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RESUMEN TESIS

La Enfermedad de Parkinson (EP), es el trastorno de movimiento mas frecuente,
siendo la segunda causa de enfermedad neurodegenerativa en todo el mundo .
Se caracteriza por la aparicion progresiva de sintomas motores y disautonomia
que van en aumento hasta el final de la enfermedad pudiendo producir un grado

de dependencia total 23,

Ha sido ampliamente estudiado el papel de la pérdida de neuronas
dopaminérgicas de sustancia negra mediante la inclusion de cuerpos de Lewy

compuestos principalmente por alfa sinucleina fibrilar y ubiquitinada 4.

Diversos estudios experimentales apuestan porque una causa importante de
pérdida de neuronas dopaminérgicas se produce por las especies reactivas de
oxigeno (ROS) 56,

Se cree que el estrés puede jugar un papel clave en la EP 7, sugiriendo ademas
una conexion entre la disfuncion dopaminérgica y la hiperactividad del eje
hipotalamo-hipofisis-adrenal, mediante la liberacion de glucocorticoides como

repuesta endocrina mediada por el estrés 89,

La mitocondria juega un papel fundamental tanto en la produccion de ROS como

en el dafio oxidativo que éstas le pueden causar'%'",

Debido a la gran susceptibilidad que presenta el sistema nervioso central a ROS,
cabe pensar que tanto el estrés oxidativo como la disfuncion mitocondrial
contribuyen de forma significativa a la neurodegeneracion en EP al igual que lo
hacen en otros trastornos neuroldgicos como la esclerosis multiple, Alzheimer o
Huntington '2-'4, llevandonos a estudiar en este trabajo el impacto de los

glucocorticoides en un modelo celular de EP por MPP".

Por otro lado, el papel observado del IGF-Il como factor neuroprotector y
antioxidante en el envejecimiento celular, situaciones de estrés mediadas por
glucocorticoides, enfermedades neurodegenerativas como Enfermedad de
Alzheimer y trastornos neuropsiquiatricos '52°, nos han llevado a estudiar
también en esta tesis el papel que desempefa esta molécula en un modelo in

vitro de EP y estrés emocional leve-moderado basado en la administracion de la



neurotoxina MPP* y corticosterona (CORT) como marcador de la respuesta
endocrina al estrés. Para ello se han medido parametros de viabilidad y
morfologia celular; actividad antioxidante y dafio oxidativo celular; produccion de
ROS vy funcién mitocondrial; marcadores dopaminérgicos y de

neurodegeneracion; y vias de sefializacion intracelular.

Hemos observado que el IGF-Il contrarresta el dafio oxidativo-mitocondrial
producido por el efecto tdxico del sinergismo de CORT+MPP*, protegiendo a las
neuronas dopaminérgicas de la neurodegeneracion y en ultima instancia de su
muerte. El IGF-ll promueve la activacidén de la PKC y la respuesta antioxidante
del Nrf2 en una via dependiente del receptor de glucocorticoides, previniendo
por tanto el dafo oxidativo celular y promoviendo el mantenimiento de la funcion
mitocondrial. Por todo ello, podemos concluir que el IGF-Il podria ser una
herramienta potencial para el tratamiento y prevencion de la EP en los pacientes
que sufren esta enfermedad y que se ve agravada por el estrés leve-moderado.



1.

INTRODUCCION

1.1. La Enfermedad de Parkinson

1.1.1. Epidemiologia

La Enfermedad de Parkinson (EP), es el trastorno de movimiento mas
frecuente y representa la segunda causa de enfermedad neurodegenerativa
del sistema nervioso en todo el mundo . El principal factor de riesgo para
padecer esta enfermedad es el envejecimiento, siendo los hombres mas
susceptibles que las mujeres a padecerla 2'. Asi, tanto la incidencia como la
prevalencia es de 1,5 a 2 veces mayor en los hombres que en las mujeres 2.
Se estima que su prevalencia en paises industrializados es del 0,3% de la
poblacién general, ascendiendo hasta el 1% en los mayores de 60 afios y
hasta el 3% en los mayores e 80 anos, con una ratio de incidencia de 8-18
por cada 100.000 persona-afio 3.

Presenta una edad media de inicio de los sintomas en torno a los 60 afios, y
una duracion media desde que se diagnostica hasta el fallecimiento de unos
15 afos, aunque algunos pacientes pueden vivir con esta enfermedad
durante décadas 2. La edad de inicio en las mujeres se retrasa en
aproximadamente dos afos respecto a los hombres. Ademas, las mujeres
presentan mayor temblor que los varones. Estudios animales sugieren que
los estrogenos presentan un papel protector en la muerte celular de las
neuronas dopaminérgicas estriatales, de ahi que el inicio en las mujeres sea
posterior al inicio de la enfermedad en los hombres. Los sintomas no motores
mas prevalentes en las mujeres son ansiedad, depresion, y estrefiimiento,
mientras que los hombres sufren mas de trastornos del suefio, salivacion y

sintomas relacionados con la esfera sexual 24.
1.1.2. Historia natural de la enfermedad

Se basa fundamentalmente en la disautonomia y sintomas motores
progresivos que van apareciendo en el transcurso de la enfermedad, ya
descritos desde los primeros articulos por Hoehn y Yahr en 1967 2. La escala

de estos autores, es la mas comunmente usada para describir la EP. La



transicion en dicha escala del estadio Il al lll es clave, ya que pone de
manifiesto la afectacién en la marcha y el equilibrio, lo que conlleva a una
alteracion de las actividades basicas como caminar, vestirse, realizacion de
autocuidados y actividades de la casa, que en algunos casos presentan un
empeoramiento progresivo hasta la dependencia total 3.

1.1.3 Diagnéstico y diagnédstico diferencial de la EP

El diagnostico de la EP se basa principalmente en los datos clinicos
obtenidos a través de una historia clinica minuciosa junto con la exploracion
fisica. La historia debe recoger de forma exhaustiva los datos motores y no
motores, asi como también la historia de los familiares de primer grado con
la enfermedad ya que, en caso de haberlos, aumenta la probabilidad de
diagnostico de EP 25, La afectacion clinica clasica de la EP se basa en la
bradicinesia, el temblor de reposo y la rigidez.

Para la EP clinicamente establecida, los pacientes deben cumplir al menos 2

de los siguientes cuatro criterios:

e Temblor de reposo.

e Mejoria clinica evidente con terapia dopaminérgica (por ejemplo,
carbidopa-levodopa).

e La presencia de discinesias inducidas por Levodopa.

e Presencia de pérdida olfativa o denervacion simpatica cardiaca en

gammagrafia miocardica con yodo 123-meta-yodobencilguanidina 6.

Con respecto a la discinesia, movimientos coreiformes involuntarios similares a
un baile, que se produce cuando administramos farmacos agonistas
dopaminérgicos, ocurren afios después de iniciar el tratamiento para la EP, por

lo que tienen un rol limitado en el diagndstico inicial de la enfermedad 2”.

En cuanto a las pruebas complementarias que ayudan al diagnéstico se cuenta
con la Dat SPECT (Tomografia computarizada por emision de fotén unico con
transportador de dopamina) que identifica la disfuncién neuronal de dopamina
presinaptica presente en la EP y otros parkinsonismos neurodegenerativos, al

demostrar una captacién reducida de un trazador radiactivo que se une a los



transportadores de dopamina en los ganglios basales. Esta prueba es altamente
precisa (98% - 100% de sensibilidad y especificidad) para detectar la pérdida de
células nigroestriatales en individuos con parkinsonismo. Ademas, resulta muy
util cuando el diagnaostico clinico no esta claro y, por tanto, apoya el diagnodstico
ante situaciones de incertidumbre, pero no se usa en el diagndstico rutinario de

la enfermedad 28.

Las imagenes por resonancia magnética no suelen ser utiles, aunque pueden
ayudar a diferenciar la EP de otros parkinsonismos y pueden ayudar a demostrar

si se ha producido por causa vascular 2°.
1.1.4. Pronéstico en la EP

La EP implica una neurodegeneracién progresiva y, por tanto, un incremento
progresivo de los sintomas. Un metaanalisis de estudios post mortem encontro
que las personas tipicamente vivian de 6,9 a 14,3 afos después de su
diagndstico, sin embargo, habia una heterogeneidad sustancial 39siendo la
progresion de la enfermedad variable. En una evaluacién clinico-patologica en
la que se propusieron 3 subtipos, el grupo maligno difuso tuvo un tiempo medio
desde el diagndstico hasta el primer hito (caidas regulares, dependencia de silla
de ruedas, demencia o colocacion residencial / en un hogar de ancianos) de 3,5
* 3,2 afios, en comparacion con 8,2 + 5,3 afos para la forma intermedia y 14,3
+ 5,7 anos para la forma de predominio motor leve. La supervivencia media
después del diagnostico fue de 8,1 £ 5,4 afos para el grupo maligno difuso, 13,2
+ 6,7 afos para el subtipo intermedio y 20,2 £+ 7,8 afos para la forma de

predominio motor leve 24,

Se conoce que las personas con EP maligna tienen sintomas mas tempranos y
graves, respuesta deficiente a los medicamentos y progresion rapida. Sin
embargo, la mayoria de las personas con EP tienen una respuesta a la
medicacion dopaminérgica de moderada a buena, aunque pueden experimentar

periodos de desconexion y discinesias 3'.

El avance en la gendmica nos ha permitido estudiar los genes implicados en la
EP y sus variantes, mostrando que esta enfermedad es altamente compleja en
su etiopatogenia a nivel genético ya que presenta distintas mutaciones tanto para



la EP clasica como para sus variantes 32. Los test genéticos en el diagnoéstico de
la EP estan en aumento y deben utilizarse cuando el inicio de los sintomas se
da en menores de 40 afos o cuando hay antecedentes familiares de la misma
33 Los principales genes implicados en la EP se pueden dividir en los que
producen un parkinsonismo clasico (PARK-SNCA, PARK-LRRK2, PARK-
VPS35 y PARK-CHCHDZ2), un parkinsonismo de inicio temprano (PARK-
parquin, PARK-PINK1, PARK-DJ1), y por ultimo en el de alto riesgo genético
con el gen GBA .

1.1.5. Etiopatogenia de la Enfermedad de Parkinson

La etiopatogenia de esta enfermedad se caracteriza por presentar distintas vias
y mecanismos que conllevan a su desarrollo. Las mas clasicas y aceptadas se
deben a la importante pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia
negra, y a la presencia de inclusiones de los cuerpos de Lewy compuestos
principalmente de a-sinucleina fibrilar y ubiquitinada, dentro de neuronas

nigrales 4.

La inmensa produccion de especies reactivas de oxigeno (del inglés ROS) en el
cerebro podria ser una explicacion de la magnitud del papel que desemperfia en
la EP ya que el cerebro consume un 20% del O producido en nuestro organismo

y gran parte de éste se convierte en ROS 34

Diversos estudios experimentales apuestan porque una causa importante de
pérdida de neuronas dopaminérgicas es producida a causa de ROS destacando

los radicales de anion superoxido como elementos principales de ROS 8.

La cadena transportadora de electrones de la mitocondria es la mayor productora
de ROS intracelulares, siendo ésta ademas objetivo importante de las propias
ROS 3536,

Respecto a la inflamacién, su cronicidad puede actuar como factor estresante
ambiental para promover la degeneracion progresiva de las neuronas
dopaminérgicas. En el microambiente del cerebro, las células gliales juegan un
papel fundamental en la homeostasis que promueve la supervivencia neuronal.

Siendo la microglia la principal responsable en la liberacion de citosinas,
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quimiocinas, prostaglandinas, especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, asi
como de factores tréficos 7.

El estrés puede jugar un papel clave en la EP. Como se ha comentado, el
principal factor de riesgo para padecer EP es la edad, habiéndose demostrado
que, a mayor edad, mayores niveles de cortisol . El cortisol esta también mas
elevado en los pacientes con EP respecto a la poblacidén general y el tratamiento
agudo con levodopa en la EP puede reducir los niveles de cortisol en dichos
pacientes, lo que sugiere una conexion entre la disfuncion dopaminérgica y la
hiperactividad del eje hipotalamo-hipofisis—adrenal®. Las situaciones
estresantes también pueden participar en el desarrollo de la EP como se pudo
observar en un estudio realizado a los prisioneros de guerra, en los que se

observo un incremento en EP tras 35 afios de haber permanecido presos®.

