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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa cronica y
progresiva que se caracteriza por el desarrollo de una sintomatologia que repercute
tanto en la capacidad motora del afectado, que se caracteriza por el desarrollo
progresivo de sintomas motores como temblor en estado de reposo, rigidez muscular e
inestabilidad postural; y sintomas no motores como trastornos del suefio o ansiedad.
Anatopatolégicamente, la EP se caracteriza principalmente por una neurodegeneracion
de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra (SN) cerebral y por una agregacién
proteica intracelular de a-sinucleina fibrilar y ubiquitinada en el cuerpo celular. Se cree
que la disfuncion mitocondrial y el estrés oxidativo generado por las neuronas
dopaminérgicas desempefia un papel importante en la neurotoxicidad dopaminérgica.
Asimismo, diversos estudios cientificos, incluidos los de nuestro equipo de investigacién
apuntan a que factor de crecimiento insulinico tipo Il, IGF-Il, podria ejercer efectos
neuroprotectores y antioxidantes, posiblemente gracias a la interaccién con su receptor
especifico rIGF-Il. Por tanto, el objetivo principal de este trabajo es el estudio del efecto
de la administracion de IGF-1l en dos modelos, uno celular y otro animal, de la EP basados
en la administracion de la neurotoxina MPTP en ratdén o su metabolito activo MPP* en
células neuronales de SN. Asi el estudio del modelo celular se centra en el analisis de los
efectos de IGF-1l en la supervivencia y neurodegeneracion neuronal, los marcadores
dopaminérgicos, la homeostasis mitocondrial, las vias intracelulares implicadas, ademas
del papel de rIGF-II en los efectos obtenidos. En el modelo murino, se analiza su accién
sobre la via dopaminérgica, la astroglia y la neuroinflamacion. Los resultados obtenidos
muestran que IGF-II es capaz de evitar la muerte y neurodegeneracion celular inducidos
por MPP* ademas de revertir los cambios morfoldgicos observados. También recupera
los marcadores celulares asociados a la neurotransmision dopaminérgica estudiados. A
nivel mitocondrial IGF-1I induce una reduccion del dafio oxidativo con la recuperacion de
la actividad enzimatica antioxidante, su funcionalidad y morfologia. La via intracelular
antioxidante de NRF2 y algunas de sus enzimas dependientes, se recuperan al igual que
la via de mTOR tras la coadministracién de IGF-Il y MPP*. En el modelo murino, la
administracion de IGF-Il bloquea la pérdida de coordinacidn motora y la reduccién del

auto-aseo inducido por el MPTP. Asimismo, IGF-Il contrarresta el efecto



neurodegenerativo y proinflamatorio del MPTP en la via dopaminérgica nigroestriatal.
Todos estos efectos podrian explicarse gracias al mantenimiento de la via intracelular de
NRF2, que aumentaria las defensas enzimaticas antioxidantes celulares, evitando el dafio
a nivel celular y mas concretamente mitocondrial como se deduce de los resultados
obtenidos. En conclusidn, el tratamiento con IGF-Il en un modelo celular y otro animal
de EP, basados en la administracion de MPP+ y MPTP respectivamente, es capaz de
revertir el efecto nocivo de los neurotdxicos sobre las neuronas dopaminérgicas,
principalmente gracias a la interaccion con su receptor especifico rlGF-II; pudiendo, esta
molécula enddgena, ser una potencial diana para el desarrollo de una herramienta

terapéutica preventiva o paliativa antioxidante para el tratamiento de la EP.
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1. La enfermedad de Parkinson

1.1. Breve introduccion historica

La enfermedad de Parkinson (EP) fue descrita por primera vez en 1817 por el médico
britanico James Parkinson en su obra "An Essay on the Shaking Palsy' (monografia
original impresa por Whittingham y Rowland y publicada por Sherwood, Neely y Jones
en Londres, 1817) (Jost & Reichmann, 2017) (Figura 1). En este ensayo, Parkinson incluyo
casos clinicos de 6 sujetos y, con bastante precisién en sus observaciones, describio
algunos de los sintomas motores caracteristicos de la enfermedad a la que denominé
“paralisis agitante”: temblores en reposo, postura flexionada y festinacién de la marcha.
También describid sintomatologia no motora, como la perturbacién del suefio y los
problemas de motilidad intestinal en etapas avanzadas de la enfermedad. Igualmente,
en su obra, Parkinson dejoé constancia de las posibles causas etioldgicas de la
enfermedad, ademas de sefialar que, con el avance del conocimiento sobre la naturaleza
de la afeccién, podrian aparecer tratamientos que pudieran paliar su sintomatologia

(Obeso et al,, 2017).

En 1876, Jean-Martin Charcot en el hospital La Salpétriere (Paris), tras varios afios del
estudio de la enfermedad y del ensayo escrito por Parkinson, propuso que ésta se
denominara “enfermedad de Parkinson”, reconociendo la remarcable labor del médico
britanico (Walusinski, 2018). Ademas, propuso e introdujo como tratamiento el uso del
alcaloide anticolinérgico hiosciamina extraido de la planta Atropa belladonna, que junto
a otros derivados, se mantuvo en uso hasta la aparicion de la levodopa (o L-DOPA)
(Parent & Parent, 2010). Gracias a la aportacion de Charcot, ademas de que se aifladieran
como sintomas clave de la enfermedad la rigidez y la bradicinesia; se propuso que los
temblores no eran un signo de diagnostico esencial y se empezé a considerar la EP como

una entidad clinica reconocida y estudiada por la medicina moderna.
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SHAKING PALSY.

CHAPTER 1.
DEFINITION~HISTORY-ILLUSTRATIVE CASES.

S—
SHAKING PALSY. (Paralysis Agitons)

Involuntarytremulousmotion, withlessened

muscular power, in parts not in action and

even when supported ; with a propensity

to bend the trunk forwards, and to pass

from a walking to a running pace: the

senses and intellects being uninjured.

Tie term Shaking Palsy has been vaguely
employed by medical writers in general.
By some it has been used to designate or-
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Figura 1. Principales aportaciones sobre la EP de diversos neurocientificos. De izquierda a derecha
y de arriba abajo: Dibujos de Konstantin Tretiakoff donde se muestra la apariencia de la sustancia
negra en secciones del cerebro (1919, Bibliothéque interuniversitaire de santé, Paris); Portada del
"An Essay on the Shaking Palsy” de James Parkinson (1817, Londres); Dibujo de Charcot de la
marcha de un enfermo de Parkinson (1887, Lecciones de martes en La Salpétriere, Paris); Dibujos
de Friedrich Heinrich Lewy de inclusiones de cuerpos eosinofilicos, donde células 7-6 del nucleo
dorsal del nervio vago (tincion de Mann 7-6 + 8), células 7-10 del nucleo paraventricular y
sustancia innominata (tincion de Mallory), (Lewy 1912); Reproduccion de un dibujo de Santiago
Ramon y Cajal que muestra una seccion coronal de la sustancia negra de un gato de pocos dias
con tincion del método de Golgi, donde el pedinculo cerebral esta en la parte inferior ("D”) y las
letras “B” y "A” indican neuronas de la parte inferior (pars reticulata) y zona superior (pars
compacta), respectivamente (Histologia del sistema nervioso del hombre y de los vertebrados.

Vol. 2. Madrid: Consejo Superior de Investigationes Scientificas, 191717).
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No fue hasta 1895 cuando se descubrieron indicios patologicos de la enfermedad.
Primero, Georges Marinesco, alumno en La Salpétriére, y Paul Blocq, y después Edouard
Brissaud, discipulo de Charcot, descubrieron una posible relacién entre los temblores de
la EP y lesiones en la substantia nigra (SN) cerebral, tras el estudio de un Unico paciente
con sintomatologia parkinsoniana. Tras este indicio, Brissaud hipotetizé que la SN podria
estar involucrada en el control del tono muscular y que una lesién en su estructura
causaria la EP. Estos hechos no tuvieron mucha repercusién durante los siguientes 20
anos y la mayoria de los estudios patologicos se centraron en otras areas como el cuerpo
estriado y el fasciculo lenticular (Parent & Parent, 2010). Cabe destacar la pionera
descripcién de la SN realizada en 1899 por Santiago Ramon y Cajal en su obra magna
“Histologia del sistema nervioso del hombre y de los vertebrados”, en la que usando la
tincion de Golgi describi¢ los diferentes tipos neuronales que poblaban cada una de las
dos porciones a las que denominé inferior y superior, aunque no pudo rastrear las
proyecciones axonales de estas neuronas (Figura 1). Tras unos afos, la confirmacion de
la teoria de la SN llegaria de la mano de Constantin Tretiakoff, al final de la primera
Guerra Mundial (1918), cuando surgi6 una pandemia de encefalitis letargica que llevaba
asociada un aumento del nimero de casos de EP. En su laboratorio de La Salpétriere,
realizé un estudio neuropatoldgico detallado de la SN de 54 pacientes, de los que 9
poseian la enfermedad y 3 de ellos presentaban parkinsonismo postencefalitico.
Tretiakoff observd en todos los enfermos de EP, una pérdida de neuronas nigrales,
hinchazon de los cuerpos celulares, degeneracién grumosa y alteraciones fibrilares
(Figura 1); ademas, pudo advertir que las neuronas de la SN que no se habian
degenerado, presentaban unos depdsitos tipicos a los que denominé cuerpos de Lewy.
Esta denominacién se realizé en honor a Friedrich Heinrich Lewy, neuropatélogo que
describid por primera vez estas inclusiones citoplasmaticas en el nucleo dorsal del vago
y la substantia innominata de pacientes de EP, en una publicacién en 1912, ademas de
realizar un estudio de anatomia patologica sobre la enfermedad (Lewy, 1912; Holdorff et

al., 2013) (Figura 1).

Durante los siguientes afios se produjo un gran desarrollo cientifico respecto a la EP.
Cabe destacar la figura de Arvid Carlsson que, junto a su equipo, descubrio en la década

de 1950 que un descenso en los niveles de dopamina (DA) provocaba sintomas muy
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similares a los de la enfermedad, y que este neurotransmisor se encontraba mas
concentrado en ciertas zonas cerebrales como los ganglios basales. Ademas, mostré que
la L-DOPA, precursor de la DA, era efectiva en el tratamiento de la sintomatologia.
Actualmente la EP se sigue tratando de este modo (Carlsson, 1972, 1993; Yeragani et al.,
2010), aunque gracias al avance cientifico/médico se combinan aquellos tratamientos
basados en la administracion de L-DOPA con otros, como los agonistas dopaminérgicos

y la estimulacion cerebral profunda (Poewe et al., 2017).

1.2. Contexto actual e importancia del estudio de la enfermedad

Segun el ultimo informe sobre el envejecimiento de las Naciones Unidas de 2021, se
espera que en el afio 2050 el fragmento de la poblacion mundial de personas mayores
de 65 aflos aumente al 16% con respecto a las de este afio (9%). Los avances tecnologicos
y cientifico-sanitarios, la mejora en los factores socioecondmicos y ambientales han
permitido que la esperanza de vida se duplique, sobre todo en los paises mas
desarrollados, pasando de unos 40 a 80 afios de edad en los Ultimos cien afios. Sin
embargo, con este aumento gradual de la esperanza de vida se hace mas notable el
aumento en la prevalencia de enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad
de Alzhéimer (EA) y la EP, asociadas a un deterioro de la calidad de vida en personas que

las padecen.

De hecho, uno de los principales factores de riesgo de la EP es el envejecimiento (Hirsch
et al, 2016) y actualmente es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun
después de la EA, con una prevalencia de entre 0,5y el 1% en las personas de entre 65 a
69 afios de edad y del 1 al 3% entre las personas con 80 afios o mas, existiendo
mundialmente mas de 6 millones de enfermos de EP (Tolosa et al., 2021). Asimismo, la
prevalencia de la EP se ha duplicado en los ultimos 25 afios y las estimaciones mundiales
en 2019 mostraban una cifra superior a 8,5 millones de personas con esta enfermedad

(OMS: Enfermedad de Parkinson https://www.who.int/es/news-room/fact-

sheets/detail/parkinson-disease. Acceso: 2024-01-31).

El envejecimiento demografico junto al descenso de la fraccion de poblacion en edad de

trabajar, han puesto en alerta a los sistemas de proteccién social, econdmicos vy
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sanitarios, principalmente de los paises europeos, América del Norte y este asiatico. Con
la poblacion mundial envejeciendo, existe una creciente necesidad de estudio sobre
como mejorar la salud y la calidad de vida en la tercera edad, que incluye la investigacion
sobre la etiopatogenia y posibles tratamientos de las enfermedades relacionadas con el
envejecimiento y la neurodegeneracion, como la EP (Ben-Shlomo et al., 2024). Por ultimo,
cabe destacar, que el estudio de las enfermedades neurodegenerativas puede contribuir
también al avance del conocimiento y la comprension del funcionamiento del cerebro

humano.

2. Sintomatologia

La EP es una enfermedad neurodegenerativa crdnica y progresiva que se caracteriza por
el desarrollo de una sintomatologia que repercute en la capacidad motora del afectado,
causando una discapacidad paulatina que deteriora su calidad de vida. El diagnostico de
la EP es clinico por los criterios del Banco de Cerebros de la Sociedad de Enfermedad de
Parkinson del Reino Unido (UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank), determinado por
la aparicion de bradicinesia y uno de los siguientes signos motores: temblor en estado
de reposo (4-6 Hz), rigidez muscular e inestabilidad postural no causada por disfuncion
primaria visual, vestibular, cerebelosa o propioceptiva (Alonso Canovas et al., 2016).
Aunque estos signos son los definitorios, existen otros para establecer criterios de apoyo
y de exclusion, como unilateralidad sintomatica, familiares afectados y respuesta a
levodopa (Alonso Canovas et al., 2016). La discapacidad progresiva del enfermo de EP
también se debe a otros signos y sintomas motores y no motores: alteracién de la
marcha, disfagia, disartria, hiposmia, estrefiimiento, disfuncion urinaria, hipotension
ortostatica, pérdida de memoria, alteraciones del animo, dolor, etc. (Tolosa et al., 2021).
De hecho, algunos de ellos son manifestaciones no motoras prodromicas, que orientan
en el posible diagnoéstico, como son anosmia (en el 90% de los casos), estrefiimiento,
trastornos del suefio, depresion y ansiedad (Lang, 2011). Con el paso del tiempo, el
cuadro clinico se va complicando, apareciendo la sintomatologia mencionada, pero
pudiendo complicarse con la aparicion de trastornos psiquiatricos como deterioro

cognitivo y demencia, que pueden derivar en una incapacidad total. Sin embargo, el
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curso de la enfermedad manifestado en los diferentes pacientes es muy heterogéneo,

hecho que actualmente alin no ha sido explicado en su totalidad (Obeso et al., 2017).

3. Etiopatogenia

Anatopatolégicamente, la EP se caracteriza principalmente por una neurodegeneracion
de las neuronas dopaminérgicas de la SN (y en menor medida en el area tegmental
ventral), haciéndose evidente histoldégicamente gracias a la despigmentacién de esta
zona cerebral, y por una agregacion proteica intracelular de a-sinucleina (a-sin) fibrilar y
ubiquitinada (denominados cuerpos de Lewy) en el cuerpo celular (King et al., 2019)
(figura 2). Sin embargo, también existe neurodegeneracién en los sistemas
serotoninérgico (nucleo dorsal del rafe) y noradrenérgico (locus coeruleus) (Paredes-
Rodriguez et al., 2020; Politis & Niccolini, 2015). La pérdida de todas estas neuronas da
lugar a los sintomas motores y no motores mencionados anteriormente (Buddhala et al.,

2015).

Aunqgue la etiologia de la EP es desconocida, en la patogenia estan involucrados multitud
de factores, interaccionando factores genéticos, ambientales y moleculares, como
acumulacion de a-sin, disfuncion mitocondrial y neuroinflamacién, derivadas del estrés

oxidativo causado por la formacion de radicales libres (Poewe et al., 2017).

Respecto a la a-sin, como ya se ha mencionado anteriormente, en estudios histolégicos
postmortem de pacientes con EP se observan agregados proteicos intracelulares de esta
proteina. La a-sin se expresa con bastante abundancia en el cerebro y se puede encontrar
en el citoplasma, asociada a mitocondrias o al ndcleo neuronal, y en los terminales
presinapticos (Wojewska et al., 2023). En condiciones patoldgicas, la a-sin se encuentra
mal plegada y en agregados o depdsitos de oligémeros y fibrillas conformando los
cuerpos de Lewy, que definen multiples enfermedades neurodegenerativas llamadas
sinucleopatias, entre las que se encuentra la EP (Wojewska et al., 2023). Sin embargo,

aunque se sabe que niveles elevados de a-sin pueden llegar a ser neurotoxicos, aun se
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a Control

Figura 2. Anatomopatdloga cerebral de la enfermedad de Parkinson (EP). Arriba, secciones de
mesencéfalo inmunomarcadas para la deteccion de la enzima tirosina hidroxilasa que muestran
la neurodegeneracion dopaminérgica (EP) con respecto al control. Abajo: ejemplos de
inmunomarcaje para a-sinucleina (a-sin), en las que se observan cuerpos de Lewy intracelulares
en somas (imdgenes izquierda y central), y depdsitos difusos de a-sin en procesos celulares
(imagen derecha). Abreviaturas: SN, sustancia negra; NR, nucleo rojo,; 3N, fibras del tercer nervio,

PC, pedunculo cerebral. Imagen modificada de Poewe et al, 2017.

desconocen los mecanismos con los que contribuye a la neurodegeneracion (Burré et al.,
2018). Relacionado con esta proteina, hay cada vez mas evidencias de la implicacion del
eje intestino/cerebro en la etiologia de la EP, sobre todo en pacientes con disfuncion
gastrointestinal prodromica. Esta hipdtesis sugiere que las perturbaciones en la
homeostasis intestinal contribuyen a la agregacién de a-sin en las neuronas entéricas y
que ésta se expande durante el transcurso de décadas hacia las neuronas cerebrales,
provocando la neurodegeneracion en el sistema nervioso central (SNC) y la

sintomatologia anteriormente mencionada (Gorecki et al., 2021).

A continuacion, se describird en mayor detalle el papel del estrés oxidativo, la disfuncién

mitocondrial y la neuroinflamacion en la etiopatologia de la EP.
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4. Estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial

Las principales causas fisiopatoldgicas que se atribuyen al envejecimiento y a la mayor
parte de las enfermedades neurodegenerativas como el EA 'y EP son el estrés oxidativo y

la disfuncion mitocondrial (Elfawy & Das, 2019).

Se cree que el estrés oxidativo generado por las neuronas dopaminérgicas desempefia
un papel importante en la neurotoxicidad dopaminérgica. Asi, existen varios factores que
podrian ser responsables del estrés oxidativo en estas neuronas, como el metabolismo
de la DA, la disfuncién mitocondrial y la neuroinflamacion, que son las manifestaciones
de la generacion de radicales libres y/o especies reactivas de oxigeno (por sus siglas en
ingles reactive oxygen species, ROS). Todo ello contribuye significativamente y esta
asociado con la disfuncionalidad del complejo | de la cadena de transporte electrénico
(CTE) mitocondrial, hecho que se detect6 accidentalmente tras la exposicidn de personas

al farmaco sintético 1-metil-4-fenil-1, 2,3,6. -tetrahidropiridina (MPTP) (figura 3) (Elfawy

& Das, 2019).
A
]
oMM a-Synucleina e Parkin ./ LRRK2
L !
,T\ \\ \\\/ 'I
IMS ! W '
1 \ \
I Y, \\ (Cytochromac
/1*
NG X N.=
IMM teE ) Sy
L / L
Y \
< \ \
Matriz \ N
P %) \
CR PR \
v D1 A
mtDNA POLG Parkin | TFAM
PINK1
A

Figura 3: £/ papel de la mitocondria en la etiopatogenia de la enfermedad de Parkinson (EP). En el
desarrollo de la EP, la actividad del complejo I de la cadena de transporte de electrones (C-|) se
ve alterada. Mutaciones en las subunidades de dicho complejo codificadas por el ADN
mitocondrial (ADNmt), el 12SrRNA y la polimerasay (POLG), también causan parkinsonismo. Por
otro lado, muchas proteinas asociadas a la EP, incluidas a-sin (asociada a los cuerpos de Lewy),
desglucasa (DJ-1), Parkin y la quinasa LRRKZ2, estan localizadas parcial o totalmente dentro de las
mitocondrias, viéndose afectadas por las alteraciones en el C-I. Imagen modlificada de Elfawy &

Das, 2019.
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La pérdida de homeostasis redox celular se produce cuando la produccién de ROS, como
son el anion superdxido (027 ), los radicales hidroxilo (HO") y el perdxido de hidrogeno
(H20,), sobrepasa la capacidad antioxidante celular (Sies, 2015). Los radicales libres son
moléculas muy reactivas e instables, ya que poseen uno o varios electrones desapareados
en su orbital mas externo. Las ROS se pueden formar por tres mecanismos: (i) por la
escision homolitica de un enlace covalente de una molécula normal, donde cada
fragmento retiene uno de los electrones apareados; (ii) por la pérdida de un solo electrén
de una molécula normal; (iii) por la adicion de un solo electron a una molécula normal;
siendo este Ultimo proceso el mas comun en los sistemas biolégicos debido a que la
fision homolitica generalmente requiere un alto aporte de energia y son necesarias altas
temperaturas, luz ultravioleta o radiacion ionizante. A nivel funcional, en condiciones
fisiologicas normales, las ROS se encuentran en niveles basales y en equilibrio en las
células, produciéndose como subproductos del metabolismo celular, ejerciendo un papel
fundamental en el desarrollo, apoyando el metabolismo y la proliferacion celular, e
incluso actuando como moléculas clave para la transduccion de sefiales de importantes
vias metabolicas y reguladoras de las células, como el proceso de fagocitosis. Este
proceso se encuentra regulado por una serie de mecanismos antioxidantes que
mantienen una homeostasis redox en la célula (Elfawy & Das, 2019). Por el contrario, en
respuesta a condiciones patologicas, la liberacion de estas especies puede aumentar,
favoreciendo el estrés oxidativo y haciendo ineficaces a los mecanismos antioxidantes,
lo que provoca dafnos celulares a diferentes niveles por la oxidacion de diversas
moléculas esenciales para la viabilidad celular, entre las que se destacan el acido
desoxirribonucleico (ADN), las proteinas y los lipidos (figura 4), que son los mas
susceptibles a la oxidacién (Bhat et al., 2015). Asi, las membranas celulares son fuentes
ricas en acidos grasos poliinsaturados, que son atacados por ROS y destruidos mediante
una reaccion conocida como peroxidacion lipidica, que es particularmente dafina
porque funciona como una reaccidn en cadena que se perpetua a si misma. El ataque de
las ROS sobre las proteinas es poco dafiino a menos que sea muy extenso, siendo
significativo para la viabilidad de la célula ya que permite acumular dafios. La proximidad

de la produccién de ROS al ADN lo hace un objetivo vulnerable, ya que, si se eluden los
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Figura 4. Esquema resumen del efecto de especies reactivas de oxigeno (ROS) a nivel celular sobre

el ADN, las proteinas y los lipidos. Imagen modiificada de Bhat et al, 2075.

mecanismos de reparacion, se pueden acumular suficientes dafios a lo largo del tiempo

y provocar mutaciones (Cheeseman & Slater, 1991, Elfawy & Das, 2019).

Asi, se puede resumir que la interaccion de las ROS con estos tres tipos de moléculas
producira en ellas una modificacion estructural, que se traducira en una alteracion
funcional. Ademas, si el estado oxidativo en la célula persiste, pueden activarse diferentes
respuestas celulares como la muerte celular, la apoptosis, la necrosis o la autofagia entre
otras (Zandalinas & Mittler, 2018), procesos que conllevan a la neurodegeneracion. Un
ejemplo de esto es que el estrés oxidativo en las células puede inhibir la actividad de la
proteina mTOR (diana de rapamicina en células de mamifero), que participa en vias de
sefializacién intracelular para la inhibicién de la autofagia y la apoptosis o para la
activacion de sintesis de proteinas, acido ribonucleico (ARN) y ADN, activandose asi el

mecanismo de autofagia mediada por ROS (He et al., 2017).

