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SUMMARY 

Active oxygen species are produced continuosly in tissues by the action of the 

mitochondrial electron transport system and of reduced nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate oxidase. Support for the hypothesis that metallothionein 

isoforms participate in intracelular defense against reactive oxygen is derived from 

observations that substances causing oxidative stress, such as ethanol and iron, and 

agents involved in inflammatory processes, such as interleucin-1 and tumor necrosis 

factor alpha, induce the synthesis of metallothionein, suggesting that metallothionein 

!my play a role in response to stress stimuli, in this thesis we evaluated 

metallothionein participation after 1-methy1-4-pheny1-1,2,3,6-tetrahydropyridine 

(MPTP) administration, which is used as model of Parkinson's deisease and 

generating oxidative stress in the brain. We found previous administration with 

metallothionein inducers as MnCl2 (1 ing/m1), cadmio (1 mg/m1) and dexamethasone 

(5 mg/Kg) increased dopamine levels in corpus striatim by 40% (1 mg/Kg), 48% (at 

5 days) and 43% (at 5 days) respectively as compared versus animals treated with 

MPTP only. MPTP treatment reduced striatal metallothionein concentration (49% 

versus control animals). Dexamethasone and cadmium increased metallothionein 

concentrations in MPTP-treated groups, by 77% and 82% respectively. Results 

suggest that metallothionein induction provide a significant resistance factor against 

the deleterious effect of MPTP. 
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RESUMEN 

La producción continua de las especies activas del oxígeno en los tejidos ocurre 

por acción del sistema de transporte de electrones de la mitocondria y de la NADP11 

entre otras fuentes. La participación de la metalotioneína en la defensa intracelular 

contra las especies reactivas del oxígeno es apoyada por estudios de la inducción de 

su síntesis por sustancias que causan la fuerza oxidativa, como el etanol, el fierro, 

agentes involucrados en los procesos inflamatorios como la interleucina-1 y el factor 

alfa de necrosis tumoral, sugiriendo que esta proteína puede ser importante en 

respuesta a un estímulo de estrés oxidativo. F.n la enfermedad de Parkinson se ha 

sugerido la participación de un mecanismo de daño celular que relaciona la 

formación de radicales libres del oxígeno y mecanismos de oxidación y se le ha 

denominado fuerza oxidativa. En este trabajo de tesis se evaluó la participación de 

la metalotioneína después de la administración de la 1-metil-4-feni1-1,2,3,6-

tetrahidropiridina (MPTP), usada como modelo experimental de la enfermedad de 

Parkinson y que causa fuerza oxidativa en el cerebro. En el modelo de la MPTP 

encontramos que la administración previa de inductores de la metalotioneína como 

el M11(.12 ( 1 mg/m1), el cadmio (1 mpiml) y la dexametasona (5 mg/m1) son capaces 

de incrementar los niveles de dopamina en el cuerpo estriado (CE) en 40%, 48% y 

43%, respectivamente, cuando se compara con animales tratados con la MPTP.  Esta 

neurotoxina redujo la concentración de la MI' en el Cl.-  (4')% comparado con el 

grupo control), en tanto que la dexametasona y el cadmio incrementaron las 

concentraciones de la metalotioneína en los grupos tratados con MPTP, en 77% y 

82% respectivamente. Esos resultados sugieren que la inducción de la 

metalotioneina es un factor de resistencia contra el efecto dañino producido pot la 

MP-11). 



SUMMARY 

Active oxygen species are produced continuusly in tissues by the action of the 

mitochondrial electron transpon system and of reduced nicotinamide adenine 

dinucicotide phosphatc oxidase. Support for the hypothesis that metallothionein 

isoforms participate in intracelular defense against reactive oxygen is derived from 

observations that substances causing oxidative stress, such as ethanol and iron, and 

agents involved in inflammatory processes, such as interleucin-I and tumor necrosis 

factor alpha, induce the synthesis of metallothionein, suggesting that metallothionein 

may play a role in response to stress stimuli. In ibis thesis we evaluated 

metallothionein participation after 1-methyl-4-pheny1-1,2,3,6-tetrahydropyridine 

(MPTP) administration, which is used as mode' of Parkinson's deisease and 

generating oxidative stress in the brain. Wc found previous administration with 

metallothionein inducers as MnC12 (1 mg/m1), cadmio (1 mg/m1) and dexamethasone 

(5 mg/Kg) increased dopamine levels in corpus striatim by 40% (1 ing/Kg), 48% (at 

5 clays) and 43% (at 5 clays) respectively as compare(' versus animals treated with 

MPTP only. MPTP treatment reduced striatal metallothionein concentration (49% 

versus control animals). Dexamethasone and cadmium increased metallothionein 

concentrations in MPTP-treated groups, by 77% and 82% respectively. Results 

suggest that metallothionein induction provide a significara resistanCe factor apinst 

the deleterious effect of MPTP. 



1.INTRODUCCION 

La enfermedad de Parkinson es un trastorno neurológico progresivo de la actividad 

motora extrapiramidal, caracterizado por el temblor en las extremidades, 

bradicinesia y rigidez muscular, entre otros. 

En este padecimiento, el daño se localiza fundamentalmente en las neuronas 

dopaminérgicas que constituyen la vía nigroestriatal, pero también se lesionan otros 

núcleos del tallo cerebral como el locus coeruleus, el rafe y el motor del vago. 

Se ha propuesto que la deficiencia de dopamina que se presenta en este desórden 

produce aceleración de la tasa de síntesis de la dopainina en las neuronas que 

sobreviven, produciendo un exceso de 11202, que llega a convertirse en radicales 

hidroxilo, los cuales pueden actuar como neurotoxinas causando estrés oxidativo en 

las neuronas del cuerpo estriado que sobreviven (Dexter, D.T. et al., 1989). 

Aunque los mecanismos de defensa, como el glutatión y la glutatión peroxidasa 

son antioxidantes importantes en el organismo, se desconoce su mecanismo de 

acción en el cerebro. También se ha propuesto que la proteína metalotioneína 

además de ser importante en diferentes funciones fisiológicas actúa como atrapador 

de radicales libres y como agente antioxidante. 

La enfermedad de Parkinson se ha asociado a la fuerza oxidativa que indica la 

formación de radicales libres del oxígeno y' mecanismos de oxidación. Por otro lado, 

la metalotioneina es capaz de prevenir la formación de radicales libres. Por lo tanto, 

en este trabajo se evaluó si la alteración en las neuronas dopaminérgicas del cuerpo 

estriado producida por la 1-metil-4-feni1-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), 

relacionada con la fuerza oxidativa, puede afectar los niveles de la metalotioneína en 

este modelo experimental de la enfermedad de Parkinson. 
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ANTECEDENTES 

2. ANATOMIA DE LOS GANGLIOS BASALES 

Se denominan ganglios basales al núcleo caudado, núcleo lentiforme (putamen y 

globus pallidus), claustrum, complejo amigdalino y se ha enfatizado que pertenece a 

este grupo la materia gris ventral del telencéfalo al caudado (Carpenter, M., 1986). 

1.a sustantia nigra (constituida por la pars compacta y la pars reticulata) y el 

núcleo subtalámico localizados en el mesencéfalo están estrechamente asociados con 

los ganglios basales. 

El cuerpo estriado (CE) desempeña diversas funciones que involucran la 

integración sensorial, la percepción y el aprendizaje (Divac. 1 and Oberg, R., 1982). 

Las alteraciones producidas en el CE producen discinesia, balismo, corea de 

lluntington y enfermedad de Parkinson (EP), entre otras. En la clínica neurológica 

el término ganglios basales se restringe a los componentes del CE. 

3. ENFERMEDAD DE PARKINSON 

La EP fue caracterizada por James Parkinson en 1817 y se describió como un 

síndrome que se presenta entre la quinta ó sexta década de la vida. Los síntomas y 

signos predominantes son el temblor en reposo, rigidez muscular y bradicinesia. 

Este desórden esta asociado con la pérdida de las neuronas pigmentadas de la pars 

compacta de la sustantia nigra. Los axones de estás células nerviosas se conectan 

con otras neuronas de la materia gris de los dos hemisferios cerebrales. en el llamado 

CE. Estas células contienen el neurotransmisor dopamina (DA) (l'uxe, K. and 

Andén, N-E., 1966; l3edard, P., et al., 1969) y su deficiencia produce los síntomas 
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del parkinsonismo. En la EP están lesionados varios núcleos del cerebro que 

incluyen el locus coerulcus (Mann, D. and Yates, P.O., 1983), el núcleo del rafe 

dorsal (Jellinger, K. et al., 1983), el núcleo basalis de .Meynert (Foix, C. and 

Nicolesco, 	1925) y los sistemas dopaminérgicos que incluyen las vías 

nigroestriatal (Bernheimer, I1. et al., 1973), mesocorticolímbica (Scatton, B. et al., 

1983) e hipotalámica (.lavoy-Agid, F. et al., 1984a). Los datos bioquímicos indican 

que no todos los sistemas dopaminérgicos del sistema nervioso central están dañados 

en la EP. 

La disminución de DA en los núcleos caudal() y putamen en la EP es del 80-90%, 

en el núcleo acumbens, corteza cerebral e hipotálamo es de 50-60% indicando que la 

vía nigroestriatal es la más dañada en la enfermedad. Esta lesión producida en la via 

nigroestriatal (en particular el caudal° es el más afectado comparado con otros 

sistemas dopatninérgicas), puede explicar la sintomatología que se presenta cuando 

hay deficiencia de ese neurotransmisor. En esta vía, la lesión más importante es en 

las neuronas dopaminérgica de la pars compacta de la sustancia nigra, que degeneran 

causando una disminución severa de la DA en el 

I la sido reconocido que para que se manifiesten los síntomas del parkinsonismo 

debe de presentarse una disminución de 70-80% de las neuronas de la sustancia 

nigra y de la DA en el CE (liirkmayer, W. and Riederer, 1983). 

Aunque los factores responsables de la disminución de las neuronas 

dopaminérgicas de la vía nigroestriatal en la EP no están totalmente entendidos, los 

estudios neuroquitnicos de animales lesionados (11e1li, F. et al., 1980) y los estudios 

postmortem en pacientes con EP (Ilornykiewickz, O. and Kish, S., 1987) sugieren 

que las neuronas dopaminérgicas que sobreviven incrementan su tasa de síntesis de 

DA generando el peróxido de hidrógeno, que a su vez promueve la formación de 

radicales libres de acuerdo a la siguiente reacción propuesta (Cohen, G., 1988): 
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DA + 02 + 0 	I-1202 + Nl13 + Aldehído 

Las reacciones oxidativas pueden contribuir a la patogénesis de la EP (Dexter, D. 

et al., 1989). 

La investigación sobre la etiología de la EP indica que no hay factores hereditarios 

implicados (Caine, D.B. and Langston, W., 1983), pero se señala que su inducción 

puede ser por compuestos químicos neurotóxicos endogenos o exógenos (Snyder, 

and [Y Amato, R.J., 1986; Tanner, C.M., 1989), 

Experimentalmente las neuronas de la sustantia nigra pueden deteriorarse por 

diversas causas como la exposición a ciertos u diales (Mena, 1. et al., 1967), virus 

que causan infecciones (Jellinger, K., 1987), entre otros. 

Para el estudio de los mecanismos etiológicos de la EP se han desarrollado varios 

agentes químicos que destruyen selectivamente las neuronas dopaminérgicas. I1 

hallazgo más importante en este campo es el de la neurotoxina 1-metil-4-fenil-

1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) porque es el que se asemeja más a lo que ocurre 

en la EP ichopátiea 

4. PARKINSONISMO INDUCIDO POR LA 1-METIL-4-FENIL- 

1,2,3,64ETRAHIDROPIRIDINA (MPTP) 

La MPTP produce síntomas clínicos y patología muy similar a la EP (Davis, G.C. 

et al., 1979; Langston, .1, et al,, 1983), Esta neurotoxina se produjo y distribuyó 

como un contaminante intermediario químico de una droga de abuso producida 

ilicitamente, el 1-metil-4-fenil-propionoxiperidino (MPPP) que se forma por la 

deshidratación de un precursor de este compuesto. Los adictos a las drogas que se 

inyectaron esta meperidina sintética que contenía MPTP presentaron un síndrome 



parkinsónico permanente (Davis, G.C., 1979; Langston, J. et al,, 1983). Ninguno de 

esos individuos presentó demencia, pero se observaron cambios intelectuales 

similares a los que se presentan en los pacientes con la 	( Stern, Y. and Langston, 

1W., 1985). En otro grupo expuesto a la MPTP pero asintomático, se observaron 

cambios neuropsicológicos menores (Stern, Y. et al., 198('), así como disminución 

en el contenido de DA en el C.'E (Cable, D.R. et al., 1985), sugiriendo que la fase 

preclínica puede existir en esos individuos. 

En la enfermedad idiopática hay variaciones de paciente a paciente, algunos 

presentan temblor persistente, acinesia o rigidez. predominante. Esta variación 

individual presenta otro paralelo entre el parkinsonismo inducido con la MPTP y la 

(Langston, 1 et al., 1983). 

Desde el punto de vista patológico la MPTP produce un dailo localizado en el 

sistema dopaininérgico de la vía nigroestriatal, como el descrito en el Parkinson 

idiopático. 

1,os síntomas y signos clínicos de la intoxicación por la MPTP en pacientes es 

semejante a lo observado en la HP, por lo que es justificable que sea usado como un 

modelo animal de la enfermedad. 

Se ha encontrado que esta neurotoxina produce un modelo similar a la HP cuando 

se administra al mono (13urns, R.S. el al., 1983; Langston, .1. W. et al., 1984a) y al 

ratón (Hcikkila, 	el al., 1984). 

4.1 NEUROTOXICIDAD AGUDA DE LA MPTP. 

a) Efectos en el comportamiento 

La administración de la MPTP a las ratas produce cambios agudos en la conducta 

(Davis, G.C. et al., 1979) incluyendo patrones de comportamiento relacionados con 
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el sistema serotonérgico (C'hiueh, C.C. et al., 1984), que pueden revertirse con la 

administración de un antagonista de la serotonina, la metisergida. 

Las dosis repetidas de la NAPTP a ratones (más de 50 mWKg) producen 

inmovilidad transitoria, sin diferencias en la actividad motora después de la 

recuperación de los efectos iniciales. En el mono, se presentan temblores agudos, 

cambios posturales (incluyendo cola erecta), movimiento rotatorio de los ojos y 

actividad similar a la EP idiopática (13urns, R.S., et al., 1983; Langston,J.W., et al., 

1984), que probablemente no incluya el temblor en reposo. En el mono y en el 

humano, el síndrome parkinsónico es seguido de una recuperación parcial del 

comportamiento, sensación de quemadura en el sitio de inyección, sabor medicinal 

o metálico, visión borrosa, oscura y alucinaciones ocasionales (Davis, G.C. et al,. 

1979; Rallan!, P.A. et al., 1985). 

b) Efectos bioquímicos 

Los cambios bioquímicos agudos después de la administración de la MP'FP están 

relacionados con el metabolismo periférico y central de las catecolaminas (Chitielt, 

C.C. et al., 1984), presentándose disminución de las catecolaminas arteriales y 

cardiacas en ratas y ratones (Killer, R.W. el al., 1984). 

En los cerebros de rata y ratón durante la fase aguda hay disminución del 

metabolismo de la serotonina y la DA. Sin embargo, el contenido de la serotonina 

aumenta en el núcleo del rafe y en el hipotálamo; los metabolitos de la serotonina y 

de la DA disminuyen 15 minutos después de la administración de la MPTP. Esto 

puede deberse a la disminución en la liberación de las aminas por acción directa de 

la MPTP (Schmidt, 	et al., 1984) o por la inhibición transitoria de la MAO 

(Salach,.1.1. et al., 1984; Melamed, E. et al., 1985). 



El análisis de las catecolaminas en el líquido cefalo-raquídeo del mono Rbesus 

muestra una reducción en el contenido de ácido homovanílico (11VA), ácido 5-

bidroxiindolacético y 3-metoxi-4-hidroxi fenilglicol después del primer día de 

administración de la MPTP, efecto que permanece durante varias semanas (Burns, 

R.S. et al., 1983). 

4.2 NEUROTOXICIDAD CRONICA DE LA MPTP 

a) Efectos en el comportamiento 

Los efectos crónicos de la MPIP son similares en varias especies sin embargo, se 

presentan diferencias en las manifestaciones y en la vulnerabilidad a los efectos 

tóxicos crónicos. En primates, como el 01000 Rhesus (13urns, 11,S. et al., 1983), el 

mono ardilla (1.4angston, J.W. et al., 1984) y el titi (Jenner, P. et al., 1 )84), el 

síndrome se desarrolla entre 3 días a 3 semanas, agravándose la brach cinesia, la 

rigidez, los episodios de inmovilidad y el temblor. La variabilidad en el deterioro 

motor que se presenta esta relacionado con la disminución del 80% de las neuronas 

dopaminérgicas, responsable de la producción de los cambios en la conducta. 

b) Efectos bioquímicos 

1,as cantidades del ácido 5-hidroxiindolacético y del 3-metoxi-4-bidroxi-fenilglicol 

en los primates retornan a sus valores normales después de algunos días de la 

administración de la MPTP, pero los de 11VA permanecen bajos (Burns, 1Z.S. et al., 

1983). 
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En el ratón 	R.E. et al., 1984; llallman, 11. et al., 1984; Melamed, 	et 

al., 1985a), se produce disminución severa de la DA cerebral durante un periodo 

largo de tiempo. 

En diferentes cepas de ratón, las lesiones no se limitan al sistema nigroestriatal 

sino que están disminuidos el contenido de DA en el núcleo accumbens (Jacobowitz, 

D.M. et al,, 1984), NE en el CE y en la corteza frontal (I leikkila, R. et al., 1984). 

Sin embargo, hay recuperación de las catecolaminas en el cerebro hasta alcanzar los 

valores normales (l'anillan, 11. et al., 1984). 

4.3 CAMBIOS PATOLOGICOS EN ANIMALES TRATADOS 

CON LA MPTP 

Los humanos que desarrollaron parkinsonismo inducido por la MPTP presentaron 

destrucción extensa de las neuronas de la sustantia nigra, disminución de la 

neuromelanina y una sola inclusión eosinófila intracitoplásmica, similar al cuerpo de 

Lewy, no observándose cambios en las células del locus coeruleus. 

1..1 parkinsonismo inducido en el mono Rhesus después de administraciones 

intravenosas repetidas de la MPTP, produce disminución casi completa de la DA en 

las neuronas dopaminérgicas de la sustantia nigra en su pars compacta (Jacobowitz, 

D.M. et al., 1984), degeneración de las fibras terminales dopaminérgicas en el CE. 

Las células del área ventral tegmental A10, sus proyecciones al núcleo acumbens y 

el tubérculo olfatorio presentan daños cuatro meses después de la administración de 

la MPTP. 

En el mono ardilla (5-20 años) hay lesiones patológicas adicionales en el locus 

coeruleus, que parecen cuerpos de Lewy (l'orno, L.S. et al., 1988) y se han 
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localizado en el bulbo, núcleo basalis de Meynert, sustancia nigra, locus coeruleus 

y núcleo del rafe dorsal en la EP (Forno, L.S. et al., 1986), 

4.4 METABOLISMO DE LA MPTP 

La MPTP es un compuesto soluble en los lípidos que fácilmente penetra las 

membranas, incluyendo la barrera hematoencefálica de monos y ratones (Markey, S. 

et al., 1984). Después de su administración, la MPTP es convertida al ión 1-metil-4- 

fenilpiridino (MPP+) (Langston, 	et al., 1984; Johannessen, 	et al., 1985), que se 

forma en todos los tejidos incluyendo el cerebro. La conversión enzimática de la 

MPTP a MPP+ (Chiba, K. et al., 1984; Irwin, J. and Langston, 1 1985) se lleva a 

cabo por la enzima monoaminooxidasa (MAO) tipo 13 (Chiba, K. et al., 1984; 

Arora, P. et al, 1988). El efecto protector de los inhibidores de la MAO-k3 sobre la 

toxicidad de la MPTP indica que la biotransformación a MPP+ es necesaria para que 

ocurra el daño celular (Langston, et al., 1984). 

La oxidación de MPTP a MPP+ ocurre en 2 pasos (figura 1) siendo el 1-metil-4-

feni1-3,4-dihidropiridino (MPDP+) un intermediario que se transforma de manera 

espontánea en MPDP y MPP+ o por la acción subsecuente de la MAO. 