1.2. Tratamiento farmacoléqgico actual de la Enfermedad de Parkinson

1.2.1.Tratamiento sintomatico:
1.2.1.1. Tratamiento dirigido a paliar los sintomas motores:
Las terapias de inicio se basan fundamentalmente en
preparados de Levodopa-Carbidopa, agonistas de la dopamina
(Pramipexol, Ropinirol, parches transdérmicos de Rotigotina y
Bromocriptina) e inhibidores de la monoamino oxidasa - B
(Rasagilina y Selegilina)®®. En los individuos jévenes con temblor
prominente se pueden usar farmacos anticolinérgicos vy
Amantadina 4°, aunque hay que tener precaucion con el uso de
éstos ya que presentan muchos efectos adversos. En el pasado
existia reticencia a empezar en formas tempranas con
Levodopa, pero estudios posteriores demostraron que el uso de
Levodopa de forma temprana es beneficioso a largo plazo.
También puede usarse Apomorfina en perfusion en los casos
mas refractarios 4'.
1.2.1.2. Tratamiento dirigido a paliar los sintomas no motores:
1.2.1.2.1. Depresion: para el tratamiento de los sintomas
relacionados con la depresion se utilizan los inhibidores

selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS) y los
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inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina y
norepinefrina (ISRSN). Siendo los mas utilizados la
Paroxetina y Venlafaxina respectivamente por no empeorar
los sintomas motores 2.

1.2.1.2.2. Apatia: para el tratamiento de la apatia no hay farmacos
especificos, pero basado en un pequefo estudio publicado
hace unos afos, parece que los inhibidores de la
acetilcolinesterasa como la Rivastigmina podrian ser utiles
43_

1.2.1.2.3. Ansiedad: de nuevo, ISRS como el Citalopram o la
Sertralina, asi como ISRSN como la Venlafaxina y la
Mirtazapina, y farmacos no selectivos de la recaptacion de
serotonina como el Bupropion podrian ser utiles**. Ademas
el uso de agonistas cannabinoides como la Nabilona ha
demostrado disminuir la ansiedad y el insomnio con efectos
adversos similares al grupo placebo 43,

1.2.1.2.4 .Deterioro cognitivo: parece que los farmacos que mayor
beneficio pueden aportar a los pacientes con EP vy
demencia son los inhibidores de la acetilcolinesterasa*s.

1.2.1.2.5. Psicosis: el antipsicético con mayor evidencia cientifica
para el tratamiento de la psicosis relacionada con la EP es
la Pimavanserina 46. También se puede usar Quetiapina
aunque su evidencia y eficacia es mixta 4’.

1.2.1.2.6. Insomnio: para los pacientes con EP que sufren de este
problema los farmacos que mayor beneficio aportan son la
Melatonina 48 y un antidepresivo triciclico lamado Doxepina
49_

1.2.1.2.7. Somnolencia diurna y fatiga: se recomienda ajustar el
tratamiento con Levodopa—Carbidopa, asi como tratar los
problemas nocturnos que pueden llevar a producir esa falta
de suefo y cansancio durante el dia. Los farmacos mas
usados y con mayor evidencia si no funciona lo anterior son

la Amantadina y el Metilfenidato®°.
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1.2.1.2.8. Disfagia: para la prevencion de la disfagia se han usado
farmacos agonistas dopaminérgicos de forma temprana
pero existe controversia al respecto °'.
1.2.1.2.9. Disfuncién autonémica:
1.2.1.2.9.1. Estrefiimiento: para combatir el estrefimiento se
han usado laxantes osmoticos como el Polietiilen
glicol, probidticos y prebidticos 43.
1.2.1.2.9.2. Rinorrea: para combatir este sintoma el farmaco
propuesto es Bromuro de Ipratropio en espray nasal 2.
1.2.1.2.9.3. Disfuncion eréctil: el farmaco mas usado es el
Sildenafilo %3, pudiéndose usar también, Tadalafilo,
Vardenafilo y administracion de prostaglandinas
intrauretral 54.
1.2.1.2.9.4. Hipotension ortostatica: ésta se produce por la
propia enfermedad o por el uso de agonistas
dopaminérgicos, Levodopa e inhibidores de la MAO -
B. Los farmacos mas usados para el tratamiento de
este sintoma incluyen la Droxidopa, Fludrocortisona y
Midodrina 43.
1.2.2. Nuevas estrategias en investigacion:
1.2.2.1. Nrf2: Los activadores del Nrf2 reducen los procesos
inflamatorios, el estrés oxidativo y la proteinopatia asociada a
EP 55,56_
1.2.2.2. TNF: Los anticuerpos anti TNF parecen tener un papel
protector en la neuroinflamacion en EP como se observé en una
cohorte retrospectiva de pacientes con enfermedad inflamatoria
intestinal, en la que los pacientes que recibian tratamiento con
un anti TNF desarrollaban menos EP *7.
1.2.2.3. GLP1: El tratamiento con Semaglutida y Liraglutida (analogos
de GLP1), aumenta la autofagia, inhibe el estrés oxidativo y la
disfuncion mitocondrial en la EP 58,
1.2.2.4. COX2: Los Antiinflamatorios no esteroideos selectivos
previnieron la inflamacion en los modelos de EP con Rotenona

en roedores %°.
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En diferentes enfermedades neurodegenerativas, entre ellas la EP, se
observa una considerable disfuncion mitocondrial que incluso ha llevado a
agruparlas como mitocondriapatias °. Este hecho pone de manifiesto la
importancia de encontrar herramientas terapéuticas que actuen sobre el dafio
oxidativo-mitocondrial producido, el cual puede agravarse en situaciones de

estrés.

1.3. Enfermedades neurodeqgenerativas: relacion con estrés oxidativo y

disfuncion mitocondrial

El estrés oxidativo causado principalmente por ROS juega un papel crucial en
fases tempranas y tardias de diferentes trastornos neurolégicos '38'. La
mitocondria, ademas de ser la principal fuente de generacion de energia celular
es también una de las principales fuentes celulares de productos prooxidantes
0 ya que durante el proceso de transporte electrénico a través de la cadena
respiratoria mitocondrial (CRM), un pequefo porcentaje (menos de un 5 %) de
los electrones que fluyen a través de la misma, escapan y se unen directamente
al O formando anién superéxido (Ox—) ''. Dada la gran susceptibilidad del
sistema nervioso central (SNC) a ROS, cabe pensar que el estrés oxidativo, junto
con la disfuncion mitocondrial, contribuyan de forma significativa a la
neurodegeneracion en EP, al igual que en otros trastornos neurolégicos como

esclerosis multiple, Alzheimer o Huntington 2-14,

Para contrarrestar el desequilibrio producido ante una elevada produccion de
ROS, la célula cuenta con mecanismos de defensa, formados entre otros, por la
fraccion del pool antioxidante (TAS, por sus siglas en inglés: Total Antioxidant
Status) y enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa (GPX) 62, que
ayuda a proteger la célula catalizando la reduccion del peroxido o lipoperéxido
mediante el uso del glutatién reducido 6364 En este sentido cabe destacar la
regulacion de la expresidn de genes de estas enzimas antioxidantes a través de
factores de transcripcidon, entre ellos el factor nuclear eritroide 2 (Nfr2)
considerado clave en la regulacion bioenergética mitocondrial y de la
homeostasis REDOX ©°,
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El factor Nrf2, regula la expresion de mas de 250 genes implicados en acciones
antioxidantes ¢, siendo la activacion de la via de sefializacion del Nrf2 un
mecanismo importante en la defensa celular contra el estrés oxidativo o
electrofilo 67:68 y |a disfuncion mitocondrial 8°. Este factor responde ante el estrés
oxidativo mediante su translocacion al nucleo y union a una secuencia especifica
de DNA conocida como ARE (Antioxidant Response Element) induciendo asi la
expresion de enzimas antioxidantes '37°, esenciales para el control de la
homeostasis mitocondrial, la regulacion de la apoptosis y la viabilidad celular
relacionada con procesos neurodegenerativos 7!. En este sentido, la regulacion
de la expresion de Nrf2 para el tratamiento de las enfermedades

neurodegenerativas es cada vez mas patente 646,

Estudios realizados en tejido cerebral post-mortem de pacientes con EP han
confirmado la presencia de disfunciones a nivel del complejo mitocondrial 7273,

con disminucién de la produccion de ATP y aumento del estrés oxidativo 4.

En cuanto a la distribucion mitocondrial observada mediante la sonda
fluorescente MitoTracker™ Green FM (MTG), se produce una alteracion de la
distribucion de las mismas, que en condiciones normales son fusiformes, con
distribucion homogénea a lo largo de la neurona tanto en el cuerpo como en el
axén; mientras que en situacion de disfuncion mitocondrial debido al estrés
oxidativo, se localizan de forma mas desorganizada con predominio en el cuerpo

respecto al axon y son mas grandes y esféricas ’°.

Estas consideraciones, unidas a las alteraciones observadas en los
niveles/actividad de Nrf2 en enfermedades como esclerosis multiple, Huntington
o Parkinson '76-78 sugieren que mantener o recuperar la homeostasis REDOX
y la funcidon mitocondrial en dichas enfermedades neurodegenerativas, puede

ser considerado como una diana terapéutica ante este tipo de trastornos 7980,

1.4. Estrés y eje HPA

La respuesta al estrés es activada mediante el eje hipotalamo-hipofisis-adrenal
(HPA) y el sistema simpatico adrenomedular. La rapida respuesta al estrés es
mediada por la activacidn de los nervios simpaticos esplacnicos que conllevan

la liberacion de catecolaminas en la médula adrenal. El estrés ademas produce
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la liberacion de hormona liberadora de corticotropina (CRH) y hormona
antidiurética o argenina vasopresina (AVP). Estas conllevan la liberacién de
ACTH desde la pituitaria, activando la producciéon de glucocorticoides (GC) y
mineralocorticoides en la corteza adrenal (Fig. 1) °.

Los GC se unen a los receptores de mineralocorticoides y de glucocorticoides
(GR) actuando como factores de transcripcion 8'. De tal forma, que una vez
secretados, los GC producen la regulacion de varios procesos fisiolégicos como
el metabolismo y la respuesta inmune. Diversos estudios demuestran que los
GC pueden ejercer tanto una accion antiinflamatoria como proinflamatoria en
funcion del tipo celular sobre el que actian y su concentracion 82. Distintos
autores han puesto de manifiesto que tras un estrés agudo se produce un
aumento de los niveles de GC y de mediadores inflamatorios 83-8°.

Ademas, los GC pueden activar a la proteina kinasa C a través de los receptores
de glucocorticoides (GR) 8, pudiendo producir a su vez la activacion del factor

de transcripcion nuclear Nrf2 8.

La administraciéon de corticosterona (CORT) induce estrés oxidativo con
aumento de los niveles de ROS y bloqueo de la actividad mitocondrial
consiguiendo una disminucion de la produccion de ATP mitocondrial en

neuronas hipotalamicas .

El estrés emocional también puede empeorar los sintomas motores por su efecto
agudo en la funcién nigroestriatal. La aparicion de EP tras un periodo estresante
puede reflejar el dafio previo de la sustancia nigroestriada en un estado

preclinico 8.
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dopamina extracelular. Esto, apoya la idea de que el estrés puede modular el
dafio en el sistema nigroestriatal °>. Ambos estudios indican que el estrés afecta
a nivel dopaminérgico en el control motor, y que los GC posiblemente afectan a
la respuesta compensatoria del sistema motor dafiado 3. Otras formas de estrés
pueden influir en la estructura nigroestriatal y funcibn motora en modelos

animales como por ejemplo la separacion materna de ratas a edades tempranas
8

En cuanto al papel del eje HPA en la EP, se ha postulado que una desregulacion
del eje puede traducirse en niveles elevados de cortisol pudiendo contribuir a la
progresion de la misma, asi como exacerbar los sintomas motores. Se cree que
el estrés cronico puede producir unas condiciones energéticas desfavorables
para las neuronas provocando la degeneracion de éstas. Ademas, la
administracion de Levodopa en la EP reduce la actividad del eje HPA,
presentando una disminucion en los niveles de cortisol significativamente mayor

en los pacientes que se encuentran en un estadio mas avanzado de la EP °4.

