol  protector de  Qll  en  cultivo primario  de mesenc6falo,  que tiene

como   componente   minoritario   (1-2%)   neuronas   dopamin6rgicas   TH-positivas.   Se

encontr6  que  despu6s  de  inducido  el  dafio  con  MPP+,  la  incubaci6n  con  diferentes

concentraciones  de  Qll   fue  capaz  de  regenerar  el  arbol  neuritico  de  las  neuronas

dopaminergicas  de  este  cultivo.  Esto  indica que  Qll  tiene un  efecto  neuritogchico  en

estas neuronas, que ademas se hallan en un contexto heterog6neo en el que posiblemente
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otros  actores  celulares  est6n  interactuando  (astrocitos,  microglias).  Este  resultado  es

concordante  con lo hallado  en trabajos  anteriores  con antioxidantes y el  quelante M30

(Aguire  y  col.,  2015).  Como  se  vio  en  las  c6lulas  SH-SY5Y  este  efecto  puede  estar

relacionado  con  la  disminuci6n  del  estr5s  oxidativo  en  estas  neuronas,  hecho  que  les

permitiria recuperar el tono redox mas rdpido que aquellas celulas no tratadas con Qll  y

por  ende  restablecer  la  tasa  metab6lica  necesaria  para   la  sintesis   de  biomoleculas

requeridas para la posterior extension neuritica. Esta llabilidad "regeneradora" de Qll  es

un factor valorable desde el punto de vista de una posible aproximaci6n terap5utica dada

la  muerte retr6grada de  neuronas  en la EP y lo  avanzado  de  la enfermedad  cuando  el

paciente es diagnosticado.

4.1.3 Toxicidad, neuroprotecci6n y neuroregeneraci6n in vivo

En  el  protocolo  utilizado  para  la evaluaci6n  in  vivo,  el  regimen  de  administraci6n  del

quelante, antes y despu6s de la intoxicaci6n, no permite distinguir o atribuir al quelante

efectos de protecci6n o regeneraci6n distintamente. El resultado es evaluado al final  del

experimento una vez sacrificados los animates y su efecto ben5fico es una combinaci6n

de  una posible adaptaci6n previa de los niveles de Fe que minimiza los niveles de dafio

inicial y un posible efecto posterior que mejora el tono redox celular y permite una mas

rapida recuperaci6n. Se descarta algtin grado de toxicidad dopamin5rgica de Qll  por no

verse afectada la cantidad de c6lulas TH-positivas en la SNc ni la densidad de fibras TH-

positivas en el cuerpo estriado respecto el grupo control (Figura llA y 12A). Esto, esta

se  acuerdo con lo  encontrado  en otros trabajos con las  8-hidroxiquinolinas M30,  Ql  y
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VAR tanto en menores y mayores dosis (0,1-20 mg/kg) (Gal y col„ 2010; Bar-am y col„

2015;  Mena y  col.,  2015).  El  liallazgo  de  pruebas  de  protecci6n  por  la  administraci6n

oral de Qll previa y post intoxicaci6n con MPTP sugiere que el quelante es absorbido a

trav6s  de  la mucosa intestinal y que es  capaz de  atravesar la barrera hematoencefalica

(Gal y col., 2010; Mena y col., 2015), a diferencia de lo hallado con quelantes de mayor

peso  molecular  como  DFO.  Este  tiltimo  es  impermeable  al  epitelio  intestinal,  a  la

membrana  plasmatica  y  a  la  barrera  hematoencefalica,  1o  que  limita  su  acci6n  a  la

quelaci6n  de Fe  a nivel  sist6mico  mediante  inyecci6n  i.p.  Al  mismo  tiempo  es posible

especular   que   el   efecto   quelante   de   Qll   es   leve   y  no   afecta   excesivamente   la

disponibilidad  de  Fe,  factor  que  tambi5n  puede  generar  neurodegeiieraci6n  (Matak  y

col., 2016). En esta linea cabe destacar que el Fe capaz de inducir ROS, el llamado LIP,

representa una fracci6n pequefia del  Fe total  que  dispone  la c6lula almacenado  (~2  %)

(Kaklilon  y  col.,  2002).  For  tanto,  su  aumento  a  niveles  dafiinos  no  necesariamente

representaria  un  aumento  significativo  del  Fe  total,  y  al  mismo  tiempo  podri'a  ser

manejado por una concentraci6n moderada de un quelante d6bil como Q I 1, sin perjuicio

de la disponibilidad de Fe fisiol6gico.

De este modo,1a  actividad quelante  de  Qll  seria capaz de  contener el  aumento  de Fe

inducido  por  la  intoxicaci6n  con  MPTP,  gatillada  prolJablemente  por  el  aumento  del

transportador de entrada de Fe DMT1  (Salazar y col., 2008), que sobrepasa la capacidad

tampon de protefnas almacenadoras+ de Fe como ferritina. La disminuci6n de la marca de

4-HNE  en  el  tejido  correspondiente  a  la  SNc  indica  que  Qll   esta  disminuyendo  la

geiieraci6n   ROS,   similarmente   a   lo   encontrado   en   las   c5lulas   SH-SY5Y   con   la
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generaci6n de 8-OHdG.  Todo esto, presumiblemente, al  evitar la disponibilidad del Fe

labil para reaccionar y generar el radical hidroxilo.