El metabolismo de la MPTP en otros tejidos, como el hígado, involucra dos vías 

adicionales (figura 2): 1) Conversión a MPTP N-oxido por la enzima flavin mono-

oxigenasa (Chiba, K. et al,, 1988) y en menor grado, 2) N-desinetilación por 

citocromo P-450 a 4-feni1-1,2,3,6-tetrahidropirina (PTP) (Weissman, 1 et al., 1985). 

La mayor parte del MPDP+ generado en el hígado por la MAO es convertido por 

acción de la enzima aklehído oxidasa a 1-metil-4-feni1-5,6-dihidro-2(111)-piridinona 

(MPPyr112) (Arora, P e al., 1988) que puede oxidarse por citocromo P-45() (Wu, E. 

et al., 1988) a 1-metil-4-feni1-2 (111) piridinona (MPPyr) (Arora, P. et al., 1988; 

Wu, E. et al., 1988) y reducirse a 1-metil-4-feni1-2-piperidinona (MPPip) (Arora, P. 

al 



r  - 	Oxidocidn enzimática b espontbea 	•••• ••110 1•1•• 	••••• 

MPTP 

Ph 

 

M POP+ 

Ph 

  

MPDP 

Ph 

MPP. 
Ph 

 

MPP • 

    

Ph 

CH 3 

 

MAO en 

Cerebro 

-H 

   

   

    

    

     

C Hi  

 

CH3  

  

CHy  CH3  

  

FIGURA 1. 1. Oxidación de la 1-metil-4-feni1-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) al 

ión 	 (M1'14-), formándose como compuestos intermediarios el 

ión 1-metil-4-feni1-3,4-dinidropiridino (MPD13-0, MPDP y radical MPP (MPP.) 

(tomado de Sayre, 1989). 

1 2 



N 

CH3 

MPPIp 

CH3 

MPPyrNe 

CHA  

MPPyr 

Ph 

PTP 
N 
Fi 

/P-450 

Ph 

 

Ph 

  

Ph 

  

MAO H 
Mr""""""~"••' 

MAO u otro 

 

    

     

     

N 
CHa 

MPTP 

 

%ecce'', tor Welles 

  

  

y/o no Eitilowitica 

 

    

C 
PeP P • 

Ficivrn 
\rno nooaljenosa 

Ph 

N 
1\ 

CH, O- 
MPTP N-Oxido 

OxWaw 
de aidehidos 

del hfgado 

Ph 	 Ph 
	

Ph 

 

reductusa 

 

FIGURA 2. Metabolismo de la 1-meti1-4-feni1-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) en 

el hígado formándose diferentes metabolitos que incluyen MPTP-N-oxido, 4-fenil-

1,2,3,6-tetrahidropiridina (PTP), el ión 1-metil-4-feni1-3,4-dihidropiridina (MPDP+), 

el 	ión 1-metil-4-fenilpiridino (MPP+), el 1-metil-4-feni1-5,6-dihidro-2 (I 11)- 

piridinona (MPPyr1-12), 1-metil-4-fenilpiridinona (MPPyr), el 1-inetí1-4-fenil-

piperidinona (MPPip) (tomado de Sayre 1989). 
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et al., 1988). Ninguno de esos metabolitos produce toxicidad neurológica o general, 

A nivel periférico el metabolismo de la MPTP actúa como un mecanismo 

destoxificante (Chiba, K. et al., 1988). 

La localización de la MA0-13 puede ser determinante de la toxicidad de la MPTP. 

Sin embargo, esta enzima no se encuentra en gran proporción en las neuronas 

dopaminérgicas (figura 3), sino que predomina en las neuronas serotonérgicas 

(Westlund, K. et al., 1985; Nakamura, S. and Vincent, S. , 1986), en los astrocitos 

(Javitch, J. et al., 1985; Mytilineou, C. and Friedman, L., 1988) y en las paredes de 

los vasos sanguíneos de algunas especies. 

Si la MA0-13 esta en altas concentraciones en los capilares o en los vasos 

sanguíneos, fuera de la barrera hematoencefálica, la conversión de MPTP a MPP+ 

en este sitio puede limitar la entrada de la toxina al cerebro. 

El MPP+ es un compuesto polar que difunde con dificultad a través de las 

membranas lipidicas, sin embargo, sale de las neuronas serotonérgicas y de los 

astrocitos para concentrarse selectivamente a través del sistema de recaptura de la 

dopamina en las neuronas dopaminérgicas (Chiba, K. et al., 1985; Javitch, J. et al., 

1985, Schinelli, S. et al., 1988) donde es secuestrado (Markey, S. et al., 1984; 

Kopin, Y., 1986), localizándose en las vesículas con la dopamina (Keller, 1-1. and Da 

Prada, M., 1985), concentrándose en la mitocondria (Ratnsay, R. and Singer, T., 

1986) o uniéndose con alta afinidad a la neuromelanina que está presente en los 

cuerpos neuronales de los mamíferos superiores (D'Amato, R. et al., 1987). Los 

inhibidores del sistema de recaptura de la DA (por ejemplo, el mazindol) evitan el 

daño a las neuronas dopaminérgicas (Javitch, J. et al., 1985) indicando que este paso 

es importante para la toxicidad. 
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4.5 MECANISMOS DE NEUROTOXICIDAD DEL ION 1- 

METIL 4FENILPIRIDINO (MPP+) 

El MPP+ es una toxina potente en células mesencefálicas en cultivo (Mytilineou, 

C. et al., 1985) y en hepatocitos (DiMonte, D. et al., 1986; Smith, M. et al., 1987; 

DiMonte, D. et al., 1988). La administración directa del MPP+ en diferentes áreas 

del cerebro (Heikkila, R. et al., 1985; Sayre, 	et al., 1986; Harik, S. et al,, 1987; 

Gibb, W. et al., 1988) ejerce efectos neurotóxicos a largo plazo. Estos hallazgos han 

conducido a que el MPP+ se considere el responsable de la toxicidad de la MPTP. 

Sin embargo, los mecanismos de toxicidad celular debidos al MPP+ se desconocen, 

aunque se han propuesto una serie de hipótesis al respecto que a continuación se 

mencionan. 

El MPP+ es tomado in vitro por la mitocondria, conduciendo a altas 

concentraciones del MPP+ en ese organelo (Ramsay, R. and Singer, T. 1986). 

Posteriormente, la sustancia tóxica es capaz de inhibir la oxidación de sustratos 

ligados a las NADII deshidrogenasas por la mitocondria (Nicklas,W. et al., 1985; 

Ramsay, R. et al., 1987). Esos resultados sugieren que el metabolismo del MPP+ in 

vivo puede ser atribuido a la inhibición de las funciones mitocondriales y la 

subsecuente disminución del ATP (Mizuno, et al., 1988). Adams y Odunze (1991) 

han señalado que esta inhibición reversible de la respiración mitocondrial 

por el MPP+ puede producir toxicidad limitada. Esta hipótesis es fundamentada con 

los hallazgos de la disminución transitoria del ATP después de la administración de 

la MPTP (Mizuno et al., 1988). Esto sugiere la existencia de un segundo mecanismo 

de daño celular que actúa en adición a la toxicidad mitocondrial y que puede 

explicar los efectos del MPP+ a largo plazo. 
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La MPTP es capaz de inducir la generación de radicales libres del oxigeno invit_ro. 

(I oirier, .1. and l3arheu, A. 1985) quizás por interacción con el citocromo P-(150 

(Sinha, 13. et al., 1986), además reduce las defensas antioxidantes endógenas contra 

los radicales libres (Ferrar() et al., 1986). lisos resultados sugieren que la fuerza 

oxidativa puede producir daño celular después de la administración de la MPTP 

(Adams„1. and Oclunze, 1,, 1991). 

MPP+ es capaz de incrementar la peroxidación de lípidos in vitro (Ríos, C. ami 

Tapia, R. 1987) e in vivo (Rojas, P. and Ríos, C., 1993) un proceso que resulta del 

ataque de los radicales libres a los ácidos grasos poliinsaturados. Recientemente se 

ha reportado que la deficiencia de la vitamina-1 . en ratones administrados con la 

MPTP incrementa los dienos conjugados en el mesencéfalo (Adams, 1 et al., 1990). 

liste resultado sugiere que la peroxidación de lípidos puede ser un mecanismo de 

neurotoxicidad de la MP't'P in vivo. 

Por otra parte, la participación de una proteína llamada metalotioneina (MT) es 

importante para el estudio de la neurotoxicidad de la MPTP, pGrque esta asociada 

con la resistencia a varias formas de fuerza oxidativa. 

5,0 METALOTIONEINA 

5.1 BIOQUIMICA DE LA METALOTIONEINA 

La MT fue descubierta en 1957 por Margoshes, M. y Vallee. 13. en el riñon cfel 

caballo, como una proteína responsable de la acumulación del cadmio (Kligi, .1. and 

Schliffer, A. 1988; Vallee, B. and Falebuk, K., 1993), 

Por otro lado, los, organismos han desarrollo mecanismos para utilizar los 

elementos traza esenciales como el zinc (Vn) y el cobre (Cu), así como disminuir la 



citotoxicidad de iones de metales de transición que no son esenciales, como el 

cadmio (Cd) y el bario (Ra). La capacidad de unir el exceso de metales y limitar la 

concentración de iones libres es principalmente realizada por polipéptidos ricos en 

cisteína, como el péptido gama-glutamil (fitoquelatina) encontrado en plantas y las 

metalotioneínas encontradas en animales (I lamer, D., 1986; Bremner, Y., 1987; 

Bremner, Y. and Reattie, J., 1990; Vallee, B. and Falchuk, K.,1993). 

5.2 COMPOSICION DE LA METALOTIONEINA 

Las metalotioneínas no tienen funciones enzimáticas conocidas y se han 

clasificado de acuerdo a las siguientes características: alto contenido de metales 

pesados (tipicamente de 4-12 átoinos/mólecula) unidos exclusivamente por grupos 

tiol; elevado contenido de cisteína (tipicamente 23-33 mol ): residuos de aminoácidos 

hidrofóbicos, carencia de aminoácidos aromáticos; bajo peso molecular 

(tipicamente menos de I 0,000 Da) (flamer, D., 1986). 

1,os vertebrados examinados hasta el momento contienen 2 o mis isoformas de la 

MI, agrupadas en 2 clases denominadas M'1'-1 y MI-11. 1!:n muchos casos, cada 

clase consiste de diferentes isoproteinas que se han designado como MI-IA, 

etc. La clasificación de la proteína, está en relación a su homología 

funcional. Recientemente se ha identificado la MI-111, una MI' específica del 

cerebro, que no es expresada en los tejidos periféricos (tichida, Y., et al., 1991; 

Palmiter, R., et al., 1992) y la MTIV, expresada en muchos tejidos que contienen 

células del epitelio escamoso estratificado (Quaife, C. et al., 1994). 
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6.3 ESTRUCTURA DE LA METALOTIONEINA 

La MT de los mamíferos es un péptido de 61 o 68 aminoácidos que contiene 20 

cisteínas, 6-8 lisinas, 7-10 serinas, una sola metionina acetilada en un amino 

terminal y ausencia de aminoácidos aromáticos. 

La mayoría de los residuos de cisteína están presentes en secuencias de Cys-X-

Cys y Cys-Cys. [.l contenido de metales de la MT purificada es muy variable y 

depende del organismo, tejido e historia de la exposición a los metales pesados. Por 

ejemplo, la MT aislada de hígado de humano contiene predominantemente zinc (In), 

mientras la MT de rifion tiene niveles sustanciales de Cd y Cu. Esas diferencias 

probablemente reflejan la exposición natural a los metales y la expresión de 

diferentes isoformas de la MT. 

La MI' analizada de organismos que han sido experimentalmente expuestos a 

determinado metal contendrá predominantemente el metal administrado. Por 

ejemplo, la Nifir-n de hígado de ratas tratadas con cadmio contiene 5 átomos de 

cadmio y 2 de In. 

Los metales de la MT están unidos a la proteína a través de uniones con el grupo 

tiol de los 20 residuos de cisteína. Los metales pueden removerse de la MI por la 

exposición a un p1-1 bajo produciendo una apotioneina que puede reconstituirse con 7 

átomos de zinc. 

La distribución del In en la MT es en 2 grupos polinucleares, El grupo A contiene 

11 	cisteínas que unen 4 átomos de In con un dominio al fa-carboxiterminal 

extendiéndose desde el aminoácido 31 al 61. El grupo 13 contiene 9 cisteínas, une 4 

átomos de zinc y esta contenido en el dominio 13 del amino terminal extendiéndose 

desde el aminoácido 1 al 30 ([Lamer, D., 1986; Kay, J., et al.. 1991 ). 
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5.4 FUNCIONES DE LA METALOTIONEINA 

El mecanismo exacto de protección de la MT contra la fuerza oxidativa se 

desconoce. Sin embargo, la MT es capaz de atrapar los radicales hidroxilo  in vitro 

(Thornalley and Vasak, 1985). Esta función puede involucrar las ramas del grupo 

tiol y del metal sin embargo, el daño molecular a la MT no puede ser reparado por 

glutatión reducido. Por otro lado, la MI puede disminuir la peroxidación de lípidos 

(Thomas, J., et al., 1986) así como liberar el cobre y donarlo a las enzimas que 

protegen contra la fuerza oxidativa (13remner, Y., 1987). 

Ida MT esta relacionada con la homeosiasis de varios metales fisiológicos 

(Cousins, R., 1983), en la quelación y destoxificación de metales pesados (Goering, 

P. and Klaassen, C., 1984) así como una función antioxidante (Thomas, J., et al., 

1986; Iliclalgo, J., et al., 1988). 

La MT se ha utilizado como un biomareador en la formación de tumores fetales 

(Nancy, N., et al., 1987; Kontozoglou, T., el al.. 1989), teratogénesis (Muñoz, B., et 

al., 1989), disfunción renal y daño tubular (Sugihira, N., et al., 1986; Shaikh, Z., et 

al., 1990) así como de exposición ambiental a los metales pesados (Shaikh, Z., et al., 

1989: l logstrand , C., et al., 1991). 

Las Mts de los mamíferos son inducibles en respuesta a una gran variedad de 

estímulos que incluyen metales pesados (Karin, et al., 1980, glucocorticoides 

(Karin, et al., 1981; Karin, et al., 1980a), endotoxinas bacteriales (Durnam, D. et al., 

1984; Abc et al., 1987), estrés (Oh, S., et al., 1978) y algunos compuestos químicos 

(Kotsonis, F. and Klaassen, C. 	1979). Estos efectos son mediados a través de 

diferentes promotores y factores de transcripción. 
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5.5 DESCUBRIMIENTO DE LA METALOTIONEINA EN EL 

CEREBRO 

En 1983 Itoh y colaboradores descubrieron en el cerebro de la rata una proteína de 

peso molecular bajo que une Zn y su expresión es inducible con la administración 

intracerebroventricular de sulfato de Zn (Ebadi, M., 1984). Esta proteína fue 

nombrada metalotioneina (MT). 

El descubrimiento de esta se llevó a cabo cuando se estudiaba la asociación entre 

las sacudidas convulsivas y la enfermedad de Pick, un raro clesórden neurológico 

producido por la acumulación elevada de Zn en el hipocampo. 

5.6 COMPOSICION DE LOS AMINOACIDOS DE LA 

METALOTIONEINA DE CEREBRO INDUCIDA POR LA 

ADMINISTRACION DE ZINC 

La MT en el hígado y cerebro tiene diferentes isoformas, la MT-1 y la M'1'-11 con 

60 y 61 residuos de aminoácidos respectivamente. Sin embargo. las isoformas de la 

MT-1 y la MT-II de cerebro tienen 17 y 18 residuos de cisteina respectivamente. 

Estos valores varían ligeramente de 21 residuos de cisteína reportados para la MT-11 

hepática de humano (Kissling, M. and Kügi, J., 1977) a 21 residuos de cisteina de la 

MI' de rifion de caballo (Kissling, M. and Kági, J., 1977), 17 y 21 residuos de 

cisteina de las isoformas de la M'f de hígado de rata (Wong, K. and Klaassen, C.D., 

1979); de 20 y 21 residuos de cisteína para las isoformas de la MT de hígado de la 

rata (Winge, D., et al., 1984), 19 y 20 residuos de cisteína para las isoformas de la 

MT de hígado de feto de bovino (Monger, K., et al., 1985). Sin embargo, se han 
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reportado 14 residuos de cisteína para la MT-1 de crustáceos (Olafson, R., et al., 

1979). En adición, las isoformas de la MT de cerebro contienen una cantidad mayor 

de ácido aspártieo y ácido glutánlico en comparación con la MT hepática. 

La composición de aminoácidos de la MT-11 en el cerebro de animales que fueron 

tratados con Zn es similar pero no idéntica a la composición presente en cerebros de 

animales a los que no se les indujo la MT (Saijoh, K., et al., 1989), sugiriendo que 

el metal altera la composición de la MT (Andersen, R., et al., 1989; Saijoh, K., et al., 

1994). 

5.7 LOCALIZACION CELULAR DE LA METALOTIONEINA 

EN EL CEREBRO DE MAMIFEROS 

La localización celular de la MI' se ha descrito en el cerebro de los mamíferos 

(Nakajima, K., et al., 1989; Young, J. et al., 1991; Nishimura, N., et al., 1992; 

Blaatiwgeers,1-1., et al., 1993, 1994) de la siguiente manera. 

Los estudios imuunohisfoquímicos de la MT en el ratón indican su presencia en las 

células ependimales, elementos gliales, aracnoides y piamadre (Nishimura, N., et al., 

1992). En la rata ,joven la inmunotinción es mayor en el epéndimo, epitelio de los 

plexos coroideos, piamadre y aracnoides (Nishimura, N., el al., 1992). En la rata 

adulta la distribución de la MT es principalmente en las células ependimales, plexos 

coroideos, vasos sanguíneos (Nakajima K., et al., 1989) y en astrocitos (Young, J. 

et al., 1991; Young, J., 1994), La ininunoreactividad de la MT en el mono esta 

presente en la piamadre, células ependimales y en los astrocitos (Suzuki, K., et al., 

1992, a). En el humano la distribución es mayor en los astrocitos (tichida, Y., et al., 

1991; Blaauwgeers, El., et al., 1994). La MT también ha sido identificada en el 
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citoplasma, atunes y procesos dendríticos de las neuronas motoras en la médula 

espinal ventral. 

5.8 METALOTIONEINA EN EL CEREBRO DE LOS 

MAMIFEROS EN DESARROLLO 

Existe variación ontogenética en la concentración de la MT en el cerebro de la rata 

(Ebadi, M.,1986b). Las concentraciones de zinc en el cerebro, hipotálamo y CE son 

mayores a los 20 días después del nacimiento y disminuyen posteriormente. 

La concentración de MT incrementa en el cerebro después del nacimiento de 

manera continua desde 0.2 lag en un día a 3.60 lig de Zn/ing de proteína 50 días 

después del nacimiento. El incremento en la concentración de la MT después del 

nacimiento no está relacionado con una concentración baja de la proteína durante el 

periodo prenatal (Ebadi, M., 19861)). La MT no se ha detectado en las células 

gliales del cerebro de fetos, pero sí en las células Ojales del cerebro de animales 

adultos. 

1,as concentraciones de las proteínas que unen Zn en los tejidos de mamíferos en 

desarrollo se incrementa, decrece o no se altera. Por ejemplo, la concentración de la 

MT se incrementa en el cerebro y el nivel de tioneína de Zn se incrementa en los 

testículos de ratas en desarrollo. Las concentraciones de la Mi' hepática son altas en 

el hígado de fetos, neonatos, en tanto que declina en el humano adulto. El nivel 

elevado de la MT hepática durante los periodos fetal y neonata! puede participar en 

el almacén. donación y utilización de elementos esenciales, como el Zn y 

posiblemente el Cu, para el metabolismo de los ácidos nucleicos, síntesis de 

proteínas y otros procesos metabólicos durante un periodo rápido de diferenciación. 
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La concentración de la MT de riiion no tiene alteración durante los periodos 

prenatal y postnatal. 

Son muchos y diversos los factores que regulan la síntesis de la MT en los 

diferentes órganos durante los periodos prenatal y neonata!, entre otros. Durante el 

periodo neonata!, el requerimiento por el In es alto, la síntesis de la MT puede estar 

sujeta al control hormonal y ser menos dependiente de la influencia del Zn. Sin 

embargo, en la rata adulta, cuando la demanda por el Zn disminuye, la síntesis de la 

MT puede estar influida por el Zn y así la Mi' podría funcionar para mantener la 

homeostasis del Zn (ver Ehadi, M., 1986b y las referencias citadas en ese artículo). 