En las células existen diferentes organulos productores de ROS, el reticulo
endoplasmatico, los peroxisomas y las mitocondrias, siendo estas Ultimas la fuente mas
importante de ROS (Drose et al.,, 2014). Estos organulos se caracterizan por poseer doble

membrana y genoma autorreplicante, tienen funciones esenciales para el metabolismo
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celular, como la obtencién de energia o ATP (adenosin trifosfato) a través de la oxidacién
de NADH (dinucleétido nicotin adenin reducido), FADH: (dinucledtido flavin adenin
reducido) y la fosforilacidon del ADP (adenosin difosfato), la produccién de Ca*?
intracelular, y ademas son participes en los procesos de muerte celular y apoptosis
(Murphy & Hartley, 2018) (figura 5). En las neuronas, la produccién de ATP por las
mitocondrias se asocia a muchas funciones clave, como el movimiento de las vesiculas
presinapticas y el ensamblaje del citoesqueleto en las zonas pre y postsinaptica, ademas
es la encargada de la retencion de Ca*? durante la transmision de potenciales de accion
entre neuronas (Sheng & Cai, 2012). La mayor parte de las ROS generadas por las
mitocondrias esta constituida por el anion superoxido (02~ %), que principalmente se
produce en los complejos | y Il de la CTE, por lo que el ataque de estos radicales libres
suele ocurrir directamente en la propia mitocondria, en la cadena respiratoria
mitocondrial (figura 5). Pero el estrés oxidativo crénico también produce dafios en el
ADN nuclear y mitocondrial (ADNmt), afectando al desarrollo de las funciones
mitocondriales (disfuncién mitocondrial) e incluso promoviendo la autofagia (Murphy &
Hartley, 2018) (figura 5). La integridad de la secuencia del ADNmt es esencial para la
funcion respiratoria mitocondrial puesto que codifica, entre otros, genes de los
polipéptidos que conforman los complejos enzimaticos de la CTE que produce la
fosforilacion oxidativa y la generacion de ATP (Elfawy & Das, 2019). Por tanto, su
inestabilidad provocaria un sistema de obtencion energética defectuoso, que podria
resultar en un aumento de la produccién de ROS persistentemente, causando disfuncion
metabdlica, inestabilidad gendmica y lesion celular (Murphy & Hartley, 2018). En relacion
a esto, el factor de transcripciéon mitocondrial A (TFAM) es una proteina de codificacion
nuclear con un papel esencial en el metabolismo del ADNmt (Kang et al., 2018), pues
posee funciones parecidas a las histonas y su unién al ADNmt es necesaria para la
correcta transcripcion, replicacion, estabilidad y proteccion de genes mitocondriales,
sobre todo frente a moléculas dafiinas como las ROS. De hecho, es conocido que la
ausencia de TFAM debilita seriamente la fosforilacion oxidativa de las mitocondrias,
reduce la produccion de ATP y aumenta la produccién de ROS mitocondrial (Jiang et al,,

2023).
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Figura 5. /magen resumen de la funcion mitocondrial y su alteracion patologica. La alteracion de
la funcion mitocondrial, debida a factores estresantes como el estrés oxidativo, puede afectar a
diferentes vias: produccion y suministro de ATP; biogénesis mitocondrial; control de calidad de
fision y / o fusion mitocondrial y otros organulos; produccion de ROS; induccion de la formacion
de poros de transicion de permeabilidad mitocondrial (MPTP); liberacion de factores
proapoptoticos al citosol por permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial (MOMP);
sefalizacion mitocondrial; y homeostasis de calcio. Abreviaturas: Ay, potencial de membrana,
Cal, uniportador de calcio; e, electron, ETF, flavoproteina de transferencia de electrones; P
fosfato, Q ubiquinona, QHZ, ubiquinol TIM, translocasa de la membrana interna;, TOM,
translocasa de la membrana externa; VDAC, canal de aniones dependiente de voltaje. Imagen

modlificada de Murphy & Hartley, 2018.

Ademas, algunos estudios apuntan a un descenso de los niveles de TFAM y una pérdida

de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial de las neuronas dopaminérgicas
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en los casos de EP (Kang et al., 2018). Por otro lado, las ROS alteran la estabilidad de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial, propiciando la aparicion de poros
mitocondriales en la membrana mitocondrial externa que provoca la liberacion de
citocromo ¢ y otros factores proapoptéticos (figura 5) que, en ultima instancia,
desencadenan la activacion de la caspasa y la muerte celular (He et al.,, 2017). Todas estas

alteraciones facilitan la fision y el agotamiento mitocondrial.

Por otro lado, cabe destacar que la produccién de las ROS puede generar igualmente
disfuncion del reticulo endoplasmatico, provocando la acumulacién de proteinas mal

plegadas como la a-sin en la EP (Bhat et al., 2015, 2017).

5. Estrés oxidativo y neuroinflamacion

La inflamacién es una respuesta del sistema inmune que aparece para favorecer la
reparacion de los tejidos por el dafio derivado de algun estimulo extrafio y/o nocivo.
Durante condiciones patoldgicas de estrés oxidativo, las ROS inducen la aparicién de
moléculas proinflamatorias en los tejidos (citoquinas como el TNF-a) provocando
inflamacion cronica, la cual tiene un papel importante en el envejecimiento y muchas
enfermedades relacionadas, incluyendo los desérdenes cardiovasculares, enfermedades
autoinmunes, enfermedades respiratorias y enfermedades neurodegenerativas como la
EAy la EP (Mittal et al., 2014). La inflamacion en la EP se ve iniciada por el dafio neuronal
y la agregacion de proteinas en el estriado y en la SN, y puede agravar el curso de la
enfermedad (Cztonkowska et al., 2002; Goedert, 2004). Asi, diversos estudios indican que
el proceso inflamatorio en la EP se caracteriza por la activacion de la microglia residente,
involucrando a los mecanismos autoinmunes en la patogenia del dafio neuronal en la EP
(Yamada et al.,, 1991; Langston et al., 1999). Por todo ello, actualmente la investigacion
cientifica esta orientada a estudiar los mecanismos antioxidantes, y por ende
antinflamatorios, para encontrar tratamientos que puedan detener el curso de la

enfermedad en los pacientes de EP (Bonifati & Kishore, 2007).
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6. Mecanismos antioxidantes celulares

Las células eucariotas poseen mecanismos antioxidantes capaces de contrarrestar el

efecto perjudicial inducido por un aumento en la produccién de ROS, que conlleva a la

pérdida de homeostasis redox celular. Estos mecanismos se pueden clasificar como

enzimaticos y no enzimaticos (Figura 6).

Los mecanismos antioxidantes enzimaticos son los sistemas basados en las enzimas

superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y tiorredoxina

(TRx). Estos mecanismos son los mas efectivos frente al ataque oxidativo activo y masivo,

debido a que pueden disociar las ROS directa o indirectamente (He et al, 2017). A

continuacion, se muestran las principales reacciones generales en las que participan:

02° + 02° + 2H" + SOD - H.0; + O2

2H202 + CAT > 2H20 + Oz

2 GHS + H20, + GPx = GSSG + 2 H.0
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Figura 6. Esquema resumen de los principales mecanismos antioxidantes celulares. Imagen

modlificada de Carocho & Ferreira, 2013 y creada en BioRender.com.
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Los sistemas de SOD y CAT son los sistemas antioxidantes mas importantes (He et al,
2017). La SOD es la primera linea de defensa celular frente a las ROS, ya que puede ser
inducida rapidamente, y la CAT es capaz de disociar el peroxido de hidrogeno en oxigeno
y agua, aunque su presencia en el SNC es muy baja (Ma et al,, 2010). En la mitocondria,
principal productora de ROS y receptora por tanto del deterioro oxidativo, se puede
encontrar la Mn-SOD para paliar estos efectos (He et al., 2017). La enzima GPx usa el
glutation (GSH) como reductor para catalizar la disociacion de H>O, o hidroperoxidos
organicos en agua o en los alcoholes correspondientes respectivamente mas glutation
disulfuro (GSSG). Existen diferentes tipos de GPx segun la zona donde ejercen su funcién
antioxidante. Asi, GPx1 esta presente de forma ubicua en el citosol y las mitocondrias,
GPx2 en el citosol y el nicleo, GPx3 en el plasma, y GPx4 esta asociado a la membrana 'y
parece protegerlas del estrés oxidativo (Brigelius-Flohé & Maiorino, 2013). Por ultimo, el
sistema TRx estd compuesto por NADPH (Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato), la
enzima tiorredoxina reductasa (TRxR) y la TRx. Es muy importante contra el estrés
oxidativo gracias a su actividad disulfuro reductasa y tienen una funcion en la reparacion
del ADN vy las proteinas al reducir la ribonucleétido reductasa y las metionina sulféxido

reductasas (Lu & Holmgren, 2014).

Por otro lado, entre las moléculas antioxidantes no enzimaticas se pueden destacar el
GSH, la vitamina E y la vitamina C, entre otras muchas (Carocho & Ferreira, 2013) (figura
6). Es de destacar el papel antioxidante de los tioles, que son compuestos
organosulfurosos proteicos (presentan grupos sulfhidrilo (-SH) en los aminoacidos
cisteina que funcionan como amortiguadores redox y ayudan a mantener el potencial
redox celular. El principal contribuyente al total de los tioles dentro de la célula es el GSH,
un tripéptido no enzimatico que en su forma reducida esta formado por glutamina -
cisteina - glicina, que se caracteriza por ser el antioxidante mas abundante en las células
de mamiferos, actuando como agente reductor para mantener el estatus redox (Franco
& Cidlowski, 2009; Hess et al., 2005). Asi, la determinacion de la cantidad de tioles totales
presentes en una célula o tejido es utilizada ampliamente en la investigacion y la practica

clinica como biomarcador de estrés oxidativo (Gross et al., 2021).

Cabe resaltar también la regulacion de la expresion de genes que codifican para estas

enzimas antioxidantes a través de factores de transcripcidn, entre los que resaltan el
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factor nuclear eritroide 2 (NRF2) y el coactivador transcripcional-1a proliferante de
peroxisomas activados del receptor-y (PGC-1a), considerados clave en la regulacion

bioenergética mitocondrial y de la homeostasis redox (Figura 7).

El factor PGC-1a participa activamente en la regulacion de numerosos genes de
moléculas con capacidad antioxidante, principalmente mitocondriales, demostrado ser
un regulador principal de la biogénesis mitocondrial y del metabolismo energético de
neuronas (Mudo et al,, 2012), y por tanto de la densidad mitocondrial (Wareski et al.,

2009) (figura 7).

Por otra parte, el factor NRF2 es posiblemente el regulador transcripcional mas
importante de moléculas antioxidantes dentro de la célula, ya que su activacion regula
cerca de 250 genes relacionados con la respuesta antioxidante celular (Cuadrado, 2016).
De hecho, NRF2 controla la expresion de los componentes clave del sistema antioxidante
SOD, GPx y TRx (figura 7), asi como enzimas involucradas en la regeneracion de NADPH,
ROS y desintoxicacion de xenobidticos, desempefiando un papel fundamental en el
mantenimiento de la homeostasis redox de la célula. Su activacién y posterior
transcripcién se produce en respuesta a la presencia de ROS o electrolitos en el interior
de la célula. En condiciones normales, NRF2 esta constantemente ubiquitinado por la

proteina Keap1 (Kelch ECH asociada a proteina 1) entre otras y es degradado por el

| sop1 | —
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Figura 7. Regulacion de enzimas antioxidantes mitocondriales y citosdlicas por PGC-Ta y NRFZ2.

Imagen modificada de Clark & Simon, 2009.
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proteosoma (figura 8). La exposicidn a los estimulos estresantes inactiva Keap1 liberando
al factor NRF2, que a continuacién se transloca hacia el nicleo donde se une a una
secuencia genética especifica de ADN, denominada elementos de respuesta antioxidante
o ARE (por sus siglas en inglés antioxidant response element), y activa la transcripcién de
diversos genes citoprotectores que codifican enzimas detoxificantes y proteinas
antioxidantes (figura 7). Asi, ademas de permitir la sintesis de GSH, controla la expresion
de numerosos enzimas detoxificantes de ROS como GPx2, NQO1 (NAD(P)H quinona

deshidrogenasa 1) y varias glutation S-transferasas (GST) (Tonelli et al., 2018).

El estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial, unidos a las alteraciones observadas en
los niveles/actividad de NRF2 y PGC-1a, observados en enfermedades como esclerosis
multiple, enfermedad de Huntington o EP (Mudo et al., 2012; Van Horssen et al.,, 2011;

Weydt et al., 2006) sugieren que el mantenimiento o la recuperacién de la homeostasis
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Figura 8. Sistema Keap 1-NRF2. Bajo condliciones normales, NRF2 se encuentra ubiquitinado (Ub),
proceso mediado por Keapl, y es degradado en el proteosoma. La exposicion a ROS, hace que
Keap1 se inactive y NRFZ se estabilice, traslocandose hacia el nucleo, donde activa la transcripcion
de genes de respuesta antioxidante tras unirse a la region ARE. Imagen modificada de Tonelli et

al, 2018 y creada en BioRender.com.
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redox celular y la funcién mitocondrial en dichas enfermedades neurodegenerativas,
puede ser considerado como una diana terapéutica ante este tipo de trastornos (Joshi &
Johnson, 2012; Saharan & Mandal, 2014), por lo que es necesaria la busqueda de dianas
bioldgicas éptimas para ello, existiendo datos prometedores de algunas de ellas, como
los factores de crecimiento insulinico tipo | y Il (IGF-I e IGF-II, por sus siglas en inglés

Insulin-like Growth Factor type I/1)).

7. Factores de crecimiento insulinico tipo 1 y Il

Los factores IGF-I e IGF-II se definieron como factores séricos con actividad y morfologia
similares a la insulina (Rinderknecht & Humbel, 1978) (figura 9). Son polipéptidos
pleiotrépicos que se distribuyen ampliamente en varios tejidos, incluido el SNC,

mediando un amplio espectro de funciones tanto en etapas de desarrollo como en

I IGFBPs

Receptores tirosina Receptor cation
quinasa independiente manosa 6-
fosfato

Crecimiento , proliferacion, Trafico intracelular de
desarrollo y supervivencia vesiculas y diana lisosomal
celular, respuestas metabolicas

Figura 9. Sistema Insulina/factores de crecimiento insulinico (IGF) de tijpo | y Il. Las flechas
discontinuas indican menor afinidad entre factor y receptor. Abreviaturas: Ins, insulina, IGFBPs,
proteinas de union a IGF; rIGF-|, receptores de IGF-I; rIGF-I, receptores de IGF-I; rins, receptores

de insulina. Imagen modificada de Alberini, 2023 y creada en BioRender.com
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las etapas adultas (Fernandez & Torres-Aleman, 2012). Asi, se conoce que la expresion
de IGF-I se produce en todas las células cerebrales, principalmente en fases tempranas
de edad y disminuyendo los niveles en edades adultas. IGF-Il se produce a niveles
elevados durante el desarrollo en el plexo coroideo, leptomeninges e hipotalamo,

permaneciendo alta en los dos primeros durante la edad adulta (Beletskiy et al., 2021).

A nivel celular, ambos actian como factores autocrinos, paracrinos y endocrinos
interviniendo en el desarrollo, la supervivencia, la diferenciacion y la quimiotaxis
(Fernandez & Torres-Aleman, 2012, Werner & LeRoith, 2014). La biodisponibilidad de
IGFs depende de sus tasas de sintesis y de eliminacion, ademas de su unidn a una serie
de proteinas llamadas proteinas de unién a IGF de alta afinidad o IGFBPs (por sus siglas
en inglés /GF binding proteins) (EI-Shewy & Luttrell, 2009) (figura 9). Estas proteinas
influyen en la vida media de los IGFs ya que los transportan y modulan su unién a los
receptores especificos en las células diana. Normalmente la union a las IGFBPs disminuye
la actividad de estos factores y decrece su eliminacién, prolongando el tiempo de
biodisponibilidad. Asimismo, hay evidencias que sugieren que la estimulacion con IGFs
promueven la sintesis de algunas de estas IGFBPs promoviendo una regulacion de
retroalimentacién (Alberini, 2023). Por otro lado, se conocen diversas enzimas capaces
de proteolizar estas proteinas de union, actuando por tanto como reguladoras clave en
la modulacién de los niveles de IGFBPs e IGFs (Wang et al., 2017). En el cerebro existen 6
IGFPBs diferentes, siendo IGFBP-2 la mas abundante, aunque IGF-Il posee mayor afinidad

hacia IGFBP-6 (Fernandez & Torres-Aleman, 2012).

Los IGF-1 e IGF-II ejercen sus funciones uniéndose, con distinta afinidad, a los mismos
receptores, llamados receptor de alta afinidad de IGF-I (rIGF-1) y receptor de alta afinidad
de IGF-Il (rIGF-1l) (Alberini, 2023) (figura 9). Ambos receptores son estructural y
funcionalmente distintos; mientras rIGF-1 presenta una estructura similar al receptor de
insulina (rlns), siendo un receptor de tipo tirosina quinasa, el rIGF-Il es un dimero de
glucoproteina transmembrana tipo | que consta de cuatro dominios estructurales,
incluyendo una secuencia sefial amino terminal, un dominio extracitoplasmatico grande,
una region transmembrana Unica y una cola citoplasmica carboxiterminal (Wang et al.,
2017). Ademas de la unién a IGF-Il, el rIGF-II es capaz de unir residuos de manosa 6-

fosfato (M6P) que intracelularmente se encuentran unidos a glicoproteinas, por lo que
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también se le conoce como receptor independiente de cationes de manosa-6-fosfato

(IGF-1I/M6P) (EI-Shewy & Luttrell, 2009).

De los 2 factores, el IGF-II tiene un interés especial por su posible papel en mecanismos
de neuroptoteccion en enfermedades neurodegenerativas como la EP (Lewitt & Boyd,

2019).

7.1. 1GF-lI

En el SNC adulto, el IGF-1l es sintetizado por los plexos coroideos, meninges, células
endoteliales y células progenitoras de la zona subgranular del hipocampo, por lo que es
muy abundante en el liquido cefalorraquideo, desde donde pasa al tejido cerebral

(Walter et al., 1999).

Independientemente o en sinergia con IGF-I, se ha descrito que IGF-II tiene funciones
relacionadas con la homeostasis, crecimiento y desarrollo neuronal, aunque diversos
estudios también le atribuyen efectos estimulantes en la memoria, aprendizaje,
modulacion de la liberacidon de neurotransmisores, neurogénesis hipocampal adulta y

plasticidad sinaptica (Chen et al., 2011; Ziegler et al., 2015).

Por su papel en el proceso de desarrollo y el correcto funcionamiento del SNC, el IGF-II
podria tener a su vez un papel clave, o al menos en parte, en el origen y desarrollo de
distintas enfermedades neuropsiquiatricas y neurodegenerativas. Existen diversos
estudios en los que se ha observado que la expresion de este factor estaba alterada en
distintas enfermedades. Asi, por ejemplo, enfermos de esquizofrenia que no recibian
tratamiento alguno para la psicosis mostraban una concentracién sérica de IGF-II
disminuida en comparacién a los controles sanos y a aquellos pacientes que si eran
tratados con antipsicoticos (Yang et al., 2020). Asimismo, diferentes analisis de cerebros
postmortem de enfermos de EA han demostrado que los niveles de IGF-II estan
disminuidos con respecto a personas sanas en algunas zonas cerebrales (Rivera et al.,
2005; Steen et al., 2005). En enfermos de EP se ha observado un descenso significativo
de los niveles de IGF-1l en plasma, junto con una desregulacién de distintos componentes

de las etapas iniciales del proceso de autofagia en comparacién con personas sanas
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(Sepulveda et al.,, 2022). Por otra parte, un estudio muestra el descenso de los niveles de
proteina IGF-1l en el caudado putamen y en el plasma de pacientes con enfermedad de

Huntington (Garcia-Huerta et al., 2020).

Con relacion a esto, diversos estudios, incluidos los de nuestro grupo de investigacion,
indican que el IGF-Il muestra efectos neuroprotectores y antioxidantes frente al
envejecimiento (Alberini, 2023; Castilla-Cortazar et al,, 2011) y en algunas patologias
(Fitzgerald et al., 2023; Martin-Montafiez et al., 2014, 2017, 2021; Ouchi et al.,, 2013; Pardo
et al, 2019; Steinmetz et al, 2018), por lo que puede constituir una diana para el

desarrollo de futuras terapias.
7.2. La interaccion IGF-1l y rIGF-1I: mecanismos de neuroproteccion

Desde el descubrimiento del receptor rIGF-II, a lo largo de los afios ha sido conocido
principalmente por su participacion en la captacion y conduccién hacia la degradacion
lisosomal de IGF-Il, obviando otras posibles acciones. Sin embargo, actualmente las
evidencias sugieren que la interaccion IGF-11/rIGF-1I participa en multiples funciones de
sefalizacion (EI-Shewy et al., 2006; McKinnon et al., 2001; Wang et al., 2017). Entre ellas
se encuentran la regulacion del aclaramiento/activacién de ligandos extracelulares, el
transporte intracelular de enzimas lisosomales, asi como la activacion de sefales
especificas de transduccidén a través de proteinas G; aunque éstas ultimas son poco
conocidas a nivel cerebral. Un ejemplo de los mecanismos celulares en los que
participaria este complejo IGF-11/rIGF-Il seria el reclutamiento y la activacion de la enzima
esfingosina quinasa (EK) en la membrana citoplasmatica, produciendo esfingosina 1-
fosfato (S1P) que es excretado al medio extracelular donde participa como ligando del
receptor S1P acoplado a proteinas G (EI-Shewy et al., 2011). A través de la transactivacién
dependiente de EK, IGF-Il activa la via ERK1/2 (quinasa regulada por sefiales
extracelulares) de los receptores S1P acoplados a proteina G, una via de sefalizacion
conocida por mediar la proliferacion, la supervivencia y las respuestas angiogénicas (El-

Shewy et al., 2011).

El estudio de los mecanismos que subyacen a la posible funcion neuroprotectora de IGF-
Il estd aln en sus primeras fases, habiéndose descrito este efecto ante el estrés mediado

por glucocorticoides (Martin-Montafiez et al, 2014, 2017), en patologias
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neurodegenerativas como la EA y la EP (Fitzgerald et al., 2023; Martin-Montafiez et al.,
2021) y en algunos desordenes neuropsiquiatricos como el autismo y la esquizofrenia

(Ouchi et al,, 2013; Pardo et al.,, 2019; Steinmetz et al., 2018).

Para su estudio, se considera clave el papel del receptor especifico rIGF-I, el tipo celular
donde se localiza y las areas que muestran una mayor expresion. Asi, en la EP, la
existencia del rIGF-1l en todas las areas de lesion neuronal caracteristica puede sugerir su
participacion en posibles efectos neuroprotectores. Esta enfermedad, junto con las
condiciones normales y patolégicas donde IGF-Il ha mostrado su capacidad
neuroprotectora y moduladora de la actividad sindptica comentadas (envejecimiento, EA,
esquizofrenia, autismo y neurotoxicidad mediada por glucocorticoides), tienen algunos
elementos etiopatogénicos comunes, como son, el estrés oxidativo, el dafio de la funcion
mitocondrial, y la desregulacién sinaptica (Beletskiy et al., 2021). En definitiva, el IGF-II, a
través de su interaccion con el rIGF-1l, podria ejercer una funcidn neuroprotectora y
antioxidante en condiciones neurotoxicas y neurodegenerativas, como en la EP. Pero son
necesarios estudios mas extensos en modelos celulares y animales de esta enfermedad
neurodegenerativa para conocer los mecanismos subyacentes que permitan desarrollar

posibles nuevas vias de tratamientos en pacientes.