Es posible  especular,  como  se ha  observado  con  otros  quelantes,  que  Qll,  ademas  de

inliibir  el  dafio  oxidativo,  acthe  de  forma  protectora  mediante  la  activaci6n  de  genes

antioxidantes y de sobrevida. Esto ocurriria mediante la quelaci6n de Fe y la subyacente

inactivaci6n  de  las  Prolil  Hidroxilasas  (PHDs)  dependientes  de  Fe  del  factor  inducible

por   hipoxfa   lci   (HIFlci)   que   hidroxilan   HIFICh   para   su   posterior   degradaci6n.   Al

disminuir el  Fe,  la  disminuci6n de  la  actividad.de  las PHDs  genera  la  acumulaci6n  de

HIFloL y en  consecuencia su translocaci6n  al nticleo  y posterior inducci6n  de sus  genes

blancos (Speer y col., 2012). Entre estos genes destacan VEGF, EPO1, iNOS, GLUT  1,

que ham sido indicados como   genes pro-sobrevida en este contexto (Kupershmidt y col.,

2011). Mas atin, estudios in vivo con la administraci6n del quelante M30 ham encontrado

inducci6n  de  otros  genes  pro-sobrevida  y  antioxidantes  tales  como  BDNF,   GDNF,

SOD1,  CAT y GPx  (Kupershmidt y col.,  2012).  A su  vez  el  efecto  neuroprotector  de

HIFlct   ha   sido   demostrado   en   el   modelo   de   intoxicaci6n   con   MPTP   utilizando

inhibidores de las PHDs (Lee y col„ 2009).

En resumen,  el  efecto  de  Qll  podri'a  ir  mas  alla  de  su  actividad  de  quelar  hierro  y

reducir el dafio oxidativo generado por su exceso y la consecuente generaci6n del radical

hidroxilo. Podri'a,  ademas,  inducir vias de sefializaci6n de sobrevida y de aumento  de la

capacidad antioxidante.

4.2 Relevancia
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Las  posibilidades  terapeuticas  actuales  de  la  cual  disponen  los  pacientes  de  EP  son

bastantes  limitadas.  El  tratamiento  con  L-DOPA  signific6  un  cambio  radical  en  la

calidad de vida de los pacientes. Sin embargo, la eficacia de este tratamiento termina por

decaer  en  el  tiempo  y  la  neurodegeneraci6n  persiste.  Esto  mismo  es  valido  para  otros

medicamentos  cuyo efecto  es el  de  suplementar el  d6flcit de dopamina de algrin modo,

tales  como  inllibidores  de  la  I\IAO-B  y  la  catecol-O-metil-transferasa  (COMT)  (que

disminuyen su degradaci6n), agonistas de los receptores de DA (que imitan su acci6n), o

anti-colin6rgicos  (que  compensan  la  falta  de  dopamina).  Por  esto  la  btisqueda  de  un

medicamento capaz de revertir o por lo memos detener el dafio ya causado en el proceso

neurodegenerativo es una materia relevante.

Eii particular los quelantes de Fe lian demostrado ejercer protecci6n en modelos de EP y

recientemente en estudios clinicos con pacientes  (Devos y col.,  2014). Los mecanismos

exactos de este efecto deberan se dilucidados en uu futuro y seran claves para determinar

el  mejor disefio terap6utico,  la posibilidad de proteger o  incluso inducir regeneraci6n en

las zonas dafiadas. Por otro lado, la investigaci6n en relaci6n al rol de la acumulaci6n de

Fe como causa o  consecuencia de la enfermedad y su dinainica en  los diferentes tipos

celulares   del   sistema   nervioso   tambi6n   contribuiran   al   entendimiento   del   proceso

neui.odegenerativo y abririn nuevos horizontes terap6uticos.
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RESUMEN Y CONCLUSI0NHS

•     Ql I  quel6 Fe+2 en soluci6n y evit6 la producci6n del radical hidroxilo

•     En   c6lulas   SH-SY5Y,   Qll   perme61a  membrana   celular  y  quel6  Fe   en  el

citoplasma, pero no en las mitocondrias.

•     Qll protegi6 celulas sH-SY5Y contra la generaci6n de dafio oxidativo.

•     Qll   indujo  la  recuperaci6n  del   arbol  neuritico   de  neuronas   dopamin5rgicas

previamente tratadas con la neurotoxina MPP+.

•      La administraci6n oral de Ql 1 disminuy6 la p6rdida de neuronas y de fibras TH-

positivas en ratones intoxicados con MPTP.

Los  datos  obtenidos  en  este  seminario  indican  que  Qll  es un  quelante  de  Fe  de baja

afinidad  capaz  de  evitar  la producci6n  del radical  hidroxilo;  sugiriendo  que  los  efectos

neuroprotectores  mostrados  por Qllestin mediados por  su  capacidad  de  secuestrar  el

exceso   de  Fe  celular  y  en  consecuencia  disminuir  el  dafio  oxidativo,  sin  descartar

posibles   efectos   neuroprotectores   y   neuroregenerativos   subyacentes   a   la   actividad

quelante de Fe.
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