1.5. Modelos celulares de la EP

Para la obtencién de modelos celulares de esta enfermedad, como en otros
casos, se pueden utilizar lineas celulares provenientes tanto de humanos como
de roedores, cultivos primarios embrionarios o de animales adultos, cultivos
organotopicos, y la induccion de células pluripotenciales %, como se detalla a

continuacion en la figura 2.
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Fig. 2: Adaptacion de Lopez et al 2017 %°. Diferentes métodos para la obtenciéon de

modelos celulares de enfermedad

Con el fin de conseguir que las células se dafen y simular el dafio producido en
la EP, se pueden realizar diferentes procedimientos, siendo los mas utilizados

los que se describen a continuacion:

1.5.1. Mediante neurotoxinas: para producir la EP a nivel celular se
pueden usar tres toxinas principalmente: 6-OHDA, rotenona y MPP". El 6-
OHDA a nivel celular produce dano neuronal tanto por la rapida oxidacion
que sufre produciendo ROS como el peréxido de hidrogeno, los radicales
superoxido y los radicales hidroxilo que conducen a la disfuncion
mitocondrial ®, como por el acumulo en el citosol donde inhibe a las
enzimas de los complejos | y IV de la CRM, disminuyendo la sintesis de
ATP y produciendo por tanto la muerte celular ®’. La Rotenona inhibe el
complejo mitocondrial tipo | °8. EI MPP* a nivel intracelular principalmente

se une en su mayor parte al transportador vesicular de monoaminas (del
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inglés VMAT), pero una pequefia cantidad se absorbe a través de las
mitocondrias inhibiendo la actividad del complejo mitocondrial tipo I. Este
proceso altera el transporte de electrones a lo largo de la CRM,
disminuyendo la produccion de ATP y aumentando la generacién de ROS.
La combinacion de estos efectos son probablemente los responsables del
inicio de activacion de las vias de sefalizacion relacionadas con la muerte

celular 99:100

1.5.2. Modelos basados en la inclusion de fibrillas preformadas: se
basan en la produccion mediante agitacion de las mismas por agregacion.
Para ello se necesita la agitacion constante de alfa sinucleina humana
monomeérica recombinante. Una vez producidos estos agregados, se
inoculan al cultivo celular, donde produciran la pérdida de viabilidad de las

neuronas por el mismo mecanismo que ocurre en la EP 101102,

1.5.3. Modelos derivados de células madre pluripotenciales: se
consiguen mediante la expresion de cuatro factores transcripcionales,
Oct3/4, c-Myc, Sox2 y Kif4. Este tipo de modelo ofrece la ventaja de que
se pueden realizar directamente en células aisladas de pacientes con
ciertas mutaciones que han proporcionado informacion importante sobre
la patologia molecular de la EP. La manipulacion de estos modelos es

muy rapida en comparacion con modelos animales 96:103.104,

1.5.4. Modelos genéticos: los modelos genéticos se basan en la
manipulacion de los genes diana en la EP, que se pueden realizar
principalmente mediante la expresion transgénica de mutantes o
sobreexpresion de genes autosémicos dominante de tipo salvaje como
los SNCA, o mediante la desactivacion de genes autosémicos recesivos
como los DJ — 1, PINK — 1. Dentro de ellos, los modelos basados en
agregados proteicos anomalos de a sinucleina son los mas estudiados y
usados hasta la fecha 1%,

En la actualidad, no hay modelos celulares que estudien el efecto del
estrés emocional en la EP, aunque si existen modelos animales en los

que se demuestra la asociacion del estrés con dicha enfermedad como
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potencial de riesgo para la neurodegeneracion 819, En estos modelos se
empleé el uso de corticosterona como marcador de la respuesta
endocrina al estrés %7, por lo que basandonos en los resultados obtenidos
en las publicaciones de los modelos animales junto con las publicaciones
sobre modelos celulares de estrés oxidativo inducido por corticosterona
1718 en este trabajo, decidimos utilizar la corticosterona como marcador
de estrés hormonal en un modelo in vitro de EP inducido por la
neurotoxina MPP™.

1.6 Factor de crecimiento insulinico tipo Il (IGF - ll) y receptor del factor de

crecimiento insulinico tipo Il (IGF - lIR)

El IGF-Il es una hormona ampliamente distribuida por todo el SNC de los
vertebrados, incluyendo por supuesto la sustancia negra, plexos coroideos,
meninges, sistema vascular cerebral, nucleos del hipocampo y cerebro medio.
Sus funciones estan reguladas por su union a los receptores de los factores de
crecimiento similares a insulina (IGF), es decir, receptor de IGF-I (IGF-IR) y
receptor especifico IGFlI/Manosa-6-Fosfato (IGF-IIR), asi como al receptor de

Insulina (IR) %8,

Es conocida desde estadios embrionarios, la expresidon del receptor especifico
IGF-IIR abundante en plexos coroideos, meninges y red vascular, asi como en
distintos nucleos del hipocampo, corteza cerebral, cerebelo y otras zonas del
cerebro medio '%° manteniéndose ampliamente distribuido en el cerebro adulto
108,110 E| IGF-II esta involucrado en la homeostasis energética, el crecimiento y
desarrollo, pero sus funciones en el individuo adulto son poco conocidas. Asi
recientemente, se ha propuesto que los efectos de IGF-Il, independiente o
sinérgicamente con IGF-I, pueden ser relevantes no solo para las funciones
mencionadas, sino también en procesos de aprendizaje y memoria, modulando
la liberacidon de neurotransmisores, la neurogénesis hipocampal adulta y la

plasticidad sinaptica 1"1-113,

Sin embargo, el IGF-Il no se ha estudiado mucho en adultos a pesar de tener

multiples e importantes funciones en la homeostasis celular, crecimiento y
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desarrollo, en un principio estudiadas solo para el aprendizaje y la memoria tanto

en sinergia con el IGF-I como de forma independiente 114115,

Recientemente hay nuevas evidencias que proponen el IGF-lIl como un factor
neuroprotector en condiciones en las que se conoce que hay un dafo celular,
como en las enfermedades neurodegenerativas ''¢. El IGF-Il ha demostrado
tener actividad neuroprotectora y antioxidante en el envejecimiento celular, en
situaciones de estrés mediadas por glucocorticoides, enfermedades
neurodegenerativas como la Enfermedad de Alzheimer y trastornos

neuropsiquiatricos 20 .

Los mecanismos por los que el IGF-Il constituye un factor neuroprotector se
encuentran aun en estadios iniciales de investigacion. Un aspecto clave en la
funcion del IGF-IIR, es el tipo de célula donde se encuentra. Existen funciones
asociadas a este receptor como son la activacién y limpieza de ligandos
extracelulares, formacién lisosomal, y la activacion de sehales especificas de
transduccion. Sin embargo, esto ultimo no se conocen con detalle 17118 El IGF-
lIR, es un receptor de tipo Il, por lo que se une a proteinas G, poniendo en
marcha cascadas de sefializacion intracelular. Se conoce su implicacién en la
activacion de la fosfolipasa C produciendo aumento del calcio intracelular, y en
la fosforilacion de la proteina kinasa C, activandose ésta y por consiguiente la
liberacion de acetilcolina. Esta proteina kinasa C también se ve modulada por
los corticoides y las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Fig. 3) 81" . Por otro
lado también se ve implicado en la activacion de la GSK3.

Ademas a parte de las acciones intracelulares mediadas a través de la proteina
G, IGF-IIR se encuentra involucrado en la activacion del trafico endolisosomal

dando lugar a la autofagia entre otros 109.110.120,

El' IGF-II, principalmente a través de su interaccidon con IGF-IIR, presenta efectos
antioxidantes y/o neuroprotectores en diferentes condiciones experimentales y
clinicas relacionadas con el envejecimiento, el estrés mediado por

glucocorticoides, la enfermedad de Alzheimer, esquizofrenia, autismo y EP "%~
19,121
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La existencia del IGF-IIR en todos los lugares de lesién neuronal caracteristicos
de la EP, puede indicar que los posibles efectos neuroprotectores de IGF-Il en
este trastorno neurodegenerativo, impliquen la participacion de este

receptor’10:122,

Insulin
receptor

T Edgm
1
Lysosome

Protein Oxidative Gene Tumorigenesis,
translation AUSSESRoy ApSes!s stress transcription Proliferation E:ggf;ﬁndnal

Fig. 3: Afinidad relativa de insulina, IGF-l e IGF-ll y sefales de transduccién de los

receptores de insulina, IGF-l e IGF-Il. El receptor de IGF-Il puede inducir endocitosis de

ligandos extracelulares, trafico lisosomal y activacién de mediadores celulares a través de
proteinas G. La afinidad relativa de IGF-I, IGF-Il e insulina para cada receptor es diferente.
Las flechas discontinuas indican baja afinidad de los ligandos por los receptores.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La EP representa la segunda causa de enfermedad neurodegenerativa del

sistema nervioso en todo el mundo .

A pesar de que desde décadas se ha estudiado el papel de la pérdida de
neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra mediante inclusion de cuerpos
de Lewy formados principalmente por alfa sinucleina fibrilar y ubiquitinada 4,
nuevas investigaciones plantean la importancia que podria tener el estrés
emocional en los pacientes con EP, hecho que estaria relacionado con un
incremento de glucocorticoides a nivel del eje HPA. Este aumento de
glucocorticoides a su vez podria incrementar el estrés oxidativo, la inflamacion,
y la disfuncidon mitocondrial. Por lo que podrian ser dianas importantes tanto para

el desarrollo como para el empeoramiento de la EP 5353669,

Investigaciones recientes ponen de manifiesto el papel del IGF-Il en cuanto a la
neuroproteccion, actividad antioxidante en el envejecimiento celular, proteccion
en situaciones de estrés mediadas por glucocorticoides, y enfermedades
neurodegenerativas como Enfermedad de Alzheimer y trastornos

neuropsiquiatricos 1929,

Por lo expuesto, la hipétesis principal del presente trabajo se ha centrado en
el papel protector del IGF-Il en un modelo celular de EP y estrés emocional leve-
moderado.

De acuerdo con lo anterior, se establecio el objetivo principal:

Estudiar el efecto del IGF-Il en un modelo in vitro de EP y estrés emocional
leve-moderado basado en la administracion de la neurotoxina MPP*y CORT

(como marcador de la respuesta endocrina al estrés).
Ademas, se establecieron los siguientes objetivos secundarios:

e Puesta en marcha de un modelo in vitro sobre neuronas dopaminérgicas
como base de un modelo combinado de EP y estrés emocional leve-
moderado, a través del analisis del dafio oxidativo-mitocondrial y la

24



neurodegeneracion producida tras la administracion de CORT, MPP*, y la

combinacion de ambos toxicos.

Determinar el efecto de IGF-Il sobre el dafo inducido por la
coadministracion de MPP* y CORT en neuronas dopaminérgicas en

relacion con el dafio oxidativo-mitocondrial.

Analizar el efecto de IGF-Il sobre el dafio inducido por la coadministracion
de MPP* y CORT en neuronas dopaminérgicas respecto a la expresion

de marcadores dopaminérgicos y neurodegeneracion.

Identificar vias de senalizacion intracelular implicadas en el efecto de IGF-
Il sobre el dafio inducido por la coadministraciéon de MPP* y CORT en

neuronas dopaminérgicas.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Cultivo celular y tratamiento

Para el desarrollo de este trabajo se usoé la linea celular SN4741 derivada de
células neuronales dopaminérgicas de sustancia negra de raton transgénico
(CBA/J x C57BL/6) F2 SV40-tsA58 23 (cedida por el Dr. Ernest Arenas, Divisidn
de Neurobiologia Molecular del Departamento de Bioquimica Médica y Biofisica,

Instituto Karolinska de Estocolmo, Suecia).

Las células se cultivaron en el medio indicado para esta linea celular (DMEM 4,5
g/L glucosa, 10% FBS, 2 mM L-glutamina, 1% penicilina/estreptomicina 10.000
U/mL, Gibco-Thermo Fisher Scientific) en condiciones estandares de incubacion
(37°C, 5% CO2 y humedad controlada). Se espero a obtener una confluencia de
entre el 70 y el 80% para realizar tanto los subcultivos como los experimentos.
El tipo de soporte o placa y la densidad celular sembrada se determiné en funcion
de las técnicas a realizar, utilizandose placas multipocillo de 24, 12 y 6 pozos a
las concentraciones de 20.000, 50.000-100.000 y 200.000 ceélulas por pozo
respectivamente. Los tratamientos se aplicaron tras 24 h de crecimiento.

Para estudiar el consumo de oxigeno mitocondrial, realizar los estudios
inmunocitoquimicos y la tincién de Giemsa, los pocillos se pretrataron con 100
pg/mL  de poli-D-lisina  (Merck/Millipore-Sigma). Para las técnicas de
microscopia, las células se sembraron sobre cubreobjetos redondos acoplados
en placas de 12 pocillos.