8. Modelos animales y celulares para el estudio de la

etiologia

Como ya se ha comentado, la EP es una enfermedad neurodegenerativa que cursa a lo
largo del tiempo con sintomas motores y no motores distintivos. Estos signos estan
ocasionados principalmente por una pérdida progresiva de neuronas dopaminergicas en
la SN, facilitada por diversos factores de etiologia muy variable (figura 10). En
investigacion los modelos celulares y animales buscan reproducir los principales signos
patoldgicos de la enfermedad estudiada para estudiar los mecanismos fisiopatologicos

y probar nuevas terapias.
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Figura 10. Caracteristicas distintivas de la enfermedad de Parkinson (EP). Los sintomas motores
predominantes de la EP surgen de la pérdida de neuronas dopaminérgicas (DAérgicas) en la
sustancia negra pars compacta (SNpc) y de la denervacion de sus axones en los nucleos caudado
y el putamen, también llamados cuerpo estriado. La causa de la EP aun no esta clara, pero implica
pérdida de neuronas DA, agregacion de a-sin, disfuncion mitocondrial, alteraciones de /a
autofagia y neuroinflamacion. Los pacientes con EP presentan ademds sintomas no motores.

Imagen modlificada de Dovonou et al, 2023.

8.1. Modelos celulares de EP

Los modelos celulares son una primera via en el estudio de las enfermedades
neurodegenerativas a nivel molecular. Asimismo, las preocupaciones éticas y morales del
uso de animales de experimentacion y en ocasiones el fracaso de la transferibilidad de
los resultados en estos modelos animales a pacientes humanos, incitan al uso de
modelos celulares con los que se puede realizar una deteccion preliminar de posibles
farmacos terapéuticos para las enfermedades neurodegenerativas (Cetin et al., 2022). En
este sentido existen diferentes tipos de modelos en el estudio de la EP, pudiendo
encontrar modelos celulares basados en neurotoxinas (Bisbal & Sanchez, 2019), modelos
basados en el uso de fibrillas preformadas de a-sin (Ross et al., 2020), modelos genéticos
(Dawson et al., 2010), modelos derivados de células madre pluripotenciales (Takahashi &
Yamanaka, 2006; Ferrari et al., 2020), y en los Ultimos afios ya se han empezado a usar
modelos de organoides 3D derivados de células madre pluripotenciales, en los que se

permite la autoorganizacion de estas células en identidades discretas, formando en este
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caso, un “cerebro humano” en desarrollo temprano (Lancaster & Knoblich, 2014; Pavoni

et al., 2018).

Para este trabajo se ha elegido el modelo basado en el uso del metabolito toxico 1-metil-
4-fenilpiridina o MPP*, derivado de MPTP, en una linea celular inmortalizada de SN de

raton (SN4741), del que hablaremos en los siguientes apartados.

8.2. Modelos animales de EP

Aunque los modelos animales establecidos son incompletos ya que no manifiestan todos
los signos y sintomas caracteristicos de la enfermedad, siguen siendo utilizados para el
estudio patoldgico y etiolégico en la complejidad del cerebro, las vias involucradas en
patologias cerebrales o para evaluar el impacto de posibles enfoques terapéuticos en un
sistema mas complejo que el celular. De manera general, los modelos animales de la EP
se pueden clasificar segun la metodologia y los animales utilizados para la generacion
del modelo. De entre los animales, los modelos en roedores son los mas utilizados ya
que presentan muchas ventajas con respecto a otros animales: similitudes genéticas y
fisiologicas con los humanos, la asequibilidad, vida Util relativamente corta, la firmeza de
las tecnologias de modulacion genética y la abundancia de referencias sobre la fisiologia
y el comportamiento (Ke et al., 2021). En base a la metodologia para la induccion de la

patologia, se distinguen los siguientes modelos animales (figura 11):

- Modelos basados en la administracion de farmacos: La administracion de

reserpina fue uno de los primeros modelos en utilizarse. Este farmaco inhibe el
transportador de monoaminas tipo 2 (Vmat2), provocando en roedores
disfuncidon motora y cognitiva. Otro farmaco usado es el haloperidol, un
antipsicotico antagonista de los receptores postsinapticos dopaminérgicos tipo
D2, que induce rigidez muscular y catalepsia, ademas de producir una deficiencia
del complejo | de la CTE en corteza, hipocampo, estriado y mesencéfalo (Dovonou

et al., 2023).
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Figura 11. Esquema resumen de los mecanismos conocidos actualmente que desencadenan la

muerte de la neurona dopaminérgica (DAérgica) mediante la accion de diferentes genes y
compuestos utilizados para modelar la enfermedad de Parkinson (EP). La pérdida de neuronas
DAérgicas podria deberse a una alteracion del proceso de degradacion de proteinas, disfuncion
mitocondrial, agregacion de a-sin y neuroinflamacion, que puede ser inducida por una alteracion
neurotoxica o genética. La reduccion de la sefializacion de DA a través de la inhibicion de farmacos
también podria conducir a un fenotipo similar a la EP. Abreviaturas: DAT, transportador de
dopamina; VMAT, transportador vesicular de monoamina;, NM, neuromelanina, DA, dopamina;

LPS, lipopolisacaridos. Imagen modificada de Dovonou et al, 2023.

- Modelos basados en neurotoxinas: Estos modelos han sido los mas ampliamente

utilizados a lo largo de los afos. Entre ellos encontramos la 6-hidroxidopamina
(6-OHDA) y el MPTP. Ambos inducen la disfuncion mitocondrial, al afectar al
complejo | de la CTE, generando ROS y disfuncion mitocondrial. La 6-OHDA es
incapaz de atravesar la barrera hemotoencefalica por lo que es necesaria su
administracién mediante inyeccion intracraneal. Fornai y colaboradores

descubrieron que la exposicion continua a bajas dosis de MPTP en ratones



Introduccion. Pagina | 29

mediante inyeccidn sistémica causaba la formacion de cuerpos de inclusion en
las neuronas de la SNpc (Fornai et al., 2005).

Recientemente se ha desarrollado un nuevo modelo en ratas que utiliza la
exposicion cronica al B-sitosterol y al B-D-glucdsido para desencadenar
parkinsonismo, aunque todavia esta pendiente de replicacién y validacion. Estas
neurotoxinas inducen pérdida neuronal en la SNpc, déficit olfativo, agregacion a-
sin y deterioro cognitivo tardio. La condicion lenta y progresiva de este modelo
lo hace ideal para la deteccion de posibles terapias neuroprotectoras para el
tratamiento de la EP (Trigo-Damas et al., 2018).

- Modelos basados en la administracion de agrogquimicos: Paraquat y rotenona son

los quimicos mas usados para la produccion del modelo de EP. La rotenona
induce dafios en el complejo | de la CTE mitocondrial y ademas favorece la
agregacion de a-sin, provocando en ratones degeneracion selectiva de las
neuronas DA de la SN y la denervacién axonal en el cuerpo estriado, acompafado
de alteraciones motoras (Yuan et al., 2015).

- Modelos basados en agregados de a-sin: Oligémeros de a-sin en forma de

protofibras o fibras conforman agregados insolubles y téxicos para las neuronas.
Como constituyente principal de los cuerpos de Lewy, estos agregados pueden
alterar la integridad de la membrana celular, la funcionalidad de las mitocondrias,
el aparato de Golgi y el reticulo endoplasmatico (Huang et al., 2019).

- Modelos basados en vectores virales: En animales también es posible

sobreexpresar a-sin sin mutaciones (wild type, WT) o con mutaciones asociadas
a la EP, incluidas las formas A53T y A30P, utilizando vectores lentivirales o virus
adenoasociados (AAV). Estos vectores virales pueden transducir diversos tipos de

células e impulsar la expresién de a-sin en distintas regiones de interés.

8.3. Modelo celular y animal inducido por la neurotoxina MPTP

Como se ha mencionado, el estrés oxidativo es considerado una de las principales causas
de la muerte de neuronas DAérgicas s en la EP, células que tienen un gran requerimiento
energético y son muy sensibles al desequilibrio redox. Por ello, en este trabajo para el

estudio del papel del estrés oxidativo en la patogenia de la enfermedad, se ha utilizado
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el modelo animal y celular de la EP inducido por la neurotoxina MPTP, que dafa la
mitocondria a nivel de la CTE, en el complejo |, favoreciendo una produccién de ROS

elevada y provocando finalmente la muerte neuronal (Guo et al., 2018).

Mas concretamente, se usara el modelo celular mediante el empleo del metabolito téxico
MPP*, derivado del MPTP, en una linea celular inmortalizada de SN de ratdbn denominada
SN4741. Esta linea celular se ha utilizado ampliamente en el estudio de la
neurodegeneracion y de diferentes dianas terapéuticas (Chang et al., 2019; Chen et al,
2021; Chun et al,, 2001; Zeng et al., 2017). En el modelo animal, el mecanismo de accion
del MPTP se explica en base a que es una molécula lipofilica capaz de atravesar la barrera
hematoencefalica, llegando al cerebro, donde puede ser oxidado hacia el metabolito
toxico 1-metil-4-fenilpiridina o MPP* mediante la enzima monoamino oxidasa-B o MAO-
B (Przedborski & Vila, 2003). En ambos modelos, el MPP* ingresa rapidamente en las
neuronas DAérgicas a través del transportador de dopamina o DAT (de sus siglas en
inglés dopamine transporter), donde se une al Vmat y se transloca a vesiculas
sinaptosdmicas, a las mitocondrias o permanece en el citosol. En las mitocondrias induce
un descenso agudo en la formacion de ATP y un aumento en la produccion de ROS,
mediante la union al complejo | de la CTE (Dovonou et al., 2023). En respuesta a esta
disfuncidon mitocondrial y agotamiento energético se liberan moléculas proapoptéticas
dentro de la neurona, lo que finalmente conlleva a la muerte neuronal. De hecho,
diversos estudios postmortem de pacientes de la EP muestran un déficit especifico en la
actividad del complejo | en la SN (Hattori et al., 1991; Schapira et al., 1990), y se ha
descrito, que esta disfuncion mitocondrial se da en otras areas cerebrales (estriado y
corteza) y en otros tejidos (plaquetas sanguineas, musculo esquelético, fibroblastos y

linfocitos) (Guo et al., 2018).

Ademas, la pérdida de neuronas DAérgicas en el modelo de raton MPTP esta asociada a
una respuesta de células microgliales activadas y, en menor medida, por astrocitos
reactivos (figura 11), lo que podria contribuir al proceso neurodegenerativo (Vila et al.,

2001).
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9. Tratamientos farmacoldgicos

Actualmente, los tratamientos farmacoldgicos para tratar los sintomas motores de la EP
se basan en la DA y su metabolismo (Armstrong & Okun, 2020). Principalmente se usan
la levodopa, los agonistas dopaminérgicos (por ejemplo, apomorfina, ropinirol, o
pramipexol) y los inhibidores de MAO-B (rasagilina y selegilina). En los casos de enfermos
jovenes con temblor prominente se suelen utilizar también los farmacos anticolinérgicos,
aunque suelen inducir sintomas adversos, sobre todo relacionados con la actividad
cognitiva. El tratamiento puede ir cambiando con la evolucion de la enfermedad
(Armstrong & Okun, 2020), pero inicialmente deben tenerse en cuenta los posibles
efectos beneficiosos y adversos de los farmacos en el paciente a largo plazo: la levodopa
es capaz de mejorar mas eficazmente las condiciones motoras que otros farmacos, pero
provoca mayor incidencia de discinesias (movimientos coreicos) y fluctuaciones motoras,
particularmente a dosis altas; los inhibidores de la MAO-B y los agonistas de la dopamina
se asocian con un alivio de los sintomas menos intenso, pero con un menor riesgo de
discinesia; ademas, los agonistas dopaminérgicos pueden inducir trastornos del control
de impulsos (adicciones conductuales) que merman la calidad de vida de los pacientes y
su entorno social. Por tanto, lo que finalmente se busca es un tratamiento combinado,
con el paciente obtenga los maximos beneficios posibles con el menor nimero de
efectos adversos, con un alto control de la dosis de los farmacos (Armstrong & Okun,

2020).

Los tratamientos para la sintomatologia no motora suelen ser similares a los utilizados
en la poblacién general (Armstrong & Okun, 2020). Asi, la demencia puede tratarse con
rivastigmina, donezepilo o galantamina, todos inhibidores de la acetilcolinesterasa para
elevar los niveles del neurotransmisor acetilcolina en diversas regiones cerebrales. Los
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina, los inhibidores de la recaptacion
de norepinefrina y los antidepresivos triciclicos suelen ser Utiles para tratar la depresion
en la EP. En el caso de sintomatologia de psicosis es necesario ajustar la dosis de los
farmacos dopaminérgicos y acetilcolinérgicos si es posible, ya que estos pueden
favorecer su aparicion y si la psicosis persiste, se pasaria a tratar con pimavanserina,
clozapina y quetiapina (Seppi et al., 2019). La fatiga, el insomnio, la somnolencia diurna

y otros trastornos del suefio son habitualmente sintomatologia incapacitante en la EP,
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pero no existe un tratamiento farmacoldgico efectivo que palie estos efectos;
normalmente se aconseja a los pacientes la toma de melatonina y si es necesario,
clonazepam. Los problemas intestinales suelen tratarse con procinéticos y laxantes, y
para el tratamiento de la disfuncion sexual sildenafil suele ser util (Armstrong & Okun,

2020).

Todos estos tratamientos mencionados se utilizan en la sintomatologia de la EP, pues no
existen en la actualidad farmacos que puedan frenar la evolucion de la misma (Armstrong
& Okun, 2020). Pero se estan haciendo esfuerzos en la busqueda de dianas terapéuticas;
para ello, y de forma mas importante, para la prevencion de la enfermedad. En relacion
a esto, el estudio de moléculas antioxidantes con valor terapéutico para la EP es un
desafio de la medicina traslacional (Duarte-Jurado et al., 2021), y puede ser una via
prometedora. Como se ha sugerido para la EA (Fitzgerald et al., 2023) el IGF-Il podria ser
una molécula candidata al tratamiento y prevencion de la EP, pero son necesarios

estudios celulares, moleculares y fisioldgicos que lo determinen.
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Debido a la alta prevalencia de las enfermedades neurodegenerativas en la poblacion de
avanzada edad, que se ha incrementado en la Ultima década, es necesario el estudio de
nuevas dianas terapéuticas para la consecucion de farmacos capaces de mitigar o revertir
los dafios patoldégicos. En la EP, la neurodegeneracion estd asociada al deterioro
funcional y pérdida de neuronas DAérgicas, principalmente en la SN. La disfuncién
mitocondrial y el estrés oxidativo parecen ser una de las principales causas de este dafio
neuronal. Investigaciones recientes de nuestro grupo muestran al factor IGF-Il como una
nueva posible diana terapéutica, debido a su efecto neuroprotector frente a la
neurodegeneracion en diferentes patologias neuronales en las que el estrés oxidativo

tiene un papel importante como principal factor etiopatogénico.

De acuerdo con esto, la presente tesis doctoral se centra en la valoracién de los posibles
efectos antioxidantes y neuroprotectores de IGF-Il en la EP, estableciéndose como

objetivo principal:
— El estudio del efecto de la administracion de IGF-1l en dos modelos, uno celulary
otro animal, de la EP basados en la administracion de la neurotoxina MPTP en

ratdn o su metabolito activo MPP* en células neuronales de SN.
Ademas, se establecieron los siguientes objetivos especificos:

— Analizar el efecto del IGF-Il sobre el dafo inducido por MPP* en neuronas
DAérgicas respecto a neurodegeneracion y la expresién de marcadores celulares
asociados a la neurotransmisién de DA.

— Determinar el efecto del IGF-Il sobre el dafio inducido por la administracion de
MPP*, en neuronas DAérgicas, en relacion al dafo oxidativo-mitocondrial.

— ldentificar vias de sefalizacion intracelular implicadas en el efecto del IGF-1l sobre
el dafio inducido por la administracion de MPP* en neuronas DAérgicas.

— Estudiar la implicacion del receptor especifico rIGF-1I en el efecto de IGF-Il en
neuronas DAérgicas tratadas con MPP”*.

— Desarrollo de un modelo murino de EP con neurodegeneracion mediada por
MPTP para estudiar el efecto del IGF-Il /n vivo sobre la neurodegeneracion

DAérgica.
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— Evaluacion de las vias de sefializacion implicadas en el efecto de IGF-Il sobre el

dafo inducido por la administracién de MPTP en el modelo animal de EP.
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1. Cultivo celular

1.1 Mantenimiento de la linea celular y caracterizacion de la expresion

del receptor IGF-II

En este trabajo se ha utilizado la linea celular SN4741, proporcionada por el Profesor
Ernest Arenas del Instituto Karolinska de Estocolmo (Suecia). Estas células SN4741 son

neuronas dopaminérgicas derivadas de la substancia negra de ratén (Son et al.,, 1999).

Para el mantenimiento de la linea y su crecimiento, se utilizaron frascos de cultivo de 75
cm? y el medio D-MEM con elevada concentracidn de glucosa (1M), suplementado con
un 10% de suero fetal bobino, un 1% de Penicilina/Estreptomicina y L-glutamina a 4 mM
(Life Technologies). Las células se mantuvieron en una estufa a 37°C y en una atmosfera
con un 5% de CO,. Cuando la confluencia celular rondaba el 90% (cada 3 dias
aproximadamente) se realizaba un cambio de soporte o pase, con el fin de evitar la
senescencia asociada a situaciones prolongadas de alta densidad celular. Por el mismo
motivo, los pases comprendidos entre el 3y el 10 fueron los utilizados para la realizacion
de los experimentos, evitando el envejecimiento del cultivo y posibles mutaciones que

pudieran provocar una alta variabilidad en los resultados obtenidos.

Se comprobd que las neuronas de esta linea celular expresan el receptor de IGF-II
mediante inmunomarcaje. La metodologia se explica concisamente en el apartado 1.7.1.
El anticuerpo primario utilizado fue anti-IGF-lIr (R&D System) a una concentracién de 5
pug/mL y el anticuerpo secundario marcado con el fluorocromo Alexafluor™ 568

(Molecular Probes) se usé afladiendo 2 gotas/mL.

1.2. Cultivo experimental

Los soportes de cultivo y nimero de células utilizados fueron diferentes, dependiendo
del protocolo a llevar a cabo en cada experimento. El recuento celular para la siembra se
realizd6 mediante tincién con azul tripan (Life Technologies) al 0,4% y conteo en camara
de Neubauer. En las placas de 24, 12 y 6 pozos se sembraron 20.000, 100.000 y 200.000

células/pozo respectivamente. En todos los casos, los experimentos se llevaron a cabo
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tras 24 horas de incubacion desde la siembra (Tabla 1). En los ensayos de microscopia
confocal, tincion de Giemsa, inmunocitoquimica y medida del consumo de oxigeno
mitocondrial, las placas de cultivo se trataron con poli-D-lisina (Sigma-Aldrich) a una
concentracién de 100 ug/mL. La adicion de este compuesto permite una mayor adhesion
de las neuronas al soporte donde son sembradas, ya que produce una alteracién en las
cargas de éste, no estimula la actividad bioldgica celular y no introduce en el cultivo

ningun tipo de impurezas.

Tabla 1. Tabla esquema de la metodologia de la siembra del cultivo de SN4741 para la realizacion

de los diferentes ensayos.

Area ) Incubacién
. - Células por
Tipo de placa  crecimiento 0z0 pre-tto.
(cm?) P (horas)
6 pozos 9,6 200.000
12 pozos 34 100.000 24
24 pozos 2 20.000

1.3. Tratamientos
La adicion de las diferencies sustancias para los tratamientos se llevd a cabo en una

solucion Locke modificada (Tabla 2).

Tabla 2. Composicion de la solucion Locke modificada, utilizada como medio para la aplicacion

de los tratamientos al cultivo neuronal.

Compuesto Concentracion (mM) pH final
Cloruro de sodio (NaCl) 137
Cloruro de calcio (CaCly) 5
Cloruro de potasio (KCl) 10
Glucosa 25 7.4
Hepes 10
Penicilina/Estreptomicina 100

L-Glutamina 4
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En todos los experimentos las células fueron tratadas con MPP* (n® Cas 36913-39-0,
Sigma-Aldrich) a una concentracién de 400 uM, IGF-Il a 25 ng/mL (proporcionado por
Lilly Laboratories [Madrid, Spain]), y/o BMS-536924 a 1 uM (n° Cas 468740-43-4, Tocris
Bioscience) (figura 14). Este Ultimo farmaco inhibe la tirosina quinasa de los receptores
rIGF-1l'y rins, evitando con su uso que IGF-Il actle a través de ellos (figura 14A). Asimismo,
con la intencién de comprobar que los efectos de la accion de IGF-II estan mediados por
el rIGF-Il, se empled el anticuerpo AF-292 (20 ng/mL) (n° Cat. AF-292-NA, R&D Systems)
para bloquearlo, ya que no existen antagonistas especificos hacia dicho receptor (Chen
et al,, 2011, Martin-Montafiez et al., 2014, 2017), y se aiiadi¢ al cultivo 20 minutos antes
de proceder con los experimentos (figura 14A). Con la misma finalidad, en varios
experimentos se uso el agonista especifico LEU[27]-IGF-II (LEU) (GroPep, Adelaide, SA,
Australia), que muestra una mayor afinidad por el recetor rIGF-II que por rIGF-I y rins
(Beukers et al., 1991), a una concentraciéon de 10 nM (figura 14B). Ademas, se utilizé un
inhibidor de NRF2, que bloquea la expresion del gen objetivo de NRF2, denominado ML-
385 (Tocris) a una concentracion de 5 uM con la finalidad de discernir si el posible efecto

de IGF-Il se veia modificado al inhibir esta via antioxidante.

1.4. Determinacion de las dosis de IGF-1l y MPP*

El establecimiento de las dosis utilizadas en el cultivo celular se dedujo a partir del
estudio de curvas de viabilidad celular con diferentes concentraciones de IGF-1l y MPP*.
Para ello, tras la administracion de concentraciones crecientes de dichas moléculas, se
determind la muerte celular mediante la cuantificacion de los niveles de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH, EC 1.1.1.27) en el medio de cultivo. Todos los tipos celulares
presentan LDH citoplasmatica, por cuya actividad el piruvato es reducido a lactato en
presencia de dinucleo6tido de nicotinamida adenina reducido (NADH), que es oxidado a
NAD" (Koh & Choi, 1987). Cuando las células se lesionan, la gran mayoria libera esta
enzima al espacio extracelular, por lo que experimental y clinicamente es un marcador
uatil de la muerte celular, cuantificada en el medio de cultivo (Pasquali-Ronchetti et al.,
2006). Las concentraciones de IGF-Il analizadas fueron: 1, 100, 1000 y 5000 ng/mL; y las
de MPP*: 0, 100, 200, 400 y 800 uM. Tras los tratamientos, se recogi6 el sobrenadante

libre de células de cada situacion y se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos. A



Material y métodos. Pagina | 38

continuacion, se procedié segun las especificaciones del kit comercial
espectrofotométrico (Randox Laboratories Ltd.), adaptando la metodologia para la
lectura en un autoanalizador Cobas Mira (ABX Diagnostics). Se determinaron los niveles
de LDH en tanto por ciento con respecto al control para cada condicion experimental, y

con estos datos se realizaron las curvas logaritmicas de viabilidad.