5.9 EXPRESION DE LA METALOTIONEINA Y LA 

RESISTENCIA A LA TOXICIDAD INDUCIDA POR METALES 

tin incremento transitorio en la tolerancia a los metales por las células eucarióticas 

puede ser inducido por el pretratamiento con concentraciones subletales de ciertos 

iones de metales. Esta tolerancia coincide con la capacidad de unión de los metales a 

las células debido a la inducción del gen de la MT ( Karin, M. and Richards, R., 

1 982; Peterson, M. and Mercer, .1., 1988; Ciupta, A., et al., 1993). Una tolerancia 

más estable puede ser producida por la exposición de los cultivos celulares a los 

metales. Esta tolerancia esta asociada con mi incremento del RNA mensajero de la 

MT y de la proteína (Palmiter, R., 1987). 

La función protectora de la MI' contra los efectos tóxicos de los metales, se 

analiza en sistemas incapaces de sintetizar la MT. Por ejemplo, se ha mostrado 

(Ebadi, M., et al., 1989b) que las células 1MR-32 de neuroblastoma son menos 

tolerantes a la toxicidad del Cd y el Zn que las células de hígado. Se encontró que 
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este fenómeno está directamente relacionado a la capacidad inherente de esas células 

de inducir la MT. 

5.10 LA METALOTIONEINA COMO AGENTE ATRAPADOR 

DE RADICALES LIBRES 

F.1 mecanismo de acción de la MT para atrapar los radicales libres del oxígeno no 

es clan). Thornalley y Vasak (1985) sugirieron que los residuos de la cisteína, 

particularmente los grupos tiol de la MT, son el blanco primario de la reacción de 

los radicales hidroxilo con las proteínas, que tiene sitios múltiples para atacar los 

radicales hidroxilo. Sin embargo, 'Nomas y col. (1986) argumentan que la 

determinante primaria de la protección de la MT es la liberación del Zn y su 

captura posterior por la membrana ('Tomas, IP. et al., 1986), porque se ha 

descubierto que el zinc protege contra la peroxidación de lípidos y estabiliza las 

membranas (Chvapil M. ct al., 1972). FI Zn liberado puede suprimir la peroxidación 

de lípidos a través de diferentes funciones como la captura del fierro (Fe), inhibición 

de la NADP11-citocromo c reductasa, inducción de la MT y/o incremento en la 

actividad de glutatión peroxidasa (Coppcn, 	et al., 1988). Otra posibilidad es 

que la MT quele el Fe o medie su conversión en una forma inactiva, evitando su 

participación en la reacción de Fenton 	 et al,, 1988). 1,a formación 

de un complejo de Fe-MT ha sido descrita in vitro (Gond, M. and Vasak, M. ,1986). 

La MT puede donar un átomo de hidrógeno a un radical presente en el DNA de la 

célula blanco, almacenándolo sin producir daño (Greenstock, C. et al., 1987), Así 

como participar en la degradación de oxidantes dañinos ( Matsubara, 	1 987). 
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5,11 LA METALOTIONEINA COMO AGENTE ATRAPADOR 

DE RADICALES EN UN SISTEMA DE DEFENSA 

ANTIOXIDANTE 

l'ay una evidencia fuerte de que la MT puede atrapar radicales libres, pero todavía 

hay algunas dudas sobre su papel en los sistemas antioxidantes celulares. El 

glutatión reducido (GSI I) es un importante antioxidante pero la M'U es mas efectiva 

que el CiS11 para prevenir la degradación ilLyi_tro (.M DNA por los radicales 

hidroxilo inyi_tro (AcM, .I. and Reniter, N., 1989). Esto sugiere que la capacidad de 

la MT para atrapar radicales libres puede ser comparable a la producida por el Gtill 

bajo condiciones de fuerza oxidativa, cuando la síntesis de la MI esta aumentada y 

los niveles de GSI1 están reducidos. 

Algunas enzimas en el sistema de defensa antioxidante biológico son inducidas en 

respuesta a la producción de los radicales libres del oxígeno. Por ejemplo, en el 

hígado de ratas tratadas con dinitrofenol se encontró (fluya, S. et al., 1980) un 

incremento tanto en la generación de radicales libres del oxígeno como de la enzima 

mitocondrial superóxido dismutasa (SOD) de manganeso. I,os niveles elevados de 

esas enzimas pueden ayudar a proteger los tejidos de la toxicidad inducida por los 

radicales. Las células resistentes al ed son más resistentes que las células que no 

resisten a la fuerza oxidativa sin embargo, no se encontró diferencia en la 

descomposición del peróxido de hidrógeno o de la actividad dismutante del radical 

superóxido 	 AC. et al., 1988). I,a MT pulmonar puede atrapar los 

radicales libres prodtícidos por el pa raquat y así proteger contra la toxicidad 

pulmonar. Esos resultados apoyan la participación de la MT para atrapar los 

radicales libres e indica que las propiedades antioxidantes de las células no se 

pueden explicar con cambios en otros sistemas antioxidantes. 
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Sin embargo, en la levadura la SOD de Cuan esta coregulada con la MT a nivel 

transcripcional, sugiriendo un importante papel de esa enzima como parte de su 

actividad antioxidante (Carri, M. et al., 1991). 

6.12 EVIDENCIAS EN CONTRA DE LA ACCION 

ATRAPADORA DE LA METALOTIONEINA SOBRE LOS 

RADICALES LIBRES 

La función antioxidante de la MT es muy controvertida. Arthur y col. (1987) 

mostraron que la MT de Cu/Zn estimuló la peroxidación de lípidos microsomal 

iniciada por la xantina y xantina oxidasa  in vitro . Recientemente Müller y col. 

(1991) mostraron que el daño puede ser causado por radicales no identificados y 

formados por la MT de Cd contribuyendo al mecanismo de carcinogénesis 

relacionado al Cd. La tiobreexpresión de la MT no afectó la capacidad oxidativa 

producida por la bleomícinas  o la radiación, que produce radicales hidroxilo, pero 

esto incrementó su resistencia a los agentes alquilantes como la mitomicina (Lohrer, 

H., and Robson, T., 1989; Karina, B. et al., 1990). La preinducción in vivo de la MT 

por el Zn no previno el incremento de la peroxidación de lípidos hepática inducida 

por el estrés (Hidalgo, J. et al., 1988). Esos datos no apoyan la hipótesis de que la 

MT juega un papel primordial en atrapar radicales libres. Los radicales libres del 

oxígeno formados en los tejidos pueden disminuir por si mismos, ser degradados 

por un sistema de defensa biológico como la enzima superóxido dismutasa o 

reaccionar con moléculas celulares produciendo daño al tejido. La vida media del 

radical hidroxilo es particularmente corta, la MT y otros atrapadores pueden actuar 

solo si están localizadós cerca del sitio de producción del radical y así interactuar 

antes de la reacción con otros componentes celulares. 
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La preinducción de la MT protege a las células de la citotoxicidad producida por el 

tert-butilhidroperóxido (Ochi, T. and Cerutti, P.A., 1989) en presencia de una 

disminución de glutatión. 

Esos efectos pueden ocurrir por mecanismos independientes (Ochi, T. and Cerutti, 

P.A., 1989), pero es posible que la reducción de la GSH y la acumulación de la MT 

son mayores en el citoplasma que en el núcleo. Observándose que la localización de 

la MT en las células es mayor en el citoplasma, aunque se ha reportado su presencia 

en el núcleo de células en crecimiento y células regeneradas de ratas sujetas a 

hepatectomía parcial (Nishimura, H. et al., 1989; Tsujikawa, K. et al., 1991). 

5.13 REGULACION DE LA METALOTIONEINA DEL 

CEREBRO 

La inducción de la MT en el cerebro no se produce después de administración 

aguda (vía intraperitoneal) del Zn (Itoh, M., and Ebadi, M., 1982) o por la 

administración crónica (vía intraperitoneal) del Zn (Ebadi, 1986a) debido a que este 

compuesto no atraviesa la barrera hematoencefálica. Posteriormente, se postuló que 

la regulación de la síntesis de la MT en el cerebro es diferente a la presente en el 

hígado o rifion (Ebadi, M., 1986b; Ebadi, M., et al., 1989b; Shiraga, H., et al., 1993; 

Takeda, A., et al., 1994). 

El cerebro sintetiza una cantidad mayor de MT que los tejidos periféricos (Ebadi, 

M., 1986a; Paliwal, Y., et al., 1990). Este órgano es muy complejo y tiene alrededor 

de 30,000 RNA mensajeros y 1/3 parte del genoma de los mamíferos destinado a las 

funciones biológicas del cerebro (Sutcliffe, J., 1988). Este órgano importante pudo 

haber desarrollado procesos únicos para transportar, compartamentalizar, liberar y 
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utilizar el zinc, cobre, calcio y otros elementos esenciales que participan en las 

funciones vitales del cerebro en las que la M'I' desempeña un papel primordial. 

6. HIPOTES1S 

Con base en los antecedentes expuestos en los que se describe la participación de 

la metalotioneina como factor que produce la resistencia a varias formas de fuerza 

oxidativa, se sugiere que esta proteína puede disminuir la neurotoxicidad inducida 

por la MPTP en el cuerpo estriado del ratón. 

7.OBJETIVOS 

-Evaluar si los efectos de algunos inductores de la MT del cerebro, manganeso, 

cadmio y dexametasona pueden disminuir la neurotoxicidad dopaminérgica 

inducida por la MPTP en el cuerpo estriado del ratón. 

-Evaluar el dedo de la administración de la MPTP sobre el contenido de MT en el 

cuerpo estriado del ratón. 
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8. MATERIALES Y METODOS 

PRIMERA PARTE 

8.1 PRETRATAMIENTO CON MANGANESO Y 

ADMINISTRACION CON LA MPTP (ver articulo No.1 del 

anexo) 

Todos los experimentos se llevaron a cabo con ratones machos albinos con un 

peso de 25-30 g y alimentados ad libitum. 1,os ratones fueron tratados con una 

solución de MnC12.41120 (0.5 mg/ml o 1.0 mg/mi en el agua de bebida) durante 7 

días. Los ratones control recibieron cloruro de sodio en la misma concentración que 

el cloruro de manganeso durante 7 días. Después del tratamiento, los animales 

fueron administrados vía intraperitoneal con la MPTP (30 mg/Kg), una dosis diaria 

durante 3 días. El tratamiento oral con MnC12 fue mantenido hasta el término del 

experimento. Posteriormente, los animales fueron sacrificados por dislocación 

cervical 7días después de la última administración con la MPTP. 

8.2 PRETRATAMIENTO CON MANGANESO Y 

ADMINISTRACION CON MPP+ 

tin grupo adicional de ratones fue tratado con una sola dosis de 1‘,1nel2 (0.4 

meg/Kg, subcutáneo) y 24 horas más tarde fueron tratados con MPP-+-. en el 

ventrículo lateral derecho como describió Haley y McCormick (1957). Todos los 

animales fueron administrados con una solución de 18 pg, en 3 Id de MPP+. Esta 
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dosis ha mostrado que produce daño dopaminérgico específico a los ratones 

(Mihatsch, W. et al., 1988). Todos los animales fueron sacrificados por dislocación 

cervical, 48 horas después de la administración de MPP-1-. 

8.3 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE DOPAMINA 

(DA) Y ACIDO HOMOVANILICO (HVA) (ver ariculo No. 1 

del anexo) 

Los cerebros fueron removidos rapidamente y el CE de cada uno fue disecado 

como describió Glowinski e ¡versen (1966). Posteriormente, se adicionó al tejido 

una alícuota (500 11) de una solución de metabisulfito de sodio con ácido perclórico 

(0.1% p/v) y se sonicó con un sistema labsonic Lab-line (Lab-line instruments, 

Melrose Park, IL). Las muestras fueron centrifugadas a 4,000 X g durante 10 

minutos y los sobrenadantes fueron mantenidos a -70°C hasta que se analizaron. 

Los contenidos de DA y UVA en el CE fueron analizados usando un sistema de 

HPLC (LC 250 Perkin-Elmer) con un detector electroquímico (Mcthrom 656) y un 

integrador Hewlett-Packard 3396-11 como se describió previamente (García, E., et 

al., 1992). Las curvas de calibración fueron construidas para la DA, HVA y SUS 

concentraciones obtenidas por interpolación en la respectiva curva estandar. Para el 

análisis cromatográfico se utilizó una columna analítica de catecolaminas (100 X 4.8 

mm con un tamaño de partícula de 3 1m). La fase móvil fue preparada con una 

solución amortiguadora de fosfatos (pH 3.2) que contenía 0.2 mM de octil sulfato de 

sodio, 0.1 mM de EWA y metano! 15% (v/v). El potencial del detector se ajustó a 

0.8 V contra un electrodo de referencia de Ag/AgCI. Los resultados fueron 

expresados en lag del compuesto por gramo de tejido. 
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8.4 ANALISIS DE MANGANESO (ver artículo Na. 1 del 

anexo) 

Un grupo adicional de ratones fue tratado con MnCl2. 41120 (0.5 mg/m1 o 1.0 

mg/ml de agua) como previamente se describió, durante 17 días. Los ratones fueron 

sacrificados por dislocación cervical después del tratamiento. Para este grupo, el 

manganeso fue analizado en el CE como sigue: todo el material de vidrio, tubos de 

polipropileno y puntas de micropipeta desechables fueron tratadas durante varias 

horas con una solución concentrada de HNO3 al 5% v/v y posteriormente enjuagados 

en agua desionizada y secadas con gas nitrógeno antes de usarse para evitar 

cualquier posible contaminación. Los instrumentos para la disección fueron tratados 

con ácido nítrico al 3% (v/v) y enjuagados con agua desionizada. Las muestras de 

tejido de CE fueron colocadas en tubos de polipropileno y digeridas en 500 pl de 

ácido nítrico concentrado (Suprapur, E. Merck) en un baño de agitación a 60°C 

durante 30 minutos, como describió Bonilla (1978). Después de digerir las muestras 

se tomó una alícuota de 100 µ1 de una solución clara y diluida de 1:10 o 1:25 (v/v) 

con una solución acuosa de 1% (p/v) de fosfato de hidrógeno diamonio y tritón X-

100 al 0.1% (p/v). De esta solución diluida, se tomaron alícuotas de 20 Id y se 

inyectaron en el horno de grafito para el análisis de Mn. La curva de calibración para 

Mn se construyó agregando cantidades conocidas de la respectiva solución estándar 

de manganeso, (Titrisol, E. Merck) para el tejido digerido y diluido como se 

describió, con el propósito de disminuir cualquier posible interferencia. 

El análisis de las muestras diluidas se realizó con un espectrofotómetro de 

absorción atómica Perkin-Elmer 3W) integrado a un horno de grafito 1IGA-2200. Se 

utilizó un corrector de fondo para compensar la señal de fondo. Tanto para las 

muestras como para los estándares se inyectó una alícuota de 20 Id de cada solución 
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diluida final en el horno, 	programa del horno fue optimizado por medir la señal 

de los estándares a varias temperaturas, tanto para las fases de carbonización y 

atomización de acuerdo al procedimiento de Welz (1976), 

8.5 ANALISIS ESTADISTICO 

Los datos fueron analizados estadisticamente usando análisis de varianza, seguido 

por la prueba de Tukey (Steel, R. and Torrie, J., 1980). Los valores de p<0.05 y 

p<0.0I fueron considerados de signiftcancia estadística, 

MATERIALES Y METODOS 

SEGUNDA PARTE 

9.1 PRETRATAMIENTO CON INDUCTORES DE LA 

METALOTIONEINA (MT) Y ADMINISTRACION DE LA MPTP 

(ver artículo No. 2 del anexo) 

Los ratones machos albinos fueron administrados (i.p.) con uno de los inductores 

de fa M'f, el cadmio (Cd) ó la dexametasona (Dex): Cd (1 mg/Kg) ó Dcx (5 mg/Kg) 

y posteriormente fueron tratados con MPTP (30 mg/Kg). Los animales estuvieron 

agrupados de la siguiente manera: 

Grupo I: animales control tratados con solución salina; Grupo 	animales 

inyectados con Cd; Grupo 111, animales tratados con Dex; Grupo IV: animales 

tratados con solución salina y 5 horas más tarde con MPTP; Grupo V, animales 

inyectados con Dcx y 5 horas más tarde con MPTP: Grupo Vi, animales tratados con 
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Cd y 5 horas más tarde con MPTP. Los tratamientos se repitieron diariamente 

durante 3 ó 5 días consecutivos. Todos los animales fueron sacrificados por 

dislocación cervical 7 días después de la última administración y posteriormente se 

analizaron los contenidos de DA y UVA en el CE por 11PLC. 

9.2 DETERMINACION DE LA DA Y EL HVA 

Como se describió previamente en la primera parte de materiales y métodos. 

9.3 ESTIMACION DE LA METALOTIONEINA EN EL 

CUERPO ESTRIADO 

Los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical después del tratamiento 

con la MPTP durante 5 días consecutivos como se describió previamente. La MT 

fue analizada en el CE con el método de saturación de plata (Scheuhammer, A. and 

Cherian, M., 1986) con algunas modificaciones (Schcuhammer, A. and Cherian, M., 

1991) como sigue: todo el material de vidrio, tubos de polipropileno y puntas de 

micropipeta fueron tratados durante varias horas con una solución concentrada de 

lIN03/1120 al 5% vis/ y posteriormente enjuagados en agua desionizada y secados 

con nitrógeno gaseoso antes de usarse, con la finalidad de evitar cualquier posible 

contaminación. El material de disección fue tratado con ácido nítrico al 3% v/v y 

posteriormente enjuagado con agua desionizada antes de usarse. Las muestras fueron 

homogeneizadas en 500 Id de solución amortiguadora de fosfatos al 0.í)5 M (pi! 7.0) 

constituida de NaCI (0.015M) y KCI (0.145 M). Posteriormente se adicionó una 

solución acuosa del ión plata (20 mg/1, 250 Itl)al extracto de tejido (500 Id) para unir 

proteínas citosólicas y otros ligantes incluida la Mi'. 1,a hemoglobina de la rata (200 
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Itl) fue adicionada y las muestras fueron hervidas durante 2 minutos para precipitar 

el exceso de la plata. Sólo la plata unida a la MT permanece en el sobrenadante, este 

último paso se repite 2 veces. La concentración de la MT fue calculada de la 

concentración de plata en el sobrenadante. Esta plata se analizó 	por 

espectrofotometría de absorción atómica usando un espectroffitómetro de absorción 

atómica Pcrkin-Eimcr 360 con horno de grafito PIGA-2200. Una alícuota de 20 Id de 

cada muestra diluida fue inyectada en el horno. El programa del horno fue 

optimizado midiendo la altura de las señales de los estándares a varias temperaturas, 

para las fases de carbonización y atomización de acuerdo al procedimiento de Welz 

(1976). El límite de detección de la MT fue de 5 lig de Mil'/pesa de tejido húmedo. 

9.4 ANALISIS ESTADISTICO 

los datos de DA y FIVA fueron analizados estadísticamente usando análisis de 

varianza, seguido por la prueba de Tukey (Steel, R. and Torrie, J., 1980). Los datos 

de M1 fueron analizados con una prueba de t de student. Los valores de p<0.05 y 

p<0.01 fueron considerados de si gni fi canci a estadística. 

10. RESULTADOS 

10.1PRIMERA PARTE 

(ver artículo No. 1 del anexo) 

La administración de MnCl2 a las concentraciones probadas de 0.5 y 1.0 mg/ml no 

produjo incrementos significativos en las concentraciones de DA en el CE (ver 

figura I del artículo No.1) cuando se compara con el grupo control (sin tratar a los 

animales con MPTP o con Mn). Por otro lado, la administración de la MVIT (ver 
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figura 1 del artículo No. 1) disminuye la concentración de DA en el CE (44.3%) de 

forma estadísticamente significativa (p<0.01) como resultado de la acción 

neurotóxica del compuesto. En contraste, el efecto dañino de la MPTP producido en 

las neuronas dopaminérgicas del CE, disminuyó parcialmente con el pretratamiento 

de Mn a una dosis de 0.5 mg/ml (40%) (ver figura 1 del artículo No. 1), 

encontrándose ésta protección parcial respecto al grupo tratado con MPTP (p<0.01). 