Los tratamientos se realizaron en solucion de Locke modificada (137 mM NacCl,
5 mM CaClz, 10 mM KCI, 25 mM glucosa, 10 mM Hepes, pH: 7,4), suplementada
con un 1% de penicilina/estreptomicina y 2 mM L-glutamina '®. Las células se
incubaron con 200 uM del metabolito activo de la neurotoxina 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina, el 1-metil-4-fenilpiridinio o MPP* (n°® CAS: 36913-39-0),
0,5 uM de CORT (n° CAS: 50-22-6) (Merck/Millipore-Sigma), y 25 ng/mL IGF-I
(proporcionado por Laboratorios Lilly, Madrid, Espafia) durante 2,5 o0 6 h en
funcion del tipo de experimento a desarrollar (Fig. 4). Los efectos
neuroprotectores de IGF-Il considerados a tiempo final se estudiaronalas6 hy
el analisis de los mecanismos implicados a las 2,5 h.
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La molécula BMS-536924 a la concentracion de 1 uM (n° CAS: 468740-43-4,
Tocris Bioscience) se uso para inhibir el efecto tirosinkinasa de los receptores
IGF-1 e insulina, y como inhibidor del efecto glucocorticoideo de CORT se uso6
Mifepristona (MIFE) a una concentracion de 10 uyM (n°® CAS: 84371-65-3,
Merck/Millipore-Sigma).

\} \}
Locke | | |
Tiempo | 1 i
Oh 2.5h 6h
[ control o2 X Neurodegeneracion
mAY \/ LDH
‘:l CORT + MPP* MTG Giemsa
! ¥
[[7] CORT + MPP* + IGF-II - GPX St
AOPP | %
LOOH
Nrf2 ‘
GR = pPKC o/

Fig. 4: Representacion temporal del experimento.

3.2. Expresion de receptores

Antes de iniciar el estudio, se comprob0 si la linea celular SN4741 expresaba los
receptores especificos para IGF-Il (IGF-IIR) y para glucocorticoides (GR) a
través de la técnica de inmunocitoquimica. Tras el crecimiento de las células, se
procedio a su fijacién con metanol absoluto durante 20 min a -20°C, después se
lavaron con PBS, y se incubaron con los anticuerpos primarios anti-IGF-1IR (5
pug/mL, R&D System) y anti-GR (1/250, Abcam) en PBS/3% BSA y acida sédica
0,02% a 4°C durante 24 h. Tras lavar las muestras se incubaron con los
anticuerpos secundarios fluorescentes Alexafluor™ 568 y Alexafluor™ 488 (2
gotas/mL, Thermo Fisher Scientific) diluidos en PBS/3% BSA durante 30 min a
temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, los cubreobjetos se montaron
sobre portaobjetos con Fluoromount™ (Merck/Millipore-Sigma). Las imagenes
se adquirieron en un microscopio confocal de la marca LEICA, modelo SP 5ll y
se procesaron mediante el uso del software LAS AF Lite (Leica Microsystems
AG).
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3.3. Muerte celular

Se determind la liberacion al medio de LDH (Lactato deshidrogenasa, EC
1.1.1.27), enzima que es liberada al espacio extracelular o medio de cultivo, caso
de este estudio, tras producirse un dafo. Esta enzima es ampliamente utilizada
como marcador de muerte celular en estudios experimentales y clinicos '?4. Para
ello se usé un kit comercial de ensayo espectrofotométrico (Laboratorios
Randox) adaptado al autoanalizador ICubio (ICubio Biomedical Technology).
Asi, tras 6 h de tratamiento, se midieron los niveles de LDH en sobrenadante
libre de células, expresandose los resultados para cada situacién experimental
en tanto por ciento en relacién con LDH total (medio y células lisadas con Triton
X™-100).

3.4. Visualizacion de la morfologia celular

Para examinar los cambios morfolégicos celulares tras 6 h desde la
administracion de los tratamientos se tifieron las células con solucion de Giemsa
al 10% durante 10 min a temperatura ambiente "°.Previamente, las células se
fijaron con metanol absoluto 20 min a -20°C. Las muestras se montaron sobre
portaobjetos fijandose con DPX (Merck/Millipore-Sigma). Con la finalidad de
poder examinar las estructuras celulares (membrana, citoplasma y nucleo) se
tomaron imagenes en campo claro con un microscopio de la marca Olympus,
modelo U-HGLPS BX53F.

3.5. Actividad antioxidante y dano oxidativo celular

Previo a la cuantificacion de los siguientes marcadores por espectrofotometria y
tras 6 h de incubacion con los diferentes tratamientos, se procedio a la obtencidn
de homogeneizados celulares de cada situacion experimental. Asi, las células
se resuspendieron en una solucién (10 mM HEPES, 10 mM KCI, pH: 7,4) que
contenia inhibidores de proteasas (Thermo Fisher Scientific), se
homogeneizaron en presencia de digitonina (0,01%) a 4°C y se centrifugaron a
15.000 g 30 min a 4°C. En el sobrenadante se realizaron las determinaciones .
Para la determinacidén de la concentracion de proteinas se us6 el método de
Bradfort '25.
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Se determiné la actividad de la enzima Glutation Peroxidasa (E.C.1.11.1.9) o
GPX a través del kit comercial Ransel (Laboratorios Randox) adaptado al
autoanalizador ICubio (ICubio Biomedical Technology) '**. Donde la unidad de
actividad se definié como la oxidacion de 1 ymol de NADPH a NADP por min a
37°C.

La fraccion del pool antioxidante (TAS, por sus siglas en inglés: Total Antioxidant
Status), y el dafio oxidativo celular, definido como los niveles de hidroperdxidos
lipidicos (LOOH) y los productos de oxidacién avanzada de proteinas (AOPP),
fueron evaluados a partir de los siguientes métodos también adaptados al

autoanalizador ICubio:

TAS: Método ABTS '? basado en la producciéon del radical ABTS™ usando
ABTS™ (Merck/Millipore-Sigma) en presencia de peroxidasa (metamioglobina)
y H20o.

LOOH: Método FOX2 '?7, basado en la deteccidon de la oxidacion ferrosa en

xilenol naranja.

AOPP: Ensayo desarrollado por Witko-Sarsat y colaboradores 28 basado en la

deteccion de equivalentes de cloramina T obtenidos por la oxidacion.

Los niveles de estos marcadores se expresaron como nmol/mg de proteina y

pgmol/mg de proteina (caso del TAS).

3.6. Marcadores mitocondriales

3.6.1. Distribucién mitocondrial

Para localizar las mitocondrias en las distintas condiciones de tratamiento
se utilizé6 la sonda fluorescente MitoTracker™ Green FM (MTG)
(excitacién 488 nm/emision ~530 nm, Thermo Fisher Scientific) 7>12°. El
nucleo se marco con la sonda de unién al ADN fluorescente rojo lejano
DRAQ5™ (excitacion 647 nm/emision 665 nm, Thermo Fisher Scientific).
Las células se incubaron en 75 nM MTG y 10 yM DRAQS durante 30 min
a 37°C, se lavaron con solucion de Locke y se observaron en un
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microscopio confocal (LEICA, modelo SP 5Il) a las 2,5 horas. Las
imagenes se adquirieron en el microscopio confocal y se procesaron con

el software LAS AF Lite (Leica Microsystems AG).
3.6.2. Niveles mitocondriales de especies reactivas de oxigeno

Los niveles de la produccién mitocondrial del aniéon superdxido 027, se
midieron a las 2,5 h de incubacion con el test comercial MitoSOX™ Red
(Thermo Fisher Scientific) y en el citometro de flujo Accur™ C6 (BD
biosciences) 75130, Para su analisis se utilizo el programa informatico FCS
5 software (De Novo Software) teniendo en cuenta los eventos registrados
(10.000 células por situacion). Treinta minutos antes del final de la
incubacién, se afiadié a cada situacion 2,5 yM de la sonda fluorescente.
Tras retirar el medio, las células se lavaron con solucion de Locke, se
despegaron con accutase® (Gibco-Thermo Fisher Scientific) y se
resuspendieron en Locke. Finalmente, se analizaron en el citobmetro

anteriormente indicado utilizando el filtro (FL2) 585/40 nm.
3.6.3. Potencial de membrana mitocondrial

La medida del potencial de membrana mitocondrial (mAWY) se realizé
mediante el uso de la sonda lipofilica catiénica, 5, 5, 6’, 6' tetracloro-1,1",
3, 3' tetraetil bencimidazol carbocianina yoduro o JC-1 (Merck/Millipore-
Sigma) ">131, Veinte minutos antes del final de la incubacion (2,5 h), se
anadioé a cada situacion 1 yg/mL de JC-1. Como en la técnica anterior,
tras retirar el medio, las células se lavaron con solucion de Locke, se
despegaron con accutase®, resuspendieron en Locke y se analizaron en
el citometro indicado anteriormente, utilizando en este caso los filtros FL1
(530/30 nm) y FL2 (585/40 nm), el mismo software, y el mismo numero de
eventos. Para provocar el colapso completo del mAW se uso el ionéforo
de potasio valinomicina (1 pyM, Merck/Millipore-Sigma). EI mAW se
expresa como ratio FL2/FL1 debido a que la sonda puede encontrarse en
el interior de la mitocondria en forma de monémeros o como agregados.
Cuando el mAW es elevado, JC-1 se agrega y tras la excitacion a 488 nm

emite en el canal naranja/rojo; mientras que cuando el potencial de
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membrana se colapsa, disminuye el numero de agregados de JC-1 'y
aumenta, en consecuencia, el numero de monémeros que emiten en el
canal verde. Este comportamiento indica que la proporcion de
fluorescencia FL2/FL1 depende unicamente del mAY y no de la forma,
tamano o densidad.

3.6.4. Tasa de consumo de oxigeno mitocondrial

También llamada OCR por sus siglas en inglés (Oxygen Consumption
Rate), se monitorizd6 a tiempo real mediante el analizador Seahorse
Bioscience XF24 (Agilent Technologies) 32133, Para ello, es necesario
sembrar las células en placas especificas de 24 pocillos (densidad 20.000
células) y utilizar, durante el analisis, un medio de cultivo especifico sin
rojo fenol (Agilent Seahorse XF Base Medium). Asi, tras incubar las
células, se realizé un lavado con PBS y se afadieron 590 yL del medio
especifico suplementado (1mM piruvato, 25 mM glucosa) a cada pocillo.
Tras equilibrar la placa durante 15 min, se procedié al desarrollo del test
Seahorse XF Cell Mito Stress que, a partir de la OCR, ademas de
determinar el consumo de O2 debido a la respiracion basal, proporciona
la medida de importantes parametros funcionales de la mitocondria tras la
administracion secuencial durante 90 min de los siguientes moduladores

de la respiracion celular (Fig. 5)'34.

Oligomicina, macrdlido que actua inhibiendo la fosforilacion oxidativa a
través del bloqueo del canal de protones de la ATP sintasa
(concentracion: 1 uM). Su administracion ocasiona una disminucién de la
OCR basal mostrando asi el consumo de O utilizado para producir ATP.
La respiracion basal restante se denomina fuga de protones.

Carbonilcianuro-4-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP), agente
desacoplante que provoca la estimulacion maxima de la cadena
respiratoria consiguiendo la maxima respiracion celular (concentracion:
0,5 pM). A partir de este parametro se puede calcular la capacidad

respiratoria de reserva de la célula o capacidad de respuesta ante una
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demanda energética (diferencia entre respiracidon maxima y respiracion

basal).

Rotenona/Antimicina A (0,5 uM/ 0,5 uM), inhibidores de los complejos |
(NADH deshidrogenasa) y Ill de la cadena transportadora de electrones
respectivamente. Su administracion inhibe por completo el consumo de
O2 mitocondrial, quedando solo el consumido por un subconjunto de
enzimas celulares. Su deteccién es importante para obtener una medida

precisa de la respiracion mitocondrial.

Oligomicina FCCP Rotenona/Antimicina A

360 -

320 -

280 - Capacidad respiratoria

240 - de reserva

200 -

OCR (pmol/min)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Tiempo (minutos)
Fig. 5. Representacion grafica del Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kit.

3.7. Marcador dopaminérgico y neurodegeneracion

Como marcador dopaminérgico se usé la Tirosina hidroxilasa (TH), que se
analizé mediante inmunocitoquimica segun técnica anteriormente descrita. Tras
2,5 h de tratamiento, las células se fijaron con metanol absoluto. Como
anticuerpo primario se utilizé anti-TH (1/5000, Merck/Millipore-Sigma) y como
secundario fluorescente Alexafluor™ 488 (2 gotas/mL, Thermo Fisher Scientific).
Para el marcaje del nucleo se utilizé la sonda de unién al ADN azul fluorescente
DAPI (1/1000, Merck/Millipore-Sigma). Las imagenes se adquirieron en el
microscopio confocal de la marca LEICA, modelo SP 5lI, se procesaron mediante

32




el uso del software LAS AF Lite (Leica Microsystems AG) y analizaron con
ImagedJ (US National Institute of Health; http://rsbweb.nih.gov/ij/) 13513,

Para evaluar el grado de neurodegeneracion de las células tras 6 h de
tratamiento, se utilizdé el fluorocromo especifico Fluoro-Jade B™ (FJ)
(MercK/Millipore-Sigma 198131 Una vez fijadas con metanol absoluto, se lavaron
con PBS y se incubaron con FJ al 0,0004% en 0,1% CH3COOH en la oscuridad
y a temperatura ambiente, durante 30 min en agitacion. Tras retirar el
fluorocromo, la intensidad de fluorescencia se midié en un lector de microplacas
FL 600 (Bio Tek Instruments, filtros excitacion/emision: 485/20 y 530/ 25,

respectivamente).