1.5. Disenho experimental

Como ya se ha mencionado, inicialmente la siembra de las células se llevé a cabo en los
soportes adecuados para cada determinacién y los cultivos se mantuvieron durante 24
horas a 37°C. A continuacién, los tratamientos farmacoloégicos combinando diferentes
sustancias se aplicaron durante distintos intervalos de tiempo, segun la finalidad de los
experimentos: los efectos neuroprotectores de IGF-Il a tiempo final se estudiaron
incubacionesde 6 horas (figura 14A1); para el analisis de los mecanismos implicados con
la homeostasis redox asi como con la funcion neuronal, la duracion de las incubaciones

fue mas corta, de 2,5 horas (figura 14A2, A3, A4).

1.6. Supervivencia neuronal

1.6.1. Muerte celular

La muerte celular tras los tratamientos farmacolégicos fue estudiada también mediante
la cuantificacion de los niveles de LDH en el medio de cultivo, siguiendo la metodologia

descrita en el apartado anterior 1.4.

En este caso, se determinaron y expresaron los datos como el tanto por ciento de LDH

con respecto al control para cada condicion experimental.
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Figura 12. A Diserfio experimental del estudio del efecto neuroprotector del IGF-II: (1) en /a
supervivencia neuronal y homeostasis redox; (2) marcadores dopaminérgicos (3) funcion,
integridad y homeostasis mitocondrial; (4) vias de senalizacion intracelulares. B, Diserio

experimental del estudio para evaluar la implicacion del rIGF-Il en la actividad de IGF-/I.
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1.6.2. Morfologia celular

Para el estudio de la morfologia celular se llevo a cabo una tincién de Giemsa, con la que
se pretendid detectar diferencias morfolégicas en el nucleo, citoplasma y membrana
celular entre las neuronas que fueron sometidas a los diferentes tratamientos. La siembra
de las células se realizd sobre cubreobjetos redondos de cristal de 12 mm de diametro,
adaptados a cada pozo de placas de 12 pocillos. Para realizar la tincion, las células
inicialmente fueron fijadas en los cubreobjetos con metanol absoluto e incubadas
durante 5 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, cada cristal se lavo tres veces
con agua destilada y se les afiadio la solucidon de Giemsa (Merk) al 10%, dejandola actuar
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, con el fin de eliminar el
exceso de colorante, se realizaron una serie de lavados con agua destilada, tras lo cual

los cristales se dejaron secar al aire (figura 15).

Por ultimo, se realizé el montaje sobre portaobjetos, por el que los cristales con las
células se fijaron con una gota de DPX (Sigma-Aldrich). Las imagenes obtenidas se
realizaron mediante microscopia de campo claro en un microscopio UHGLPS modelo

BX53F (Olympus).

1.6.3. Neurodegeneracion

La neurodegeneracion fue determinada mediante el uso del fluorocromo Fluoro-Jade B™
(Merck-Millipore), capaz de marcar las neuronas que sufren cierta degeneracion
(Schmued & Hopkins, 2000). Después de los tratamientos, las células fueron fijadas en la
placa con etanol absoluto (100%) frio durante 30 minutos. A continuacion, las células se

lavaron 3 veces con agua destilada y se tifieron con el fluorocromo a una concentracién

Figura 13: Cubreobjetos con células SN4741 tefiidas con solucion de Giemsa (etapa de secado).
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final de 0,0004% (diluido en acido acético al 0,1%). La tincion se realizd a temperatura
ambiente, en oscuridad y en agitacion durante 30 minutos. Para la cuantificacion de la
intensidad del marcaje obtenido, se empled un espectrofotometro FLUOstar Galaxy
(BMG, Lab Technologies) con unas longitudes de onda de absorcidon/emision de 485/530

nm (Schmuck & Kahl, 2009).

1.7. Marcadores dopaminérgicos

1.7.1. Tirosina hidroxilasa y transportador vesicular de monoaminas 2

La deteccion y analisis de los marcadores dopaminérgicos, enzima tirosina hidroxilasa
(TH) y transportador Vmat2, se realizé6 mediante la técnica inmunocitoquimica en un
minimo de tres experimentos con 3 réplicas de cada condicidn farmacoldgica. Las células
fueron sembradas sobre cubreobjetos tratados con poli-D- lisina y con un diametro de
12 mm. Tras los tratamientos, los cultivos se lavaron 1 vez con la solucion Locke y fueron
fijados mediante la incubacion en metanol absoluto (100%) enfriado a -20°C durante 20
minutos a esa misma temperatura. Después de dos lavados con PBS, los cubreobjetos
donde se encontraban las células fueron incubados en camara fria junto con el
anticuerpo primario anti-TH (Sigma-Aldrich Ref.: ab152) a una concentracion de 1/5.000
v/vy 1/1.000 v/v para anti-Vmat 2 (Abcam Ref.: ab259970), en una solucién de PBS/BSA
al 3% y azida de sodio al 0,02% a 4 °C durante la noche. Tras 3 lavados con PBS frio, se
incubaron con el anticuerpo secundario marcado con el fluorocromo Alexafluor™ 568
(Molecular Probes, en el caso de TH) a una concentracion de 2 gotas/mL y una excitacion
de 579 nmy emisién a 603 nmy Alexafluor™ 488 (Molecular Probes, en el caso de Vmat?2)
con una excitacion y emision de 493 y 518 nm respectivamente y una concentracién de
2 gotas/mL; ambos diluidos en PBS y suero fetal bovino (BSA) al 3% durante 1 hora a
temperatura ambiente y en oscuridad. Para analizar el marcaje individual en cada célula,
se recurrio al marcador fluorescente DAPI (4 ',6-diamidino-2-fenilindol, Sigma-Aldrich),
el cual se une fuertemente al ADN, con una maxima absorcion a 358 nm y emisién a 461
nm, y se incubo junto al anticuerpo secundario. Para finalizar, los cubreobjetos se lavaron

3 veces con PBS frio, montados sobre portaobjetos con Fluoromount ™ (Sigma-Aldrich),
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y sellados con laca de ufias transparente. Para la visualizacion de las muestras se usd un
microscopio confocal LEICA SP5 Il (Wetzlar). Las imagenes fueron procesadas con los
paquetes informaticos LAS AF Lite (Leica) e Image) (US National Institute of Health;

http://rsbweb.nih.gov/ij/). La seial de intensidad se cuantificé determinando el perfil de

los objetos en la imagen (células), para poder fijar los pixeles que pertenecen al objeto y
que deben ser tenidos en cuenta para la medida de la intensidad; para ello se realizd una
segmentacion, con la herramienta “threshold’, y tras la seleccion de estos pixeles se
procedio a cuantificar la intensidad de éstos sobre una imagen binaria que era copia de

la original.

1.7.2. Actividad del transportador de dopamina

El estudio de la actividad del transportador DAT se llevd a cabo mediante el
Neurotransmitter Transporter Uptake Assay Kit (Molecular Devices) (Jargensen et al.,
2008). Para ello, las células se sembraron en placas negras con fondo transparente de 24
pocillos, con una densidad de 100.000 células/pozo, en un minimo de 3 experimentos
con 3 réplicas para cada condicion experimental. Tras la retirada de los tratamientos
farmacoldgicos de cada condicion experimental, se afadié la solucidon de sustrato
fluorescente (primero reconstituida con 10 mL de Locke y posteriormente afiadida a una
dilucién Y2 a cada pocillo). Este sustrato fluorescente mimetiza al neurotransmisor
biogénico amino DA, por lo que al ser transportado por el DAT el fluorocromo se traslada
al interior celular. Las células se incubaron durante 10 minutos a 37 °C con presencia de
5% CO,, y a continuacion se procedioé a determinar la fluorescencia intracelular mediante
un lector de fluorescencia en placas FL600 (Bio-tek), con los filtros de excitacion/emision
485/20 y 530/25 respectivamente. Las lecturas de fluorescencia se realizaron en
intervalos de 2 minutos, hasta concluir a los 30 minutos. Para desestimar la captacion
inespecifica se determind la actividad DAT en presencia de benztropina 10 uM, un
inhibidor de la captacion de la dopamina. Los resultados se expresaron como unidades

de fluorescencia por minuto y por cada 10° células.
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1.8. Homeostasis redox

El dafio causado por el estrés oxidativo se evalu6 mediante la cuantificacion del grado
de peroxidacién lipidica y de los niveles de productos de oxidacion avanzada de

proteinas (AOPP), como se explica a continuacion.

1.7.1. Peroxidacion lipidica

La degradacion oxidativa de lipidos se ha determinado mediante la cuantificacion de
hidroperoxidos lipidicos (LOOH). Estos son considerados como marcadores de estrés
oxidativo al ser moléculas intermediarias de reacciones de peroxidacién inducidas por
ROS de fosfolipidos, glicolipidos y colesterol (Girotti, 1998). Para la cuantificacion se llevé
a cabo el método FOX2 (Arab & Steghens, 2004) adaptado a un autoanalizador Cobas
Mira (ABX Diagnostics). Se analizaron 25 pL de cada muestra (3 réplicas de cada
condicion experimental), a los que se afiadi6 180 puL de naranja de xilenol a una
concentracién de 167 uM. Antes de la lectura 6ptica a 600nm, se incorporaron 45 uL de
d-gluconato de hierro Il (833 uM). Los niveles de LOOH se calcularon en proporcioén a
una curva estandar de peroxido de hidrégeno y se expresaron como nmol/mg de

proteina (Garcia-Fernandez et al., 2008).

1.7.2. Productos de oxidacion avanzada de proteinas o AOPP

La cuantificacion de los niveles de AOPP se llevé a cabo adaptando el ensayo de Witko-
Sarsat y colaboradores (Witko-Sarsat et al., 1996) al autoanalizador Cobas Mira (ABX
Diagnostics). Para ello, se utilizaron 18 uL de homogeneizado de cada muestra y de
soluciones estandar de cloramina T de concentraciones ascendentes entre 6,25 y 400
umol/L para realizar la curva patrén; siendo cada condicidn experimental replicada 3
veces en cada experimento. A continuacion, se agregaron 200 pL de mezcla de reaccién,
con una composicién de acido acético al 15% y yoduro de potasio 1,16 mM al 4% en
solucion tampodn fosfato salino (PBS). Para el blanco se utilizé PBS en lugar de muestra.
La lectura de la absorbancia se realizd con un filtro de 340 nm. La determinacion de la

concentracién de AOPP se obtuvo en base a los equivalentes de cloramina T obtenidos
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medidos en nmol/L y expresada finalmente en nmol/mg de proteina celular (Garcia-

Fernandez et al., 2008).

1.9. Estudio mitocondrial

1.9.1. Morfologia mitocondrial

Tras los tratamientos farmacolégicos, las células fueron recogidas y fijadas con un
tampdn especifico para microscopia electronica: glutaraldehido al 2,5% (Electron
Microscopy Sciences), tampoén de cacodilato 0,1 M (Thermo Scientific) y tetroxido de
osmio al 1% (Agar Scientific). A continuacion, se procedio a la deshidratacion gradual de
las células mediante series de etanol (al 30%, 50%, 70%, 95% y 100%). Finalmente, las
células se incluyeron en Araldite (Electroforesis Serva) y se obtuvieron secciones de 70
nm de grosor. Las secciones fueron recogidas en rejillas de malla de cobre 150 y tefidas
con UranyLess (Electron Microscopy Sciences), ademas de una tincién con citrato de
plomo de Reynolds (Taverna, Boraldi, De Santis, Caprioli, & Quaglino, 2015). Las
diferentes secciones se examinaron con un microscopio NOVA NanoSEM 450 (FEI) y las
imagenes se obtuvieron con el modo STEM utilizando un detector de estado sélido con
voltaje a 30 kV (Martin-Montafez et al.,, 2014, 2019). Las mitocondrias indexadas, 100 por
cada condicion experimental, fueron analizadas mediante el software ImageJ. Se tuvieron
en cuenta 6 factores mitocondriales: 1) area de superficie (tamafio mitocondrial), 2)
perimetro externo, 3) relacion de aspecto [(eje mayor) / (eje menor)], 4) circularidad
[41t-(4rea)/(perimetro®)], 5) redondez [4-(4rea)/m-(eje mayor?)] y 6) factor de forma

[(perimetro?)/(4tt-area de superficie)].

1.9.2. Potencial de membrana

Para estimar el potencial de membrana mitocondrial se us6 la sonda cationica 5, 5, 6', 6'
tetracloro-1,1', 3, 3' tetrametil bencimidazol carbocianina yoduro o JC-1 (Sigma-Aldrich).
La JC-1 es una carbocianina lipofilica que se introduce en las mitocondrias de forma

monomeérica. En presencia de un potencial de membrana (mAW) alto, los mondémeros
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penetraran en las células y las mitocondrias, formando agregados en ellas (de manera
reversible) que, mediante la excitacion a 488 nm, emiten fluorescencia en el canal
naranja/rojo (FL2-590 nm). El colapso del mAW provoca una disminucion de la formacion
de agregados de JC-1, quedando como mondmeros que emiten fluorescencia en el canal
verde (FL1-525 nm). Asi, cuando se produce una reduccion del potencial de membrana,
el nUmero de agregados desciende, detectdandose un incremento de la fluorescencia
verde en detrimento de la roja. Por tanto, la proporcién de fluorescencia roja/verde de
JC-1 depende solo del potencial de membrana y no esta influenciada por el tamafio, la
forma o la densidad mitocondrial. Respecto al procedimiento, tras los tratamientos
farmacolodgicos correspondientes, las células se incubaron en 1 ug/mL de JC-1 durante
20 minutos a 37°C. Como control interno se utilizé el ionéforo de potasio valinomicina
(Sigma-Aldrich), que a una concentracion de 1 uM colapsa completamente el mAW. Tras
dos lavados con solucién Locke, las células se separaron de las placas mediante el uso
de acutasa (Life Technologies) y se analizaron inmediatamente utilizando filtros FL1y FL2
en un citometro de flujo AccuriTM C6 (BD biosciences). El ratio FL2/FL1 obtenido
proporciond la estimacion mas reproducible de mAW. Se registraron y evaluaron diez mil
eventos (células) para cada condicion experimental usando el paquete informatico FCS

Express 5 (De Novo Software).

1.9.3. Velocidad de consumo de oxigeno mitocondrial

La cuantificacion del consumo de oxigeno mitocondrial (OCR) fue realizada mediante un
analizador Seahorse Bioscience XF24 (Agilent). Esta metodologia requiere que el cultivo
se realice sobre unas placas especificas de 24 pocillos, en las que se sembraron 20.000
células por pozo 18 h antes del analisis, dejando desocupados 4 de ellos como pocillos
de correccion de variaciones de temperatura, repartidos uniformemente por la placa
(Martin-Montafez et al., 2019). Para cada condicidn experimental se analizaron 8 réplicas.
Previamente al analisis, el medio de cultivo fue sustituido por 590 uL de Medio Base
Agilent Seahorse XF sin rojo fenol. Tras un periodo de 15 minutos de calibrado, los
tratamientos farmacoldgicos concentrados (x10) son depositados en cada pocillo por los
inyectores del aparato; este aumento de la concentracion es necesario para conseguir

que los farmacos se encuentren a la dilucion correcta en el medio de cultivo. A
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continuacion, el instrumento realiza 3 intervalos de medidas sucesivas, con una duracion
de 2 minutos cada una, de la concentracién de oxigeno en cada pocillo. Durante los
periodos sin mediciones de 3 minutos, se produce una fase de mezcla en el que la
concentracién de oxigeno y de H* del medio se homogenizan. Para normalizar los
resultados de OCR obtenidos, se procedio a la cuantificacion de proteinas de cada pocillo
mediante el método de Bradford, usando como patron de concentraciones BSA

(albumina de suero bovino) (Kielkopf et al., 2020).

1.9.4. Actividad de enzimas antioxidantes

La determinacion de la actividad de las enzimas antioxidantes se llevé a cabo en un
homegeneizado celular para cada condicion experimental (3 réplicas de cada una) que
se obtuvo siguiendo el siguiente protocolo: tras el tratamiento farmacoldgico y
separacién del soporte de cultivo con acutasa, se obtuvieron células en suspensién en
una solucion de pH 7,4 compuesta por HEPES 10 mM, KCI 10 mM, (Fisher Bioreagents) e
inhibidores de proteasas y fosfatasas (Sigma-Aldrich), y se mantuvieron a 0°C durante 20
minutos. A continuacién, se homogeneizaron en presencia de digitonina al 0,01%
(Sigma-Aldrich) y se recogieron los sobrenadantes para las determinaciones, después de
eliminar los restos celulares y los nucleos mediante una centrifugacién a 15.000 g durante
30 minutos a una temperatura de 4°C. La cuantificacién proteica se llevd a cabo mediante
el método de Bradford. A continuacion, se explican los procedimientos para la

determinacion de la actividad de diferentes enzimas antioxidantes.

1.94.7. Citocromo C Oxidasa

Para cuantificar la actividad de la enzima citocromo c oxidasa (COX, EC 1.9.3.1) se uso el
kit de ensayo COX (Sigma-Aldrich), adaptado al analizador Cobas Mira (ABX Diagnostics),
sobre los homogeneizados de células de cada condicion experimental (3 réplicas de cada
una). Este ensayo colorimétrico optimizado se basa en la disminucién de la absorbancia
(550 nm) debida a la oxidacion del ferrocitocromo c a ferricitocromo ¢, proceso realizado
por la COX. Para la expresion de los resultados se definié una unidad como la oxidacion

de 1,0 umol de ferrocitocromo c por minuto a pH 7'y 37°C (Garcia-Fernandez et al., 2012).
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1.94.2. Superoxido dismutasa

La actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) se determind
utilizando el kit comercial Ransod (Randox), adaptado al analizador Cobas Mira (ABX
Diagnostics). Esta enzima es la responsable de catalizar la dismutacion del anidon
superoxido (O,7) en oxigeno molecular y perdxido de hidrogeno (H20,). En humanos, se
conocen 3 tipos de SOD segun el metal que utilizan como cofactor y su localizacion:
CuZn-SOD, tanto citosdlica como extracelular, y Mn-SOD en mitocondrias. La actividad
de SOD mitocondrial se diferencié de la actividad de Cu-Zn-SOD gracias a su sensibilidad
por el cianuro de sodio (3 mM) (Pasquali-Ronchetti et al., 2006). En el ensayo se emplea
xantina y xantina oxidasa (XOD) para generar radicales superdxido que reaccionan con
cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolio (INT) para formar un
compuesto colorimétrico. La actividad de la SOD se estima mediante el grado de
inhibicién de esta reaccion. Una unidad de SOD es aquella que provoca una inhibicién

del 50% de la tasa de reduccién de INT en las condiciones del ensayo.

1.9.5. Produccion de radical superoxido

La produccion celular de radical superoxido (O.™") fue estimada mediante la
cuantificacion del indicador MitoSOX (Thermo Fisher Scientific). Este compuesto se dirige
selectivamente a las mitocondrias y ademas se oxida rapidamente Unicamente por
superdxidos (O, %), y no por otros sistemas de especies reactivas de oxigeno (ROS) ni de
especies reactivas de nitrogeno (RNS). El producto oxidado es altamente fluorescente
con una absorcion y emision a 510 y 580 nm respectivamente. Por lo tanto, la intensidad
de la fluorescencia emitida puede ser cuantificada mediante técnicas fluorimétricas,
siendo ésta proporcional a la produccion total del ion superdxido. Unos 30 minutos antes
de terminar el tratamiento celular se afadio la sonda a una concentracién de 2,5 uM y se
incubo junto a las células a 37°C. Tras la retirada del medio y un lavado con PBS se afiadié
acutasa y se recogieron las células para su analisis mediante citometria de flujo con
AccuriTM C6 (BD biosciences) (Kauffman et al, 2016). Los datos obtenidos en 3

experimentos distintos se expresan mediante un histograma en el que se indica la
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intensidad media de fluorescencia o produccion del radical superoxido de cada

tratamiento seguin el niUmero de eventos (células) registrados.

1.9.6. Factor de transcripcion mitocondrial A

Se comprobd la presencia y la localizacion del Factor de transcripcién mitocondrial A
(TFAM) en las neuronas SN4741 tras la administracion de los tratamientos mediante
procedimientos de inmunocitoquimica en un minimo de tres experimentos con 3 réplicas
de cada condicién farmacoldgica, siguiendo el procedimiento anteriormente
mencionado. Antes de terminar los tratamientos, las células se incubaron con la sonda
MitoTracker® Deep Red FM (Molecular Probes) a una concentracion de 200 nM durante
20 minutos a 37 °C. Esta sonda, con absorcion/emision de 644 nm/665 nm, se usé como
marcaje mitocondrial debido a que ésta es retenida en la célula tras la fijacion (por
permeabilizacion). A continuacién, se utilizé como anticuerpo primario, anti-mtTFA
(Abcam Ref.: ab252432) a una concentracién de 1/400 v/v y el anticuerpo secundario
fluorescente Alexafluor™ 488 (Molecular Probes, 2 gotas/mL). Las fotografias se tomaron

y procesaron del mismo modo a como se ha indicado anteriormente.

1.10. Vias de senalizacion intracelular

1.10.1. Factor nuclear eritroide 2

La cuantificacion del factor nuclear eritroide 2 (NRF2) se realizé mediante una técnica
inmunocitoquimica, con un procedimiento y réplicas experimentales similares a los
citados anteriormente. Como anticuerpo primario se utilizd anti-NRF2 (Santa Cruz
Biotechnology Ref.: SC-722) a una concentracion de 1/50 v/v, diluido en una solucion de
PBS/BSA al 3%. El anticuerpo secundario fluorescente fue Alexafluor™ 488. Las

fotografias se tomaron y procesaron de la misma forma que en los apartados anteriores.
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1.10.2. Actividad de enzimas dependientes de NRF2

Las siguientes determinaciones se realizaron en un minimo de 3 experimentos en 3
réplicas de homogeneizados de células de cada condicion experimental obtenidos con

el procedimiento anteriormente descrito en el apartado 1.8.4.

1.10.2.1. Actividad de la enzima glutation S-transferasa

La glutation S-transferasa (GST, EC2.5.1.18) es una enzima encargada de catalizar la
conjugacion de glutation con diferentes xenobioticos, desempefiando un papel en la
inactivacion de radicales libres. Su actividad se determind espectrofotométricamente
mediante la modificacién de la técnica descrita por Habig y colaboradores (1974).
Brevemente, se cuantifica la formacién del conjugado 2, 4-dinitrofenil-S-glutation
usando como sustratos GSH y 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB), midiendo a 340 nm
en un analizador Cobas Mira (ABX Diagnostics). Una unidad internacional se definio
como la cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1 umol de 2, 4-dinitrofenil-S-

glutation por minutos a 37°C utilizando una concentracién de 1T mM de GSH y CDNB.

1.10.2.2. Actividad de la enzima NAD(P)H quinona deshidrogenasa 1

La NAD(P)H quinona oxidorreductasa 1 (NQO1, EC 1.6.99.2) una enzima antioxidante que
cataliza la reduccion de diversas quinonas hasta sus correspondientes hidroquinonas,
usando como donantes de electrones tanto NADH como NADPH. Su actividad se analizé
mediante la técnica descrita por Lind y colaboradores (1990). La mezcla de reaccién con
un volumen final de 200 pL contuvo, ademas del homogeneizado celular, Tris-HCl 25 mM
(pH 7.5, Thermo Fisher Scientific), Tween 20 al 0.01% (Sigma-Aldrich), BSA 0.7 mg/mL
(pH 7.4, Thermo Fisher Scientific), menadiona 40 uM (Sigma-Aldrich), FAD 5 uM y NADH
200 uM (Sigma-Aldrich). La reduccion de niveles de absorbancia de NADH a 340 nm se
cuantificd con medidas a intervalos de 25 s durante 10 minutos. Una unidad internacional
de actividad enzimatica se definio como la oxidacion de 1 umol de NADH a NAD por

minuto a 37°C.
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1.70.3. p-mTOR

El estudio de mTOR fosforilado se efectu6 mediante técnica inmunocitoquimica con un
protocolo similar al anteriormente citado en el apartado 1.7.1. El anticuerpo primario
anti-phospho-mTOR (Ser2448) (Cell Signaling Ref.: 2976S) se incubd a una concentracién
de 1/1000 v/v. Asimismo los nucleos también fueron tefiidos con DAPI, y las fotografias

fueron tomadas y tratadas con la misma metodologia que en el apartado 1.7.1.