Esto significa que el Mn disminuyó el efecto dañino de la MPTP, encontrándose que 

la disminución de la DA en el CE es menor (30%) respecto al grupo control 

(1)0.01). Este efecto protector parcial no fue dosis dependiente, porque la dosis oral 

de MnCl2 a 1 mg/m1 no protegió más que la administración oral de 0.5 ing/ml. 

La administración de MPP-i- (ver figura 2 del artículo No. 1 del anexo) produjo una 

disminución en las concentraciones de DA en el CE (50%) cuando se compara con 

el grupo control (p<0.01). Los efectos inducidos por este metabolito tóxico de la 

MPTP, en las neuronas dopaminérgicas del CE fueron disminuidos parcialmente con 

el pretratamiento de MnC12. Indicando un incremento del 33% en la concentración 

de DA en esa región del cerebro después del tratamiento mencionado. 

El prctratamiento con el MnCl 2 a los animales parkinsonizados con MPTP mostró 

que el contenido de 1-IVA (principal metabolito de la DA en el cerebro) en el C1 

alcanza los niveles mostrados en el grupo control (sin tratamiento con MPTP). Esto 

sugiere que la protección ejercida por el pretratamiento con el MnCl2 fue completa 

(ver figura 3 del artículo No.1). Como en el caso del contenido de DA, la dosis 

dependencia del efecto del Mn en los niveles de I IVA no fue observada (ver figura 3 

del artículo No.1). 

En la figura 4 (ver artículo No.1)se observan los resultados (ver figuras 1 y 3 del 

artículo No. 1) expresados como la tasa de 1-1VA/DA, un índice o estimación del 

recambio de la DA, con la finalidad de conocer como el Mn puede ejercer sus 
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efectos en el sistema dopaminérgico del CE. 1 1 Mn incrementó la tasa de 11VA/DA 

en los grupos de ratones tratados con la MPTP y a diferentes dosis de MnC12. 

1 a acumulación de Mn en el CE después del tratamiento oral con MnCl2 a dos 

dosis diferentes (0.5 mg/ml y 1 mg/mi) es mostrada en la figura 5 (ver artículo No. 

1). A la dosis de 1 mg/ml se encontró un incremento en el contenido de Mn del 42% 

cuando se compara con los valores control (p<0.01). La dosis baja de 0.5 mg/ml 

produjo un incremento en la concentración de Mn en el CE del 14%, pero los 

cambios no fueron estadísticamente significativos. 

10.2SEGUNDA PARTE 

(ver artículo No. 2 del anexo) 

La administración de Cd ó Dcx durante 3 ó 5 días no modificó el contenido de 

DA en el CE, cuando se compara con sus respectivos valores control (ver tabla 1 del 

artículo No.2). 

Por otro lado, la administración de la MPTP durante 3 días (ver tabla 1 del artículo 

2) disminuyó el contenido de DA en el CE (36% comparada con el grupo control) 

como resultado de la acción neurotóxica del compuesto. El efecto neurotóxico de la 

MPTI) en las neuronas dopaminérgicas del CE producido con 3 días de 

administración de la toxina fue disminuido parcialmente cuando se preadministra a 

los animales con Cd durante 3 días (ver tabla 1 del artículo No.2). Esta protección 

parcial fue de 32% comparado a su respectivo grupo tratado con MPT1); después de 

realizar un análisis de varianza seguido de una prueba de Tukey. El mismo 

tratamiento durante 5 días incrementó el contenido de DA en el CE en un 48% 

comparado con su respectivo grupo tratado con MPT1) (ver tabla 1 del artículo No. 

2).  
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El efecto neurotóxico de la MPTP en las neuronas dopaminérgicas del CE 

producido con 3 y 5 días de administración de la toxina fue disminuido parcialmente 

con el pretratamiento de Dex (ver tabla 1 del artículo No.2). Esta protección parcial 

expresada como un incremento en los niveles de DA a 3 y 5 días de tratamiento fue 

del 28% y 43% respectivamente comparado con los valores de animales tratados 

sólo con MPTP. 

El contenido de 11VA en el CE después del tratamiento con MPTP durante 3 días 

disminuyó 27.5% (ver tabla 1 del articulo No.2) cuando se compara con el grupo 

control, indicando la acción neurotóxica del compuesto. En los grupos pretratados 

con Cd, Dex y parkinsonizados posteriormente con MPTP no se encontraron 

diferencias en el contenido de FIVA cuando se comparan con el grupo control. Esto 

sugiere que el Cd y Dex producen una recuperación total de los niveles del 11VA. 

El tratamiento con MPTP durante 5 días (ver tabla 1 del artículo No.2) disminuyó 

el contenido de [IVA en el CE (56%) cuando se compara con los valores de 

animales control. Los grupos tratados con Cd + MPTP y Dex + MPTP mostraron un 

incremento en el contenido de EIVA (85% y 65% respectivamente) cuando se 

compara con los valores del grupo tratado con MPTP. 

Por otro lado, el análisis del contenido de MT en el CE mostró que el Cd 

incrementó 2 veces la concentración de MT en esa región del cerebro (ver figura 1 

del artículo No.2) cuando se compara con el grupo control. Así mismo, los animales 

expuestos a la Dex mostraron un incremento de 2 veces en las concentraciones de 

MT en el CE (ver figura 1 del artículo No.2), como se observó con el tratamiento de 

Cd. En contraste, los animales tratados con MPTP mostraron una disminución del 

contenido de MT (49% vs los valores control) (ver figura 1 del artículo No. 2). 
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11 contenido de tVTT incrementó tanto en animales tratados con Cd + MPT1 (82% 

cuando se compara con el grupo tratado con MI' FP) y en animales tratados con Dex 

+ MPTP (77% cuando se compara a los valores del grupo tratado solo con MPTP). 
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11. DISCUSION 

El origen de la El' se desconoce pero se Ila propuesto la influencia de la edad y el 

medio ambiente en su patogénesis. 1,a edad es un factor que puede acelerar los 

procesos metabólicos endógenos en las neuronas del 	(McGeer P.1,., et al., 1977; 

Riederer, P. andWuketich. S., 1976) y el medio ambiente puede actuar en las 

neuronas del CE a través de neurotoxinas (Cable, 1)., et al., 1986; Snyder, S. and 

Amato, R.. 1986) como la MPTP o bien por algún otro factor ambiental como es el 

uso de herbicidas, pesticidas, metales y agua para beber (1.3arbeau, A. et al., 1986; 

Aquilonius, S.M. and llartvig, P., 1986). 

La incidencia de la FP se incrementa con la edad produciendo disminución en el 

número de neuronas de la sustancia nigra y en el contenido de DA de los sujetos que 

la padecen (Mc(ieer, P. et al., 1977; I lornykiesvicz, 0., 1982). Después de la 

degeneración de las neuronas de la sustantia nigra, las neuronas que sobreviven 

incrementan su actividad produciendo más DA para compensar la disminución del 

neurotransmisor producida por el daño celular. Esta actividad compensatoria 

incrementa la desaminación oxidativa de las monoaminas, la formación de peróxido 

de hidrógeno y otros productos potencialmente tóxicos como los radicales hidroxilo 

y superóxido (Cohen, G., 1985; Slivka, A. and Cohen, G., 1985), 

La disminución de las neuronas de la sustancia nigra y el incremento en el 

recambio de la DA observada en individuos viejos esta asociada con un incremento 

en el contenido de la enzima MA0-11, responsable de la biotransformación oxidativa 

de la 1)A y otras monoaminas (Cote, E.J. and Kreinzner, L.T., 1 983 ). La oxidación 

de las monoaminas genera radicales libres y otras neurotoxinas potenciales cuino la 



6-hidroxidopamina y quinonas que pueden producir daño celular (Grabar"), D.G., 

1984). 

Los estudios postmortem realizados en la sustantia nigra de pacientes con EP han 

dado grandes evidencias para explicar el daño, entre estos se pueden mencionar los 

siguientes: 

1) aumento de la fuerza oxidativa y disminución de enzimas atrapadoras de los 

radicales libres (Kish, S. et al., 1985; Perry, 1'. and Yong, V., 1986) 2) niveles 

elevados de fierro total asociados con la reducción de ferritina y 3) deficiencia del 

complejo 1 de la mitocondria. 

Uno de estos eventos es probablemente el primario, generando una cascada 

secundaria de cambios que terminan en la muerte celular de las neuronas de la 

sustantia nigra. Este evento desafortunadamente se desconoce hasta el momento. 

Sin embargo, se ha involucrado recientemente a la fuerza oxidativa mediada a través 

de las especies reactivas del oxigeno como factor primordial. 

Las especies reactivas del oxígeno son producidas continuamente en los tejidos 

por la acción del sistema de transporte de electrones de la mitocondria (Cadenas, E. 

et al., 1977) y la oxidasa NADP11 (Wakeyama, U. et al., 1982). Sin embargo, la 

fuerza oxidativa no es solo el resultado de la sobreproducción de las especies 

reactivas del oxígeno, es también la consecuencia de una disminución de los 

mecanismos de protección de las células (Halliwell, B. and Gutteridge, J.M.C., 

1985). Estos sistemas de defensa que previenen el daño a los tejidos debido a los 

radicales libres del oxigeno incluyen una variedad de antioxidantes específicos como 

la catalana para el peróxido de hidrógeno, la superóxido dismutasa para el 

superóxido y la glutatión peroxidasa para el peróxido de hidrógeno y el peróxido 

lipidico, así como antioxidantes no específicos como es el glutatión reducido, la 

ceruloplasmina y la transferrina (Sato, M. and Bremner, Y. ,1993). Sin embargo, no 

hay mecanismos de defensa específicos contra los radícales hidroxilo, que son los 
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más reactivos. Recientemente, los estudios se han enfocado en el papel de la MT en 

los mecanismos de protección contra los radicales libres (Sato, M. and Bremner, Y., 

1993). 

La MT tiene la capacidad de unir cantidades grandes de metales y así funcionar 

como reserva intracelular de elementos esenciales como el zinc y el cobre. Además, 

esta proteína puede atrapar iones tóxicos y mantener la homeostásis de los metales 

(Sato, M. and Bremner, Y., 1993). 

La participación de la MT en la defensa intracelular contra el oxígeno reactivo es 

derivada de observaciones de sustancias que inducen la fuerza oxidativa y la síntesis 

de la MT (Bauman, J. et al., 1991). Así mismo, la deficiencia de la MT produce 

susceptibilidad a la fuerza oxidativa, pero la sobreexpresión de la proteína reduce la 

sensibilidad de las células y los tejidos al daño inducido por los radicales (Lazo, J. et 

al., 1995). 

El interés particular de la MPTP en el estudio de la EP es por su semejanza en la 

sintomatología, bioquímica y patología con esa enfermedad (Bailad, P. el al., 1985). 

La toxicidad selectiva de esta neurotoxina para la vía nigroestriatal proporciona un 

modelo para el estudio de los factores que afectan la susceptibilidad individual. 

Las evidencias sugieren que la MPTP es una neurotoxina dependiente de la edad 

encontrándose más daño por la neurotoxina en los animales más viejos (Langston, J., 

1985). Una posible explicación de esta observación se relaciona con la enzima 

MAO-B, que se incrementa en el cerebro con la edad (Cote, L. and Krcmzner, L., 

1983). Este proceso puede incrementar, como ocurre con otros compuestos, porque 

el hígado llega a ser menos eficiente en la biotransformación produciendo que 

menos MPTP sea convertida perifericamente por el hígado, pasando al sistema 

nervioso central. 

Hallazgos interesantes han revelado que ciertos compuestos del medio ambiente 

pueden modificar la actividad de la MAO. Una observación relacionada con esto 
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involucra al hábito de fumar. El cigarro contiene numerosos compuestos que inhiben 

la actividad de la MAO (Yu, P. and Boulton, A., 1987); uno de esos es el 4-

fenilpirídino, análogo de la MPTP, que previene los efectos neurotóxicos de esta 

neurotoxina (Irwin,1 et al., 1987). De esta manera el fumar cigarros representa un 

factor ambiental que pudiera prevenir la conversión de ciertos compuestos a 

neurotoxinas a través de inhibir la actividad de la MAO. Esto puede ser de 

importancia para inhibir la incidencia de la EP porque se ha observado disminución 

de su frecuencia en fumadores (Invin, 1. et al., 1987). 

La MPTP es un compuesto que se une a la melanina (Lyden, A., et al., 1983); la 

melanina cutánea podría actuar como un atrapador periférico, capturando y uniendo 

dosis tóxicas de la MPTP o sustancias similares que son producidas por la 

exposición ambiental. Esta sugerencia se ha fundamento en que la incidencia de la 

EP disminuye en individuos de raza negra (Lerner, M. and Goldman, R., 1987). 

La acumulación de la neuromelanina puede reflejar que los mecanismos de 

defensa contra los radicales libres están limitados porque este compuesto promueve 

la oxidación de catecoles a quinonas. Así, la neuromelanina per se puede contribuir 

a la neurotoxicidad de la MPTP, reaccionar con el MPP+ y generar el radical libre 

MPP. 

Estas observaciones son especulativas y sugieren la participación de la fuerza 

oxidativa en el daño celular. 

La terapia antioxidante contra los radicales libres puede ser una opción para hacer 

más lenta la degeneración de la sustancia negra y los síntomas clínicos tanto en la 

EP como en este modelo de la enfermedad. La atenuación de los efectos de los 

radicales libres a través de un atrapador natural como la MT, la inhibición de la 

desaminación oxidativa por un inhibidos de la MAO tipo B como el deprenil, pueden 

probarse como terapia complementaria para probar si la degeneración de la sustancia 
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nigra en este modelo esta relacionada con mecanismos mediados por la fuerza 

oxidativa. 

La MT es una proteína importante en la fuerza oxidativa y debido a su naturaleza 

endógena puede inducirse su síntesis y expresión con diferentes agentes que 

incluyen los metales, como el Mn, Cd, Zn, Cu, esteroides, etc. (Ebadi, M. and 

Babin, D., 1989; Palmiter, R., et al., 1992; Choudhuri, J.M. et al,, 1993) 

Nuestros hallazgos en el presente estudio muestran que el Mn, inductor de la MT, 

administrado exogenamente en el modelo de Parkinson usando MPTP, es capaz de 

prevenir parcialmente el efecto neurotóxico de la MPTP/MPP+ en las neuronas 

dopaminérgicas del CE como resultado de sus efectos a nivel sinóptico. 

El efecto dañino de la MPTP fue prevenido parcialmente (40%) con el tratamiento 

de Mn (ver figura 1 del artículo 1). Esto nos indica que el incremento en la cantidad 

de DA de las neuronas del CE después del tratamiento es por aumento en la cantidad 

de neurotransmisor liberado. 

Por otro lado, el pretratamiento con Mn en animales parkinsonizados con MPTP 

mostró una recuperación total de los niveles de 1-IVA en el CE (ver figura 3 del 

artículo 1) indicando un aumento del catabolismo de la DA. La medición de este 

metabolito sugiere la posibilidad de modificaciones en la liberación o en el 

recambio de la DA en el cerebro (Weiner, N. and Molinoff, P., 1994). 

La relación entre IBM/DA es una forma indirecta de sugerir un aumento o 

disminución en el recambio de la DA. El incremento de la relación entre 1-IVA/DA 

en el CE de los ratones pretratados con Mn y parkinsonizados con MPTP (ver figura 

4 del articulo 1) encontrados en este estudio, sugiere la posibilidad de un incremento 

del recambio de la DA producida por el pr:.tratamiento con el metal. Así el Mn 

puede acelerar el recambio de ese neurotransmisor para compensar su disminución 

debida a la muerte celular de las neuronas dopaminérgicas producida por la MPTP. 

Algunas otras drogas como la amantadina (Rojas, P. et al., 1993), producen un 
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aumento del racambio de la DA en este modelo experimental de la enfermedad de 

Parki n son.. 

Para poder probar si el efecto del Mn es por aumento en el recambio de la DA es 

necesario realizar estudios precisos para su medición. Este mecanismo puede 

analizarse en el cerebro de acuerdo a la técnica de Diggory and l3uckett (1984) que 

consiste en la administración del probenecid, un fármaco bloqueador del transporte 

del 1-IVA y otros ácidos orgánicos del líquido cefaloraquídeo a la sangre (Tamarkin 

et al., 1970). De esta manera el contenido de 1-IVA en el cerebro incrementa 

proporcionalmente al recambio de la DA. 

El incremento inicial en el contenido de DA después de la administración del 

Mn, observado en este estudio, se ha reportado durante la intoxicación subcrónica en 

el CE de ratas y ratones (Chandra, S. and Shukia, G,, 1981; Bonilla, E., 1980). Sin 

embargo, este resultado sugiere que esos efectos son mediados por el estado físico 

del manganeso in vivos  porque el metal puede ser un antioxidante o un poderoso 

prooxidante dependiendo de su estado de oxidación (Kono, Y. et al., 1976; 

Donaldson, J., 1981). 

El Mn divalente es un atrapador eficiente de los radicales superóxido (Kono, Y. et 

al., 1976; Archibald, F. and Fridovich, Y., 1981), capaz de inducir la síntesis de la 

kyr y evitar el daño al DNA producido por la radiación ionizante. En este efecto la 

M'1' puede estar participando atrapando los radicales hidroxilo. El exceso de Mn 

divalente puede inhibir la producción de los radicales superóxido e hidroxilo que 

estimulan la peroxidación de lípidos (George, J.D. et al., 1980). El tratamiento 

agudo con cloruro de Mn a ratas neonato disminuye la peroxidación de lípidos en 

varias regiones del cerebro. En el CE se encontró una reducción casi completa del 

proceso (Donaldson, J. et al., 1982), sugiriendo que el Mn ejerce una actividad 

antioxidante en esa región. En relación a esto, el efecto protector del Mn en el CE 

observado en el presente estudio puede atribuirse a la predominancia del Mn 
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divalente durante l'a administración aguda y subaguda. Es posible que el Mn 

divalente atrape los radicales superóxido (Kono, 1, et al., 197(,; Archibald, F. and 

Fridovich, Y., 1981; Donaldson, J . et al., 1981) producidos por el tratamiento con 

MPTP (Rios, C. et al., 1995) a través de un mecanismo directo o por la inducción 

de la MT. 

El efecto protector parcial del cloruro de Mn observado en este estudio 

aparentemente no fue dosis dependiente. Este resultado sugiere un proceso de 

saturación en la acción protectora del Mn. Sin embargo, es necesario estudiar tanto 

exposiciones altas como bajas de Mn para concluir sobre la dosis dependencia. El 

contenido de Mn en el CE (ver figura 5 del articulo 1) incrementó ligeramente 

después del tratamiento oral con MnC12 a una dosis de O.5 mpfml, pero este no fue 

estadísticamente significativo, aún así se observó protección contra la MPTP. Esto 

sugiere que el contenido total de Mn es un índice grueso del estatus del Mn en el 

cerebro. El Mn es acumulado preferencialmente por la mitocondria (Liccione, J. et 

al., 1989), quizás el Mn subcelular está aumentado a esta dosis, pero el incremento 

no se refleja en el contenido total de Mn en el tejido que analizamos. En un estudio 

in vivo se encontró que el Mn 2+ es captado por la mitocondria del CE (Liccione, J. 

and Maines, M., 1988), organelo que preferencialmente acumula el metal, actuando 

corno una reserva del mismo (Kande!, E. and Schwartz„1., 1985). Cuando el Mn 

presente en el cerebro llega a ser elevado, se acumula preferencialmente en la 

mitocondria de los ganglios banales (Suzuki, 1. et al., 1975; Fahn, S., 1976; 

Autissier, N. et al., 1982), el sitio postulado de la acción tóxica del MPP+ (Ramsay, 

R. and Singer, T., 1986). 

Es interesante mencionar que el Mn es tomado por los astrocitos del cerebro 

(Tholey, G. et al., 1988), el sitio de transformación de MPTP a MPP+ (Gerlach, M., 

et al., 1991). Así, las acciones protectoras de ese metal pueden atribuirse a una 

interferencia con la bioactivación de la MPTP en los astrocitos. Los resultados del 
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presente estudio indican que. el Mn también protege contra la neurotoxicidad del 

MPP+, indicando que este metal está actuando directamente en los procesos 

neurotóxicos inducidos por el MPP+ más que en la biotransformación del MPTP. 

El Mn tiene acción en el sistema dopaminérgico (Daniels, A. et al., 1981) en fases 

tempranas del desarrollo. Por ejemplo, en ratas gestantes la acumulación del Mn en 

el CE está asociada con el incremento en la actividad de tirosina hidroxilasa 

(Bonilla, E., 1980), biosíntesis y recambio de la DA (Chandra, S, and Shukla, G., 

1981). Se ha propuesto que la intoxicación por el Mn en los humanos puede ser 

debido a un incremento en los niveles y/o el recambio de las catecolaminas del 

cerebro (Chandra, S and Shukla, G., 1981). 