3.8 Vias de senalizacioén intracelular

La expresion de la proteina kinasa C alfa/beta fosforilada (pPKC o/B) se
determiné mediante la técnica de western blot; electroforesis en gel de los
lisados celulares y transferencia de proteinas a membrana usando un sistema
de transferencia semiseca (Trans-Blot Turbo Transfer System, Bio-Rad
Laboratories). Previamente, y tras 6 h de incubacion con los diferentes
tratamientos, se procedid a la obtencion de homogeneizados celulares de cada
situacion experimental y a la determinacion de la concentracion de proteinas,
segun lo anteriormente descrito para la cuantificacion de marcadores
espectrofotométricos. Una vez realizada la transferencia de proteinas a la
membrana, ésta se bloqued 1h en TBS-Tween con un 5% de leche desnatada y
se incubd durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios anti- pKCa/f3
y anti-B actina (1/1000, Cell Signaling Technology). Ambas proteinas se
detectaron con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano
picante (1/1500, Bio-Rad Laboratories) y su sustrato quimioluminiscente
SuperSinal™ West Pico PLUS (Thermo Fisher). La cuantificacion se llevo a cabo
mediante el software Image Lab™ (Laboratorios Bio-Rad).

La expresion del factor de transcripcion nuclear eritroide 2 (Nrf2) y del GR se
llevé a cabo mediante inmunocitoquimica con el mismo procedimiento explicado
anteriormente. Después de 2,5 h de tratamiento y tras fijar las células con

metanol absoluto, las distintas situaciones se incubaron con los anticuerpos
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primarios anti-Nrf2 (1/1000, Santa Cruz Biotechnology) y anti-GR (1/250;
Abcam). Posteriormente se us6 el anticuerpo fluorescente secundario
Alexafluor™ 488 (Thermo Fisher Scientific); y el marcador nuclear DAPI
(Merck/Millipore-Sigma). Imagenes adquiridas por microscopia confocal y

analizadas con ImagelJ.

3.9 Analisis estadistico

Los resultados se expresan como media £ error estandar de la media. Las
diferencias estadisticas se determinaron mediante el analisis de la varianza de
un solo factor (One-way ANOVA). La comparacion por pares se realizé mediante
prueba post-hoc Tukey, un test de comparacidon multiple. Para el analisis
estadistico y la elaboracion de las graficas se ha utilizado el programa GraphPad
Prim version 9.4.1 (GraphPad Software) licenciado por la Universidad de Malaga.
La significancia estadistica se fijo en p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Modelo experimental

Antes de iniciar el estudio, se comprobo si la linea celular SN4741 expresaba los
receptores IGF-IIR y GR a través de la técnica de inmunocitoquimica. Como se
puede observar en las figuras 6 y 7, ambos receptores se expresan.

Fig. 6: Inmunocitoquimica del receptor especifico para IGF-ll (IGF-lIR). Imagen

representativa. CC: campo claro.

..

Fig. 7: Inmunocitoquimica del receptor de glucocorticoides (GR). Imagen

representativa. Nucleo marcado con la sonda DAPI.

Previo al estudio del efecto de IGF-Il se determiné el impacto de la CORT, como
marcador de la respuesta endocrina al estrés, en el modelo in vitro de EP

inducido por la neurotoxina MPP*.
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% de muerte celular

4.1.1. Muerte celular

Para seleccionar las concentraciones de los téxicos a utilizar, se probaron
diferentes concentraciones de CORT, MPP* y su administracion
simultanea, en adelante llamada CORT+MPP*. Las concentraciones
elegidas fueron 0,5 uM CORT y 200 uM MPP*. De forma aislada, los
valores de LDH aumentaron respecto al control en un 14,2% (Fig. 8a) y
un 19,8% (Fig. 8b) respectivamente. En el caso de CORT+MPP*, se
encontré un incremento del 25,3% (Fig. 8c), considerandose un dafio
neuronal adecuado para el desarrollo de este estudio, es decir, sin

provocar citotoxicidad irreversible.
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Fig. 8:

Efecto sobre la viabilidad celular de diferentes concentraciones (uM) de los

toxicos. (a) Corticosterona (CORT), (b) MPP*, (c) su combinacion (CORT+MPP*). Datos

presentados como media + SEM (3 experimentos independientes, n=3 en cada grupo). *p <

0,05 comparado con grupo control.

TAS (umol/mg de proteina)

Fig. 9:

4.1.2. Actividad antioxidante y dano oxidativo celular

El estado antioxidante total, o fraccién del pool antioxidante disponible,
fue significativamente menor en las células incubadas con CORT, MPP+
o CORT+MPP* en comparacion con las células control (13,3%, 20,6% y
26,9%, respectivamente) (Fig. 9a). Tras la incubacién con CORT+MPP*
también se observd una disminucion de TAS comparado con la
administracion individual de CORT (15,7%, p < 0,05).

El dafo oxidativo, evaluado segun los niveles de AOPP, se vio

incrementado de forma significativa en las 3 situaciones a estudio frente
a las células control en un 54,4%, 41,83% y 76,58%, respectivamente
(Fig. 9b). CORT+MPP* provocé un aumento en los niveles de AOPP
significativamente mayor que CORT o MPP* (12,6% vy 19,7%,

respectivamente).
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Equilibrio REDOX tras la administracion de CORT, MPP* o CORT+MPP*. (a)

Niveles de estado antioxidante total, (b) Niveles de productos de oxidacion avanzada de

protein

as. Datos presentados como media £+ SEM (4 experimentos independientes, n=3 en
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cada grupo). *p < 0,05 comparado con grupo control; o < 0.05 comparado con la

combinacion de toxicos.

4.1.3. Produccién de ROS mitocondrial y funcién mitocondrial

A nivel celular, las mitocondrias son la principal fuente de ROS fisiolégico
y patolégico. Tras la administracion de forma individual de CORT o MPP*,
se produjo un aumento de la produccién de O2-+ mitocondrial (evaluado
segun la fluorescencia de la sonda MitoSOX™ Red) significativamente
superior a la encontrada en las células control (16,6% y 21,9%
respectivamente) (Fig. 10). La coincubacion de ambas sustancias,
aumento drasticamente su produccion frente al grupo control (54,8%), y
fue significativamente mayor que la producida por la incubacién de CORT
(24,7%) o MPP* (21,7%).
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Fig. 10: Niveles mitocondriales de ROS tras la administracion de CORT, MPP* o
CORT+MPP*. Datos presentados como media + SEM (3 experimentos independientes, n=3
en cada grupo). *p < 0,05 comparado con grupo control; ¥p < 0.05 comparado con la

combinacion de toxicos.

La funcién mitocondrial se evalu6 a través de la medicion del mAW vy la

OCR. Como se observa en la Fig. 11, la incubacion de las células con
CORT, MPP* 0 CORT+MPP* produjo disminuciones significativas (21,1%,
12,7% y 25,4%) en el mAW frente a las células control. La coincubacion
de ambas sustancias también disminuy6 el mAW en comparacion con la

administracion de MPP* (11,6%, p < 0,05). En cuanto a la evaluacion
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bioenergética, la administracion de CORT mantuvo la respiracion basal
de las neuronas en los niveles de las células control, mientras que la
administracion de MPP* de forma individual o en combinacién con CORT
disminuy6 significativamente la OCR (38,8% y 56,5%, respectivamente)

tras 90 min (Figuras. 11ay 11b). Tendencias que se mantuvieron durante
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Fig. 11: Analisis funcional a nivel mitocondrial ante la administracion de CORT, MPP*
o CORT+MPP*. (a) Analisis citofluorimétrico del potencial de membrana mitocondrial
(mAW). Datos presentados como media £+ SEM (4 experimentos independientes, n=3 en
cada grupo). *p < 0,05 comparado con grupo control; o < 0.05 comparado con la
combinacién de toxicos, (b) Curso temporal de la tasa de oxigeno mitocondrial (OCR)
después de la administracion de los tratamientos. Experimento representativo. OCR
expresada como % con respecto al control. Linea purpura: Control; linea verde: CORT;
linea azul oscuro: MPP?*; linea celeste: CORT+MPP"*.
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4.1.4. Neurodegeneracion

Dado que el dafio oxidativo-mitocondrial desempefa un papel crucial en
la neurodegeneracion, se examiné la degeneracion especifica de estas
células con FJ. Con respecto a las células control, se detectdé un aumento
significativo de la intensidad de la sonda fluorescente en las neuronas
tratadas con CORT, MPP* y CORT+MPP* (44,2%, 40% y 66,8%,
respectivamente) (Fig. 12). El aumento de la intensidad de FJ producido
por la coadministracion de las sustancias fue significativamente mayor
que en las células incubadas con CORT o MPP* individualmente (13,5%

y 16%, respectivamente).
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Fig. 12: Neurodegeneracion evaluada como intensidad del fluorocromo especifico
Fluoro-Jade B™ (FJ) ante la administracion de CORT, MPP* o CORT+MPP*. Datos
presentados como media + SEM (4 experimentos independientes, n=3 en cada grupo). *p <

0,05 comparado con grupo control; ¢p < 0.05 comparado con la combinacion de téxicos. UA:

unidades arbitrarias.
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4.2. Efecto del IGF-Il en el modelo experimental

Tras determinar el impacto de CORT en el modelo in vitro de EP, se estudio el

efecto de IGF-Il sobre el dafo inducido por la administracién de CORT+MPP*.
4.2.1. Viabilidad celular: muerte celular y morfologia

Como se describié previamente, la muerte celular se determiné mediante
la concentracion de LDH liberada al medio (Fig. 13). Tras la incubacién
con CORT+MPP" los niveles de LDH incrementaron un 28,5% (p < 0,05)
respecto al grupo control mientras que la coadministracion de los 2 toxicos
en presencia de IGF-Il evitd dicho incremento. La incubacion en presencia
de BMS no modifico el efecto de IGF-1l observado, indicando que el efecto
beneficioso de IGF-Il estaria mediado por su interaccion con el IGF-IIR.
Para demostrar la inocuidad de la molécula en estudio (IGF-Il) a la
concentracion utilizada, se incluyd una situacion experimental donde las
células fueron tratadas con la misma. En dicha situacion, se observé un
porcentaje de muerte celular similar al grupo control. Por ultimo, la
coincubacion con el antagonista del GR, MIFE, y ambos toxicos disminuyo
parcialmente la muerte celular encontrada con la administracion de
CORT+MPP* (16,5% p < 0,05), poniendo de manifiesto de nuevo el papel
de CORT en este modelo.
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Fig. 13: Muerte celular expresada como porcentaje de LDH liberada al medio en las
distintas situaciones a estudio. Datos presentados como media £+ SEM (4 experimentos
independientes, n=3 en cada grupo). *p < 0,05 comparado con grupo control; # p < 0.05

comparado con el resto de los grupos.

En cuanto al estudio de la morfologia celular, el analisis de la tincidon de

Giemsa (Fig. 14) mostro en el grupo control una morfologia acorde con la
estirpe celular utilizada, la linea SN4741. La incubacion con CORT+MPP*
provocdé cambios morfolégicos en comparacion con el control,
apreciandose una clara heterogeneidad en tamafo y forma de las células,
con nucleos picnoticos condensados y encogidos. Tras la administracion
de IGF-Il en combinacion con ambos téxicos, se observo una morfologia

celular similar a la del grupo control.

[ wmpP+CORT | [MPP- + CORT +IGE-II]

Fig. 14: Morfologia celular tras la administracion de CORT+MPP* en ausencia o

presencia de IGF-Il. Imagenes representativas (microscopia éptica).

4.2.2. Actividad antioxidante y dano oxidativo celular

La actividad antioxidante se determin6é mediante la medicion de los niveles
de TAS y la actividad de la enzima GPX (Fig. 15). En cuanto a los niveles
de TAS, se encontré una disminucion significativa del 27,7% frente al
control cuando las células se incubaron con CORT+MPP?*, en la linea de
lo observado en el apartado 4.1.1. Al realizar la incubacion en presencia
de IGF-Il + CORT+MPP*, la reduccion producida por los tdxicos se vio
disminuida (p < 0,05). La misma tendencia se encontré en la actividad de
GPX. Asi, la coadministraciéon de CORT+MPP* la disminuy6 un 29,3% en
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comparacion con el grupo control (p < 0,05) y el cotratamiento de ambos
toxicos junto a IGF-Il previno por completo la disminucién de la actividad

de GPX, mostrando unos niveles similares al grupo control (p< 0,05).
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Fig. 15: Actividad antioxidante ante la administracion de CORT+MPP* en ausencia o
presencia de IGF-Il expresada como (a) Niveles de estado antioxidante total, (b) Actividad
de la enzima glutation peroxidasa. Datos presentados como media + SEM (4 - 6
experimentos independientes, n=3 en cada grupo). *p < 0,05 comparado con grupo control;

&p < 0.05 comparado con la combinacion de toxicos.