2. Animales de experimentacion

En el presente trabajo se han utilizado 35 ratones macho de la cepa C57BL/6J de 10
semanas de edad y con un peso corporal por individuo de entre 20 y 22 gramos. Estos
animales fueron suministrados por Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, Francia) y se

dividieron en grupos de 3-4 individuos en cada jaula de tamafo estandar.

Durante los experimentos, los ejemplares se mantuvieron bajo condiciones estandares
de estabulacion en el Servicio de Experimentacion Animal de la Universidad de Malaga,
a temperatura ambiental de 20 + 2°C, humedad relativa del 40 + 5%, y sometidos a
fotoperiodos de luz-oscuridad de 12 horas comenzando con el ciclo de luz a las 8 am.
Tanto el alimento (estandar) como el agua se administraron ad /ibitum (dieta SAFE A04,

Panlab, Barcelona).

El procedimiento experimental fue aprobado por el comité de ética de investigacion de
la Universidad de Malaga (CEUMA n° 10/06/2019/104), y se realizé conforme a la
legislacion espafiola para el uso y cuidado de animales de experimentacion (Real Decreto
53/2013, Ley 32/2007 y 9/2003, Real Decreto 178/2004 y Decreto 320/2010) y a las
directivas europeas (Directiva 2010/63/UE).

2.1. Generacion del modelo animal: tratamiento farmacolégico

Para desarrollar el modelo animal de EP se emple6 el compuesto MPTP (Sigma-Aldrich)

combinado con Probenecid (p) (Sigma-Aldrich), antidiurético que inhibe la excrecién
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renal de aniones organicos como el MPTP, favoreciendo su concentracion en el cuerpo
y por lo tanto en el cerebro. Durante 5 semanas, se administr6 a los animales 24 mg/kg
MPTP por via subcutanea (s.c.) y 250 mg/Kg de Probenecid por via intraperitoneal (i.p.),
dos veces a la semana (separadas por 84 h) (Petroske et al., 2001). Esta combinacion
MPTP/p induce la pérdida cronica de DA estriatal durante al menos 6 meses después de
la finalizacion del tratamiento, y una disminucion del rendimiento en la prueba de
comportamiento rotarod, como se describe mas adelante, que esta asociado a una
pérdida gradual de neuronas DAérgicas en sustancia negra (Carvey, 2010). Los animales
control se trataron con sustancias vehiculo para reproducir el mismo tratamiento que los
demas grupos experimentales, NaCl al 0,9% para la sustitucion de MPTP y PBS pH 7.4

para la de Probenecid, siguiendo el mismo patrén de administracién.

A continuacion, se explica el disefio y tratamientos de los diferentes grupos de animales

(figura 16):

- El grupo Control (CO + veh; n=8) fue tratado por via s.c. e i.p. con los dos vehiculos
cada 84 h durante 35 dias, ademas de PBS 0,1M (pH 7,4) por via s.c. dos veces al dia

durante 44 dias.

Modelo murino C57BL/6)J
Efecto neuroprotector de IGF-II

| co+veh n=8
2 ) . MPTP/p +veh n=8
‘ | MPTP/p + (44d) IGF-II n=11
B MPTP/p + (23d) IGF-I n=9
Test | | CO+IGF-II n=8 Test
R-R R-R
OF OF Inmunohistoquimica
Y V¥ TH (SNc,Str
Dia 1 8 15 22 29 36 43 TH(SNc,Str)
DAT (Stl')
¥ Tratamiento MPTP/p o CO : GFAP (SNc,Str)
2/ semana
]

‘,_ Tratamiento IGF-1l o veh
» 2/ dia

Figura 14. Disefio experimental del modelo animal y los tratamientos farmacoldgicos

administrados.
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- A los animales del grupo IGF-1l (CO + IGF-II; n=8) se les coadministrd por via s.c. e i.p.
los vehiculos cada 84 h durante 35 dias e IGF-Il por via s.c. 7.5 pg/kg, diluido en PBS 0.1
M pH 7.4, dos veces al dia durante 44 dias.

- Al grupo MPTP/p + veh (n=8) se le administrd por via s.c. e i.p. con MPTP/p 2 veces a
la semana (cada 84 h) durante 35 dias. Ademas, los animales fueron tratados con PBS 0.1

M pH 7.4 dos veces al dia por via s.c. durante 44 dias.

- En los animales del grupo MPTP/p +(44d) IGF-1l (n=11) la coadministracién de
MPTP/p se realizé dos veces a la semana como en los grupos anteriores, y ademas fueron
tratados diariamente por via s.c. con IGF-II. Este tratamiento también tuvo una duracién

de 44 dias.

- Por ultimo, al grupo MPTP/p + (23d) IGF-Il (n=9) se le administré6 MPTP/p de manera
idéntica a los grupos anteriores y los animales fueron tratados inicialmente con el
vehiculo PBS 0.1 M pH 7.4, hasta el dia 22 (dos veces a la semana), y a partir del dia 23

hasta el dia 44 se les administro IGF-1I diariamente por via s.c.

Los animales fueron sacrificados y procesados tras las pruebas de comportamiento en el

dia 44. En la figura 16 se resume el disefio experimental realizado.

2.2. Estudios de comportamiento

Para valorar si el tratamiento con IGF-II recupera la disfuncién conductual inducida por
MPTP/p se usaron dos tipos de test comportamentales, valorando la actividad
locomotora a traves de la prueba de rendimiento en varilla giratoria o rotarod'y la
valoracion de auto-aseo en el laberinto campo abierto o se/f-grooming in the open field.
Ambos comportamientos dependen de la integridad de la via DAérgica nigroestriatal.
Estos test se llevaron a cabo en condiciones basales, es decir antes de que los sujetos
recibieran los tratamientos, y una vez finalizados los mismos. Es importante sefalar que
ambas pruebas de comportamiento se llevaron a cabo diez dias después de la Ultima
administracion de MPTP/p y 12 h después de la Ultima inyeccion de IGF-II, para evitar los

posibles efectos agudos de los tratamientos.
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2.2.1. Prueba de cilindro giratorio

Es una prueba estandar de coordinacion motora, equilibrio y cansancio en roedores, y se
evalué utilizando el aparato rota-rod (R-R) (Panlab). El aparato R-R constaba de cuatro
carriles idénticos con un ancho de 11 cm, que contenian una varilla giratoria (30 mm de
didmetro) elevada 16 cm por encima del fondo del dispositivo (figura 17). Los ratones
fueron colocados en una varilla, que estaba programada para girar a una velocidad
creciente de 4 a 41 rpm durante 5 minutos, aumentando la velocidad 1 rpm cada ~ 7
segundos. Se registré el tiempo que los animales permanecieron en la barra en 3 ensayos
consecutivos, tanto en condiciones basales (dia 1) como después de los tratamientos (dia
43). Que un animal pase menos tiempo en la varilla giratoria del normal sugiere un déficit

de coordinacion motora (Shiotsuki et al., 2010).

2.2.1. Prueba de auto-aseo en campo abierto

El comportamiento de los roedores para su aseo y cuidado personal, como lamer su cola
0 su cuerpo, lavarse la cabeza o rascarse el pelaje (se/f-grooming, en inglés), son acciones
comportamentales que se han identificado como altamente dependientes de la via
nigroestriatal (Poeran, 2017). Esta tarea fue evaluada en el laberinto de campo abierto
que consta de una arena cuadrada de 50 x 50 cm de dimensidn rodeada por paredes

opacas de 38 cm de altura (figura 18). Los ratones fueron sometidos a dos sesiones de

Figura 15. Dibujo representativo del funcionamiento del aparato rota-rod (R-R).
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Figura 16. Esquema representativo del laberinto campo abierto.

5 minutos cada una, en las que se evalud el auto-aseo basal (dia 1) y post-tratamiento
(dia 43). Las sesiones se grabaron con una camara digital, y las imagenes obtenidas se
analizaron registrando el tiempo (segundos) utilizado por el animal para su aseo personal

mediante el médulo de puntuacion manual del software Ethovision XT9 (Noldus).

2.3. Procesamiento de los tejidos

Una vez finalizada la fase de pruebas de comportamiento, los animales fueron
anestesiados con pentobarbital soédico (200 mg/kg, i.p.) y perfundidos con
paraformaldehido (PFA) al 4% tamponado en PBS 0,1 M (pH 7,4). El cerebro se extrajo
con cuidado y se postfijo en PFA al 4% durante 48 h a 4°C. Posteriormente se obtuvieron
secciones coronales de 50 um seriadas 1/6 utilizando un vibratomo (MICROM), que

fueron almacenadas en PBS junto con azida al 0,002% a 4°C.

2.4. Inmunohistoquimica

La técnica inmunohistoquimica en flotacion se realizo siguiendo métodos previamente
publicados (Ladron de Guevara-Miranda et al., 2019). Se procesaron para el analisis 6
secciones de cada zona y animal. Estas se incubaron 30 minutos en oscuridad en solucién
de bloqueo de peroxidasa endégena (80% PBS, 10% metanoly 10% H»0O,), a continuacion

se incubaron durante la noche a 4°C en uno de los siguientes anticuerpos primarios: anti-
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TH (monoclonal de ratén; Sigma-Aldrich) para detectar células DAérgicas TH™ en SNc
(dilucion 1:5.000) y la expresion de TH en el estriado dorsal (caudado-putamen, CPuy;
dilucién 1:10.00); anti-DAT (policlonal de cabra; 1:1000; Santa Cruz Biotechnology) para
detectar la expresion de DAT en CPu; anti-proteina acida fibrilar glial (GFAP; policlonal
de conejo; 1:1000; DakoCytomation) para marcar astrocitos tanto en SNc como en CPu.
En el segundo dia, el tejido se incubd durante 120 minutos en un anticuerpo secundario
conjugado con biotina (cabra anti-ratén o conejo anti-cabra, diluido 1: 800; Dako) y
durante 1 h en ExtraVidin® peroxidasa (1:1000 en PBS; Sigma-Aldrich) en la oscuridad.
Los anticuerpos primarios y secundarios se diluyeron en PBS, Triton X-100 al 0,5% y suero
de burro al 2,5%. La solucién de revelado contuvo diaminobencidina (DAB; 5% en PBS y
H.O,; Sigma-Aldrich) como cromogeno. Cada paso fue seguido de tres lavados con PBS
a intervalos de 5 minutos. En el caso de las secciones de SNc inmunotedidas con anti-
TH, se realiz6 una contratincion adicional con galocianina-alumbre de cromo (2 h a 50°C)

para facilitar la identificacion de los nucleos de las células TH*.

El nUmero total (N) de células TH* en la SNc bilateral se determin6 mediante estereologia
utilizando el fraccionador 6ptico en un microscopio Olympus BX53 equipado con una
camara Olympus DP73 (Olympus, Glostrup) y el software newCAST (Visiopharm). El
recuento de células se realizd en una de cada seis secciones coronales representativas
de SNc que se tomaron a intervalos uniformes (300 um) que cubrian -2,70 mm a -3,80
mm en relacion con Bregma. La cuantificacion de los nucleos de células TH*
contratefiidos con galocianina se realizé con un aumento de 100x en aceite de inmersion
utilizando un muestreo de meandro aleatorio y un disector optico. Se contaron unas 100
células TH* por animal con un marco de conteo de 1000 um? y longitudes de paso de 80
um x 80 um (dx, dy; cubrié ~15% de la fraccion de la region de interés [ROI]). El nUmero

total de células TH" se calculd para cada animal siguiendo la formula:

N t 1 1
=20 h asf ssf

donde 5Q es el numero total de particulas contadas, t es el espesor promedijo de la
seccion, h es la altura del disector dptico, asf es la fraccion de muestreo del area y ssf es

/a fraccion de muestreo de la seccion.
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La expresion cuantitativa de TH y DAT en CPu bilateral se analizd6 mediante densitometria
utilizando fotografias de alta resolucion tomadas con un aumento de 10x y el software
Imagel). Se realizaron analisis densitométricos en una de cada seis secciones

representativas de CPu que abarcaron de 1,34 mm a -0,22 mm con respecto a Bregma.

Las células GFAP™ se contaron en fotografias de alta resolucion tomadas con un aumento
de 10x utilizando una macro basada en la funcion "buscar maximos" del software ImageJ.
Primero, se aislaron las ROI (SNc o CPu) y las imagenes se convirtieron a 8 bits. Se
aplicaron filtros de desenfoque gaussiano (establecido en valor 2) y de mejora de
contraste (saturacién normalizada a 0). Posteriormente, se ejecuté el algoritmo 'buscar
maximos' con la prominencia establecida en el valor 35, seleccionando un fondo claro y
caracteristicas de seleccién de puntos. El recuento de células se llevd a cabo en una de
cada seis secciones representativas de SNc/CPu como se describe anteriormente. Los

datos se expresaron como el nimero de células GFAP* por unidad de 4rea (mm?).

2.5. Concentracion de MPP* tisular

Para comprobar que el IGF-Il no tenia interferencias con el metabolismo del MPTP, se
cuantificaron los niveles de MPP* en el CPu mediante cromatografia liquida-
espectrometria de masas (LC-MS), segun la metodologia descrita anteriormente (Mufioz-
Manchado et al.,, 2013). En primer lugar, se trataron ratones macho C57BL/6J (n=7) con
IGF-1I por via s.c. (15 pg/kg en PBS 0,1 M) o con el vehiculo (n=8). Veinte minutos
después, a todos los ratones se les inyecto p (i.p.; 250 mg/kg en NaOH) y MPTP (s.c,; 30
mg / kg, diluido en NaCl al 0,9%). Dos horas después de la dosis de MPTP/p, los ratones
fueron sacrificados, se extrajeron los cerebros y se diseccion¢ el estriado en una placa

helada. El tejido obtenido se pesé y se almacend a - 80°C hasta el analisis.

Para realizar la medicion, se llevo a cabo una homogeneizacion del tejido del estriado en
una solucion 0,4 M de acido perclorico (Merck) que contenia metabisulfito de sodio al
0,1% (p/v) (Panreac), L-cisteina al 0,1% (Merck) y EDTA al 0,01% (Merck). Como patrén
interno se afiadié a cada homogeneizado benzoilecgonina (BE)-d3 (0,04 ng/mL; Merck).
A continuacion, las muestras se sonicaron y centrifugaron a 14.000 g durante 20 minutos

a 4°C. Las fracciones liquidas (sobrenadante) se recogieron y se inyectaron en el equipo
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de LC (Alliance 2795 system, Waters). Tras la separacion por cromatografia liquida de alto
rendimiento con una columna Atlantis dC18 (Milford), el MPP* se detecté con un
espectrometro de masas de triple cuadrupolo Quattro MicroTM API ESCI equipado con
spray Z (Waters). Los datos se adquirieron y fueron analizaron con el software Masslynx
y se expresaron como ng por mg de tejido humedo. Los estandares de MPP* se
prepararon en soluciones de tejido estriado de ratones sin tratar y se utilizaron con fines

de calibracion.

3. Analisis estadistico

Las comparaciones de grupos multiples se realizaron utilizando el analisis de varianza de
una o dos vias (ANOVA) seguido de una prueba de comparacion multiple post hoc
(Tukey's o Duncan’s tests). La comparacion entre dos grupos se realizd utilizando la
prueba t de Student para datos no apareados. El analisis estadistico fue realizado
utilizando los paquetes informaticos Statistica 8 (StatSoft Power Solutions Inc., Tulsa, OK),
IBM SPSS 20 (IBM, Armonk, NY) y Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA). Las
diferencias con un valor p<0,05 se consideraron estadisticamente significativas. Los datos
se representan como media + SEM. En las leyendas de las figuras, se mostrara

informacion detallada de los test estadisticos utilizados y los valores de p.
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1. Papel protector de IGF-1l en un modelo celular de EP

1.1. Las células DAérgicas de la linea SN4741 expresan el receptor de

IGF-II

En primer lugar, se confirmo la expresion de rlGF-Il en las células DAérgicas usadas, como

se puede observar en la Figura 17.

1.2. Eleccion de la concentracion de IGF-1l y MPP* para los

tratamientos mediante la determinacion de viabilidad celular

En funcién de los niveles de LDH liberados al medio, se determiné que la minima
concentracién no toxica de IGF-Il fue 25 ng/ml (Figura 18). Para el MPP*, la concentracion
400 puM indujo unos niveles de LDH liberada al medio de cultivo unas 4 veces mayor con
respecto a la concentracion cero (100%) y redujo el porcentaje de células vivas al 55%

aproximadamente (Figura 19).

Una vez determinadas las dosis de MPP* e IGF-II a usar, se desarrollaron los diferentes
estudios con tratamientos farmacoldgicos para determinar el efecto neuroprotector de

IGF-II en un modelo celular de la EP (Figura 20).

A B

Figura 17. Imdgenes representativas de las neuronas dopaminérgicas de la linea celular SN4747

en campo claro (A, 40X) e inmunoteriidas para la deteccion del receptor de IGF-1I (rIGF-1I) (B, 40x).
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Figura 18. Efecto de IGF-II en la viabilidad celular de la linea SN4741. Determinacion de /a
liberacion de LDH al medio de cultivo, expresada medjante curva de viabilidad en tanto por ciento,
tras 6h de incubacion con concentraciones crecientes de IGF-Il. Los datos se representan como

media + SEM (n = 6 en cada grupo y 3 experimentos independientes).
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Figura 19. Efecto de MPP* en la viabilidad celular de la linea SN4741. Determinacion de la
liberacion de LDH al medio de cultivo, expresada mediante curva de viabilidad en tanto por ciento
tras 6h de incubacion con concentraciones crecientes del toxico. Los datos se representan como

media + SEM (n = 6 en cada grupo y 3 experimentos independjentes).
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Figura 20. Esquema resumen de tratamientos y determinaciones realizadas para el estudio del

efecto neuroprotector de IGF-Il en un modelo celular de /a EP.

1.3. Efectos sobre la supervivencia neuronal

1.3.1. EL IGF-1I, a través del rIGF-Il, reduce la muerte celular inducida por
mPP

La citotoxicidad fue determinada mediante la cuantificacion de LDH liberada. Al
coincubar MPP* e IGF-II la liberacion de LDH se redujo respecto a la incubacién con solo
MPP*, obteniéndose valores similares a los del grupo control (P < 0,05). Tras la
incubacién en presencia de BMS (inhibidor de los receptores rIGF-1 e rins) el efecto del
IGF-1l no se modifico; sin embargo, la presencia del anticuerpo frente al receptor

especifico rIGF-II (AB) provocé la anulacién del efecto del IGF-II (P < 0,05) (Figura 21).
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Figura 21. Cuantificacion de la liberacion de LDH en células control (CO) y tratadas con MPP”,
MPP* +IGF-I], MPP*+IGF-1l+BMS, IGF-Il o MPP*+IGF-I1+BMS+AB, expresada como porcentaje
respecto al CO). Los datos se representan como media + SEM (n = 6 en cada grupo experimental,
3 experimentos independientes). ANOVA de una via, sequido del test de Tukey de comparacion

multiple. #P < 0,05 versus CO e IGF-1I; *P < 0.05, versus grupos conectados con barras.

1.3.2. El IGF-II revierte los cambios morfologicos inducidos por el MPP*

El estudio morfolégico celular se llevé a cabo mediante el analisis de las neuronas tras la
tincion de Giemsa. Estos experimentos mostraron cambios objetivos en la morfologia de
las células tratadas con MPP*, observandose una gran heterogeneidad en tamafo y
forma de las neuronas, con nucleos picnéticos condensados y reducidos. Asimismo,
algunas neuronas mostraron afectacion en la integridad de la membrana plasmatica y de
los apéndices neuronales, y asi como un ligero aumento del volumen citoplasmatico.
Tras la coincubacion con IGF-II, se observé una recuperacion de la forma, el tamafio y las
interconexiones neuronales, siendo la morfologia celular similar a la del grupo control;
caracteristicas que se mantienen en el grupo tratado con BMS, pero no en el tratado con

AB (Figura 22).
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Figura 22. /Imdgenes representativas (40x) de células SN4747 marcadas con la tincion de Giemsa
en las distintas condiciones experimentales: control (CO), MPP*, MPP* +IGF-1|, MPP* +IGF-I/+BMS
(inhibidor de rIGF-1 y rins), IGF-1|, MPP* +/GF-I1+AB (anticuerpo frente a riGF-1l).

1.3.3. El IGF-II reduce la neurodegeneracion inducida por el MPP*

Mediante el marcaje con Fluoro-Jade B™ se determiné el grado de neurodegeneracién.
Se observo un incremento significativo de la fluorescencia (100%) en las neuronas
tratadas con MPP* respecto al grupo control (P < 0.05). La adicion de IGF-Il en el
tratamiento, que no tuvo efecto por si solo, restauro la intensidad a niveles similares al
grupo control. Las células cotratadas incluyendo el BMS tampoco mostraron diferencias

frente al grupo control (Figura 23).
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Figura 23. Determinacion de la neurodegeneracion mediante la cuantificacion de la intensidad de
marcaje celular con Fluoro-Jade B™ (FJ) en células control (CO) y tratadas con MPP*, MPP* +/GF-
Il o MPP* +IGF-I1+BMS. Los datos se representan como media + SEM (n = 6 en cada grupo, 3
experimentos independientes). ANOVA de una via sequido del test de Tukey de comparacion

multiple. &P < 0,05 versus todos los grupos.

1.3.4. El IGF-1I, a través del rIGF-Ii, reduce el dafio oxidativo inducido por
MPP*

Con la intencidén de evaluar el dafio oxidativo se determinaron tanto los niveles de
hidroxidos lipidicos como los de AOPP. Se observo un incremento de los niveles de
ambos biomarcadores en las neuronas tratadas con MPP*; en el caso de LOOH en un
27% (Figura 24A) y un 32% para los AOPP (Figura 24B) con respecto al grupo control (P
< 0.05). Tras la coincubacion con IGF-II, las células mostraron niveles de LOOH y AOPP
similares a los del grupo control. Sin embargo, la presencia del anticuerpo frente a rIGF-

Il bloqued este efecto (Figura 24).
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Figura 24. Determinacion del dario oxidativo de ljpidos evaluado como niveles de LOOH (A) y de
la oxidacion de proteinas evaluado como niveles de AOPP (B) en células control (CO) y tratadas
con MPP*, MPP* +|GF-Il o MPP* +|GF-I1+AB. Los datos se representan como media + SEM (n = 6
en cada grupo, 3 experimentos independientes). ANOVA de una via, seguido del test de Tukey de
comparacion multiple. #P < 0,05 versus CO e IGF-Il; *P < 0.05, versus grupos conectados con

barras.

1.4. Efectos sobre marcadores dopaminérgicos

1.4.1. La reduccion de la expresion de la enzima tirosina hidroxilasa y
transportador vesicular 2 de monoaminas inducida por MPP* es bloqueada

por IGF-1l mediante el receptor rIGF-1l

La cuantificacion del inmunomarcaje para TH revel6 un importante declive de un 90% en
su expresion en las neuronas incubadas con MPP* respecto a las células control (P < 0.05)
(Figuras 25y 27A). Esta reduccion fue bloqueada en un 70% por la presencia de IGF-Il en
el medio de cultivo. La inhibicion de los receptores rins y rlIGF-I mediante BMS, no
modifico el papel de IGF-II. Respecto a la expresion del Vmat2, se observé también un
descenso en las neuronas tratadas con MPP* del 36% respecto al control (P < 0.05)
(Figuras 26 y 27B). La coincubacion con MPP* e IGF-II en el medio de cultivo redujo el
descenso inducido por MPP*. En este caso, la adicion de AB frente al rIGF-1l en el medio

de cultivo bloqued la accién del IGF-II.