El mecanismo de acción de la MPTP se ha relacionado a la deficiencia de los 

metales de transición. En un estudio previo, encontramos una disminución en el 

contenido de cobre y Mn en el CE después del tratamiento con MPTP (Ríos, C. et 

al., 1995). Así mismo, el dietilditiocarbamato, un agente quelante de algunos 

metales, incluyendo el Mn, inhibe la superóxido dismutasa y potencia la 

neurotoxicidad de la MPTP/MPP+ (Miller, D. et al., 1991). Estos hallazgos pueden 

indicar que el tratamiento con Mn a corto plazo puede atenuar la fuerza oxidativa en 

el CE. El mecanismo exacto no esta todavía entendido y sería muy interesante 

analizar si la MT está involucrada en este mecanismo de protección. 

El uso de otros agentes inductores de la MT, como el Cd y la dexametasona, puede 

ayudar a proteger de la neurotoxicidad. Como se observó en este estudio, el Cd y la 

dexametasona protegieron parcialmente de la toxicidad inducida por la MPTP en las 

neuronas dopaminérgicas del CE (ver figuras 1 y 2 del artículo 2). Esta protección 

parcial evaluada como aumento en la concentración de la DA en esa región indica 

un incremento en la liberación del neurotransmisor. Así mismo, se encontró que el 

contenido de UVA en el grupo de animales parkinsonizados a diferentes tiempos y 

tratados con los diferentes agentes inductores de la MT (ver figuras 3 y 4 del articulo 
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2) incrementaron la cantidad de este metabolito, lo que indica un aumento en el 

metabolismo después de esos tratamientos. 

. Es interesante mencionar que la administración de Cd o dexametasona en este 

estudio aumentaron cerca de 2 veces el contenido de MT en CE (ver figura 5 del 

articulo 2) y esos mismos tratamientos en el modelo de Parkinson inducido con 

MPTP protegieron de su neurotoxicidad dopaminérgica (ver figura 5 del articulo 2), 

sugiriendo que acción de esos inductores puede ser mediada por la acción de la MT 

como atrapador del radical hidroxilo (Sato, M. and l3remner, Y., 1993). 

La MPTP está relacionada a la fuerza oxidativa porque su metabolito tóxico, el 

MPP+, es capaz de incrementar la peroxidación de lípidos (Rojas, P. and Ríos, C., 

1993) y de disminuir la cantidad de cobre y el manganeso en el CE después de la 

administración de la MPTP (Ríos, C. et al., 1995). Es posible que la MT, que une 

metales como el cobre y el manganeso juege un papel importante en proteger las 

neuronas dopaminérgicas de los radicales libres inducido por la MPTP. 

El análisis del contenido de MT en el CE disminuyó después de la administración 

de la MPTP, sugiriendo que una disminución de los mecanismos de defensa celular 

contra los radicales libres relacionados con el grupo tiol, incluyendo la MT. Este 

efecto ha sido reportado para la 6-hidroxidopamina (Shiraga, EL et al., 1993), 

neurotoxina que daña la vía nigroestiatal. 

La MT puede interactuar con toxinas electrofilicas regulando el potencial redox 

intracelular o actuando como atrapador de radicales libres (Sato, M. and Bremner, 

Y. , 1993). Apoyando esto se ha encontrado que animales deficientes en los genes de 

la MT-I y MT•II son más sensibles a la fuerza oxidativa (Lazo, J., et al., 1995). Así 

se podría esperar que los ratones tratados con MPTP serán incapaces de controlar la 

sobreproducción de especies reactivas del oxígeno, debido a una deficiencia en MT. 

La reducción de los mecanismos de defensa celular relacionados con el grupo tiol 

entre ellos la disminución en el contenido de MT como resultado de la acción de la 
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MPTP pueden explicar la disminución observada de cobre y Mn después de la 

administración de la MPTP (Ríos, C. et al., 1995); porque esos metales se piensa 

que son regulados por la MT. 

Como se ha mencionado, la EP ha sido asociada con la fuerza oxidativa (1Ialliwell, 

B., 1989), que incluye disminución de defensas relacionadas al grupo tiol (Peng, 

T.L. et al., 1982), cambios en las concentraciones de metales traza, especialmente 

disminución de cobre (Dexter, D.T. et al., 1991) e incremento en la peroxidación de 

lípidos en la sustancia nigra de pacientes postmortem que presentaron EP (Dexter, 

D,T. et al., 1989). Todos esos hallazgos sugieren la existencia de mecanismos 

similares de daño tanto en pacientes con la EP y la neurotoxicidad inducida por la 

MPTP, los resultados presentados aquí sugieren que una posible alteración en la MT 

de los pacientes podría ser esperado y así abrir la posibilidad de un papel protector 

de los inductores de la MT en la EP. 

La importancia de este modelo en el estudio de la EP radica en que factores 

ambientales y endógenos, como ya se mencionó, pueden estar involucrados en los 

mecanismos de toxicidad. Por eso es relevante el estudio de posibles factores que 

puedan ayudar a conocer como se lleva a cabo el daño celular y así poder establecer 

terapias. De ahí la relevancia del estudio de la MT que no solo desempeña 

funciones relacionadas con la fuerza oxidativa. Además, su síntesis es inducida por 

diversos factores ambientales a los que estamos expuestos constantemente. 

Los resultados presentados en este trabajo son de relevancia para el estudio de la 

etiología de la EP, aunque sólo se realizó en un modelo de la EP. Así, el uso de 

agentes inductores de la síntesis y expresión de la MT (Mn, Cd y Dex), sugiere la 

posible participación de la MT en los mecanismos de protección contra el daño 

producido a las neuronas dopaminérgicas del CE en animales tratados con MPTP. 

Por otro lado, esto ayudará en estudios futuros al conocimiento de la función de la 

MT endógena, presente en el cerebro, así como su relevancia primordial para 
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proteger de los mecanismos de estrés oxidativo que ocurre en las neuronas 

dopaminérgicas del CE en este modelo de la EP y en la enfermedad idiopática. 
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12. CONCLUSIONES 

1- Los inductores de la MT, manganeso, cadmio y dexametasona protegen contra la 

toxicidad dopaminérgica inducida por la administración de la MPTP. 

2-La MPTP disminuye los niveles de la MT en el CE lo que sugiere una disminución 

de los mecanismos de defensa de celular contra la fuerza oxidativa. 

3-Los inductores de la MT, cadmio y dexametasona incrementaron parcialmente los 

niveles de la MT en animales tratados con MPTP sugiriendo la participación de la 

proteína en los mecanismos de defensa celular contra la fuerza oxidativa. 

4- La MT puede desempeñar un papel importante en proteger a las neuronas 

dopaminérgicas del daño celular producido por los radicales libres en este modelo 

experimental de la enfermedad de Parkinson. 

5-Estos resultados apoyan las evidencias de la participación de la fuerza oxidativa 

como mecanismo de daño celular en este modelo de Parkinson. 

6-La MT es una proteína relacionada con la fuerza oxidativa y debido a sus 

propiedades antioxidantes puede actuar como un mecanismo de defensa celular en 

esta patología. 

7-Se requieren de más estudios para explorar la naturaleza antioxidante de la MT y 

sus implicaciones en la neuroprotección en diferentes enfermedades, entre ellas la 

enfermedad de Parkinson. 
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epoirtil once feeellwel .utility 4.141oride 441 lite .,4441e vultc4:141i,1114111 ;vi 

Int 7 clays. Alter iltruralotott. antittats %seto ad 
immmeitql ithltapefiloocally w4114 MPT1' (.441 IngiK Lti 41,14 Int-  1 clays. 
the oral lo:Atinen( with MI11, was inaintatued mut! die day ni sae• 

/d'Ice All aoullals Viere ktlIctl by .:41 Vital disloi.110111 7 days ano the 
List aduntusuation til tstl'IP 

,ten rityluelifolon rrnJ ,1//'!" 	 An adthnnnal cottip 

of fluye was IliJetlet1 with Mn( 1, «1,4 oneld,:e, sol)Colioleoil» and 14 
!mut% 1.11e1 N11111' veas 111jedell 11110 the 1111111 111e141 Ve111111 te ni' 11111111.1h 
yrs 1l1%1'111101 	Ilaley liad Met '‘)1 11111:11 1 171 All .ottintals %léete adnun 
hívteii with 1 111 el 10,14,1100 4.41411,toinic 114 lile oi M1'1'• 11415 momia 

baN berth 111thwil tu prtmluce spectlie 4,uv.ututietete 41.1.111aCe lo ililee 
51/11. AH anunals wele lolled by cervical dislocatiiat .111 lineas Alter tlre 
MPI" ihtimopm.ition. 

1 i " 1"""4""it 	ond liKt 'ornen'. Mire ImAms surte te 

11"/"11 11111ik;Yrilikleir cotposa atf tata v*Cre 11P1Sei:tett out tom tIC 

as desunid] 1154ii lujo 	1vetsco (19). Atu ¡dupla! 1Süll 1111411 

Pc"44 /1":  ""41 1"41'. onetitinsullite solutten «11%, w(v) was :With! 
111 tite  "1"ic ""isdkit 14:41 watt a 1_;111.1111c 4111,atip labsonte system 

111%trutlittti(,icií the 	II.). Samilleb vetee 111c41 ce11111• 

iii iitiil:4071:111111;11:1111e1110 1; 111 Ibun  ;11111 the sopottanutts wet c Lela al •1111' 

'.1111“141  "lic"t 	lA ;bid 11VA werc intalyted omon «PLC 

() U 254)  K(04 th4t11 91 Oh 411 detWOCIleitlIC:11 kleleeiof (Me• 

""1"" 65('1  atid 11144*:4;kalil 1196-11 miel:taita as tIrscobed pre• 

1-1113. r's141"imlbrves were constructed Coi DA and (IVA 

11"1  (1" Cut II 	Oirlaillet1 by totopnlation in Ole tespre• 

nse mudad curve, Au NIgtti ANstseimrs, Inc. (Dect (ield, II.) atlsot • 

1111411n:te cittetitt tintine .4;t 44,,..ai totumo uf 1(14 x 4 K Mili WI111 .11  

11111 11.11I1ele 4114111043 veas 1.* 	iiiphtle pitase wus ptervitreit with 

plinspItAtc buller (1111 121 thatNoitaieltiti O i nthl matinal no yl 

tul.( 	rA. ima 11% Iv.5 	incnwhol. The deleelin 1101011AI 

wete e mileNsed 4,1 11g 	C011111,11111 por 10:1111 	lissue, 
w'" 3°11)9111)1'4 	V '1'1415  Allut 'I tctorocc clecttode_ 'lite roults 

.1ntat'sfs O/ A hl_ 4111 	 evuoil  nl 11111:e Wits 11e41ed WIIII 
Mo( 	, .1 1 1.1 1 {11 S Wel/mi Hl 1 1.411/011 lir Water/ ;is IlleV10115/Y 
stlrltrd 4441 17 thipS. Mire ',vett tiletl by lel wical tbslociition ¡Oler 
tu:muelo Eta tlits j tu qui  111511galliellwas hoolyzed in corpus sIflalb1111, 

as lollows: MI 1,415ubitif y elasswaiii solyitropylene tubo. and tbsptss• 

alele infollimppele 191% were 011111OF 	fof "levet 111 houls 101 5% (V/V) 
Collveullitl el( IIN(1,iII,(1, lhnruaehly 'Med iu lielllInJett water And oh 

Ilogell gay 411ted lith5le use, Iti AMI_ ny pilástIlit C11111a111111:111011. 

Stattitess Nivel dts%A.tititt otstonortnssete tlerned 1111 r•IlmtlY 
ittersing tient non I% tv/v) nom awt tad 	 diem 

with drintiord water. Ttsstie siunpirs t cO1p11. 311 1411O11 Wete p‘aced 

in the polypiotly1,11e 11111ea 1111 il1);cs1a. in 300 pl uf etateentralcd 

1/Nt). 4%tiprapttr, E. Merck) in a Utak in, water NO al 150°C for 30 

inmutes, as arsct ,ticc1 by liontlia (411. Ai1t tligrstion, a 100 111 aliquot 
wa_s takei: :ruin u te olear sulution and difted 1:10 to 1:25 (Wv1 W1111 
1111 atlttenus %4111114 tn e0111amlit3 	(W114 11411111W1111111 liydrogcn 111105- 
p/une and 	t valí) Trama X•100 Frots'its dthnot1 solution, 1.1.1 pi 

4111111111b 	1,11.ell 10 111101 Oilti IItC graptie fiarlo:oye for Mil .utal• 
ysis eitilliratia• curve /in Mn was cutthwouil 	 kunwtt 

tir tli•• refpccltve D'insta (E, NI/TI) Ahume M'ultiman 

ipet,Iblidioloolrfle N'andad whilooll lo kit itssue 	a1111 411' 
lurCd as descolit 1, tou urde, in 	 any1111ss111le 11111:11C1COCC. 

Analril) uf Ile tillulrti sampres 	 OSIIII; a Polon- 

blitter 11+0 Arome Abstiiplitin Spet:110pliorbitiu. ved' and 15(iA.,,,2111) 

wapline bandee A /lento-mol are bilagtooal :11P ef,10( W:15 'heti lo 
compoilme L'Agio  ,i141 sielhal. Mor 1111111 sanapits And standards, a 21'1 

id animo! lir calti find dilittrd soluintri veas lnpctctl luto tile littnace 
Vitome pruwant  Iva% .1,111tiacii by tneasurint Ole standards signa' 
liuda 	scvelai leen( 4.11110 Ne111110, luir 110011:bar Mit! atututtation 
s1,11,1e.1, 	 lo Ole 1)1ot:colore oi W1'10 

Stislotior tul iriali• U. 114111 	 analyzed non; one• 
way AitAlysi, id vilo 	:e (ANOVA), rüllu,,ti by Tukey's iest (43). 
Viernes lir p • U UN arl 1 tt ••• 0 1/1 w ele 	todrred ui staiestical top 

12E8'111AS 

hin adminisiration 111 enntrol miel!  proditeed non-

significan( inereases 1:1 striaial DA at the different doNe% 

tested (Fig, 1) when einsipared Wial control ammals. A% 
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HL:. I. Sordbil dop.trume emtterri MI« IslivIT uratilltill II clubs are 

mem' 	tibM uf O 	S — 7 intleperulem experimeroN." 
Slarillicall y ililleteol limo colora p 	0.01, lukey's 	Niaihrt• 

cally d'Helero birlo cirnoul Hnd MR 	Ipuirps p < 0.01, frikey'l test. 
itiarieariew, Mk• FI' 4  I •irreilly1•4•phen>1•1,2.1.b.1011;1111111101111' 

Striatal Mlutrone orntent 	MIT' Irearineni 	1111: 

1: 11.111C%Net1 .1•1 1111:411 / Sutil ul u ' 	S 	7 torleperuleut e rperriumik.' .  
Nt.iihtically d'Hercio Irina curroul, p 	11111 I irkey'N 1§.•%1 I.  S1,111s1t- 

C4115' glithelefil 11eun Otill{4.11 	0.01 111key.% 1C1/ Mil 	iiiirogiturNei 
h11"1". 	1 iiierti>f• I•pheoylpyrriimmiii. 

shown tu 1 	I, a statistically signiticani tedia-non 

1.1.1 	in I )A levels in MPTP-beated once lp • . 	) 

ovas found as a result of the neurtnoxic acti(01 1)1 the 
compartid lit cuntrast, administration ()I' Mil lo MIIIP-
ireated ationals (Figure 1) partially prevented (60%) 
MPIP•induced DA lowering eilect as compared tu 
15111T1'-treated group (p < 0.01). This protective elted 

t,4P 	t n O 5 ingpril IAMPTP t Mn 1 mgfinl 

hig..1, %n'ami lonniumiolite atril c:1101erit atter Id yr? ireartueor. Re• 

bofia líe exprebsed as otean 	51.11 uf o 	— I I intlependerd 

experistierits." 	 dillerefit limo Control, p' 0.01, Tukey's 
res,. Mn 4' roatigitnese; MI'TP 	1.oreilly1.4-pheny1-1,2,3,6•Ierrally- 
ilrupyrithoe, 

seeins lo he tito dose.dependent, as the 1 ing/m1 dose 
did not protected more Iban the 0.5 ingind oral adinin- 
istration, Even a higher (lose of 2 ing/m1 applied as oral 
pretreatinent tu animals treated with MI'TP was only 
pcutiaHy protective against neurotoxieity (62% vs control 
anintals; data tul shosvn). 

As seco fruto Fig. 2, there was a decline in striatal 
DA comen! (50%) in mice treated with MI)1" as com. 
pared agaitist control group (p •:". 0.01). Mn 1)re-trent-
ment antagonized the dhm induce(! by MIT* un the DA 
concentraba) (3311/0 in corpus striattun indicating parlial 
protection hy hin in:atínela. 

Proteetion olerte(' by manganese pretreatment on 
strialal IIVA content in corpus striattttn was complete 
(l'ig, 3), ihus returning the I IVA levels to the vahees 
observed in the groups nue treated with 	As in 
the case of DA content, dose-depentlenCe of lite Mn ef-
fect on 11VA levels was 1101 observed (Fig. 3). 

Fig. 4 shows the results (shown in Figs. 1 and 3) 
expressed as the IIVA/1)A ratio, an estimation of DA 
turnover, in (inter lo clarify the effeet of Mn on striatal 
dopaininergic systems. Mn inercased the I I VA/DA ratio 
in the groups of mice treated with MPTP and at the 
different (loses oí Mil, suggesting that the main effect of 
Mit in d'u; case was to induce an increinent ¡II Ille DA 
turnover rale in corpus striatuitt. 

The concentraboo.relate.d acetimulation of Mo itl 

corpus striatum nt the two concentrations of Mn in the 
drinking water (0.5 ing/ml and 1 . ing/m1) is shows in 
Fig. 5. At the Ingliest dose there was an Mercase (42%) 

FALLA DE ORIGEN 
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V.1114O O 5 rnairni 111.4n 1 :pipo! 

ie. 	 cooletit itelitth ate 	.l't 
51 tia id rl - 	II) - 14 iiiilepepiteiii 	 StatiN4it iitly 

p 	O 01, 1itkey''y 1011 Mil •nl:lut airee. 

i1S 13111111;11-4ti W1111 C11111(01 valses (p < 0111). The Ismer 
'lose induced ars mcreased !artista! Ivlit concetdration hy 
14%, hitt the change was not statistically significan'. 

DISt `11SSION 

Otir results show that exngenously atlininistered 
manganese chloride is ;dile to %light!),  preven( the do- 

parnine-lowering effeet aludir MPTI)  and MM" admin-
istrations in ¡Ince. Remarkahle Mercase in I IVA cometa 
its corpus striatutn (Figure 3) attained hy Mrt pretreat-
trent suggests111;11 kin can ;1150 enhance DA turnover in 
Iva!' I i' lesutiltil 51ria111111. 

initial Mercase in striatal doparnine levels oh-
served alter inanganese adininistration aras (leen previ-
os:51y reponed during sithchronic mangunese intoxica-
tion in the 1:01-11115 su-Saurus of MIS and !idee (6,9), and 
taus result may indicate that there elfects are mediated 
hy the physical state of inanganese in vivo. This metal 
can he ;ni ;intimidan' ora pOWC11.111 prooxidant depend-
ing on its oxidation state (44,45). 

I ){valen( inanganese is an e 'keit ve seavenger of su-
peroxide radicats (45,4(:4). Additionally, since superoxide 
radias, as well as )iydroxyl radicals, stimulate lipid per-
o* ;dation (47), exceyi dividen' manganese wuuld likely 

the producsion of radicals that stimulates lipicl 
peroxirlation (47). Acide 'tolmera with inanganese 
chloride tu neonata' rats decreases lipid peroxidation in 
various brain regions with ahnost complete reduction of 
this process in the corpus striatum (12), indicating the 
puteo' antioxidant activity of manganese ora Chis regios. 
lo connection with 'Iris Mshinthiced effect un lipid per-
oxidado'', the protective effect ofMn in the corpus stria-
t'un olmo-ved in the fuesen' study emitid he attributed tu 
the prenianinance of' divalent inanganese during acule 
and subacute adi intstration. lt is possilde that divalent 
manganeso effectively scavenges superoxide ratlicals 
(45,46,4)1) produced hy MI)T1)  treatment (36). 