Para evaluar el dafno oxidativo celular, se analizaron los niveles de LOOH y

AOPP (Fig. 16). Ambos aumentaron drasticamente tras la incubacion con
CORT+MPP* (85% y 67%, respectivamente) frente al grupo control (p < 0,05).
La inclusion de IGF-II en el tratamiento llevo los niveles de estos marcadores a
valores cercanos a los encontrados en las células control (p < 0,05).
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Fig. 16: Daiio oxidativo celular tras la administracion de CORT+MPP"* en ausencia o
presencia de IGF-Il. expresado como niveles de (a) Hidroperdxidos lipidicos, (b) Oxidacion
avanzada de proteinas. Datos presentados como media £+ SEM (4 - 5 experimentos
independientes, n=3 en cada grupo). *p < 0,05 comparado con grupo control; ¥p < 0.05

comparado con la combinacion de téxicos.

4.2.3. Marcadores mitocondriales

Distribucion mitocondrial

La figura 17 muestra la localizacion de las mitocondrias a través del
marcador fluorescente MTG en las 3 condiciones experimentales. En las
células control, se observan mitocondrias distribuidas uniformemente en
cuerpos neuronales y axones, mientras que la incubacién con
CORT+MPP* muestra un cambio en el patréon de la red, pues las
mitocondrias se encuentran principalmente en los cuerpos neuronales,
ademas de una disminucién en el mAW. La coadministracion de ambos
toxicos junto a IGF-Il tiende a recuperar en parte la localizacion de las
mitocondrias en el axoplasma, localizacién necesaria para desarrollar la

funcion mitocondrial, denotando un efecto protector de IGF-Il a este nivel.
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MTG DRAQs5 MERGE

Fig. 17: Marcador mitocondrial MitoTracker™ Green ante la administraciéon de

CO

MPP*+ CORT

MPP*+ CORT + IGE-II

CORT+MPP* en ausencia o presencia de IGF-Il. Imagenes representativas. Nucleo

marcado con la sonda DRAQ5™. CO: control.

Como se comentd previamente, la mitocondria es la fuente principal de
produccion de radicales libres celulares tanto fisiolégicos como
patolégicos siendo capaz, por tanto, de modificar su funcion segun las
condiciones en las que se encuentre. Para evaluar la funcion mitocondrial
y la produccion de radicales libres en presencia de IGF-Il, se estudiaron
el mAW, la OCR y la produccion del O2™ mitocondrial, respectivamente.
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Niveles mitocondriales de especies reactivas de oxigeno

El tratamiento con CORT+MPP*, produjo de nuevo en el modelo
experimental estudiado un incremento drastico de los niveles de ROS
mitocondrial (> 50%, p < 0,05) comparado con las células control (Fig. 18).

Sin embargo, cuando se administraron ambos toxicos en presencia de
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IGF-II, la producciéon de O2™ se acerco a los niveles observados en el
grupo control (p < 0,05).

Fig. 18: Niveles mitocondriales de ROS tras la administracion de CORT+MPP* en
ausencia o presencia de IGF-Il. Datos presentados como media + SEM (5 experimentos
independientes, n=3 en cada grupo). *p < 0,05 comparado con grupo control; %p < 0.05

comparado con la combinacion de toxicos.

Funcion mitocondrial

Como se muestra en la figura 19, y en la linea de lo observado en el
apartado 4.1.3, la incubacion con CORT+MPP* conllevé una disminucion
del mAW (en torno al 20 %) con respecto a la situacién control (p < 0,05),
mientras que la inclusiéon de IGF-Il en dicho tratamiento lo estabilizé

(valores similares a las células control, p < 0,05).
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Fig. 19: Analisis citofluorimétrico del 0.6
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En cuanto a la evaluacion bioenergética, la administraciéon de
CORT+MPP* produjo un descenso significativo de la OCR (62,5%)
respecto al grupo control (Fig. 20) en la linea de lo observado en el curso

temporal de OCR (apartado 4.1.3) a partir de los 90 min desde su
administracion. La presencia en el medio de ambos toxicos junto a IGF-II
contrarrest6 parcialmente esta disminucién (37,1%, p < 0,05).

200 - rotenona/antimicina A

FccP |,
oligomicina

0 50 100 150 200
Tiempo (minutos)

Fig. 20: Medicion de parametros clave de la funcién mitocondrial tras 90 minutos de
incubacion con CORT+MPP* en ausencia o presencia de IGF-Il. Experimento
representativo de la OCR expresada como % con respecto al control. Linea purpura:
Control; linea celeste: CORT+MPP?*; linea verde: CORT+MPP*+IGF-II.
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Los parametros clave de la funcion mitocondrial se vieron modificados de
forma significativa tras la administracion de los toxicos estudiados (Fig.
21, p < 0,05). Asi, el consumo de oxigeno utilizado para producir ATP
mitocondrial disminuyé un 86,4% respecto al control (Fig. 21b), el
descenso observado en la capacidad respiratoria de reserva fue de un
46,7% (Fig. 21d) y de un 66,2% en la respiracion maxima (Fig. 21e),
mientras que la respiracion no acoplada a ATP (fuga de protones) se
increment6 en un 62,2% (Fig. 21c). La presencia en el medio de IGF-II
junto con CORT+MPP*, previno (caso de la fuga de protones, p < 0,05) o
atenuo el efecto dafiino de estas sustancias de forma significativa. En
concreto, para la sintesis de ATP la disminucién de la OCR fue del 34,3%
frente al grupo control, lo que supuso un incremento de la misma del
52,1% frente a la administracion de los toxicos (p < 0,05). Con respecto a
la capacidad respiratoria de reserva la disminucidn observada fue del
21,1% vy, para la respiracion maxima, del 27,6%. En estos casos el
incremento frente a CORT+MPP* fue del 25,6% y 38,6% respectivamente

(p < 0,05).
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Fig. 21: Tasa de consumo de oxigeno (OCR) evaluada en diferentes condiciones tras

la administracion de CORT+MPP* en ausencia o presencia de IGF-Il. (a) Respiracion
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basal. (b) Produccion de ATP, medida tras la adicién de oligomicina. (c) Fuga de protones,
considerada como el consumo residual de Oz tras la adicién de oligomicina. (d) Capacidad
respiratoria de reserva o diferencia entre la respiracion maxima (observada tras la
administracion de FCCP) y la respiracién basal. (e) Respiracién maxima. OCR expresadas
como pmol/min mg de proteina. Datos presentados como media + SEM (7 experimentos
independientes, n=3 en cada grupo). *p < 0,05 comparado con grupo control; %p < 0.05

comparado con la combinacion de toxicos.
4.2.4. Marcador dopaminérgico y neurodegeneracion

Como se indica en el apartado material y métodos, la linea celular utilizada
en este modelo de la EP deriva de células neuronales dopaminérgicas de
sustancia negra, por lo que ademas de analizar neurodegeneracion, se
uso un marcador dopaminérgico especifico (TH) para la evaluacion de la
integridad celular.

Expresion de la enzima tirosina hidroxilasa

El tratamiento de las células con CORT+MPP* produjo un descenso
significativo de un 24,7% en los niveles de TH con respecto al grupo
control, mientras que la incubacion de ambos toxicos e IGF-II mostré
valores de expresion de TH cercanos a los encontrados en células control
(p < 0,05). Por otra parte, la coincubacién de las células con el antagonista
del GR, MIFE, y ambos téxicos previno parcialmente el descenso en los
niveles de TH observados en la situacion CORT+MPP* (13,9% p < 0,05),
poniendo de manifiesto de nuevo el papel de CORT en este modelo
(Figuras 22y 23).

49



150

—_ &
S = 5B
S * =
g 100 - —
Q
O
(72}
5
=1 50 -
L
T
ju—
0 L] L) I 1
o < » &
D) &’ &
ooo &"§Q x "\0 * "é
& & Q
() xé x
A A
& &
) (@)

Fig. 22: Analisis cuantitativo de la inmunocitoquimica de la enzima tirosina hidroxilasa
(TH) ante la administracion de CORT+MPP* en ausencia o presencia de IGF-ll o
mifepristona. Datos presentados como media £ SEM (3 experimentos independientes, n=3
en cada grupo). *p < 0,05 comparado con grupo control; ¥ < 0.05 comparado con la
combinacién de téxicos. UA: unidades arbitrarias.
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Fig. 23: Inmunocitoquimica de la enzima tirosina hidroxilasa (TH) ante la

MPP*+ CORT + MIFE | IMPP*+ CORT + IGF-II

administracion de CORT+MPP* en ausencia o presencia de IGF-lIl o mifepristona.

Imagenes representativas. Nucleo marcado con la sonda DAPI. CO: control.
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FJ (UA/mg proteina)

Neurodegeneracion

Con respecto a las células control, y en la linea de lo observado en el
apartado 4.1.4, la incubacion de las células dopaminérgicas con
CORT+MPP* produjo un marcado incremento en la intensidad de FJ
(87,3%, p < 0,05), mientras que la incubacién de ambos téxicos en
presencia de IGF-II contrarrestd este incremento en un 50,2% (p < 0,05)
(Fig. 24).

Fig. 24: Neurodegeneracion evaluada

— como intensidad del fluorocromo

—— especifico Fluoro-Jade B™ (FJ) ante
bt la administracion de CORT+MPP* en

1000 ausencia o presencia de IGF-Il. Datos

500 - presentados como media + SEM (3

experimentos independientes, n=3 en

O &£ 2 cada grupo). *p < 0,05 comparado con
& grupo control; ¥p < 0.05 comparado con
oq‘.‘" la combinacion de toxicos. UA: unidades

arbitrarias.

4.2.5. Vias de senalizacién intracelular

En este sentido, se ha estudiado la expresion de la PKC, la cual es
modulada por glucocorticoides, ROS y por la propia molécula a estudio
IGF-Il 137138 También se evalué la expresion de Nrf2, factor de
transcripcion que funciona como uno de los principales reguladores de la
respuesta antioxidante enddgena frente al estrés oxidativo, y la expresion
del receptor GR, ya que su expresion nuclear podria considerarse un
posible regulador de los patrones de expresion génica relacionados con

el estrés 137,

Con respecto a la expresion de pPKCa/B (Fig. 25), la administracion de

CORT+MPP*, produjo un claro y significativo descenso (58,8%) en

comparaciéon con el grupo control, mientras que la incubacion de ambos
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toxicos en presencia de IGF-ll o del antagonista MIFE, la mantuvo en

valores préximos a los encontrados en las células control (p < 0,05).
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Fig. 25: Expresion de pPKCo/B ante la administracion de CORT+MPP* en ausencia o
presencia de IGF-ll o mifepristona. (a) Cuantificacion tras normalizar con  actina, (b)
Imagen representativa de western blot. Datos presentados como media + SEM (6
experimentos independientes, n=3 en cada grupo). *p < 0,05 comparado con grupo control;

b < 0.05 comparado con la combinacion de toxicos.

Como se puede observar en la figura 26, no se aprecian diferencias en la
expresion total de Nrf2 en las distintas condiciones a estudio, pero, sin
embargo, la administracion de CORT+MPP* produjo una disminucion
significativa del 62,6% en su expresion nuclear frente al control (Fig. 27).
Cuando se incubaron ambos toxicos en presencia de MIFE, se previno
parcialmente esa disminucion (28,3%, p < 0,05) y en el caso de la
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incubacion de CORT+MPP™ junto a IGF-II, la expresion nuclear se acerco

a los valores encontrados en las células control (p < 0,05).

DAPI MERGE

Nrf2

Fig. 26: Inmunocitoquimica del factor de transcripciéon nuclear eritroide 2 (Nrf2) ante

CcO

MPP*+ CORT

MPP*+ CORT + MIFE | [MPP*+ CORT + IGF-II

la administracion de CORT+MPP* en ausencia o presencia de IGF-ll o mifepristona.

Imagenes representativas. Nucleo marcado con la sonda DAPI. CO: control.
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Fig. 27: Analisis cuantitativo de la
inmunocitoquimica del factor de
transcripcion nuclear eritroide 2
(Nrf2) ante la administracion de
CORT+MPP* en ausencia o
presencia de IGF-ll o mifepristona.
Datos presentados como media *
SEM (3 experimentos
independientes, n=3 en cada grupo).
*p < 0,05 comparado con grupo
control; b < 0.05 comparado con la
combinacién de  toxicos. UA:

unidades arbitrarias.