Resultados. Pagina | 72

TH Merge

MPP*+IGF-Ii

MPP*+IGF-lI+BMS

Figura 25. Imdgenes representativas del marcaje fluorescente mediante inmunocitoquimica de
tirosina hidroxilasa (TH; rojo) y Dapi (azul) en células control (CO) y tratadas con MPP*, MPP* +IGF-
Il o MPP* +IGF-11+BMS. Barra de escala: 25 um.
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Figura 26. /mdgenes representativas del marcaje fluorescente mediante inmunocitoquimica del
transportador vesicular 2 de monoaminas (VmatZ2; verde) y Dapi (azul) en células control (CO) y

tratadas con MPP*, MPP* +IGF-Il o MPP* +|GF-I/+BMS. Barra de escala: 25 um.
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Figura 27. Cuantificacion de los niveles de expresion de la enzima tirosina hidroxilasa (TH) (A) y
del transportador vesicular 2 de monoaminas (Vmat) (B) en células control (CO) y tratadas con
MPP*, MPP* +IGF-1l, MPP* +IGF-l+BMS 0 MPP* +IGF-11+AB. Los datos se expresan como unidades
de fluorescencia y se representan como media + SEM (n = 6 en cada grupo y 3 experimentos
independientes). ANOVA de una via, sequido del test de Tukey de comparacion multiple. #P <
0,05 versus CO e IGF-1; &P < 0,05 versus todos los grupos; *P < 0.05 versus grupos conectados

con barras.

1.4.2. El IGF-Il bloqueo parcialmente el descenso de la actividad del
transportador de dopamina inducido por MPP*, mediado por el receptor

riGF-11

El analisis fluorimétrico mostré que la actividad de DAT se vio completamente
comprometida en las neuronas tratadas solo con MPP* en el medio de cultivo. El
cotratamiento con IGF-II bloque6 parcialmente el descenso de la actividad de forma
significativa. La presencia del AB frente al rIGF-Il en el medio de cultivo bloqued

especificamente el efecto del IGF-II (Figura 28).
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Figura 28. Cuantificacion de la actividad del transportador de dopamina (DAT) en células contro/
(CO) y tratadas con MPP*, MPP* +IGF-Il o MPP* +IGF-I/+AB. Los datos se expresan como unidades
de fluorescencia por minuto y por cada 10° células y se representan como media + SEM (n = 6 en
cada grupo y 3 experimentos independientes). ANOVA de una via, sequido del test de Tukey de
comparacion mditiple. #P < 0,05 versus CO e IGF-I; *P < 0,05 versus grupos conectados con

barras.

1.5. Efectos sobre las mitocondrias

1.5.1. El IGF-II previno los cambios en la morfologia de las mitocondrias

inducidos por MPP*

Las imagenes obtenidas mediante microscopia electronica fueron analizadas con el fin
de comparar el numero y la morfologia mitocondrial de las neuronas tras los diferentes
tratamientos. De manera general, con respecto a las células control, se aprecidé un
descenso del 16% en el nUmero de mitocondrias por neurona en las tratadas con MPP*.
Igualmente, estas células presentaron un aumento en el volumen mitocondrial, ademas
de pérdida estructural, ya que acumulan dafios en las crestas y en la matriz electroltcida.
Cuando el IGF-Il estuvo presente junto al MPP* en el medio de cultivo, las mitocondrias
mostraron un aspecto redondeado o eliptico, sus membranas externa e interna no se

encontraron afectadas y su nimero no se vio reducido respecto al control (Figura 29).
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Figura 29. Estudios de la morfologia mitocondrial. Imdgenes de microscopia electronica
representativas para la visualizacion de mitocondrias de neuronas SN4741 en distintos grupos
experimentales. Las flechas indican las mitocondrias sanas en los grupos control (CO), IGF-Il y

MPP+IGF-1l y las dariadas en el grupo MPP*. Abreviaturas: N, nucleo.

1.5.2. El IGF-1l bloqued la reduccion del potencial de membrana mitocondrial

producido tras el tratamiento con MPP*

El estudio del mAW, mediante la cuantificacion de la fluorescencia de la sonda JC-1,
mostrd una disminucion del 48% del potencial en presencia de MPP* en el medio de
cultivo (P < 0.05). La coadministracion con IGF-1l produjo un valor del parametro similar
al obtenido para las células control. El bloqueo de rins y rIGF-I con BMS no modifico el

efecto protector de IGF-II (Figura 30).

1.5.3. La coadministracion de MPP’ e IGF-II indujo una menor reduccion de
la velocidad de consumo de oxigeno mitocondrial que el tratamiento con

MPP

En la figura 31 se muestra el analisis, a lo largo del tiempo, de la velocidad OCR durante
la incubacion con los diferentes farmacos, solos o en combinacién. Respecto a las células
control, debido a la presencia del téxico MPP* y tras el transcurso de dos horas, la OCR
se vio reducida en un 70% (P < 0.05). Sin embargo, a ese mismo punto temporal, el
cotratamiento de MPP* e IGF-Il solo indujo un descenso significativo de OCR del 50%

respecto al control (P < 0.05).
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Figura 30. Potencial de membrana mitocondrial (mAW) evaluado mediante la fluorescencia de /a
sonda JCT en células control (CO) y tratadas con MPP*, MPP* +IGF-Il, MPP* +|GF-1/+BMS o IGF-/I.
Los datos se expresan como el cociente de fluorescencia entre el canal rojo y verde y se
representan como media + SEM (n = 6 en cada grupo y 3 experimentos independientes). ANOVA

de una via, sequido del test de Tukey de comparacion multiple. &P < 0,05 versus todos los grupos.
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Figura 31. Evaluacion de la velocidad de consumo de oxigeno mitocondrial (OCR) a lo largo del
tiempo tras la adicion de los tratamientos en células control (CO), MPP*, MPP* +IGF-II. Los datos
se expresan como % respecto al control y se representan como media + SEM (n = 6 en cada grupo
y 3 experimentos independientes). ANOVA de una via, sequido del test de Tukey de comparacion

mudltiple. &P < 0,05 versus todos los grupos.
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1.5.4. Efecto sobre enzimas antioxidantes mitocondriales

Se analizd el efecto de los diferentes tratamientos sobre la actividad de las enzimas

antioxidantes mitocondriales COX'y SOD.

1.54.1. El IGF-Il, a través del rIGF-1|, bloquea la reduccion de la actividad de la

enzima mitocondrial COX inducida por MPP*

La actividad de la enzima COX mitocondrial se redujo en un 68% tras la incubacion con
MPP* respecto al grupo control (P < 0.05). En el caso de la coincubacién de MPP* con
IGF-1l, la actividad de la enzima es similar a la del grupo control. Este efecto fue

bloqueado parcialmente por la presencia del anticuerpo especifico de rIGF-II (Figura 32).
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Figura 32. Evaluacion de la actividad de la enzima COX en células control (CO) y tratadas con
MPP*, MPP* +|GF-1|, MPP* +IGF-11+AB o IGF-II. Los datos se expresan en unidades (U), siendo una
unidad la oxidacion de 1 umol de ferrocitocromo c por minuto a pH 7 y 37°C; y se representan
como media + SEM (n = 6 en cada grupo y 3 experimentos independientes). ANOVA de una via,
sequido del test de Tukey de comparacion multiple. #P < 0,05 versus CO e IGF-1I; *P < 0.05 versus

grupos conectados con barras.
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1.5.4.2. El IGF-1] bloquea, mediante su union al riIGF-1l, la reduccion de /a actividad

de la enzima mitocondrial SOD inducida por MPP*

Respecto a la SOD mitocondrial, se observd un aumento de actividad (cercano al 150%)
de esta enzima en las células tratadas con MPP* en comparacion con las neuronas control
(P < 0,05). La adicion de IGF-1I al medio de cultivo junto a MPP* bloqued este incremento,
ya que los niveles de actividad medidos en esta condicidén experimental fueron similares
a los del grupo control. Por otro lado, el uso del anticuerpo frente a rIGF-Il impidio

parcialmente el efecto de IGF-II (Figura 33).

1.5.5. El IGF-II revierte el incremento de produccion de ROS causado por el

tratamiento con MPP*

El analisis de los datos del marcaje con MitoSOX mostré que el tratamiento con MPP*
aumento la generacion de ROS mitocondrial respecto al grupo control (figura 36). Estos
niveles de ROS se normalizaron en presencia de IGF-Il e igualmente, se mantuvieron

normales cuando se afiadié BMS al medio de cultivo (Figura 34).
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Figura 33. Evaluacion de la actividad de la enzima mitocondrial SOD en células control (CO) y
tratadas con MPP*, MPP* +IGF-Il, MPP* +IGF-Il+AB o IGF-I. Los datos se expresan en unidades
(U), siendo una unidad de SOD aquella que provoca una inhibicion del 50% de la tasa de reduccion
de INT en las condiciones del ensayo, y se representan como medija + SEM (n = 6 en cada grupo
¥ 3 experimentos independientes). ANOVA de una via, seguido del test de Tukey de comparacion

mudltiple. &P < 0,05 versus todos los grupos.
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Figura 34. Histograma representativo de la produccion mitocondrial de ROS evaluada mediante
el marcaje fluorescente de MitoSOX. Los valores expresan el nuimero de células (eventos) que
emiten una determinada intensidad de marcaje fluorescente en células control (CO) y tratadas

con MPP*, MPP* +IGF-Il o MPP* +IGF-I{+BMS.

1.5.6. El IGF-II inhibe, mediante su union al receptor rIGF-II, Ia reduccion de
la expresion del Factor de transcripcion mitocondrial A (TFAM) inducido por

MPP*

La figura 35 muestra imagenes representativas del marcaje inmunocitoquimico de TFAM

en las células tras los diferentes tratamientos. El analisis de los niveles de

inmunofluorescencia mostrd una reduccion (30%) debida a la presencia de MPP* en el
medio de cultivo respecto al grupo control (P < 0,05). Este efecto fue inhibido por la
adicion de IGF-II al medio de cultivo con MPP*, que a su vez fue revertido por el bloqueo

especifico del rIGF-II (P < 0,05) (Figura 36).



Resultados. Pagina | 81

MPP*
TFAM

MPP*+IGF-I| MPP*+IGF-lI+AB
TFAM TFAM MTR

IGF-lI

Figura 35. /Imdgenes representativas del marcaje fluorescente mediante inmunocitoquimica de
TFAM (verde), Dapi (azul) y Mitotracker Red (MTR, rojo) en células control (CO) y tratadas con
MPP*, MPP* +[GF-Il, MPP* +/GF-II+AB o IGF-1I.
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Figura 36. Cuantificacion de los niveles de fluorescencia de TFAM en células control (CO) y tratadas
con MPP*, MPP* +IGF-Il, MPP*+IGF-II+AB o IGF-Il. Los datos se expresan como unidades de
fluorescencia (U) y se representan como media + SEM (n = 6 en cada grupo y 3 experimentos
independientes). ANOVA de una via, sequido del test de Tukey de comparacion multiple. #P <

0,05 versus CO e IGF-II; *P < 0,05 versus grupos conectados con barras.

1.6. Efectos sobre vias de senalizacion molecular intracelular

A continuacién, se estudiaron cambios, debido a los diferentes tratamientos
farmacologicos, en marcadores de vias de sefializacion molecular intracelular: factor de
transcripcion NRF2, las enzimas GST y NQO1 (con expresion dependiente de NRF2), y
pmTOR.

1.6.1. El IGF-II inhibe el efecto del MPP* sobre la expresion y traslocacion al

nicleo del factor de transcripcion NRF2 y la viabilidad celular

Para el estudio de la participacion del NRF2 en los efectos del IGF-II, se realizd en primer
lugar un estudio de su expresién y distribucién celular mediante técnicas
inmunocitoquimicas. Posteriormente, para confirmar la implicacion de IGF-II, se inhibio
la expresion del NRF2 y se analiz6 la muerte celular mediante la cuantificacion de los

niveles liberados de LDH al medio de cultivo.

El analisis del marcaje de inmunofluorescencia (Figuras 37 y 38) mostré un descenso del

26% en la expresion del factor inducido por el MPP™ con respecto al control (P < 0,05),
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Figura 37. Imdgenes representativas del marcaje fluorescente mediante inmunocitoquimica de
NRF2 (verde) y Dapi (azul) en células en células control (CO) y tratadas con MPP*, MPP* +IGF-/,
MPP* +|GF-Il+BMS o IGF-II. Barra de escala: 25 um.
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Figura 38. Cuantificacion de los niveles de fluorescencia de NRF2 en células en células contro/
(CO) y tratadas con MPP*, MPP* +IGF-Il, MPP* +IGF-I1+BMS o IGF-Il. Los datos se expresan como
unidades (U) de fluorescencia y se representan como media + SEM (n = 6 en cada grupo y 3
experimentos independientes). ANOVA de una via, sequido del test de Tukey de comparacion

mudltiple. #P < 0,05 versus CO e IGF-1I; *P < 0,05 versus grupos conectados con barras.

efecto que fue inhibido significativamente por la adicién de IGF-Il. Respecto a la
translocacion de este factor de transcripcion al nicleo, donde ejecuta su accién pro-
antioxidante, se observd que en las neuronas tratadas con el neurotéxico MPP* la
expresion del NRF2 en el nucleo fue menor en comparacion con el grupo control (figura
40). Sin embargo, las células coincubadas con MPP* e IGF-Il mostraron una intensidad
nuclear similar a la obtenida en las células control, evidenciando un efecto bloqueador.

La presencia de BMS en el medio de cultivo no limito el efecto de IGF-II (Figura 38).

A continuacion, para confirmar la implicacion de NRF2 en las acciones del IGF-II, se
estudio la viabilidad celular en presencia del inhibidor del factor NRF2, ML-385. Su
adicion no afecto a la viabilidad celular en ninguno de los grupos experimentales excepto
en aquel tratado con MPP+IGF-Il, que mostré un descenso de la viabilidad celular de 7,5

veces, lo que indica una reversion del efecto del IGF-II (Figura 39).
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Figura 39. Cuantificacion de /a liberacion de LDH al medio de cultivo tras la adicion del inhibidor
NRF2 ML-385 (Inh NRF2) en células control (CO) y tratadas con MPP*, MPP* +IGF-Il o IGF-II. Los
datos se expresan como U/mlL y se representan como media + SEM (n = 6 en cada grupo y 3
experimentos independientes). ANOVA de una via, sequido del test de Tukey de comparacion

multiple. #P < 0,05 versus todos los grupos; *P < 0.05, versus grupos conectados con barras.

1.6.1.1. £l IGF-1l bloguea la inhibicion inducida por MPP* de la actividad de las
enzimas GST y NQO1T, dependiente de NRFZ2

Se completd el estudio de la via de sefalizacién del factor de transcripcién NRF2
analizando la actividad de las enzimas GST y NQO1. Respecto a la GST, los datos no
muestran una alteracion significativa de la actividad de la enzima por la presencia de
MPP*. Sin embargo, la adicion de IGF-II, por si solo o junto a MPP*, al medio de cultivo
producia un aumento de actividad con respecto a los demas grupos (P <0.05), efecto

revertido por la presencia del anticuerpo frente al rIGF-II (Figura 40A).

En el caso de la enzima NQO1 (Figura 40B), cuando el toxico se encontraba presente en
el medio de cultivo la actividad de esta enzima descendia en un 70% en comparacion
con las células control (P <0.05). La inclusion de IGF-Il en el cultivo, solo o junto a MPP,
bloqued el descenso de la actividad de esta enzima, siendo similar al grupo control,

efecto que fue revertido por el bloqueo del rIGF-1l con el anticuerpo especifico.
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Figura 40. Cuantificacion de la actividad de las enzimas diana del factor de transcripcion NRF2
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GST (A) y NQOT (B) en células control (CO) y tratadas con MPP*, MPP* +IGF-1, MPP* +|GF-I1+AB
0 IGF-Il. Los datos se expresan como unidad (U) definida como la cantidad de enzima que cataliza
la formacion de 1 umol de 2, 4-dinitrofenil-S-glutation por minuto en A y como la oxidacion de 7
umol de NADH a NAD por minuto a 37°C en B. y se representan como media + SEM (n = 6 en
cada grupo y 3 experimentos independientes). ANOVA de una via, sequido del test de Tukey de

comparacion maltiple. &P < 0,05 versus todos los grupos.

1.6.2. El IGF-II bloquea, mediante sus receptores rIGF-1l, la reduccion de los
niveles de pmTOR inducida por MPP*

El analisis de los niveles de la diana de Rapamicina en mamiferos pmTOR mediante
inmunocitoquimica (Figuras 41 y 42) mostrd un descenso (25%) de este factor en las
células tratadas con MPP* en comparacion con las células control (P < 0.05) y una
inhibicién de dicho efecto en las células coincubadas con MPP* e IGF-Il, que fue
contrarrestado por la presencia del anticuerpo frente al rIGF-Il. Cabe destacar el aumento
de pmTOR de un 20% respecto al control en las células tratadas Unicamente con IGF-I

(P < 0.05).
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Figura 41. Imdgenes representativas del marcaje fluorescente mediante inmunocitoquimica de
pmTOR (verde) y Dapi (azul) en células control (CO) y tratadas con MPP*, MPP* +IGF-Il, MPP* +IGF-
/1+AB o IGF-II. Barra de escala: 25 um.
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Figura 42. Cuantificacion de los niveles de fluorescencia de pmTOR en células control (CO) y
tratadas con MPP*, MPP* +IGF-1|, MPP* +IGF-I1+AB o IGF-II. Los datos se expresan como unidades
de intensidad de fluorescencia y se representan como media + SEM (n = 6 en cada grupo y 3
experimentos independientes). ANOVA de una via, sequido del test de Tukey de comparacion

multiple. #P < 0,05 versus CO e IGF-1I; *P < 0.05, versus grupos conectados con barras.

1.6.3. Efectos del agonista selectivo LEU del receptor IGF-1/

En este apartado se muestra el conjunto de resultados obtenidos en los experimentos
llevados a cabo con el agonista selectivo LEU del rIGF-II, para confirmar su implicacion

en los efectos observados y descritos hasta ahora del IGF-II.

1.6.3.7. El LEU no altera la viabilidad de las células SN474 71

En primer lugar, se comprob¢ la ausencia de toxicidad celular del agonista. En la figura
45 se muestra que la adicién de LEU al medio de cultivo (CO+LEU) no provocd un
aumento de la muerte celular tras 6 h de exposicién, comparado con las células control.
Como control positivo se utilizo el proapoptotico estaurosporina (CO+EST), que produjo
un descenso de la viabilidad celular, como se puede apreciar en la Figura 43 por la
presencia de nucleos tefiidos de azul como consecuencia del aumento de permeabilidad

al azul de tripan.
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Figura 43. /mdgenes representativas de la tincion de células SN4747 (CO) con azul Tripan tras 6 h
de tratamiento, en presencia del proapoptotico estaurosporina (EST) o del agonista selectivo

de rIGF-Il LEU, para el estudio de la viabilidad celular.

1.6.3.2. La coadministracion de LEU bloquea el efecto deletéreo del MPP* en las
células SN474 7

El andlisis de la viabilidad celular (niveles de LDH; Figura 44A), oxidacion de proteinas
(niveles de AOPP; Figura 44B), produccion de radicales libres (MitoSOX; Figura 45),
potencial de membrana mitocondrial (mAW; Figura 46), la via de sefalizacion de NRF2 y
NQO1 (Figura 47), y de los niveles de la enzima TH (Figura 48) mostré valores similares
en las células cotratadas con MPP*+LEU y en las células control, confirmando el efecto

de bloqueo del IGF-II sobre la toxicidad de MPP™.
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Figura 44. Efecto de LEU sobre la viabilidad celular y la oxidacion de proteinas en la linea celular
SN4741 (CO) tratada con MPP*. Determinacion de la muerte celular cuantificada mediante los
niveles de LDH en medio extracelular expresados como % del control (A) y de la oxidacion de
proteinas evaluada como niveles de AOPP expresados como nmol/mg proteina (B). Los datos se
representan como media + SEM (n = 6 en cada grupo y 3 experimentos independientes). ANOVA

de una via, sequido del test de Tukey de comparacion multiple. &P < 0,05 versus todos los grupos.

124 €O
831
#

1241  MPP

33
41
0

124 MPP+LEU
834

Eventos

1]

04 T T T T f
1 2 3 4 5 ] il
10 10 10 10 10 10 10

Fluorescencia MitoSOX

Figura 45. Efecto de LEU sobre la produccion mitocondrial de ROS, evaluada como fluorescencia
MitoSOX, en la linea celular SN4741 (CO) tratada con MPP*. Los datos se expresan como e/
numero de células (eventos) que emiten una determinada intensidad de fluorescencia y se

representan como media + SEM (n = 6 en cada grupo y 3 experimentos independientes).
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Figura 46. Efecto de LEU sobre el potencial de membrana mitocondrial (mAW), medido mediante
los niveles de fluorescencia de JC1, en la linea celular SN47471 (CO) tratada con MPP*. Los datos
se expresan como el cociente entre la fluorescencia roja y verde y se representan como media +
SEM (n = 6 en cada grupo y 3 experimentos independientes). ANOVA de una via, sequido del test

de Tukey de comparacion multiple. &P < 0,05 versus todos los grupos.
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Figura 47. Efecto de LEU sobre la via de sefializacion de NRF2 en la linea celular SN4747 (CO)
tratada con MPP*. Determinacion de los niveles de NRF2 expresados como unidades de
intensidad de fluorescencia (A) y de su diana NQOT expresados como U/mg proteina (B). Los
datos se representan como media + SEM (n = 6 en cada grupo y 3 experimentos independientes).
ANOVA de una via, seguido del test de Tukey de comparacion mditiple. &P < 0,05 versus todos

Jos grupos.



Resultados. Pagina | 92

— 50_
0
S a0-
g L co
g 30 = VPP
o & ®  MPP+LEU
= 20- |
L
2 10-
T
I—
0_

Figura 48. Efecto de LEU sobre la expresion de la enzima tirosina hidroxilasa (TH) en la linea celular
SN4741 (CO) tratada con MPP*. Los datos se expresan como unidades de fluorescencia y se
representan como media + SEM (n = 6 en cada grupo y 3 experimentos independientes). ANOVA

de una via, sequido del test de Tukey de comparacion multiple. &P < 0,05 versus todos los grupos.

2. Papel del IGF-Il en un modelo animal de EP crénico y

progresivo

Los datos obtenidos en el modelo celular de EP mostraron un efecto bloqueador del IGF-
Il sobre los de MPP*. Debido a ello, nuestro grupo de investigacion decidié comprobar
si este hecho también se producia en animal, en concreto en un modelo murino de EP
crénico y progresivo. El modelo consistio en la utilizacion de ratones a los que se les
administr6 MPTP/p, que induce pérdida de DA estriatal, degeneracion de neuronas
DAérgicas TH" en la pars compacta de la sustancia negra (SNc), y neuroinflamacién, que
conllevan finalmente un déficit del comportamiento del animal (Carta, 2010; Petroske et
al., 2001). La administracion de IGF-1l se produjo coincidiendo con la del téxico (MPTP/p
+ (44d) IGF-Il) o tras un periodo de tiempo tras comenzar la administracién de éste

(MPTP/p + (23d) IGF-II) (Figura 49).
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Figura 49. Disefio experimental del modelo murino de EP mediado por la administracion de
MPTP y Probenecid (MPTP/p) para analizar el efecto del IGF-II sobre el comportamiento y los
niveles de expresion de tirosina hidroxilasa (TH), transportador de dopamina (DAT) y GFAP en

sustancia negra pars compacta (SNc) y caudado-putamen (CPu).

2.1. La administracion de IGF-Il bloquea la pérdida de coordinacion

motora y la reduccion del auto-aseo inducido por el MPTP

Tanto la prueba de cilindro giratorio como la prueba de auto-aseo en campo abierto se
realizaron antes del inicio de los tratamientos farmacoldgicos, recogiendo datos basales
de referencia, y tras 10 dias de la ultima dosis administrada de MPTP/p, para detectar los

posibles efectos comportamentales inducidos por el tratamiento.