The patita, protective dice' of manganese dilucide 
observen in Ibis stutly was apparently int dose-depend-
cut, This result suggest a saturation process in the pro-
tective action of Mn. 1 IteNVer. 115 is necessary to stutly 
higher and lower exposures in manganese in order to 
vont:lude alunit iluse-depentleney. Striatal contera of' 
manganeso was found slightly hist non-signilicantly aug-
menten a fter 0.5 ing/ittl oral 'reanima (o mice, yel 

prideetion against MIT!' was observad at this 
cause, suggesting that perhaps total inanganese comenl is 
a gross Mitin of the mattganese status of brain eelfs. As 
inciuning inanganese is accumulated preferentially by 
innuchouncia (49), pechos subeellidar mangatiese is in 
fact ittereased at Ibis dise, hut ibis accumulation is shit 
nut reflecte(' hy total tisstte manganeso measured by us. 
Alter experimental exposure in vivo, Mn" has peen 
round tu he taken up ¡oto mitueltundria of liver (50) and 
brain corpus striatum (51), which preferentially accu-
:intimes :vitt, ading as a bu (Ter reservoir of'  the metal 
(52). Titus, as brain Mn  beeornes elevated, it aCCI111111-
lates preferentially in basai ganglia mitoeltondria (53-
55), the postulated cite; of toxie action of 11111" (56). 

')1 
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It Iti interesting tu note dial inanganese is laken ap 
hy kan' asIfoicyleki (57), the plitaiive siie for kIPTP hi 
oiransforniation tu kI11" (58), dais, inanganese protec-
nye ;lomas could be attributed tu nn inierlerence with 
MPIP bioactivation hy astrocytes. Nevertheless, results 

of the present study indicale that inanganese also pro-
lects againsi 1411'1" neurotoxicity, indicating that the 

metal is acting directly on 	 lictindoxic 

processes rather than in MPIP bitaransforination. 
Manganese can interaci %vid' taller transition tnetals, 

such al irim, 111)e, 	COpiler (59), In the particillOr COSI" 

nf copper, nuinganese overload increases lis striatal con- 
tent, and therehne an eillianced pariicipation 	ctipper 

in Free radieals overprilducinin elidid be expecied (6(1), 

That e planos mangatiese proieetive elfect againsi MPIP 
and IP!" neurttioxieity. 

The increase of tonina, 11VA/DA ratio ni MliTP-
treated inice and pre-Ireated with Mit indietues die pos-
sibiluy ul ;in increased tul-novel-  oí DA produced by the 
metal pie-treaunent. Some other drugs, slich as ;unan-
ultime (611, produces a similar elfect on tk,IVIV-tieated 
nace. 

1:.xperanenial studies have attempied IIt characterize 
the aetion id.  kin un the dopaininergic system (62). They 
suggesied that m weanling rtilS, the early %tare (la- st 
inundo oí Mx1 aecialittlation in the basal gaiigha (glolnis 
pallidus, m'unen and Caliiltite iniclens) is 
with 

 
ami increased biosyntliests and Itirnuver ala-uní (hi-

lvanan! as evidenced hy an increased striatal conteni oí' 
DA and 11VA (6,61) and a iransieni 	 eirecl 

()II dio octivay uf hraiit tyrusine hydruxylase 	lt has 
Kern proposed that Mn intosication in Infinitas angla be 
dile to 	 andior turnover 	brain cafecito- 
lamines (6). 

OIlc inechanisin u1 action 	has Seco relatell 
lu transition ineials deliciency In a inevious %Indy, we 

ütulul (11:CreaseS 	Copper 	 striation 
alter MI' 11' iteaiment 	118). 	 the- 
thylailhiocarbainaie, a chelating agent 	some lucíais, 
including kln, inbiluts 	 allt1 polen- 
bales NIPTP and MIT' neurotoxicity ((► 5) 

II 	 (u 	 (II 

dialigeS III trace 	such as Coppef, 

gillt(”11: atid trittl have beim) telated (u the patInigenesis' 
uf Parkinson's ihsease and other neurialcgcnerative dis-
onleis in die case uf Mti, a shglii loweting oí the nieta! 

has beca leporicil in corpus sitiaban and substantin 

ibis chunge 	ittikvever, non siatisticany 
cilia 1.151 .111e meseta lindings !Ny indicate that 

sb(41.1e1111 MII Ireattnent can aitentiale oxidative stress 
in the striation. 	exact inechanisin underlying the 
Kln-triediated elfecis rernains ro he elacidated. 
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ROLE. 01: METALLOTIIIONISIN IN MPTI)  NEUROTOXICITY 

Patricia Rojas and Camilo Ríos 

Departamento de Neuroquimica, Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía, "Manuel 
Velasco Suárez" SS, Insurgentes Sur No. 3877, México 14269, In.. México. 

Summary 

MPTP is a dnig that induces parkinsonisín in huntatt and non-humatt primates. Free 
radieals are thought to be involved in its mechanism of action. Reeently, the 
participation of metallothionein as scavenger of free radicals has Icen proposed, In 
ibis work, we studicd the d'Id of metallothionein inducers in MPTP neurotoxic 
action. Male swiss albino m'ice were pretreated cither with cadmium (1 ing/kg) or 
dexamethasone (5 mg/kg), two well-known inducers of metallothionein synthesis. 
and 5 hours leiter with an MPTP administration (30 mg/Kg). Trea► tr► fent schedule 
was repeated daily for either 3 or 5 consecutive clays. Ali animals were killed 7 
clays afler the last administration, and striatal dopainine and homovanillic acid 
contents were analyzed as an end-point of' MPTP neurotoxicity. Striatal dopa► mine 
cotícela of cadmium plus MPTP-treated animas (3-days) increased by 32%, and 
48% (5-days) vs MPTP-alone anintals Dexamethasone plus MP'I'P-treated group 
aso showed increased doga mitte leveis 28% (3-days) and 43% (5-days). MP'11 
treatment reduced striatal metallothionein concentration (49% vs control anin►als). 
Dexamethasone and cadmium inereased metallothionein concentrations in MPTP-
treated groups, by 77% and 82% respectively. Results suggest that inetallothionein 
induction provide a signilleant resistance factor against the deleterious effect of 
M1911. 

Key words: 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyricline; Parkinson's distase; Metallothionein: 
Cadmium; Dexamethasone; Striatum 

Metallothionein (MI) is a low-molecular-weight, sultiír-rich, hídrica& protein skitich exhibits 
high ;utility for ca dmium. zinc and other heavy met als (1). This protein is thought to be involved 
in regulating the rnetaholisn►  of' physiologically important trace tnetals, sueh as copper and zinc. 
detoxification of toxic inetals, free radical scavenging and antioxidant role (2). The t'inmolaban 
MT family is grouped in fina isotbrins: Ml'-1 and MT-II are expressed in mane tissues: MT-III 
isofbrin 	is 	expressed 	in 	hui► ran 	and 	mouse 	brains 	(3. 	4 ). 	and 

Camilo Rios, Phi), Departamento de Neuroquímica, Instituto Nacional de Neurología y 
Neurocirugía. "Manuel Velasco Suárez", SS, Insurgentes Sur No. 3877. México 14269. D. V. 
México. Telephone and Fax (5) 606 4040. 



MT-1V is expressed in stratilied squanious epithelia (5). MT in the rat I ► raro was 

identitied. and characterized its properties (6, 7). 

Although liver is the most responsive oigan to MT induction, MT is also induced in other 
organs including brain, by various indueers as heavy metals, glucocorticoid hormones, acule 
stress, some organic cheinicals. physical stress, ami infection (4, 8, 9). Only MT-I and MT-II 

• isotbrins are induced hy such agents, 

On the other hand, 	it is well-known that 1-metity1-4-pheny1-1,2,3,6-tetrallydropyriditte 
(MPTP) when administered to non-hurtan primates and mice produces hypokinesia and neuronal 
dainage similar to that observed in idiopathic Parkinson's ciscase (10). 

MPTP also produces depletion of' striatal dopamine and cellular degeneration of the 
nigrostriatal pathway, minticking that observed in Parkinson's disease (1 1). The neurotoxic effect 
of MPTP is assescd by the DA and IIVA depietory action of the neurotoxin (10), MPTP is 
biotransfonned to the 1-methyl-4-pitenylpyridinitint ion (M1311 9, its toxie :net abolite, by type-11 
monoamine oxidase (12). MPP is then accumutated into dopaininergie neurons hy the high 
affinity dopainine uptake system (13). The neurotoxie mechanisin of' the MPTP metabolite is 
unknown, but its toxicity has peen related to 	inhibition of' site 1 mitochondrial respiration 
(14. 15) and/or tu oxidative stress induet ion (16). 

In previous studies, we round enhanced lipid peroxidation afier MPP administration tu mice 
(17, 18), a proccss dependent of free radicals overproduction, and also a depletion of trace metal 
cometa in the MPTP' model (19). MT is a protein related both with oxidative stress ami trace 
inetals„ thereforc, the purpose of the present study was tu examine ir the effeets of MT inducers 
(cadmium and dexamethasone) can modulate MPTP neurotoxicity. 	Cadmiunt (Cd) ami 
dexamethasone (Dcx) were setected for the present study hecause they are hoth gond inducers of' 
MT ami they are thought to mediate MT synthesis through different mechanisms (20, 21). 

Methods 

Adult mate swiss albino mice (25-30 g) NIII breó in-house were used in alt the experiments. 
Animals were fed with Purina show (Purina, México) and (bank water freely. MPTP 
hydrochkwide was obtained from Research Biocheinicals (Wayland, MA, USA), inethanol was 
purehased from J.T, Baker, México, KI12PO4, CdCI 2, ami sucrose were purchased from 
l',.Merck, México and all othcr reagents were from Sigma Chenfical Co. (St. Louis, MO, 11.S.A). 

MT inducers pretreatment and MPTI'administration 

Mate swiss albino mice were injected i.p. with one of the 	induecis: Cd (1 nig/kg) or 1)ex 
(5 mg/kg) and allocated for MPTP intoxication (30 mg/Kg, i.p) into une of the following groups 
of miee: group I, control animais treated with satine solution; group II, animals injected with Cd., 
group III, animals injected with Dex; group IV, animais treated with satine solution and 5 hours 
líder with MIY11); group V, animals injected with I)ex and 5 hours tater with MPTP; group VI, 
anintals treated with Cd and 5 hours lata with MPTP. 'Freatment schedule was repeated daily 1hr 
either 3 or 5 consecutive d,tys. All animais were killed hy dislocation 7 clays aller the last 
administration and the striatal dopamine (DA) and homovanillie asid (IIVA) cometas were 
ineasured by 1114,C system. 



Determination of DA and 11VA 

We analyzed striatal DA and 1IVA concentrations. Mice hrains were removed quickly and their 
contara striata were dissected out upon ice as described by Glowinski and (versen (22). An aliquot 
(500 111) of antioxidant solution containing 0.1 % w/v Na2S2O5 in 0.05 M perchloric acid was 
added to the tissue and sonicated with a Lab-line ultratip Labsonic system (Lab-line instrumento. 

ose Park, 11_,), Samples were centrifüged at 4, 000 X g for 10 min and the supernatants were 

it -70"C until analyzed. 

Striatal contents of DA and lIVA were analyzed using 111)I..C- system (LC 250 Perkin-Elmer) 
with electrochentical detector (Metrolsm 656) and Hewlett-Packard 3396-11 integrator as 
previously described (19). 

Calibration curves were constructed for DA and (IVA. Sampie concentrations were obtained 
by interpolation in the respective standard curve. An Alltech Associates, Inc. (Deertield. II.). 
adsorbosphore catecholamine analytical colutun of' 100 X 4.8 mm with 3 10)1 pm-fide diameter was 
used. The mohile pitase consiste(' of aqueous phosphate buffer (p11 3.2) which contained 0.2 1)M 
sodiunt acetyl sitifitte, 0.1 tuM EI)TA, and 15 % v/v of methanol. Water and methanol were 
HPI.C-grade reagents. Flow was 1.6 tul/min. The detector potential was adjusted to 0.8 V vs. 
Ag/AgC1 reference electrode. Alt samples were analyzed in duplicate. 

Striatal estimation of MT proteins 

The MT proteins concentration of each tissue simple was estimated by the silver-saturation 
metilo(' (23). 'Ibis metilo(' measures all MT isoforms (MT 1, II. 	and 1V). Mice were killed bv 
dislocation atter MPTP treatment for 5 consecutive clays as described above. 	proteins were 
analyzed in corpus striatum, as ibilows: alt laboratory glassware, polypropylene tubos and 
disposable micropippete tips ‘vere immersed for severa' hours in 5% v/v concentrated 11NO3/1120 
thoroughly rinsed in deionized water and nitrogen gas dried Liebre use. to avoici any possible 
contamination. Stainless steel dissection material was cleaned with a rapad immersion in 3% viv 
nitrie acid and thorotighly rinsed with deionized water prior to its use. Tissue sampies of corpus 
striatum were homogenized in 500 pl of ice-colc1 0.05 M phospbate buffer (p1-1 7.0) containing 
0.015 M NaCI and 0.145 KC1. Silver ion aqueous solution (20 mg/[,, 250 III) was added to tissue 
e\tract (500 pl) tu bind cytosolic proteins and other ligands including MT proteins. Itat 
hemoglobin (200 pi) was added and samples boiled for 2 minutes to precipitate silver excess. 
Only silver bound to MT proteins is lefi in the supernatant atter two repeated hemoglobin-boiling 
treatment s. MT proteins concentration was calculated from silver concentration in the supernatant 
as determined bv atomic absorption analysis using a Perkin-Elmer 300 Atomic Absorption 
Spectrophotometer ‘k it h 11GA-2200 graphite fiirnance. A deuterium are background corrector.  
%vas used to compensate background sigui. For both samples and standards, a 20 pl aliquot uf 
each final diluted solution was injected loto the furnance. l'urnance program olas optimized by 
measuring the standards signa' height at severa! temperature settings, for both char and 
atomization stages. according to the procedure of Welz (24). MT proteins detection !buil iwas 
ahora 5 pg MT g wet tissue. 

Stasi tica) analysis. Data oí DA and 11VA values were statistically analyzed using one-slay 
analysis of' variance (ANOVA). foliowed bv Tukey's test. Rcsults of MT proteins viere analyzed 



by,  one-%s ay analysis of variance (ANOVA) tidlowed hy Dunnet's test. V alues of ). 0,05 and 
were considere(' of statistical significance. 

gesults 

We observed no change in either weight gain, water and Brod consumption in any t'emitiera 
group. 

Neither Cd nor Dex administrations during 3 or 5 days changed dopamine content in striatunt 
as comparecí to values of respective control ¡trace Unible I). 

A significantly decrease in striatal 	was observe(' in the group of mice with 3 days of MPTP 
treatment (Table I), as a result of the neurotoxic action of the compound. Administration of Cd 
plus MPTP tu animals for 3 days, partially Protected (32% compared to respective MPTP group) 
animals against the neurotoxic effect of MPTP (Tahle 1). The sante treatment Ihr 5 days inereased 
DA contera by 48% as compared with the respective MPTP-alune group (Table I). 

Dexamethasone-pretreated mice plus MPTP showed signifieant proteetion both in the 3 and 5 
days of tremolent groups, expressed as enhanced 	levels uf 28% and 43%, respectively 
against MPTP-treated mice values (Talle I). 

The 11VA contera in the st dation of mice with 3 da» (Tahle 1) uf MPTP treattnent decreased, 
no differences were finito' in the I IVA levels of all other groups. The I IVA cometas in the striata 
of inice with 5 days of treatment (Table 1) was found decreased significantly irr MPTP-alone group 
when compare(' with values of' control anituals. Cd MPTP and 1)ex MPTP groups showed 
increased striatal IIVA levels (85% and 65% respeciively) as compare(' with respective MPTP-
t real ed group values. 

Mica exposed to cadmium showed a two-fold lucrase in their striatal Mi' proteins 
eoncentration (figure 1). Mice exponed to Dex had also an approximately two-ibld increase in 
their striatal M'1' proteins concentration (figure 1). In contrast, the levels of MT proteins 	ere 
reduced (49% vs control group values) in the striata oí MPTP-treated mice (figure I ). 

Cd 	treatment resulted in a significan( increase in MT proteins cometa. A marked 
ele%ation (77% as compared to MPTP-alone values) of' MT proteins concentration was also 
observe(' in the striata of mice with I)ex MPTP (reanimo. 

Iliscussion 

The presa¡( s'uds. shows for the first tinte that Dex and Cd, both met allothionein inducers. 
can proteci n'ice against MPTP neurotoxicitv. measured as dopatnine depletion. 1, ven when DA 
deplei ion alter MPTP vas not severo. it is interesting to note that the protection al' MI inducers 
was more importani (in percentage) at the highcst 1111). 11) dose used. The MT-inducers protect 
to inice observed in the preseni studv eould be due to the putative action of' methallothionein as 
Ilvdroxv1 radical scavenger (25), as cytotoxic hydroxyl radieals are overproduced in vivo by MPTP 
administralion to rodents (20). It is interesting to remark that both Cd and Dcx administrations to 
mice enhanced 	striat al coment by a similar ami 	and that diese ireatments protected almost 
by the same ex' ent against MPIP neurotoxicity, suggesting that protective eMets uf' (.'d and Dex 



ítre mediated by MT. 

TAU LE 1. 

Effect ofinetallothionein inducers no MPTP neurotoxicity atter either 3 or 5 days of treatruent. 

DA ')/0 	of change I IVA % of citangc 

••• 

Control (3 days) 
Control (5 days) 

9.30 +1- 0,30 
9,52 +1- 0.51 

0.83 1/-0.035 
0.90 	/- 0,030 

Cd (3 days) 9.62 +/- 0.47 0.75 +/- 0.057 
Cd (5 days) 10.02 	f- /- 0.46 0.75 +/-0.070 

Dcx (3 days) 9.72 +/- 0.35 0.78 -1 	0.042 0.11- 

Dcx (5 days) 8,80 +/- 0.30 0.60 U- 0.060 

MPTP (3 days) 5.97 	/- 0.55 4- 1- 	(-36%) 
vs control 

0.60 .1-1- 0.040 + 	(-27.5%) 
vs control 

MPTP (5 days) 4.22 +/- 0.37 + 4- (-55%) 
vs control 

0.40 -U- 0.020 ++ (-56%) 
vs control 

MPTP ►  Cd (3 days) 7.88 +1- 0.56 * 	(+32%) 
vs MPTP 

0.72 41- 0.018 

M19.1) 	Cd (5 days) 6.22 +/- 0.53 * 	(+48%) 
vs MPTP 

0,74 +/- 0.040 ** (+85%) 
VS MPTP 

MPTP Dcx (3 days) 	7.65 -fi- 0.33 * (+28%) 
	

0.79 -1-1- 0.062 
vs MPTP 

MPTP -i Dcx (5 days) 	5.95 +/- 0.37 * (+43%) 
	

0.66 +7- 0.030 ** (+65%) 
vs MPTP 
	

vs MPIP 

Results are expressed as lig of DA or UVA/ g of kvet weight. Mean 	013C standard error mean 
of n-5-7 mice per group. * Diftbrent versus Mirl'I' p-'0.05, ** Different versus MPTP p. 0.01, • 
I)iírerent versus control ir 0.05, 4 	DitTerent versus control p•-0.01. p---0.01, Tukev's test. 
Cd eadntitun, Dex-dexantetbasone. 
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si Control 	E Cd 	❑Dex 

	

MPTP 	LIMPTP+Cd D MPTP+Dex 
Metallathionein concentrations 14) MT/g ttssue), Results are mean 
►/- 	S. E. M. of n 	mice. ** Different from control p <0,01 , 

DIfferent from control p <0.05, Dunnet's test. Dex -tlexamethasone. 

Rcccnt ohservations suggest that MT might participate in intracetiular defenses, as a response 
against reactive oxygen species overproduction in hrain. It has heen reponed that cheinicals that 
produce oxidative stress can induce the synthesis of MT (27). 