Con respecto a la expresioén nuclear del GR, la incubacién con ambos

toxicos produjo un incremento significativo comparado con las células

control (41,4%), sin embargo, la administracion de CORT+MPP* en

presencia de IGF-ll mantuvo la expresion en los niveles del grupo control

(p < 0,05). Como era de esperar, el bloqueo del GR con MIFE inhibi6 su

translocacién al nucleo, traduciéndose este hecho en una expresion

nuclear de GR similar a la observada en células control (p < 0,05) (Fig.

28). La expresion total del GR fue semejante en las diferentes condiciones

estudiadas (Fig. 29).
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Fig. 28: Anadlisis cuantitativo de la inmunocitoquimica del receptor de
glucocorticoides (GR) ante la administracion de CORT+MPP”* en ausencia o presencia
de IGF-ll o mifepristona. Datos presentados como media + SEM (3 experimentos
independientes, n=3 en cada grupo). *p < 0,05 comparado con grupo control; ¥p < 0.05
comparado con la combinacion de téxicos. UA: unidades arbitrarias.
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GR

Fig. 29: Inmunocitoquimica del receptor de glucocorticoides (GR) ante la

CcoO

MPP*+ CORT

MPP* + CORT + MIFE | IMPP*+ CORT + IGF-II

administracion de CORT+MPP* en ausencia o presencia de IGF-ll o mifepristona.

Imagenes representativas. Nucleo marcado con la sonda DAPI. CO: control.
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5. DISCUSION

5.1. Puesta en marcha de un modelo in vitro sobre neuronas

dopaminérgicas como base de un modelo combinado de Enfermedad de

Parkinson y estrés emocional leve-moderado

A pesar de conocerse la relacion existente entre los niveles de glucocorticoides,
estrés emocional leve-moderado y la EP, previo a este estudio, no se habia
desarrollado un modelo in vitro de EP y estrés emocional. Asi, con la intencién
de demostrar el efecto negativo del estrés emocional leve-moderado en la EP se
determind la interaccion de la CORT '3, como marcador de la respuesta
endocrina al estrés, y la neurotoxina MPP™, administrada en el bien establecido

modelo celular de EP 7640 sobre el cultivo de neuronas dopaminérgicas.

Los resultados obtenidos en este potencial modelo celular combinado de EP y
estrés emocional leve-moderado (apartado 4.1) sugieren que la patologia de la
EP se ve agravada por el estrés hormonal. Hemos observado que tanto la
administracion individual de CORT como de MPP* produjeron dafio oxidativo-
mitocondrial y neurodegeneracion frente a las células control, mientras que la
coadministracion de ambas sustancias dio lugar a mayores dafios como
consecuencia del efecto sinérgico de los toxicos. Estos hallazgos respaldan, por
un lado, que los glucocorticoides se consideren factores de riesgo para la
progresion de la EP y, por otro, los resultados anteriores encontrados en
modelos animales y pacientes '#4-'% donde se pone de manifiesto el
empeoramiento de la EP producido por el estrés emocional. Por tanto, el
desarrollo de herramientas que ayuden a investigar la relacion del estrés leve-
moderado con la EP es crucial para poder encontrar posibles dianas

terapéuticas.

5.1.1. Dano oxidativo-mitocondrial en el modelo

En condiciones de estrés emocional en la EP, el aumento del estrés oxidativo y
del dafo mitocondrial contribuyen a neurodegeneracion y/o muerte celular como
se han descrito en estudios previos '31.145-147 En este modelo, también se
encontrd un incremento de muerte celular tras la coincubacion de CORT+MPP*,
y se duplicé la producciéon de ROS en comparacion con lo observado ante la
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administracion individualizada de las sustancias (figura 10). Este drastico
incremento en los niveles de ROS conllevaria un importante desequilibrio en las
reacciones REDOX. Los AOPP pueden participar en estas reacciones
produciendo mayor dafio celular '8 y en este modelo (figura 9b) la
coadministracion de los toxicos incrementd de forma drastica los niveles de
AOPP ademas de provocar una disminucién de los niveles del TAS. Los cambios
producidos a nivel de TAS y AOPP estan en la misma linea que los descritos en
modelos celulares de estrés oxidativo y EP 17:18.75.149,

Dado que la mitocondria es una de las mayores productoras de energia y de
ROS, y la EP y el estrés emocional estan intimamente relacionados con la
produccion de ROS 17:18:35.36,131 " g| estudio de la funcion mitocondrial a través,
por ejemplo, de la medicidn del mAW y la bioenergética celular resulta esencial.
En este sentido, y en la linea de otros trabajos '7:1876.13% |3 administracién
individual de CORT o MPP* produjo una disminucion en el mAW, efecto que se
vio potenciado al administrar CORT+MPP~ (figura 11a). Ademas, un excesivo
estrés oxidativo y el descenso del mAW produce una alteracion de la energia y
el metabolismo neuronal, hecho también observado en este modelo con la
administracion conjunta de ambos toxicos. A lo largo del tiempo, se produjo un
descenso progresivo en la respiracion basal que se estabilizé a los 90 min y se
mantuvo durante 5 h. La administracion de MPP* de forma individual disminuyo
también la respiracién basal, aunque en menor proporcion, lo que pone de
manifiesto un probable efecto sinérgico en cuanto a toxicidad con el uso
combinado de CORT+MPP*. Sin embargo, el comportamiento de la OCR tras la
administracion de CORT fue similar a lo observado en las células control (11b).
Este hecho podria relacionarse con el efecto dual de CORT sobre la regulacion
de la funcién mitocondrial ya conocido '3° y que podria representar un
mecanismo adaptativo en cuanto a la produccion de energia para mantener la
adecuada funcion neuronal bajo condiciones de estrés '5°. Esta actividad
mitocondrial elevada llevaria a la consecuente producciéon de ROS y a una
disminucién de la propia actividad que se traduciria en una disfuncion
mitocondrial permanente. El dafio causado por la administracion de estas
sustancias, solas y en combinacion, agotarian los recursos energéticos celulares

a través de diferentes mecanismos contribuyendo al deterioro de la integridad y

59



de la funciéon neuronal haciendo que éstas sean menos resistentes a la

neurodegeneracion 122,
5.1.2. Neurodegeneracion en el modelo

Entre los principales mecanismos que provocan neurodegeneracion, se
encuentran la excesiva produccion de ROS vy la disfuncién mitocondrial %', De
hecho, en este modelo donde se aprecian estos mecanismos de forma
contundente, se detectd un incremento en los niveles de fluorescencia de la
sonda FJ tras la incubacion de los toxicos de forma individual y en coincubacion,
siendo el efecto mayor en este caso (figura 12). Resultado que indica la
produccion de una intensa neurodegeneracion en el modelo. Intensa
neurodegeneracion que también se aprecia en los modelos animales de EP, en
los que el estrés leve es considerado como un factor de riesgo ambiental que
provoca una robusta neurodegeneracidn progresiva en un contexto de
susceptibilidad a la EP 1. Asi, estudiaron la relacion de la degeneracion de la
sustancia negra y el empeoramiento de los sintomas motores de la EP con los
efectos combinados del estrés emocional y la pérdida progresiva de neuronas
dopaminérgicas &'%2. En la misma linea, estudios realizados en humanos
sugieren una posible relacion entre sintomatologia de la EP y niveles de
glucocorticoides °*. Existe una clara evidencia entre la disfuncion del eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal y un aumento de glucocorticoides en la EP, y
aunque los estudios tienden a sugerir una relacidn entre aumento de
glucocorticoides con el empeoramiento tanto motor como no motor de los
sintomas en la EP, los resultados son en algunos casos contradictorios 94193,
Contradiccidn que probablemente se deba al limitado numero de estudios que
relacionan de forma directa los niveles de corticoides con la clinica de la EP, las
diferentes muestras evaluadas, y la falta de estudios que midan a largo plazo el
efecto de éstos en la EP °*. En este sentido los niveles de cortisona capilar
podrian aportar informacion relevante sobre la disfuncion del eje hipotalamo-

hipofisis-adrenal en la EP.

Hace dos décadas se plante6 la hipotesis de que el estrés contribuia a la
neuropatologia de la EP, posiblemente al aumentar la vulnerabilidad de las

células dopaminérgicas del cerebro medio a la degeneracion '%*. Dada la fuerte
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conexion entre la EP y el estrés emocional leve-moderado, es imperativo
entender su relacion. El modelo celular de EP propuesto en esta tesis doctoral,
basado en el marcador de la respuesta endocrina al estrés, CORT, y la
neurotoxina dopaminérgica MPP™, sugiere que el efecto del estrés hormonal leve
a moderado agrava la patologia de la EP, con un papel central del dafio
oxidativo-mitocondrial. Este modelo podria ser un modelo apropiado para
investigar dianas neuropatologicas y evaluar nuevas herramientas terapéuticas

dirigidas a los pacientes con EP que sufren estrés emocional leve-moderado.

5.2. Efecto de IGF-ll sobre el dano inducido por la coadministracion de

MPP* y corticosterona en neuronas dopaminérgicas

El efecto protector del IGF-Il anteriormente descrito sobre neuronas corticales
tanto en el modelo celular de estrés oxidativo inducido por CORT "' como en
el modelo de EP por administracion de MPP* 82, estd mediado principalmente a
través de su interaccidn con su receptor especifico IGF-IIR, lo que podria sugerir
una potencial disminucion del dafio oxidativo-mitocondrial producido por la
coadministracion de ambas toxicos en el modelo propuesto en este trabajo,
protegiendo asi IGF-Il a las neuronas dopaminérgicas de la muerte celular. Los
resultados obtenidos estan en la linea de lo descrito en cultivos de neuronas de
corteza 171862 | a administracién de CORT+MPP* en presencia de IGF-Il previno
la liberacion de LDH producida tras la coadministracion de ambos téxicos (figura
13), mientras que la presencia de BMS en el medio, inhibidor del efecto
tirosinkinasa de IGF-IR e InsR, no modifico el efecto de IGF-II, indicando que el
efecto beneficioso de IGF-II podria estar mediado por su interaccion con el IGF-
lIR.

5.2.1. Efecto de IGF-Il sobre dano oxidativo-mitocondrial

El estrés emocional y la EP estan intimamente relacionados con la produccion
de ROS, hecho que se observa en este modelo combinado donde la produccién
de O2™" es considerablemente mayor con respecto al control o la administraciéon
individual de los toxicos. Su produccion llevaria por tanto a una disminucion del
TAS y también de la actividad de la enzima GPX, la cual tiene la capacidad de
neutralizar los LOOH mediante GSH y NADH 55, Esta disminucion en la actividad
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de la enzima probablemente esté relacionada, por un lado, con el aumento de
los niveles de LOOH encontrados, y por otro, con la deplecién de GSH que se
produciria como consecuencia de la regulacion negativa de la via de
sefalizacion Nrf2-ARE. Lipidos y proteinas celulares son dianas de ROS y estos
producen danos estructurales en las membranas celulares llevando a un mayor
desequilibrio en las reacciones REDOX %81% | a administracion de IGF-II
protege a las neuronas contra la produccién de ROS (figura 14) y previene del
drastico incremento en la liberacion de marcadores de dafio celular como son
LOOH y AOPP (figura 16); Contrarrestando también el TAS y la actividad de la
GPX (figura 15). Estos cambios producidos en nuestro modelo estan en
consonancia con los resultados previos de modelos celulares de EP ¢ y tras la
administracion de CORT en cultivos celulares ', donde IGF-Il previno el
desequilibrio oxidativo y los cambios en la expresiéon de GPX inducidos por el

mismo.