A nivel basal no existieron diferencias significativas en la latencia en la caida y el tiempo
de auto-aseo entre los diferentes grupos experimentales. En los animales sometidos al
tratamiento solo con MPTP/p el tiempo entre caidas y el periodo de auto-aseo se redujo
considerablemente respecto al grupo control, sobre todo en este Ultimo
comportamiento (P < 0.05). Tanto el cotratamiento preventivo con IGF-Il (MPTP/p +
(44d) IGF-1l) como el de coadministracion tras el inicio del efecto del neurotdxico

(MPTP/p + (23d) IGF-Il) indican que IGF-Il fue capaz de prevenir los déficits en la actividad
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motora y el acicalamiento individual, mostrando estos animales tiempos cercanos a los

registrados en los ratones control en ambas pruebas (Figuras 50 y 51).
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Figura 50. Efecto en /a prueba de cilindro giratorio (rotarod o R-R) a nivel basal y después de los
tratamientos en animales control (CO + veh) y tratados con MPTP y Probenecid, solos (MPTF/p +
veh) o junto a IGF-Il (MPTR/p + (23d) IGF-Il o MPTP/p + (44d) IGF-1I), o con IGF-Il (CO + IGF-l).
Los datos de latencia a caer se expresan en sequndos (s) y se representan como media + SEM (n
=8 8 9 11, 8 respectivamente en cada grupo). ANOVA de dos vias de medidas repetidas seguido

del test de Duncan de rango mdltiple. &P <0,05 versus todos los grupos; OP <0,05 versus basal.
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Figura 51. Efecto en la prueba de auto-aseo en el campo abierto (CA) a nivel basal y después de
los tratamientos en animales control (CO + veh) y tratados con MPTP y Probenecia, solos (MPTF/p
+ veh) o junto a IGF-Il (MPTP/p + (23d) IGF-Il o MPTFP/p + (44d) IGF-1]), o con IGF-I (CO + IGF-/I).
Los datos de periodo de auto-aseo se exprersan en sequndos (s) y se representan como media +
SEM (n = 8 8 9, 11, 8 respectivamente en cada grupo). ANOVA de dos vias con varias medidas
sequido del test de Duncan de rango multiple. &P <0,05 versus todos los grupos; P <0,05 versus

basal.
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Los animales a los que se les administré Unicamente IGF-Il no mostraron cambios
comportamentales significativos con respecto a los controles en ninguna de las dos

pruebas realizadas (Figuras 50 y 51).

2.2. EL IGF-lIl contrarresta el efecto neurodegenerativo y

proinflamatorio del MPTP en la via dopaminérgica nigroestriatal

Las diferencias comportamentales encontradas en los animales fueron corroboradas por
los estudios de inmunohistoquimica para el recuento de neuronas DAérgicas TH* y
astroglia GFAP* y la expresidon de TH y DAT (Figura 52). En los animales tratados solo con
MPTP se redujo significativamente el nUmero de neuronas TH* (~67%) en la SNc y la
expresion de TH y DAT (>80%) en el CPu, respecto al grupo control (P <0.05) (Figura 53).
En ambas zonas neuronales el niUmero de astrocitos GFAP* fue mayor que en el grupo

control (Figura 53).

COsVeh MPTPipe\eh MPTPip+(23d)GF I MPTP/pe{44dNGF -1 CO#IGF-II

Figura 52. /mdgenes representativas de la inmunotincion de tirosina hidroxilasa (TH), transporador
de dopamina (DAT) y microglia (GFAP) en sustancia negra compacta (SN¢) y caudado putamen
(CPu) en todas las condiciones experimentales. Las flechas negras indican inmunomarcaje

positivo.
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Figura 53. Cuantificacion del inmunomarcaje de tirosina hidroxilasa (TH; numero de células y
densidad dptica), GFAP (numero de células), y transportador de dopamina (DAT, densidad dptica)
en sustancia negra compacta (SN¢) y caudado putamen (CPu) en todas las condiciones
experimentales. Los datos se expresan como ndmero de células/mn? o valores de densidad dptica
y se representan como la media + SEM (n = 8, 8 9, 11, 8 respectivamente en cada grupo). Se uso
ANOVA de una via sequido del test de Duncan de comparacion multiple. #P < 0,05 versus CO e

IGF-1i; *P < 0.05 versus grupos conectados con barras.
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2.3. La actividad del IGF-II no esta interferida por el metabolismo del

neurotoxico MPTP en el caudado putamen

Con el fin de descartar la posibilidad de que el efecto del IGF-II esté favorecido por una
inhibicion en la transformacién de MPTP en su metabolito toxicologicamente activo
MPP*, se determinaron los niveles de éste 2 horas después de la administracion de
MPTP/p solo o con pretratamiento con IGF-Il (MPTP/p + (44d) IGF-II). Los resultados
mostraron que el cotratamiento con IGF-Il no alteré la concentracion de MPP* en el CPu,
lo que demuestra que IGF-1I no interfiere en el metabolismo del MPTP por parte de los

astrocitos (P > 0.05, Figura 54).
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Figura 54. Niveles del metabolito MPP*en el caudado putamen tras 2h en animales tratados MPTP
¥ Probenecid solo (MPTF/p + veh) o junto a IGF-II (MPTP/p + (44d) IGF-II). Los datos se expresan
como ng/mg de tejido y se representan como la media + SEM (n = 6 en cada grupo). Prueba t de

Student para datos no apareados (P > 0,05).
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Los indicios, cada vez mas evidentes, muestran al estrés oxidativo celular como una de
las causas fisiopatologicas de las enfermedades neurodegenerativas, y entre ellas la EP,
contribuyendo el dafio oxidativo junto con la disfuncion mitocondrial a la degeneracion
y muerte neuronal observadas en estas enfermedades (Blesa et al., 2015). En el estudio
que se ha llevado a cabo en la presente Tesis Doctoral se han valorado los efectos
antioxidantes y neuroprotectores de IGF-Il en un modelo celular y en un modelo animal
de la EP inducidos por MPP* y MPTP, respectivamente, que desencadenan dafos

oxidativos.

1. Evaluacion del efecto del IGF-1l en un modelo celular de EP

Con objeto de facilitar la discusién, en la tabla 3 se muestra un resumen de los resultados

obtenidos en el modelo celular de EP.

1.1. El IGF-1l aumenta la viabilidad de las neuronas incubadas con MPP*

El dafio neuronal y la consecuente neurodegeneracioén y/o muerte celular provocada por
el estrés oxidativo a través de este compuesto neurotdxico se debe, en parte, a la
oxidacién de ADN y ADNmt, y por ende a la disfuncion mitocondrial (Buneeva et al.,
2020). Este proceso de senescencia neuronal se puede producir por mecanismos de
muerte celular como la apoptosis, necrosis o ferroptosis (Ito et al., 2017). Para la
activacion de la via apoptotica se produce una desregulacion del ciclo celular en las
neuronas, especialmente por una rentrada del ciclo celular por parte de dichas células
(Martinez-Cué & Rueda, 2020). Ademas, la apoptosis y la desregulacion del ciclo celular
constituye una caracteristica molecular subyacente clave de la mayoria de los trastornos
neurodegenerativos, incluida la EP (Joseph et al., 2020; Requejo-Aguilar, 2023). Este
hecho podria explicar, al menos en parte, el aumento de la mortalidad neuronal y la
neurodegeneracién encontrados en este trabajo debido a la presencia de MPP*; y el
hecho de que el IGF-Il previene este efecto posiblemente disminuyendo la apoptosis
(Tabla 3), puesto que hemos demostrado que IGF-Il reequilibra el ciclo celular neuronal,

reduciendo la cantidad de apoptosis y muerte celular gracias a la regulacion de factores
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Tabla 3. Resumen de los resultados obtenidos en los experimentos en el modelo celular de EP
descritos en esta Tesis Doctoral. Abreviaturas y simbolos: 1, aumento significativo respecto al
control’ |, descenso significativo respecto al control <, no efecto significativo respecto al control,

n.a., no analizado.

Modelo celular
Grupo MPP* MPP* +I1GF- MPP* +IGF- IGE-II MPP* +IGF- MPP* +IGF-
experimental ] 11+BMS 11+BMS+AB 11+AB
Viabilidad celular J &~ & & b n.a.
Camblols . . Cambios No cambios n.a. No cambios n.a. Cambios
morfolégicos célula
Neurodegeneracién ™ & & & n.a. n.a.
Niveles de LOOH ™ &~ n.a. & n.a. D (vs IGF-11)
Niveles de AOPP ™ P n.a o n.a. P
Niveles de TH J \ (/I\ Vs o o n.a. n.a.
MPP+)
Niveles de Vmat2 J o n.a. PN n.a.
Actividad DAT d V(T n.a. PRN n.a.
MPP+)
Cambios
morfoldgicos cambios no cambios n.a. no cambios n.a. n.a.
mitocondriales
mAW N x4 4 4 n.a. n.a.
OCR J & n.a. n.a n.a. n.a.
Actividad COX J & n.a. PN n.a. J
Actividad SOD ap & n.a. PN n.a. a5
Produccién
mitocondrial de P — — n.a. n.a. n.a.
ROS
Niveles de TFAM J ) n.a. PARN n.a. < (dvs
MPP*+IGF-Il)

Expresion y & (bvs
traslocacion NRF2 v < IGF-I1) © n-a na.
Viabilidad celular
con Inh. Nfr2 < N2 n-a. N n-a. n-a.
Actividad GST x4 e n.a. ™ n.a. ™
Actividad NQO1 N &~ n.a. & n.a. %
Niveles de p-mTOR J o n.a. ™ n.a. J
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de transcripcién, como la quinasa de control 1 o Chk1 (por sus siglas en ingles

Checkpoint kinase 1) (Romero-zerbo et al., 2024).

Los efectos negativos de las ROS también se hacen evidentes en otras macromoléculas,
como las proteinas y los lipidos. Como consecuencia, se produce una alteracién
estructural y funcional de las membranas y diversos organulos celulares, llegando
también a ocasionar finalmente la muerte de la neurona. Asimismo, los productos
derivados del proceso de oxidacion en las células, como son LOOH y AOPP, pueden a su
vez participar en reacciones redox que finalmente agravan el dafio celular (Guo et al.,
2018; Puspita et al., 2017). Los resultados obtenidos en el modelo celular usado respecto
a la determinacién de ROS mitocondrial (Tabla 3) muestran el desequilibrio oxidativo que
se produce en presencia de MPP™ (X. L. Wang et al., 2014; Song et al., 2021). El IGF-II es
capaz de revertir este efecto, hecho que queda constatado por la reduccion
concomitante de LOOH y AOPP (Tabla 3), ademas de la disminucion del dafio estructural
y muerte celular, segun se desprende del andlisis de la tincidon de Giemsa y la liberacién
de LDH (Tabla 3). Asi, el descenso en los niveles de LOOH y AOPP por IGF-Il concuerda
con resultados previos de nuestro equipo de investigacion, obtenidos en el estudio de
un modelo celular de dafio oxidativo y estrés inducido por corticosterona (Claros et al.,
2021). Igualmente, aunque se comentara mas adelante, no se puede obviar que el IGF-II
pudiera inducir la actividad antioxidante de diversas enzimas, como la GST, que eliminan
y/o neutralizan estos productos de oxidacion (Tew & Townsend, 2012), lo que

contribuiria a su efecto neuroprotector.

1.2. El efecto protector de IGF-Il sobre la integridad y la funcionalidad

mitocondrial

El desequilibrio oxidativo asociado a la génesis de la EP y de otras muchas enfermedades
neurodegenerativas estaria causado principalmente por una disfuncién mitocondrial, lo
que conlleva un aumento en los niveles de ROS (Area-Gomez et al,, 2019), en sinergia
con otros factores como alteraciones en el sistema antioxidante celular (Jenner &

Olanow, 1996).
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En este trabajo se ha comprobado que los niveles de anidn superoxido se ven
aumentados en el modelo celular por MPP* de EP, hecho que conlleva al consecuente
aumento de la presencia de la enzima antioxidante SOD (Tabla 3), dado que este anidn
induce su sintesis (Pasquali-Ronchetti et al., 2006; Gil et al.,, 2021). Esto, a su vez, provoca
un exceso en los niveles de H>O;, lo que puede inducir tanto la peroxidacion de lipidos,
en presencia de metales redox como el Fe?*, como la inactivacion de ciertas enzimas,
como la aconitasa o la succinato deshidrogenasa, ambas participes en el ciclo de Krebs
(Raha & Robinson, 2000; Poprac et al., 2017). En este punto, la oxidacion de lipidos de
la membrana mitocondrial retroalimentaria este ciclo de produccion de ROS, provocando
mas dafio a los lipidos y proteinas y por tanto favoreciendo la neurodegeneracion. Asi,
el deterioro oxidativo de la bicapa lipidica mitocondrial dafiaria a la COX (Tabla 3),
responsable de la regulaciéon de la CTE, que dejaria de oxidar adecuadamente al
citocromo C y, por tanto, el metabolismo energético celular se ve afectado por el
consecuente descenso de mAW y disminucion de OCR (Tabla 3) (Wallace et al,, 2010). La
pérdida de potencial de membrana puede desencadenar la protedlisis de las proteinas
encargadas de la dindmica de fusion/fision mitocondrial, incrementando la divisién y
fragmentando las mitocondrias, que adquieren una forma redondeada y menor tamafio,
tal y como se aprecia en las fotografias de ME obtenidas (Figura 29). En estas condiciones,
el organulo ya no es funcional y ocurren procesos de mitofagia, reduciendo el numero
de mitocondrias en la célula y/o se produce una liberacion citosolica de citocromo c y
una activacién de la apoptosis, lo que conlleva finalmente a la muerte celular (Friedman
& Nunnari, 2014).

El efecto de IGF-Il produce un descenso en la produccién de ROS mitocondrial (Tabla 3).
Esta accion antioxidante llevaria al mantenimiento de la integridad de la membrana de
la mitocondria, y del mAW, y evitaria la disminucion y desajuste funcional de la COX. Asi,
todos estos efectos ayudarian a conservar la dinamica y morfologia del organulo ademas
de su actividad metabolica (OCR), y, por tanto, evitaria la entrada en un ciclo progresivo
de aumento de produccién de ROS y estrés oxidativo. Por ello, las neuronas tratadas con
IGF-1I tendrian mejor capacidad de adaptarse, serian mas resilientes a condiciones de
estrés oxidativo, favoreciendo su viabilidad como consecuencia de la correccion de la
funcion mitocondrial (elemento principal de la bioenergética celular), ayudando a

conservar la funcionalidad e integridad neuronal, y en definitiva, evitando la
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neurodegeneracion (Muddapu et al., 2020). Estos resultados sobre IGF-Il, concuerdan
con los obtenidos en trabajos anteriores de este equipo de investigacion y de otros
grupos, donde se ha demostrado que IGF-Il ejerce un efecto neuroprotector en procesos
de envejecimiento y de estrés oxidativo neuronal, mejorando la actividad antioxidante
enzimatica y reduciendo la produccién de ROS; ademas también se ha observado que es
capaz de participar en la regulacion de los procesos de neuroinflamacion (Castilla-
Cortazar et al., 2011; Martin-Montafez et al., 2014; Dong et al.,, 2015; Du et al., 2019; X.
Wang et al., 2020).

1.3. Efecto de IGF-II en la activacion y mantenimiento de vias intracelulares

En la actualidad, muchos de los trabajos dedicados al estudio de la EP y otras
enfermedades neurodegenerativas, tratan de encontrar posibles y nuevas dianas

terapéuticas con las que suprimir el desequilibrio oxidativo que las causan.

Al estudiar otros posibles mecanismos putativos a través de los cuales el IGF-Il induciria
una proteccion frente el estrés oxidativo mitocondrial provocado por MPP?,
comprobamos el papel de los factores de transcripcién mitocondriales. Entre estos
factores, concretamente el TFAM tiene un papel protector en enfermedades causadas
por estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial (Griinewald et al, 2019) y ha sido
relacionado con enfermedades neurodegenerativas. En este sentido, se ha observado
que el factor TFAM se encuentra disminuido en la EP y la EA (Kang et al., 2018). Su
importancia radica en que es un factor fundamental para la regulacion del ADNmt, con
una doble funcién: por un lado, actia como componente central en la iniciacion de la
transcripcion, y por otro, como elemento clave en el empaquetamiento en los nucleoides
mitocondriales (Falkenberg et al., 2002; Alam et al., 2003). De hecho, se ha constatado
que los niveles de TFAM controlan directamente la cantidad de copias de ADNmt
(Bonekamp et al., 2021), ademas de mejorar la actividad de los complejos | y IV en las
neuronas y, por tanto, la funcion de la cadena respiratoria mitocondrial, favoreciendo la
disminucion en la produccién de ROS y aumentando el ADNmt y la biogénesis
mitocondrial (Piao et al., 2012). En nuestro trabajo, los niveles de TFAM se recuperan tras

el cotratamiento celular de IGF-Il con MPP* (Tabla 3), sugiriendo que la regulacion de
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este factor puede ser uno de los mecanismos de accién del IGF-Il que mediaria la
proteccion mitocondrial y consecuentemente la disminucion de la muerte neuronal. Por
otro lado, el NRF2 es el regulador transcripcional mas importante de moléculas
antioxidantes y detoxificantes dentro de la célula, que induce la expresién de diversos

genes llamados elementos de respuesta antioxidante (Figura 55) (Esteras et al., 2016).

En nuestro modelo celular se ha observado un descenso de la traslocacién al nucleo de
NRF2 tras el tratamiento con MPP* en comparacion con el control (Tabla 3). Este hecho,
como algunos autores exponen en sus trabajos, puede deberse a diferentes motivos:
reduccion de la expresion del factor (Meng et al., 2017; Zhao et al., 2021), o una alteracion
en su metabolismo (Li et al., 2018) y/o una traslocacion al nucleo reducida a causa de la
toxicidad de MPP* (Li et al., 2020; Kasai et al., 2020). En presencia de IGF-Il, se evita el
descenso de los niveles de NRF2 (Tabla 3), sugiriendo que éste contrarresta los efectos
del neurotdxico. Asimismo, otra de las funciones del factor NRF2 es el mantenimiento de
la funcién bioenergética y la estructura mitocondrial, y por ende del metabolismo en
condiciones de desequilibrio oxidativo celular (Dinkova-Kostova & Abramov, 2015).
Ademas, diversos estudios implican al NRF2 como factor de regulacién en la biogénesis,
dindmica y mitofagia mitocondrial (Dinkova-Kostova & Abramov, 2015). En este sentido,
en nuestro modelo celular de EP, la proteccion del metabolismo mitocondrial y celular
del IGF-1l también podria entenderse gracias a la conservaciéon de la via de NRF2 (Figura
55) junto al incremento de TFAM (Tufekci et al., 2011; Fu et al,, 2018). Ademas, nuestros
resultados muestran que la inhibicion de NRF2, a traves de la molécula ML385, induce
un descenso de la viabilidad celular en las situaciones experimentales donde IGF-Il esta
presente, revirtiendo los efectos beneficiosos (Figura 39). Este hecho confirma que este

factor podria estar involucrado en la actividad neuroprotectora y antioxidante de IGF-II.

Por otro lado, en la literatura se muestra que la inhibicion de la expresion de NRF2
produce una reduccion de la expresion de diferentes proteinas antioxidantes
relacionadas con esta via (Jiang et al.,, 2023). En este trabajo, para el estudio de enzimas
dependientes de la translocacién de NRF2 al nucleo celular se analizaron GST y NQO1
(Tabla 3). La GST es una enzima de fase Il detoxificante caracterizada por su conjugacion
con GSH para metabolizar y eliminar productos téxicos formados por los ROS. Asi, media

el proceso de glutationizacién, provoca la solubilizacion de los productos toxicos y
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facilita su eliminacion (Smeyne & Smeynen, 2013; Ma, 2013). En modelos animales de EP
se ha estudiado la relacion entre la GST y la etiopatogenia de la enfermedad,
encontrando que la via enzimatica GST es clave en el efecto neuroprotector
dopaminérgico tras diversos tratamientos en modelos animales inducidos por téxicos
como a-sin y 6-OHDA (Pohl et al,, 2019; Jewett et al., 2018; Pietkowska et al., 2023);
debido en parte a que participa en el metabolismo de un derivado neurotodxico de la DA,
evitando su acumulacién (Huenchuguala & Segura-Aguilar, 2023). Todo esto sugiere que
esta enzima pueda tener una funcién protectora en relacion con el desarrollo de la EP.
En el modelo celular utilizado en el presente trabajo, el tratamiento con MPP™ no indujo
ningun cambio en la actividad de la enzima, hecho observado por otros autores, sobre
todo, tras la utilizacion de dosis elevadas del toxico (Castro-Caldas et al, 2009). Sin
embargo, la incubacion con IGF-Il solo o en coincubacion con el neurotdxico, incrementd
la actividad de GST en las neuronas, lo que sugiere que el IGF-Il aumenta la actividad de
la GST posiblemente a través del aumento de la translocacion de NRF2 para mediar asi
su efecto neuroprotector, como se ha observado en otros trabajos (J. Zhang et al., 2023).
En el caso de NQO1, que al igual que GST pertenece a la familia de enzimas detoxificantes
de fase Il, cataliza la reduccion de quinonas ciclicas y de DA en condiciones de estrés
oxidativo hacia hidroquinonas menos toxicas, por lo que podria ejercer también un papel
protector frente al desarrollo de la EP (Xiao et al., 2011; Luo et al,, 2019). Nuestros datos
indican que la actividad de NQO1 se ve atenuada tras la incubacion con MPP”, de
acuerdo con resultados obtenidos por otros autores (Xiao et al., 2011; Son et al., 2015).

Sin embargo, IGF-II evita este descenso, posiblemente también a través del factor NRF2.

Por ultimo, cada vez hay mas evidencias de que NRF2 podria participar, por un lado, en
la regulacion de la respuesta celular a proteinas mal plegadas (desencadenado por la
acumulacion de éstas en el reticulo endoplasmatico) (Meakin et al., 2014)) y por otro
lado, en la eliminacion de las proteinas mal plegadas o dafiadas mediando su

degradacién por proteosomas (Kwak et al., 2003; Kapeta et al., 2010).