MPTI> is rehited lo oxidative stress sinee jis toxie metaholite, M1)1)1 , is afile to mercase kph' 
peroxidation (17, 18) , and to deerease copper ami manganeso in corpus striattim afler 
administration (19). It is possible that MT, that binds metals such as copper and zinc, plays an 
important role in protecting dopaminergic neurosis from free radicais induced hy MIY11), 

Oxidaist stress is not only the result of' reactive oxigen species oveiproduction, it is also the 
consequence of decreased inechanisins of cells' protection (28). A constant finding in the literature 
is that MPTP neurotoxicity is associated to a decreased brain concentration of' redueed 
gluthathione (29), a well-known thiol-dependetit cellular mechanism of' defense against oxigen 
reactive species (28). In Chis regará, it is interesting to note that striatal 	contera was also 
Ibund decreased in the prestan work, as a result of MPTII treatment to ;idee, suggesting decreased 
thiol-rclated defenses against free radicals, associated to MPTP acuno, 6-hydroxydopamine also 



reduces MT concentration in the striatuni (30). the same elfect we observed in this study for 
MPTP. 

it has heen proponed recently that the nucleophilie stilfitydryl groups in MT can interact with 
electrophilic toxins and, by regulating the intracellular redox potential, may also act as an 
scavenger of free radicals (2). A deficiency in MT-1 and II genes produces enhanced sensit ivit y to 
oxidative stress (31), it is expecte(' a low ability of MPTP-treated mice to control reactive oxygen 
species oveiproduction. 

lit addition to reduce thiol-related defense mechanisins of cells, decreased striatal content of 
MT as a result of MPTP actban can explain in pan the observe(' depletion of copper and 
manganese striatal enlacias produced hy MPTP in mice (19), as both transition metals are thought 
to he regulated by MT. 

The effeet of MPTP ora striatal MT contera reniains lo be expiable& however, data pi esented 
Itere suggest that MPTP interferes with MT synthesis, as both basa! and induced (by Cd ami De\ ) 
MT contents were reduced by MPTP treatment to inice. 

Parkinson's disease has peen associated with oxidative stress (32). reduce(' titiol-related 
defenses (33) and also to changes in trace inetals concentrations, specially depietion of' copper 
(34). B0111 inereased lipid peroxidation and copper depletion have also heen reponed in the 
substantia nigra of' Parkinson's disease patients post modem (35). AH these findings suggest tlre 
existente of' similar inechanisins of dainage both in idiopathic Parkinson's disease patients and in 
MPTP-induced neurotoxicity, thus, results presented Itere suggest that a possible alteration of MI 
in such patients cota(' he expecte& 
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Ahstraet—Many. but not all, zinc-contaming neurons m the brain are a subclass of the glutamatcrgic 
neurons, and they are found predominantly in the telenceplialon. These neurons store zinc in their 
presynaptic terminals and release it by a calcitini-dependent tnechanism. These "vesicular" pools of zinc 
are viewed as endoe.enotis modulators of lig,and- and voltate-gatee] ion channels. Metallothioneins (MTs) 
are Iow molecular wcight zinc-binding protcins consting of 25-30% cysteine, with no aromatic amino 
acids or disulfide bonds, The  arcas of the  brain.ening high contents of zinc such as the retina, the 
pineal gland„ and the hippocainpus synthesizc 	 of MT on a continuous hasis. The Tour MT 
isoforms are thought to provide the neurons and 21..11,:leinents with mechanistns to distribu te. donate, and 
sequester zinc at presynaptic terminals; or 	 excess zinc at synaptic junctions. In ibis cause, 
glutathicine disultide may particípale in releasing zinc from MT. A similar nucieotide and asnino acid 
sequence has malle it difficult te oblain cDNA prohes and antibodies eapable of di stinguishing indisputahly 
among MT isoforms. T-I and MT-II isoforms are round in the brain and in the peripherai IÍSSUCS; MT-
III isoform, possessing an additionat seven amino acids, is expressed mostly in the brain and to a very 
¡Monte extent in the intestíne and pancreas whereas NIT-IV isoform is found in tissues containine stratilied 
squamous epttheliatl cells. Since NiT, are expressed in neurons that sequester zinc in their synaptic sesicles, 
the regulation oí the expression of MT isoforms is extremely important in terms of nntintairting the steady-
state levet of zinc and controlling redox potentials. The concentraban of zinc has been shown te be altered 
in an extensiv e number of disorders of the central nervous system. including alcoholism, Alzheimer-type 
dementia, amy otrophic lateral scierosis, Down's syndrome, epilepsy, Friedreich's ataxia. Guillaine-lIarre 
syndrotne, hepatic encephatopathy, multiple scierosis, Parkinson's disease, Pick's disease, retinitis pternent-
osa, retinal dystrophy, schizophrenta, and Wernicke-Korsakolf syndrome. The status of MT isoforms and 
other Iow molecular weight zinc•binding proteins in these conditions, diseases, disorders, or syndromes is 
being detineated at ibis time. Since several of these disorders, such as alnyotrophic lateral scierosis. are 
associated with oxidative stress. and sino: MT is able to prcvent the formation of free radtcals, it is believed 
that cytokine-induced induction uf N.1-r provides a long-lasting protection to avcrt oxidative damage, 

NEUROANATOMY OF ZINC-COSt 	NEILSONS 

With the exception of calcium and magnesium, zinc 
is the most abundan' cation in the brain. In addition 
10 protein-bound zinc designated as the "structural 
pool of zinc" and enzyme-bound zinc designated as 
the "inetabolic pool (I zinc'', the brain contains a 

* This is ene of ten original manuscripts en the subject of 
"metallothionein... Professor Ni. Ebadi (University of 
Nebraska Medical School) actea as organiser and met:-
tive editor in the referccing uf these 

t Atit flor te whoin atli correspondence shotikl he atIciressed. 
Present address : Department uf Neurology, University of 

Telmessee College of Medicine. 855 ',Monroe Avenue. 
Room 415, Meinpliis. TN 38163, U.S.A. 

unique synaptosomal pool of zinc desígnale(' the "ves-
icular pool of zinc". This 'atter and restricted pool of 
zinc is [sound in zinc-containing neurons of the limhic, 
cerebrocortical, and corticofugal systems. These zinc-
containing neurons are Ale to concentrate zinc in 
their terminals and release it in a caleium- and 
impulse-dependent Dia nner Perez-Clausell and Dan-
schen 1986). The &nem! ion oí these neurons reduces 
the concentrations of zinc in the dista! houtons (l leen 
el al., 197!). 'l'he high affinity uptake of zinc Cakes 
place in the axonal boutons Morvell and Fred- 
ericksun, 198,11. 	preponderance of the zinc-con- 
taining axonal boutons are found in the caudate-
putamen, cerebral cortex. ami associated limbie nticiet 
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of the telencephalon (Frederickson, 1990; Fred-

erickson et al., 1992; Frederickson and Monerielf, 

1994). 

ASSOCIATION OF ZINC-CONTAINING NEURONS .AND 

GLUTANIArE-CONTAINING NEURONS 

No zinc-containing somalí' are found among chol-
inergic pathways (Howell and Frederickson, 1989; 

Sloinianka a al., 199C,  , Howell et al., 1991 ; Chri-

stensen el al., 1992; Mandava eral., 1993). In contrast, 
glutamatergic pathways are zinc-containing pathways 
and zinc and glutamate are co-localized in the same 
boutons (Frederickson and Danscher, 1988, 1990; 
Flowell and Frederickson, 1989 ; Frederickson, 1990 ; 

Slomianka el al., 1990; Howeli er al., 1991 ; 13ea ulieu 

et al., 1992; Christensen et al., 1992 ; Mandava et 
1993; Moos, 1993). Moreover, zinc is an endogenous 
modulator of ligand- and voltage-gated ion channels. 
The A NIPA receptor-mediated EPSC is unaffected by 

300 pM Zn2f*, whereas the NM DA receptor is com-
pletely blocked by Zn". The GAMA  receptor-

mediated 1PSC is unaltered by Zn", whcrcas the 
IPSC of GABA B  receptor is enhanced by 300 ISM 
Zn' (for a review and references see flarrison and 
Gibbons, 1994). 

NELSOCIIEMISTItV OF ZINC 

Zinc is an integrar component of numerous 
proteins, influencing all aspects of molecular and 
cellular biology, and regulating events over a wide 
range of physiological paraníeters (Vallee, 1988). This 
devetopment owes much to advances in the instru-
mental analysis of zinc, that have generated extra-
ordinarily low detection limits, and lo the advent of 
high-resolution methods for the isolation, puri-
fication, and characterization of macromolecules such 
as zinc fingers, and other transcription factors. More-
over, a large and diverse number of zinc-eontaining 
enzymes and proteins have been recognized to par-
ticipate in the metabolísm of proteins, nucicic acids, 
carbohydrates, and lipids. Identification of (hese zinc 
molecules and the elucidation of thcir biochemistry, 
together with information generated in the arcas of 
nutrition, physiology, medicine, and pathology, have 
converged to establish a consolidated body of knowl-
edge on the importance of zinc metabolistn (Vallee 
and Falchuk, 1993; Ebadi et al., 1994; Walsh el al., 
1994). 

ZINC AND NIETál.1.0ENZYNIES 

Zinc is required for the optimum function of as 
many as 300 enzymes (Vallee and Auld, 1990). The 

role of zinc in (hese metalloenzymes includes par-
in catalytic functions, maintenance of struc- 

. 	stability, and regulatory functions (Vallee, 1988). 
Zinc metalloenzymes are involved in the formation or 
hydrolysis of each of the major classes of endogenous 
compounds (proteins, lipids, carbohydrates, etc.) and 

includes representatives from each of the six categories 
of enzymes of the International Union of Biechern-

istry. 

ZINC AND NUCLEIC ACID METABOLISM 

The interaction of zinc with proteins helps explain 
another critica' function of zinc in biological systems, 
the regulation uf DNA and RNA synthesis (Wu and 
Wu, 1981; Evans and Hollenberg, 1988 ; Berg, 1990 ; 
South and Summers, 1990). By coordination with 
cysteine and histidine residues in certain proteins, zinc 
confers en the complex a tertiary structure which has 
an affinity for unique stretches of DNA in prometer 
gene regions. The configurations include zinc fingers, 
the most cerumen zinc motif, and the more reccntly 
characterized zinc thiolate cluster, seen in GAL4 (two 
zinc, six cysteine). A mode:1 of the three dimensional 
interaction of a zinc finger-binding protein with DNA, 
based en X-ray crystallographic analysis, has been 
published (Pavletich and rabo, 1991). The 2-hclix of 
the finger loops was found lo sit in the major groove 
of fi-DNA (one loop per groove) with the primary 
contact at a three base-pair subsite. Binding at there 
sites enhances DNA transcription and Mercases syn-
thesis of the protein product of that messenger RNA 
sequence. Quantitative analysis for zinc content has 
definitively established the presence of zinc in the 
DNA-binding proteins, VILA, the glucocorticoid 
receptor, GAL4, and g321'. The mino acid sequences 
of many other DNA-binding proteins (estímate(' at 
more than 150) contain homologous cysteine- and/0r 
histidine-containing sites, suggestive ola critica' struc-
tura! role for zinc (Walsh et al., 1994 for a review), 

ZINC AND SVNAPTIC EVENTS 

Recent evidence indicates that zinc plays a mod-
tilating role in synaptic transmission by interacting 
with specific sites en ionotropic neurotransmitter 
receptor proteins. For example, Celentano et al. 
(1991) have demonstrated in spinal card neurons that 
extracellular zinc inhibas y-aminobutyric acid 
(GAITA) receptor function by an allosteric mech-
anism. Zinc has also been shown to interact with the 
N-methyl-D-aspartate (NM DA) receptor at a unique 
extracellular site dístinct from other modulators like 
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magnesitim or glycine. In cultured hippocampal 
neurons, zinc, in microtnolar concentrations, nets as 
a noncompetitive antagonist of NMDA-induced 
increased membrane conductance (Westbrook and 
Mayer, 1987). Zinc, in normal physiological 
conditions, is believed to affect synaptic transmission 
in certain arcas of the central nervous system, such as 
the hippocampus where it is concentrated in pre-
synaptic vesicles, and on release inhibits GABAB  
receptor activation (Xie and Smart, 1991). Therefore, 
the normal role of zínc in the brain is clearly complex, 
since it acts as an inhibitory modulator at receptors 
for both inhibitory (GAI3A) and excitatory (glu-
tamate/NMDA) neurotransmitters. 

ZINC AND PHOTEIN KINASE C 

Protein kinase C (PKC), a phospholipid- and cal-
cium-dependent protein kinase, plays crucial roles in 
transmilting biochemical signais from the surface and 
transducing them to the interior of cells. PKC par-
ticipates in a wide spectrum of neuronal processes 
including neuronal development, modulaban of ion 
channel activity and signa! transduction system, 
neurotransmitter synthesis and release, and synaptic 
plasticity. The PKC family consists of the originally 
described 	f„ -, y PKC (Group Á enzymes) and 
the recently ídentified, but fess characterized á, ti, C, 
and q(L) PKC (Group 13 enzymes). PKC possesses a 
regulatory domain with one or more zinc finger-like 
structures and a basic pseudo substrato prototype. 
Various growth factors, neurotransmitters and hor-
mones elicit the breakdown of inositol 1,4,5-tri-
phosphate to produce diacylglyeerol and inositol 
1,4,5-triphosphate, which results in mobilization of 
calcium farm intracellular stores. Group A enzymes 
are activated by calcium, phospholipid, and diacyl-
glycerol, whereas the Group 13 enzymes are calcium-
independent. Zinc enhances the activity of PKC and 
activaban of PKC leads to induction of MT messenger 
RNA (Ebadi et al., 1993 for a review). 

ZINC AND OXIDATIVE REACTIONS 

Active oxygen radicals are continually produced ín 
tissues by the action of the mitochondrial electron 
transpon system and of reduced nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase. Several 
antioxidant defense systems prevent damage to the 
tissues by oxygen radicals. These systems inctude a 
range of specilic antioxidants such as catalase for 
hydrogen peroxide, superoxide dismutase for super-
oxide, and glutathione peroxidases for hydrogen per- 

oxide and lipid peroxide, and nonspecific antioxidants 
such as reduced glutathione, ceruloplasmin and trans-
ferrin (Sato and Bremner, 1993). 

By using electron spin resonance spectrometry 
(ESR) and mouse brain mitochondria, Hirarnatsu el 
al. (1994) have shown that 6-hydroxydopamine, a nen-
rotoxic substance which destroys doparninergic 
neurons, produces oxygen free radicals. Since MT is 
able to regulate the intracellular redox potential, we 
have undertaken a group of experiments to see 
whether or not 6-hydroxydopamine could alter the 
levet of zinc and MT. 6-Hydroxydopamine (8 lig in 4 

0.02% ascorbic acid) reduced the Level of zinc and 
MT in the striatum, but not in other brain regions 
tested. Dopamine plus selegiline increased the syn-
thesis of MT in Chang cells as judged by enhanced 
incorporaban of ["Sjcysteine into MT. The effect of 
6-hydroxydopamine in stimulating the synthesis of 
MT was similar to that of zinc, known to enhance the 
synthe sis of MT, and to that of 11.202  and FeSO4, 
known to generate free radicals. The results of these 
experítnents prove additional evidence that zinc or 
zinc NIT are altered in conditions where oxidative 
stress has taken place (Shiraga et al., 1993). Moreover, 
arcas of brain, such as striatum containing high con-
centrations of iroñ, but low levels of MT are par-
ticularly vulnerable to oxidative stress (Rojas-
Castaneda el al., 1994). 

BIOCNE,MISTRYOF METALI-011110NEIN 

Metallothionein (MT) was discovered in 1957, 
when Margoshes and Vallee identified, in equine 
kidney, a protein responsible for accumulation of cad-
mium (for a historical review and references, see Kági 
and Scháffer, 1988 ; Vallee and Falchuk, 1993). Since 
then, it has been learned that all living organisms have 
developed eflicient mechanisms to utilize essential 
trace elements such as zinc and copper in expressing 
their biological functions, and to Minimize the cyto-
toxicity of nonessential post-transition metal ions 
such as cadmium and barium. The ability to bind 
excess metals and to limit concentration of "free" ions 
is achieved mostly by cysteine-rich polypeptides such 
as y-glutamyl peptide (phytochelatin) found in piaras, 
and MTs found in animals (Cousins, 1985 ; Hamer, 
1986 ; Bremner, 1987; Kági and Kojima, 1987 ; K. 
ami Hunziker, 1989; Brernner and Beattie, 1990; 
Voltee and Falchuk, 1993). 

COMI'OSlTION OF METALLOTIIIONEIN 

Since MTs have no enzymatic functions, they have 
been traditionally classilied aceording to their struc- 
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tural features, including possessíng the following 
chiiracteristies: high content of heavy rnetals (typi-
cally 4-12 atoms/molecule) hound exclusively by chis-
ters of thiolate bonds ; high content of cysteine 
(typically 23-33 mol%) and paucity of aromatic and 
hydrophobic amino acid residues ; low molecuhir 

weight (typically less than 10,000 Da); and dem-
onstrated structural or functional homology to maro-
mallan metallothioriein (Hamer, 1986). 

All vertebrates examined contain two or more dis-
tinct metallothioneín isoforms, which are grouped 
roto two classes designated MT-1 and MT-11 depend-
ing on the clution position from DEAE-celltilose. In' 
many cases, each class actually consists of several 
different isoproteins which are designated MT-lA, 
MT-111, MT-le, etc. aassification of proteins as 111C111-
bers of the MT-1 or MT-II class is hased upon struc-
tural or functional homology, especially when 
comparing proteins from divergent species, such as 
rodents versus primates (Hamer, 1986). MT-111, 
brain-spccífic MT, is not expressed in the peripheral 
tissues (Uchida et aL, 1991; Palmiter el al., 1992). 
MT-IV is expressed in tissues containing stratified 
squamous epithelial cells (Quaife et aL, 1994). 

POISMORPHISN1 OF METALLOTIIIONE1N 

MT is defined as a metal-binding protein containing 
severas spetific features, such as a low molecular 
weight, a high metal content, a high cysteine content, 
no aromatic amino acid, and the spectroscopic fea-
tures of metal thiolates. This broad definition provides 
three classifications for MTs as phenotypically-related 
metal thiolate polypeptides. These are: 

Class I 

Class II 

Class 111 

Polypeptides with locations of cysteine 
closely related to those in equine renal 
MTs; 
Polypeptides with locations of cysteine 
only distantly related to those in equine 
renal MT, such as yeast MT; and 
Atypical, non-translationaliy, synthesized 
metal thiolate polypeptides, such as cady-
stin, phytometallothionein, or phyto-
chelatin. 

AH Class 1 and Class II MTs characterized thus far 
are single chain proteins with chain lengths weighing 
approximately 6000 Da, The metal composition of 
MT is high, usually a total of six or seven equivalents, 
and varíes from tissue to tissue (Kilgi and Kojima, 
1987). 

AMINO ACM SEQUENCF-S OF META11.01.1110NEIN 

All Class I and 11 MTs characterized chas far are 
single chain proteins. Magullaban forms contain 61-
62 amino acid residues ; chickcn and sea urchin MTs 
contain 63 and 64 residues, respectively. Shorter 
chains are round in invertebrates and in cert al o fungi. 
The shortest one, with 25 residues, has been detected 
in Neurospora crassa. Class ilI MTs are often oli-
gomeric structures made up of two or more poly-
peptide chains of variable length. Amino acid 
sequences are now known for at least 36 Class l met-
allothioncins, for 4 Class II metallothioneins, and for 
2 homologous sets of Class III metallothioneins (Kligi 
and Kojíma, 1987). 

STRUCTURE OF NIFFALLOTHIONEIN 

The structure of MT has been studied by a variety 
of biophysical and hiochemical techniques including 
Uy, CD, ESR, and NMR spectroscopy, amino acid 
sequencing and parcial proteolysis and, most recently, 
by X-ray crystallography (see Uamer, 1986, for a 
review and references). Mammalian MT is a 61- or 
68-amino acid peptide containing 20 cysteines, 6-8 
lysines, 7-10 serines, a single acetylated methionine at 
the amino terminus, and no aromatic amino acids or 
histicline residues. The majority of cysteine residues 
are present ín Cys-X-Cys and Cys-Cys sequencies. The 
metal content of purified MT is highly variable and 
depends on organisrn, tíssue, and history of heavy 
metal exposure. For example, MT isolated from 
human tiver autopsy simples contains zinc almost 
exclusively, whereas MT from kidney contains sub-
stantial leveis of cadmium and copper. These dill'er-
ences prohably reflect both the natural heavy metal 
exposure of the organs and the expression of different 
MT isoforms. MT isolated from cells or organisms 
that have heen experimentally exposed to inducing 
levels of heavy metais contain predominantly, but not 
exclusively, the administered metal. For example, 
MT-ii isolated from the liver of cadmium-treated rats 
contains 5 atoros of cadmium and 2 of zinc. 