La mitocondria es la fuente principal de produccién de ROS y de energia 35157~

159 Al igual que ocurre en otras enfermedades neurodegenerativas, la EP esta
en intima relacion con el equilibrio entre la produccion de ROS y los procesos de
eliminacion de los mismos %' y en este modelo combinado de EP y estrés
emocional, como en otras condiciones de toxicidad mitocondrial 17:1875.133 ge
observé una disminucién de la funcion mitocondrial y un aumento en la
produccion de ROS, lo que conlleva dafio neuronal. Con la inclusion de IGF-Il en
el tratamiento, se preservaron el mAW (figura 19), en parte su localizacion en el
axoplasma (figura 17), tan necesaria para desarrollar la funcidon mitocondrial, y
el equilibrio de ROS ya comentado, asi como la proteccion parcial de los
siguientes parametros bioenergéticos celulares: consumo de Oz debido a la
respiracion basal, consumo de O: utilizado para producir ATP, respiracion
maxima y la capacidad respiratoria de reserva de la célula (figura 21). Con
respecto a este ultimo parametro, se conoce que las neuronas utilizan esta
reserva en funcion de su actividad ''. Asi, en las neuronas en reposo su uso es
del 7% mientras que las neuronas activas pueden usar hasta el 80%. Por tanto,
la capacidad respiratoria de reserva de la célula tiene como cometido ayudar a
las neuronas cuando precisan un aumento de demanda energética, siendo

crucial para el mantenimiento de la homeostasis celular en situaciones de estrés
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celular ', resultando su deterioro nefasto para las neuronas. IGF-Il mantuvo la
capacidad respiratoria de reserva evitando asi la muerte celular. Por todo ello,
se puede inferir que tanto la activacion del sistema antioxidante como el aumento
en la funcidn mitocondrial contribuyen a los efectos neuroprotectores de IGF-II
frente al estrés oxidativo. En este sentido se conoce que IGF-II mejora la funcién
mitocondrial en otros tejidos, higado y musculo esquelético, bajo condiciones de
estrés 161162 Como molécula anabdlica, IGF-Il aumenta la disponibilidad de ATP
163 lo que hace pensar que el efecto observado en este trabajo podria estar
relacionado con esta capacidad. En cuanto a la fuga de protones (figura 21c), el
tratamiento con IGF-II previno el incremento producido por ambos téxicos en
combinacion, mejorando la eficiencia mitocondrial "84, probablemente mediante
la preservacion de la oxidacion de la membrana y/o la modulacién en el
desacoplamiento de las proteinas. Los desacopladores suaves son compuestos
con funciones antioxidantes que dan lugar al desajuste de los procesos de
fosforilacidon y transporte mitocondrial de electrones y que, en ultima instancia,
mantienen el ATP en un nivel adecuado para satisfacer las demandas
metabdlicas celulares. Esta caracteristica ha producido un marcado interés por
el posible uso terapéutico de dichas moléculas, también en relaciéon con los
trastornos neurologicos '%°. El efecto observado en este trabajo de IGF-II
posiblemente esté mediado en gran medida por su interaccion con el IGF-1IR
718 |o que hace pensar que no actie como una molécula antioxidante
convencional o un desacoplador suave, aunque si podria actuar como un
modulador %5, En todo caso, parece claro que el efecto descrito para IGF-Il en
este trabajo podria mejorar la disfuncion mitocondrial y también disminuir la
produccion de ROS, mejorando dos de los principales mecanismos causantes

de neurodegeneracion 6.
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5.2.2. Efecto de IGF-Il sobre marcador dopaminérgico y neurodegeneracion

Una de las caracteristicas principales en la EP es la disminucion en la sintesis
de dopamina 7. La TH es la enzima limitante de la tasa de produccion de
dopamina, por lo que se puede considerar esta enzima como un marcador de
neuronas dopaminérgicas para evaluar su integridad. El estrés leve-moderado
en la EP, segun modelos animales, es considerado un factor de riesgo ambiental
que provoca neurodegeneracion progresiva '4'. La hipotesis de que el estrés
emocional contribuye a la neuropatologia en la EP se basa posiblemente en su
efecto deletéreo en las neuronas del mesencéfalo '%8. En el modelo planteado
en este trabajo, se pone de manifiesto el papel fundamental del estresor
hormonal CORT en la expresion de la TH (figura 22) en neuronas
dopaminérgicas de sustancia negra donde la administracion de MIFE inhibid
parcialmente el efecto toxico de la coincubaciéon de CORT+MPP*. Toxicidad que
en presencia de IGF-Il fue prevenida, lo que denota un efecto neuroprotector de
IGF-Il frente al dafio provocado por la neurotoxina y la CORT. En la misma linea,
IGF-Il contrarrestd parcialmente los altos niveles de neurodegeneracion
encontrados tras la incubacién con ambos toxicos (figura 24). Los modelos
animales combinados de EP y estrés leve-moderado, han demostrado una
pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas y una degeneracion de la
sustancia negra, exponiendo que el estrés emocional produce un
empeoramiento en la sintomatologia de la EP que acelera la neurodegeneracion
en dicha estructura 8152, En estudios con humanos esta posible relacién también

se ha sugerido %4,
5.2.3. Vias de senalizacion intracelular implicadas

La implicacion de PKC en la regulacion del metabolismo mitocondrial es
conocido '8y su activacion podria relacionarse con efectos protectores. En este
sentido, se ha observado que su inhibicion produce un aumento en la muerte de
neuronas hipocampales '7° mientras que su activacion, podria provocar la
activacion de Nrf2 y el mantenimiento de las defensas antioxidantes como ocurre
en cardiomiocitos postcondicionados de rata 8. En el potencial modelo celular
combinado de EP y estrés emocional leve-moderado utilizado en el presente

trabajo, se observdé una disminucion de la expresion de pPKCa/f tras la
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coincubacion con ambos toxicos, la cual se previno en presencia de IGF-II (figura
25) en la linea de lo encontrado en cardiomioblastos '?°. Este resultado podria
indicar que el efecto beneficioso de IGF-Il sobre los parametros de funcion
mitocondrial estudiados estaria mediado por la activacion de la PKC y protegeria
los recursos energéticos en la EP con estrés leve-moderado contribuyendo a
mantener la integridad de la neurona y sus funciones, haciendo que las células

sean menos vulnerables a la neurodegeneracion.

Como se comentd en el apartado introduccién, Nrf2 es considerado un factor
sensible a REDOX que regula la expresién de mas de 250 genes implicados en
acciones antioxidantes '7'-173, Este factor potencia la transcripcién de elementos
de respuesta antioxidante, convirtiéendose en una diana clave de numerosos
desordenes, también para las enfermedades neurodegenerativas. Con respecto
a EP se piensa que Nrf2 suprime el dafio oxidativo celular, la proteinopatia y la
neuroinflamacién 4. En este estudio, la administracion de CORT+MPP* produjo
una disminucién en la expresion nuclear de Nrf2, en la linea de lo observado en
un modelo celular oxidativo de neuronas dopaminérgicas "°, lo cual podria
contribuir a la disminucidn que se aprecia en el presente trabajo en GPX. Con
respecto al efecto de IGF-Il en la expresidon nuclear de Nrf2, la administracién de
ambos toxicos en presencia de IGF-1l impidi6 dicha disminucion (figura 27) como
consecuencia directa de IGF-Il y/o a través de la interaccion con otros factores.
En cualquier caso, la disminucién en la expresion nuclear de Nrf2 apreciada en
este modelo de dafo podria atribuirse a alteraciones del metabolismo de Nrf2
175, a una reduccion inducida por MPP* 176177 o a| efecto de CORT mediado por
la interaccién entre GR y Nrf2 178,

En la progresion fisiopatologica de la EP se ha observado el papel de los
glucocorticoides a través de su interaccion con los GR. De hecho, los niveles
plasmaticos basales de cortisol estan elevados en los pacientes con EP,
sugiriendo una desregulacion en el eje HPA, que afecta a la actividad de los GR
79 En un modelo animal de EP inducido por farmacos, la administracion crénica
de CORT aumenté la densidad de GR en las areas motoras ', lo que lleva a
pensar en el rol de estos receptores sobre la regulacion de la neurodegeneracion
en la EP "6, En el presente trabajo, la coincubacion de ambos tdéxicos en
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presencia del antagonista del GR MIFE, contrarrestd parcialmente la muerte
celular y la expresion nuclear de Nfr2 y mantuvo la expresién de pPKCa/3 en
valores proximos a los encontrados en las células control. Con respecto a la
expresion nuclear de GR, ésta aumenté tras la administracion de CORT+MPP",
mientras que la coincubacion de ambos toxicos en presencia de MIFE, bloqued
el efecto de la CORT sobre GR inhibiendo su translocacién al nucleo como era
de esperar. Como ocurrié en la expresion nuclear de Nrf2, la coincubacion de los
toxicos en presencia de IGF-II previno el incremento de la expresion nuclear de
GR (figura 28).

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que, en el modelo combinado
de EP y estrés leve-moderado propuesto, donde CORT juega un papel central
en el efecto toxico sinérgico observado, se produce un incremento en la
neurodegeneracién y muerte celular como consecuencia de un aumento en el
estrés oxidativo y una disfuncion mitocondrial. Por otra parte, el efecto
neuroprotector de IGF-Il podria deberse principalmente a su funcidn como
activador de PKC y de la respuesta antioxidante de Nrf2 a través de la via de
sefalizacion dependiente de GR, previniendo el dafio oxidativo-mitocondrial y la
neurodegeneracion y manteniendo la funcion mitocondrial. La capacidad de IGF-
Il para proteger las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra ante el dafo
oxidativo-mitocondrial inducido por la neurotoxina MPP* y la CORT, como
marcador de la respuesta endocrina al estrés, revela su potencial uso terapéutico
como herramienta para tratar y prevenir la progresion de la EP en pacientes que

sufren estrés emocional leve-moderado.
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6. CONCLUSIONES

1. Este modelo in vitro, muestra el papel central de corticosterona en el
efecto sinérgico toxico observado, y sugiere que el estrés hormonal,
agrava la patologia de la Enfermedad de Parkinson, siendo fundamental
para ello el dafio oxidativo-mitocondrial producido.

2. El modelo in vitro propuesto, podria ser un modelo valido para investigar
dianas neuropatologicas y evaluar nuevas herramientas terapéuticas para
los pacientes con Enfermedad de Parkinson y estrés emocional leve-
moderado.

3. Este trabajo revela el efecto neuroprotector del IGF-Il, sobre el dafio
inducido por la coadministracion de MPP™* y corticosterona en neuronas
dopaminérgicas de sustancia negra.

4. Se demuestra la capacidad del IGF-Il, para proteger a las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra contra el estrés oxidativo, la
disfuncion mitocondrial, y la neurodegeneracion inducida por los toxicos
corticosterona y MPP™.

5. Este efecto neuroprotector del IGF-II, podria deberse principalmente a su
funcidn activadora sobre la proteina kinasa C, y la respuesta antioxidante
del factor de transcripcion nuclear eritroide tipo 2, dependiente a su vez
del receptor de glucocorticoides. La activacion de estas vias de
sefalizacion, podria prevenir el dafo oxidativo-mitocondrial y la
neurodegeneracion, asi como favorecer el mantenimiento de la funcion
mitocondrial.

6. Considerando la capacidad protectora del IGF-Il en el modelo,
proponemos a esta molécula como potencial herramienta terapéutica para
el tratamiento y prevencion de la progresidon de la Enfermedad de

Parkinson en los pacientes con estrés emocional leve-moderado.
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Abstract: Stress seems to contribute to Parkinson’s disease (PD) neuropathology, probably by dysreg-
ulation of the hypothalamic—pituitary—adrenal axis. Key factors in this pathophysiology are oxidative
stress and mitochondprial dysfunction and neuronal glucocorticoid-induced toxicity. The insulin-like
growth factor II (IGF-II), a pleiotropic hormone, has shown antioxidant and neuroprotective effects
in some neurodegenerative disorders. Our aim was to examine the protective effect of IGF-II on
a dopaminergic cellular combined model of PD and mild to moderate stress measuring oxidative
stress parameters, mitochondrial and neuronal markers, and signalling pathways. IGF-II counteracts
the mitochondrial-oxidative damage produced by the toxic synergistic effect of corticosterone and
1-methyl-4-phenylpyridinium, protecting dopaminergic neurons from death and neurodegeneration.
IGF-II promotes PKC activation and nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 antioxidant response
in a glucocorticoid receptor-dependent pathway, preventing oxidative cell damage and maintaining
mitochondrial function. Thus, IGF-Il is a potential therapeutic tool for treatment and prevention of
disease progression in PD patients suffering mild to moderate emotional stress.

Keywords: insulin-like growth factor II; oxidative stress; mitochondria; neuroprotection; hormonal
stress; Parkinson’s disease

1. Introduction

The neurodegenerative Parkinson’s disease (PD) affects 1-3% of the population aged
over 65 [1]. A wide range of pathways and mechanisms are involved in its pathogenesis,
such as oxidative stress, mitochondrial dysfunction, and inflammation [2,3], which ulti-
mately produce a progressive loss of nigral dopamine neurons [3,4]. Dopamine depletion
leads to the development of major motor symptoms that are key to diagnosis, although the
disease comes with other non-motor symptoms, such as sleep disorders, cognitive impair-
ment, and depression, which increase disability [2]. Repeated and persistent occurrence of
emotional stress seems to promote the development of neurodegenerative diseases [5,6],
and it has been suggested that a dysregulation of the hypothalamic—pituitary—adrenal axis
(HPA) arises in PD [7]. This dysregulation may be involved in triggering, exacerbation, or
progression of PD. Thus, the identification of new targets and the concomitant design of
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