Todo lo expuesto pone de manifiesto la necesidad de incrementar el conocimiento de
las vias moleculares que regulan NRF2 en relacion a la neurodegeneracion producida por
el envejecimiento o diversas patologias, como la EP, ya que podria contribuir al desarrollo

de posibles dianas terapéuticas (Villavicencio Tejo & Quintanilla, 2021).
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Regulacion positiva de Nrf2 Enfermedad de Parkinson

(©)
© o o Actin Dopamina

O Q
ROS e o e ©
Cytoplasm ey . o ’ (
o
Dafio > £
oxidativo eap » @ o
| < ‘Plnkl . 0

o

Pink1 LUPA) Liberacion de ‘ Parkin
Nrf2
Pink1
Translocacién al
/ T2 #2889 nlcleo
Homeostasis

mitocondrial

e

Ntcleo

V4
Expre'sién de  HO-1 & "/ Reduccién de la
protem:s NQO1 V4 expresién de
toxidant ¥ A

antioxidantes :g#: (7/Nad.° m Nrf2 antioxidantes

O DNOVOR / D NI
/
/

/
'

Figura 55: /zquierda, regulacion positiva de Nrf2. En presencia de altos niveles de ROS, Nrf2 se
libera de la union a Keapl y se transloca al nucleo, uniéndose a secuencias ARE (del inglés
antioxidant-responsive element), lo que permite la activacion de genes antioxidantes como
NQO1. La expresion de PINKT se encuentra requlada positivamente por Nrf2 y promueve la
homeostasis mitocondrial a través de varios mecanismos, como la eliminacion de mitocondrias
dafadas. Derecha, Papel de la via de Nrf2 en la EP. La mayor liberacion intracelular de dopamina
podria afectar la funcion mitocondrial produciendo un aumento en los niveles de ROS y afectando
la actividad de Nrf2 y a la respuesta contra el dafio oxidativo. Ademas, la disminucion en los
niveles de expresion de Parkin y PINK que se muestra en la EP, podria afectar a la funcion
mitocondrial, induciendo despolarizacion, fragmentacion, deficiencia respiratoria y reduccion de
ATP. Estos cambios afectaran la funcion sindptica, contribuyendo a la neurodegeneracion y al
deterioro de la funcion cognitiva que se dan en la EP. Imagen modificada de Villavicencio Tejo &

Quintanilla, 2021.
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Otro de los factores celulares involucrados de manera decisiva en la regulacién de
procesos como el crecimiento, el metabolismo y el tamafo celular es la proteina quinasa
mTOR. Se ha observado que su actividad puede verse modificada en las enfermedades
neurodegenerativas como la EP, la EA, la enfermedad de Huntington o la esclerosis
amiotrofica lateral (Zhu et al,, 2019; Bockaert & Marin, 2015), por lo que la analizamos en
el presente estudio. Los resultados obtenidos en las células incubadas con MPP* indican
un descenso en los niveles de pmTOR (Tabla 3), lo que concuerda con lo descrito
previamente por otros autores (Zhu et al., 2019; Xu et al,, 2014). Cabe destacar que
ciertos estudios apuntan a una recuperacién y/o mantenimiento de las vias lisosomal y
de autofagia por efecto de IGF-Il, donde mTOR actiua como quinasa inhibitoria de la
actividad de autofagia (Sepulveda et al., 2022); via celular necesaria para la eliminacién
de proteinas mal plegadas como la a-sin (Arcos et al., 2023) . Ademas, hemos
demostrado que el restablecimiento de la expresién de pmTOR por IGF-Il podria estar
mediado por el aumento de los niveles de NRF2, ya mencionado y como otros autores
indican (Bendavit et al,, 2016; Torrente et al., 2020). Asimismo, se ha descrito que en las
neuronas ciertos neurotransmisores, como la DA, inducen la expresiéon de pmTOR
(Bockaert & Marin, 2015; Switon et al., 2017). En el modelo celular empleado se ha
encontrado un aumento de TH (enzima limitante de la sintesis de DA) (Tabla 3) (Vazin et
al., 2009) inducido en la condicion de cotratamiento respecto a la incubacién solo con el
neurotoxico, por lo que podemos suponer un aumento en la sintesis de DA que
justificaria también el aumento observado de pmTOR. Es de resaltar que en las células
control tratadas con IGF-Il, se observé un aumento de la expresién de pmTOR. Se conoce
que el complejo mTOR 1 promueve su asociacién con IGF-1l mejorando la traduccion de
dicho factor, ademas promueve la entrada ribosémica del ARNm de IGF-Il, lo que
conduce a una mayor sintesis de proteinas de IGF-II (Holly, Jeff M. P., Biernacka & Perks,
2019). Por tanto, este mecanismo podria relacionarse con los conocidos efectos
metabdlicos y como factor neurotrofico del IGF-II. (Dai et al., 2011; Castilla-Cortazar et

al, 2011)
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1.4. Efecto protector de IGF-II en la funcién dopaminérgica neuronal

Una de las caracteristicas definitorias de la EP es la disminucion de la sintesis y liberacion
de DA por las neuronas DAérgicas (Przedborski, 2017). Como se ha mencionado
anteriormente, la coadministracion de IGF-Il con el neurotdxico revirtié parcialmente la
reduccion de la enzima TH inducida por MPP* (Tabla 3). Respecto a la relacion entre IGF-
Il'y TH, los datos obtenidos por Pai y colaboradores (2019) sugieren que en pacientes
psicoticos la activacion epigenética del potenciador del gen de IGF-Il podria a su vez
potenciar la sintesis de TH, y por tanto de DA. Futuros estudios serian necesarios para
determinar los mecanismos subyacentes a la relacién entre IGF-1l y la sintesis de TH

asociados al parkinsonismo.

Por otro lado, tras su sintesis, la DA es almacenada en vesiculas intracelulares,
principalmente por el transportador Vmat2, con el fin de evitar su autooxidacion y efecto
deletéreo (Gainetdinov & Caron, 2003). En el presente modelo celular, el MPP* redujo la
expresion de Vmat2 mientras que el cotratamiento con IGF-1l permitié la recuperacion
de los niveles normales (Tabla 3). Este efecto podria deberse a un incremento en la
sintesis de Vmat2 en la red trans Golgi, por lo que el nivel de dopamina citosolica
disminuiria, impidiendo su oxidacién y participacion en la formacion de ROS (Smeyne &

Smeynen, 2013).

Sin embargo, los niveles de dopamina citosolica no solamente se encuentran regulados
por la accion de Vmat2, sino que también estan influidos por el transportador DAT
localizado en la membrana citoplasmatica (Lohr et al., 2017). Asi, el correcto equilibrio
entre ambos transportadores es esencial para el mantenimiento de la homeostasis
DAeérgica, y por ende de la neurotransmision y la supervivencia celular, y se ve alterado
en la EP (Lohr et al, 2017). Nuestros datos indican que la actividad de DAT se ve
altamente comprometida en las neuronas tratadas con MPP* y que es parcialmente
recuperada por el efecto de IGF-1I (Tabla 3). Una de las proteinas involucradas en la
regulacion del DAT es la proteina quinasa C (PKC), de forma que una disminucion de ésta
conlleva un aumento de la actividad del DAT (German et al, 2015). Por ello, la
recuperacion de la actividad de DAT producida por el IGF-Il podria explicarse por la
disminucién de la PKC tras el tratamiento, como se ha observado en trabajos anteriores

(Martin-Montafiez et al.,, 2014; Claros et al., 2021). Cabe sefalar que, como se observa en
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el modelo animal IGF-II no interfiere en la captacion neuronal de MPP* a través de DAT
(figura 55), descartandose que el papel neuroprotector de IGF-1l pueda deberse a dicho

mecanismo.

1.5. Implicacion de rIGF-Il en la actividad neuroprotectora de IGF-II

Como ya se comentd en la introduccion, la interaccion entre IGF-Il con diferentes
receptores celulares dificulta la definicion de los mecanismos a través de los cuales se
lleva a cabo su actividad biolégica (Dupont & LeRoith, 2001; Y. Wang et al., 2017). En el
modelo celular usado en esta tesis doctoral se han utilizado varias estrategias para
determinar a través de qué receptor ejerce IGF-Il su accion neuroprotectora: bloqueando
el receptor rIGF-Il con un anticuerpo especifico (AB) e inhibiendo los receptores de
insulina y rIGF-1 con BMS. Ambas estrategias han demostrado que la mayor parte de las
acciones neuroprotectoras de IGF-Il posiblemente se deban a su interaccion especifica

con rlGF-II.

Nuestros resultados sobre la presencia de ROS se pueden contrastar con el trabajo de
Dong et al, donde se observa que IGF-Il a través de su receptor especifico rIGF-II
promueve el descenso en la produccién de ROS, de la muerte celular y de biomarcadores
de estrés oxidativo como LOOH, en un modelo neuronal de estrés oxidativo (Dong et al.,
2015). Cabe destacar que parte de la proteccion oxidativa referida a IGF-Il podria estar
apoyada por la induccion de un aumento en la actividad del sistema endosomal-
lisosomal que se produciria a través de rlGF-Il, degradando proteinas anormales que

pudieran producirse por la presencia de ROS celular (Y. Wang et al.,, 2017).

Asimismo, el efecto beneficioso y protector de IGF-1l observado en los ensayos sobre las
mitocondrias en este modelo celular, se encuentran al menos en gran parte, mediados

por la unidn a su receptor especifico rIGF-II.

Por otro lado, la accién de IGF-II a través de su union a su receptor especifico, también
es observada en cuanto a los niveles de NRF2 (Figura 57), sugiriendo que contrarresta
los efectos del neurotoxico. Vemos como en la enzima NQOT1, los niveles también se ven

aumentados gracias a la interaccion de IGF-II con su receptor especifico.
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La via intracelular estudiada y definida por mTOR, donde éste se ve atenuado por MPP*
es recuperada cuando IGF-Il ejerce su actividad mediante su interaccion con rIGF-Il en

las neuronas dopaminérgicas.

En cuanto a la funcidn dopaminérgica neuronal, encontramos que el efecto de
recuperacion de la TH también se desarrolla a partir de la interaccién de IGF-Il con su
receptor especifico. Este efecto beneficioso de IGF-Il también es atribuible a su

interaccion con rIGF-1I, en el estudio de Vmat2 y del DAT.

Aunqgue no se haya estudiado en el presente trabajo, uno de los mecanismos por el cual
el IGF-1I ejerce sus efectos al unirse al rIGF-Il es conocido. Asi, se ha descrito que la union
de IGF-Il con el receptor promueve el reclutamiento hacia la membrana celular y la
activacion de la esfingosina quinasa, facilitando la produccion y liberacion al medio
extracelular de esfingosina 1 fosfato (S1P), que actua como ligando del receptor S1P
(S1PR) acoplado a proteina G (EI-Shewy & Luttrell, 2009). Ademas, nuestro grupo ha
demostrado anteriormente que la activacién del STPR por el agonista Fingolimod
produce un aumento de los niveles de NRF2 y su translocacién al nucleo (E. Martin-
Montafez et al., 2019). Por tanto, los efectos neuroprotectores del IGF-1l podrian estar
mediados por este mecanismo ya que se ha descrito que la activacion del STPR previene
la activacion de astrocitos y la neurodegeneracién dopaminérgica en modelos de
parkinsonismo de ratones tratados con MPTP (Pépin et al., 2020) o rotenona (Rajan et
al., 2024). No obstante, esta hipotesis debe ser contrastada en futuros trabajos ya que el
conocimiento del papel de S1PR en la EP o en otras enfermedades neurodegenerativas

es escaso (Motyl et al., 2021).
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Figura 56: Activacion por IGF-II del receptor esfingosina fosfato1 (S1PR) acoplado a proteina G. La

union de IGF-II a su receptor especifico promueve una rapida translocacion y activacion de la
esfingosina quinasa (SK), lo que resulta en la produccion y liberacion extracelular de esfingosina
7-fosfato (S1P) que actua como ligando para el grupo de receptores S71P acoplados a proteina G.
Siendo la via RAF/MEK/ERK fundamental para la proliferacion, diferenciacion y supervivencia

celular. Imagen tomada de EI-Shewy & Luttrel|, 2009.

Otra consideracion a tener en cuenta es que, a pesar de los resultados obtenidos, no se
puede descartar que parte de estos efectos se deban a una interaccion de la molécula
con rlGF-1 o rins. Por ello, con la intencién de concretar mejor la posible via de accion del
IGF-1I, se analizd el uso de LEU, un analogo estructural de IGF-II al que se ha sustituido
Tyr (Y) en la posicion 27 por Leu (L) (SEQ ID NO: 7) de la secuencia de aminoacidos que
lo conforman y que interactua selectivamente con el rIGF-Il, mostrando una afinidad
mayor en mas de 100 veces para este receptor que para el rIGF-I o RIns (Beukers et al.,
1991). Por todo esto, y debido a la concentracion utilizada en este estudio, asumimos
que solo rIGF-1l es estimulado con la utilizacion de LEU (Beukers et al., 2000; Amritraj et
al, 2012). Por tanto, si los efectos de IGF-Il observados en este trabajo estuvieran

mediados por su interaccidon con su receptor especifico, entonces serian reproducibles
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en presencia de otros agonistas como es LEU. Asi, como prueba de concepto, se
comprobo los efectos del agonista en relacion a mecanismos esenciales para la
neuroproteccién, como la supervivencia neuronal, la produccién de ROS, el potencial de
membrana mitocondrial, AOPP, actividad de enzimas antioxidantes y expresion de TH
neuronal. Los resultados obtenidos en estos ensayos (Tabla 4) fueron muy similares a los
obtenidos con el tratamiento con IGF-Il, por lo que se puede afirmar que la accion

neuroprotectora observada se deba probablemente a la activacion de rIGF-II.

2. Papel protector de IGF-Il en un modelo murino de EP

Se ha demostrado que los pacientes de Parkinson exhiben una reduccion en la actividad
del complejo | mitocondrial (Winklhofer & Haass, 2010). Por ello, para el desarrollo de
modelos animales de la EP se usan inhibidores de este complejo, como el MPTP o la
rotenona, que inducen la aparicién de neurodegeneracion parkinsoniana y muestran una
sintomatologia que remeda, aunque no en su totalidad, a la de los pacientes (Betarbet

et al., 2000; Mustapha & Taib, 2021; Verma et al., 2020).

Tabla 4. Resumen de los resultados obtenidos en los experimentos con LEU en el modelo celular
de EP descritos en esta tesis doctoral. Abreviaturas y simbolos: 1, aumento significativo respecto
al control |, descenso significativo respecto al control; <, no efecto significativo respecto al
control.

Modelo celular

Grupo experimental MPP* MPP*+LEU

Viabilidad celular J
Niveles de AOPP

Produccion mitocondrial de
ROS

mAWY

Expresion y traslocacion NRF2

Actividad NQO1

TIT|T|T|T T

R

Expresion de TH
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En consecuencia, las propiedades neuroprotectoras de IGF-Il en las neuronas
dopaminérgicas fueron analizadas en un modelo murino de EP progresivo inducido por
la administracién conjunta de MPTP/p. Este modelo se caracteriza por la degeneracion
progresiva de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales del animal, mediada por la
conversion de MPTP al metabolito neurotoxico MPP* en los astrocitos por la enzima
MAO-B (Sanfeliu et al, 2023), que posteriormente es captado por las neuronas
dopaminérgicas a través del DAT (Sanfeliu et al., 2023) A partir de ese momento, el
mecanismo de accién neurotdxico es similar al observado en el modelo celular basado
en la administracion de MPP”, donde se inhibe la actividad del complejo | mitocondrial
causando un desequilibrio oxidativo provocado por la produccién de ROS, que induce

una disfuncion mitocondrial y neurotoxicidad (Sanfeliu et al., 2023).

En los estudios comportamentales, los diferentes grupos experimentales no mostraron
diferencias significativas a nivel basal en la latencia en la caida y el tiempo de auto-aseo
de los diferentes grupos, pero tras administraciéon cronica de MPTP se observo un
deterioro motor en los animales (Tabla 5), hecho que coincide con los datos publicados
del modelo animal propuesto por otros autores; (Carta et al. 2013; Petroske et al., 2001;
Narmashiri et al., 2022). Por otro lado, los grupos de animales tratados con IGF-II,
mostraban la movilidad y auto-aseo similar a la obtenida en el grupo control en campo
abierto y también en la actividad en las pruebas de R-R. Cabe destacar que el trabajo
presentado en esta tesis doctoral es el primero publicado en relacién con el estudio del
efecto de IGF-Il en un modelo murino de EP. Actualmente, otro grupo de investigacion
ha utilizado IGF-Il con administracién intranasal en un modelo murino de EP mediante
6-OHDA, obteniendo resultados de restauracion de la movilidad en este caso, en la
prueba de rotacion inducida por apomorfina (H. Y. Zhang et al, 2023); en general
sugieren que se revierten los déficits motores conductuales inducidos por 6-OHDA, la
pérdida de neuronas DAérgicas y la agregacion de a-sin (H. Y. Zhang et al., 2023). En
otras patologias como el autismo se ha observado que IGF-Il mejora las interacciones

sociales y los problemas de memoria en ratones (Steinmetz et al., 2018; Stern et al., 2014).
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Tabla 5. Resumen de los resultados obtenidos en los experimentos en el modelo murino de EP
descritos en esta tesis doctoral. Abreviaturas y simbolos: 1, aumento significativo respecto al
control’ |, descenso significativo respecto al control <, no efecto significativo respecto al control,

n.a., no analizado.

Modelo murino
MPTP/p + | MPTP/p +
Grupo experimental MPTP/p (23d) IGF- | (44d) IGF- | CO + IGF-II
| ]

Prueba R-R N & & &
Prueba CA (auto-aseo) N & © o
Numero de neuronas TH* V(b vs V(s

MPTP/p + (44d) | MPTP/p + (44d) & A4
SNc IGF-11) IGF-11)

> MP\#/(\I:(:ild) ¥R

Expresion de TH en CPu 2 MPTP/p + (44d) N2 N4

IGF-Il y MPTP/p e

+ (23d) IGF-II)

. MP\'II'/P/(\I:(\Zld) MDY

Expresion de DAT en CPu 2 MPTP/p + (44d) N2 &

IGF-Il y MPTP/p ey

+ (23d) IGF-II)

™

Nimero de células GFAP* MPTP/p + (\:15411) T (T s A o
SNc IGF-Il y MPTP/p MPTZ‘; JI'I)(44d)

+(23d) IGF-11) )
Nuamero de células GFAP* T (T s T (T s

MPTP/p + (44d) | MPTP/p + (44d) T N
CPu IGF-1I) IGF-1I)

Aunque no hemos estudiado los mecanismos de accion celulares y moleculares del IGF-
Il en el modelo animal, los resultados obtenidos sugieren una capacidad neuroprotectora
del IGF-1I sobre las neuronas dopaminérgicas de la via nigroestriatal, que podria estar
asociada a la prevencion del dafo oxidativo y la disfuncion mitocondrial inducidas por

MPTP/p (Tabla 5) y que por ende conserva la capacidad motora de los animales.

Por otro lado, los resultados muestran diferencias significativas entre los grupos de
coadministracion de 23 dias y 44 dias en las cuantificaciones de TH, DAT y GFAP; se
aprecia que la administracion de IGF-Il tras el dafio de MPTP (MPTP/p + (23d) IGF-II) es
capaz de recuperar parte del dafio inducido hacia los niveles control, sin embargo el
grupo en el que la coadministracion se inicia simultaneamente a la de MPTP (MPTP/p +
(44d) IGF-I) la recuperacién y/o proteccion frente al toxico es mas considerable (Tabla

5).
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Como se ha indicado anteriormente, IGF-Il en el modelo animal no interfiere en la
metabolizacién de MPTP a MPP* (figura 54), ya sea a través de su transformacion en los
astrocitos o en su captacion neuronal por DAT (figuras 52 y 53), descartando, por tanto,
que su efecto neuroprotector en la via nigroestriatal pueda estar relacionado con alguno
de estos mecanismos. Sin embargo, el IGF-II parece tener un efecto inhibidor sobre la
astroglia y por tanto de reduccion de la neuroinflamacion. Asi, los animales tratados con
MPTP/p mostraron una neuroinflamacion evidente, tanto en el estriado como en SN, al
presentar una sobreexpresién de astrocitos reactivos (Tabla 5). Sin embargo, la
administracién de IGF-Il fue capaz de atenuar la respuesta inflamatoria, siendo este
efecto mayor cuando se coadministré con MPTP/p desde el dia 1 (Tabla 5). Otros autores
han observado que existe un efecto antiinflamatorio mediado por los factores de
crecimiento de tipo insulinico, como IGF-I; al inhibir parte de la respuesta proinflamatoria
provocada por astrocitos activados por MPTP (Yuan et al,, 2021). Estos datos, junto a los
obtenidos en este trabajo inducen a pensar que IGF-Il podria tener también un papel en

la regulacién de la respuesta inflamatoria, mediante la unién a alguno de sus receptores.

Ademas de los posibles efectos antioxidantes directos sobre las neuronas
dopaminérgicas, no se debe descartar que IGF-Il en el modelo animal, pueda ejercer
acciones neuroprotectoras y antiparkinsonianas. Acciones que involucren otros
mecanismos complementarios como son la degradacion por autofagia y el trafico de
proteinas dafladas o modificadas, entre ellas la a-sin, asociados a la fisiopatologia de la
EP (Wang et al,, 2017; X. Wang et al,, 2020; Garcia-Huerta et al., 2020). En este sentido,
algunos estudios sefalan que el deterioro de la via de sefalizacion insulinica, asi como
la de los factores IGF-I e IGF-1I y sus receptores, favorece la acumulacion de a-sin y el
aumento del estrés oxidativo en las neuronas (Tong et al., 2009). Aunque en el presente
trabajo no se ha estudiado la expresién de esta proteina, no podemos descartar la

relacién entre la a-sin y el efecto neuroprotector de IGF-Il en este modelo animal.

Cabe mencionar que el estudio de la implicacion del rIGF-Il en la neuroproteccién de la
via dopaminérgica no se pudo llevar a cabo en animales debido a la falta de farmacos
agonistas y/o antagonistas selectivos especificos para su administracién, lo que
constituye una limitacién del trabajo. No obstante, dados los resultados obtenidos en el

estudio realizado en el modelo celular sobre la implicacién de este receptor, incluidos
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aquellos derivados del uso del agonista especifico LEU, es esperable que la mayoria, si

no todos estos efectos estén ligados a la activacion de rIGF-II.

En resumen, en ambos modelos de EP incluidos en este trabajo e inducidos por MPP* y
MPTP se ha observado un aumento de neurodegeneracion y muerte celular, con
alteraciones en la funciéon neuronal a consecuencia de un desequilibrio oxidativo y una
disfuncién mitocondrial. Ademas, la interaccién especifica de IGF-Il, o su analogo LEU,
con su receptor rIGF-II tiene efectos neuroprotectores frente a las toxinas al promover
vias antioxidantes como NRF2 y mTOR, ademas de evitar el deterioro estructural y
funcional de las mitocondrias, permitiendo la viabilidad neuronal. Por tanto, la via IGF-
[I/rIGF-1I, podria constituir una nueva diana terapéutica para el tratamiento de diferentes
patologias neurodegenerativas en las que el estrés oxidativo neuronal es un factor
etiopatogénico fundamental (E. Martin-Montaiez et al., 2017; 2014; 2021; Romero-zerbo

et al., 2024).
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Del analisis pormenorizado de los resultados obtenidos en el presente trabajo se extraen las

siguientes conclusiones:

1. El tratamiento con IGF-Il en un modelo celular y otro animal de EP, basados en la
administracién de MPP* y MPTP respectivamente, es capaz de revertir el efecto nocivo de los

neurotdxicos sobre las neuronas DAérgicas.

2. En el modelo celular, el IGF-Il inhibe la neurodegeneracién y recupera la expresidon de

marcadores celulares asociados a la neurotransmisién de DA.

3. El IGF-Il también tiene un efecto antioxidante, inhibiendo la produccién excesiva de ROS y

recuperando la funcionalidad y morfologia mitocondrial en los cultivos de neuronas DAérgicas.

4. Estos efectos antioxidantes del IGF-Il en neuronas DAérgicas se deben parcialmente al
mantenimiento de vias intracelulares clave en los mecanismos antioxidantes celulares,

implicando la via de sefializacién de NRF2.

5. Todos estos efectos beneficiosos observados en las neuronas DAérgicas estdn mediados por

la interaccién especifica de IGF-1l con su receptor rIGF-II.

6. En el modelo murino de EP, la administracidn crénica subcutdneay a dosis bajas de IGF-Il evita
el desarrollo de deficiencias motoras que remedan a los sintomas motores de pacientes, siendo
mayor el efecto si la coadministracion de IGF-Il y MPTP se realiza desde el primer dia del

tratamiento con el neurotoéxico.

7. De forma asociada, la administracion de IGF-Il en el modelo murino reduce el dafio
neurodegenerativo y proinflamatorio del neurotéxico MPTP en la via dopaminérgica

nigroestratal.

8. Considerando la capacidad de IGF-1l para proteger las neuronas DAérgicas en ambos modelos
estudiados, se propone que esta molécula endégena pueda ser una potencial diana para el
desarrollo de una herramienta terapéutica preventiva o paliativa antioxidante para el

tratamiento de la EP.
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