Metals are associated with MT exclusively through 
thiolate honds to all 20 cysteine residues. The metals 
can he removed by exposure to low pH and the result-
ing apothionein can be reconstituted with 7 Monis of 
zinc. 

The zinc in MT are contained in two distinet, poiy-
nuclear clusters whose existence was initially inferred 
from '"Cd-NNIR studies. The A cluster contains 11 
cysteines, binds 4 atoros of zinc, and is contained 
within the carboxy-terminal a domain extending from 
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amino acid 31 to 61. The 8 cluster con tains 9 cysteines, 
binds 4 atoms of zinc, and is contained in the amino-
terminal jl domain extendíng from amino acid 1 to 30 
(H amer, 1986; Kay el al., ¡991). 

MOLECULAR RIOLOGY OF METALLOTIIIONEIN GENE 

EXPRESSION 

The MT genes have been isotated from a number 
of organisms and the molecular analysis of their 
expression has been completed. MT genes are expre-
ssed in most tissues of most organisms studied (Karin 
et al., 1984 ; Taplitz el al., 1986; Andrews et al,, 1987 ; 

Mokdad et al.,1987 ; Palmiter, 1987; Wilkinson and 
Nemer, 1987; Blaylock el al., 1988 ; Peterson et al., 

1988; Peterson and Mercer, 1988 ; Sadhu and 
Gedamu, 1988 ; Huibregtse el al., 1989 ; Schroeder 
and Cousins, 1990; Kille et al., 1991; Huckle et al., 

1993 ; Turner et al., 1993). 

In some cells they are transcriptionally inactive, 
apparently as a consequence of DNA methylation. 
In those cells that can express MT genes, they are 
transcriptionally regulated by metals, glucocorticoids, 
andfor severa! polypeptide hormones. However, MT-
III and MT-IV are less responsive to inducing agents 
and have a more restricted pattern of expression (Pal-
miter et al., 1992; Kobayashi et al., 1993; Quaife et 

al., 1994). Moreover, in certain tissues the induction 
of MT is a highly specific phenomenon. For example, 
in the bone marrow, the expression of MT is depen-
dent on dietary zinc but not on interleukin-1 or inter, 
leukin-6 (Huber and Cousins, 1993). Some of the 
DNA sequences that allow a response of these stimuli 
have been identified in the 5' fianking region of the 
MT genes. Because the MT prornoter can direct a 
high leve! of metal-inducible expression in a variety of 
cell types, it has been linked to many different struc-
tural genes and these fusion genes have been intro-
duced finto tissue culture cells and finto the germline of 
animals. "The analysis of metallothionein gene regu-
latían and its applications to genetic engineering have 
introduced this fascinating system to a much wider 
scientific community" (Palmiter, 1987). For example, 
MT-111 is expressed in neurons that sequester zinc in 
their synaptic vesicies (Masters es al., 1994). MT-111, 
a brain-specific member of the metallothionein gene 
family, binds zinc and may facilitate the storage of 
zinc in neurons. The distribution of MT-111 mRNA 
within the adult brain was determined by solution and 
in sir:4 hybridization and compared Lo that of MT-1 
rnRNA. MT-111 mRNA is particularly abundara 
within the cerebral cortex, hippocampus, amygdala, 
and nuclei at base of the cerebellum. Transgenic mice  

gcnerated using 11.5 kb of the rnouse MT-111 5' fiank-
ing region fused to the E. culi lacZ gene express 
galactosidase in many of the same regions identified 
by in sito hybridization. MT-III inRNA was present 
in readily identitiable neurons within the olfactory 
bulb, hippocampus, and cerebellum, and fi-gal-
actosidase activity was localized in neurons through-
out the brain, but not lo glia, as determined by 
costaining with X-Gal and neural- and glia-specific 
antibodies. There is marked correspondence between 
the neurons that are rich in MT-III mRNA and those 
neurons that store zinc in their terminal vesicles. MT-
III is found complexed with zinc in vivo and its 
expression in cultured cells leads to the intracellular 
accumulation of zinc and enhanced histochemical 
detection of zinc (Masters et al., ¡994). 

GUTEATMONE AND MEIALLOTHIONEIN 

Gluta P.hione and other y-glutamyl compounds func-
han in a nurnber of important cellular processes, 
which include maintaining the activities of important 
enzymes such as y-glittamylrrans-peptidase, 
mylcyclotransferase, 5-oxoprolinase, y-glutamyl-
cysteine synthetase, glutathione synthetase, di-
peptidase, glutathione S-transferase, glutathione 
peroxidase, glutathione reductase, and trans-
hydrogenases. In addition, glutathione participares in 
ami no acid transpon, in protection from hannful oxi-
dative species; and in detoxification of xenobiotics 
(Meister, 1983). 

Mares (1994) has provided evidence that. glu-
tathione disulfide releases zinc from MT. To what 
extent glutathione and MT copanicipate in zinc-
related synaptic events remains to be delineated. 

DISCOVERY OF NIETALLOTHIONLIN IN !MAIN 

The discovery of a low molecular weight zinc-bind-
ing- and zinc-inducible protein in the rat brain in our 
laboratory (holt et al., 1983) and as designation as 
a metallothionein-hke protein (Ebadi, 1984) was a 
fortuitous observation that took place while attempt-
ing to comprehend the mechanism of convulsive seiz-
ures associated with Pick's disease, a rare neurological 
disorder, which allegedly resutts in higher than normal 
accumulation of zinc in the hippocampus, causing 
inhíbition of GAI5A transmission. In one study, Itoh 
and Ebadi (1982) showed that the intra-
cerebroventricular (Les.) administration of zinc sub 
fate (0.3 armo!/10 	caused seizures that were 
prevented by CiABA, but not by othcr putative trans-
mitters. During the course of our investigation, some 
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intcresting observations were made. The admin-
istration of substantially largor doses of zinc sulfate 
(up to 100 mg/kg), given either intravenously (i.v.) 
or intraperitoneally (i.p.), did not cause convulsive 
seizures in rats. Since the convulsive dose of 0.3 pm/ 10 
pl of zinc sulfate was considerably lower Iban the 
concentra tions of zinc found in 14 regions of rat brain 
(Ebadi et al., 1981), we postulated that most of the 
zinc in the brain was bound and did not cxist in "free" 
form. Based on these observations and conclusions, 
we searched for and identified meiallothionein in the 
rat brain and characterized jis properties (Ehadi and 
Pfeffer, 1984; Ebadi et al., 1984, 1989a, 1994a,b; 
Ebadi, 1986a,h, 1991 ; Ebadi and llama, 1986; Ehadi 
and Swanson, 1987; Ehadi and Rabin, 1989). 

INDUCTION OF RAT "MAIN N1ETALLOTHIONEIN 

USING SUIIGICALLY IMPLANTE') MINIPUNIP 

The i.p. administration of zinc sulfate (7.5 mg/kg) 
given either in a single dose (ltoh et al., 1983) or daily 
for 10 days (Ebádi, 1986a) does not stimulate the 
synthesis of brain MT. On the other hand, the i.c.v. 
administration of zinc sulfate (0.20 pmolipl/h for 48 
h) not only induces the synthesis of brain met-
allothionein, but also induces the synthesis of hepatic 
MT (Ebadi, I 986a ; Table 1). 

The efflux of excess zinc from the brain and its 
induction of hepatic MT adds further credence to the 
hypothesis that the steady-state concentration of zinc 
in the brain is regulated firmly. Similarly, Nishimura 
e: al. (1992) reponed that the s.c. injection ofcadnaiurn 
or zinc did not significantly increase the level of MT 
immunoreactivity in the rat brain. The lack of induc-
tion of brain MT by i.p. administration of zinc orig-
i nally reponed by I toh el al. (1983) has been confirmad 
by Ileilmaier and Summer (1985), Arvidson and 
Tjülve (1986), Hidalgo et al. (1991), and hallo et al. 
(1991). The choroid plexus, whose MT is induced by  

heavy metals (llano el al., 1991; Zheng et al., 1991) 
plays a major role in guardingagainst penet ration and 
accumulation of excess metal in the brain. 

Since the i.p. administration of zinc subte does not 
stimulate the synthesis of brain 	this protein is 
induced by administering zinc sulfate i.c.v. using a 
surgically implanted minipump. In addition to 
implanting a single pump for delivery of zinc sulfate 
(test) or saline (control), a dual pump system may be 
implanted, wherein one pump may deliver zinc sulfate 
and the second pump may deliver ("S)cysteine ; en one 
pump may deliver zinc sulfate and the sccond pump 
may deliver a protein synthesis inhibitar such as acti-
nomycin D. By using this technique, we have learned 
that the protein that incorporales ("Skysteine and 
binds `"Zrt have identical pretiles (Figs I and 2). 

PROPERTIF.S OF ItIRAIN NIETALLOTHIONEIN 

The arcas of brain that possess a high concentration 
of zinc also synthcsize MT on a con tinuous basis. For 
example, MT has been isolated from zinc-untreated 
bovine hippocampus (Paliwal and Ebadi, 1989), bov-
ine retina (Takahashi et al., 1988), and bovine pineal 
gland (Awad el al., 1989). However, in the brain, in 
addition to MT, there are other Iow molecular weight 
zinc-binding proteins of unknown nature. For exam-
ple, the zinc-untreated bovine retina contains a low 
molecular weight zinc-Binding protein which exhibits 
an elution volume (V,/1 0) of 1.9 on gel permeation 
chromatography. Furthermore, this protein seems to 
be similar to the zinc-induced hepatic MT on gel per-
meation chromatography, but produces oniy ene iso-
fortn on a reverse pitase high performance liquid 
chromatography with a retention time of 16.67 min, 
while the rat zinc-induced hepatic MT-It produces a 
similar protein peak with a reteniion time of 16.47 
min. On the other hand, the retina contains at least 
two other majar zinc-binding proteins with retention 

Tabla I. Effecis of ZnSO. injecied i.p. and 	on the synthesis of hepatic and brain MT 

MT in brain 	 MT in Iiver 
Treatment 
	

(Jig Zn/ing primen!) 	P va lues 	(iig 7.n mg proicin) 	P values 

Salive 
	

1.5±0.12 
	

0.2 ± 0.01 
ZnSO. (7.5 ing/kg/d/i•n.) 
	

1.4 ± 0.18 
	

5.4 + 0.3 
	

P < 0.01 
ZnSO, (5.0 mg/kg/d/10 d/i.p«) 

	
1.6±0.15 
	

ND 
ZnSO. (0.22 ilmothil/48 hii.c.v.) 

	
7,4± 0.60 
	

P < 0.01 
	

1.2 + 0.15 
	

P< 0.05 

Rios were injecied i.p. with 7.5 nig/kg ZnSO, and decapitated 18 h post tremolen!. In arder to test the chronic effects of 
4110111Cr group of rais were injo.:ted i.p. with ZnSO. (5.0 mg/kg/d/10 d) and decapitated 8 h alter the last injection. 

For cumparison, ZnSO. was administereti i.c.v. hy surgically implanted miniptimps at a rate of 0.22 	and 
the rats were decapitated 45 h afier the implantaban uf the minipumps. The hrains and the livers were analYzed for 
metallothionein. Each value representa the man ± SEM of at least 6 sets of experiments using hetween 3 and 5 (ab 
in each set. The hepatic metallothionein was not analyzed (ND) following 10 J of zinc. 

d day. 
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Fig. 1. The• incorporation of cysteine int° brain MT. Rats were injected i.c.v. with zinc sulfato (0.22 
sunolfid/h(24 h) and ViSicysteine (0.5 pCifill/h/24 h). The control group tecei ved satine and j»Skysteine. 
The brains were then homogenized in 5 vol. of 0.05 M Tris-acetic acid buffer (p11 7.5). The high speed 
(100,000 g) supernatant was applied to columns of Sephadex G-75, and the MT was cluted at 4'. C. 'The 
MT was further purified by applying anion exchange chromatography using DEAE-A25 Sephadex, and 
the NIT isofonn was eluted with a linear gradient using a Tris-'acetato buffer (0-200 ruhl, p11 7.5). The 
zinc-induced MT incorporates a largo quantity of ("Sicysteine in comparison to the salino-treated group. 
Furthcnnore, the protein that incorporates ("Slcysteine and the one that binds "'Zn have identical elution 
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times of 18.4 and 19.71 ruin, which appear on (he 
chromatograph when ahsorption is recorded at 22() 
nm. Similar zine-binding proteins do not appear in 
the chromatograph exhibiting the zinc-induced hep-
atic MT-11. The biochemical properties al retinal zinc-
binding proteins with retention times of 18.4 and 19.71 

min are not known (Takahashi er al., 1988). 

AMINO Aell) CON1POSITIONS OF ZINC-INDUCEI) 

BRAIN mETALLarillONEIN 

Both the brain and hver have MT isoforms I and 11 
that have 60 and 61 residues, respeetively. Ilowever, 
the hrain MT isoforms 1 and 11 have.17 and 18 cysteine' 
residues ("rabie 2), respeetively, values which vary 
slightly from 21 cysteine residues reported from 
human hepatic MT 11 (K issling and Kági, 1977), from 
21 cysteine residues reponed for equino renal MT  

(Kissling and Kagi, 1977), from 17 and 21 cysteine 
residues reponed for the rae hepatic MT isoforms 
(Wong and Klaassen, 1979), from 20 and 21 cysteine 
residues reported for the rae hepatic MT isoforms 
(Wingeet al., 1984), and from 19 and 20 cysteine 
residues reported for bovine fetal hepatic MT iso-
forms (NI unger ti al., 1985). Ilowever, 14 cysteine 
residues have been reported for crustacean MT-1 
(01afson et al., 1979) and 15 cysteine residues have 
peen reported for rahhit NIT isoform 1 (Nordberg et 

al., 1972). In addition, in comparison with the hepatic 
MT, the brain MT isoforms contain considerahly 
higher amounts of aspartie acid and glutamic asid 
(Tahle 2). 

I t should he noted that the a mino acid composhion 
of zinc-induced tintín MT-11 isoform is similar, but 
not exactly identical, to the induced amino acid cotn-
position of the cDNA done isolated from a non- 
ind 	hrain 'DNA libra ry (Saijoh et tal., 19S9), sug- 

gesting metal- and brain-spcciiic UiteriitiOn of met- 
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Fig. 2. Comparativo HPLC profiles of zinc-binding proteins isolated from brains of zinc-treated (top panel) 
and control rats (hottom panel). The rats were administered ZnSO1  i.c.v. (0.22 pinol/M/11/48 h) using A lzet 
minipumps. The control rats were given satine, but otherwise received identical treatmcnt, The zinc•hinding 
proteins were detennined by I-IPLC. The MT isoforrns and other z.i nc-binding proteins were a nalyzed for 

zinc using a iomic absorplion spectrometry and for protein. 

Table 2. The amino ¿cid composition of ¿inc-induced brain 
isofurrns 

Arnino acids 

1soform I Isoform II 

Residues % Total Residues Total 

Aspariic and 5 84 4 6.5 
Threonine 3 5.0 3 4.9 
Serme 8 13.3 9 14,8 
Cilutamic asid 3 5 0 4 6 6 
Prohne 2 3.3 2 3.3 
CRycine 7 11.7 5 8,2 
Alanine 4 6.7 5 8.2 
Valine 2 3.3 I 1.6 
Cysteine• 17 28.3 18 29.5 
Meihioninet 1 1.7 I 1.6 
Isoleucine - - - - 
Lysine 8 13.3 9 14.8 
Ifistidine - - - 
Arguune - 
Leucine - 
Tyrosine  
Phenylalunine - 

Total 60 100 61 100 

Minimuns moiccular %right t 
	

6900 83 	7076.10 

• Deiermined as cysterc acid. 
t Delemrined as methionine sulfone. 
t Assumes no tryptophan. 

allothionein (Andersen et al., 1989; Saijoh el al., 
1994). 

coNsrmirtu EN PRESSION OF METALLOTHIONEIN 

IN MANINIALIAN IIRAINS 

The constitutive levels of MT and MT mRNA vary 
in difTerent tissues (Paliwal et al., 1990; Choudhuri et 
al., 1993 ; Eilaatiwgeers el al., 1994). For example, 
Paliwal el al. (1990) showed that 6 h following i.c.v. 
administration of zinc sulfate, in a dose of 0.1 or 0.5 
imto1/10 pl, the total concentrations of zinc in the 
brujo increased from a control value of 15.8 to 25.8 
and 33.5 pglg tissue, respectively. The same treatments 
enhanced the concentration of zinc in the liver from a 
control value of 31.76 lo 38.8 and 42.35 pg/g tissue, 
respectively. In previous studies, we have shown that 
i.c.v, administered zinc sulfate in a dose of 0.22 
pmollpl induced the synthesis of MTs in the brain 
from a control (salive) leve! of 1.5 to 7.4 pg Zn/mg 
protein (Ebadi, I 986a), whereas the zinc sulfate 
administered i.p. in a dose of 7.5 mg/kg stirnulated 
the synthesis of MTs in the liver from 0.3 to 4.0 pg 
Zn/mg protein (I toh et al., 1983). 
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INDUCFION OF 	MEtAl.I.OTIIIONEIN Ii ridtNA 
9V ZINC 

The i.c.v. administrados' of ZnSO4  in doses of 0.1 
and 0.5 pmo1/10 pl Mercase(' the poly A RNA in the 
brain from a control value of 6.6 to 8.0 and 9,6 Itgig 
brain tissue, respectively, Furthermore we prohed 
the poly A RNA with V=PPisheled 180 pair 
Bamt-11/Pvull restriction fragment containing the 
cDNA for human MT-11 from phMT-111  plasmid. 
Slot blot analysis of poly A* RNA revealed that 
administrados' of zinc increased brain MT-I1 hybrid- 
izahlc 	In comparing the association between 
the tissue concentra tions of zinc and induction a NIT-
I! mRNA in the liver and brain, it becomes apparent 
that although the constitutive leve) of MT-11 mRNA 
is higher in the brain, the slope of the augmentation 
of MT-11 mRNA synthesis as a function of increasing 
tíssue concentration of zinc, is much steeper in the 
liver when compared lo the sante erice rion in the brain. 
This phenomenon is apparent when one compares a 
computer analytical mode! contrasting the (dation 
between the levels uf Mili mRNA and the doses of 
zinc given i.c.v. between the levels of MT-II niRNA 
and the tissue concentrations of zinc and between the 
levels of M1'-I1 ni R NAs and the percentage variation 
in concentrations of zinc (Paliwal et al., 1990). 

Northern blot analysis of poly 	RNA, extracted 
from the brain and liver of control rats using 
labeled cDNA, which is a Barril.' 1 -Pvull fragment 
of MINIT-II )  as a probe, showed a major band ()I' 
hybridization of approx. 700 bases in both liver and 
brain, suggesting that the siie of message in both 
tissues is similar. Furthermore, the RNA blots for 
liver and brain were compare(' 6 h following zinc 
injection, the brain MT-11 mRNA beeanse shortened 
from 700 to 500 bases, Whereas the liver MT-I1 mRNA 
hecame curtailed from 700 to 400 bases. The mech-
anism(s) for the differential and somewhat slower rale 
ofdegradation of brain poly A t RNA tad, which may 
in !Mil be responsible for the constitutively directed 
higher basa' level of MT-II mRNA in the brain, is not 
understood (Paliwal et al., 1990), 

addition tu a variation in the tissue leve' of MI` 
mRNA, there exists a vast difference in the species 
levet of MI and its niRNA. For example, Choudhuri 
et al. (1993) have reporte(' a 20-fold dillerence in NIT-
1 gene expression in the brillas of arrice and tisis, 

DISTRIBUTION OF BRAIN 
NIETALLOIllIoNFIN 1 mRNA IN RA1' IlItAIN 

11:1() et al. (1994), by having einployed the NIT-1 
el)NA as a probe, sought to gain athlitional insight  

into the function of MT by discerning the regional 
distribution of jis mRNA. Northern blot analysis of 
brain niRNA revealed that the administration of zinc 
sulfate enhanced MT-! mRNA (570 bp). The in sita 
hybridization study rcvcaled that MT-I mRNA was 
localized in severa! arcas of brain including dorso-
lateral geniculate nucleus, hippocampus, interna' 
capsule, caudate-putarnen, insular cortes, intralimhic 
cortex, lateral septum, paraventricular thalamic 
nucleus, medial htbenular nucleus, posterior cOrT). 
missure, central gray, interior colliculus, 2nd cere-
bollar lobule, 3rd cerebellar lobule, and crusi 
ansiform lobule (Figs 3 and 4). 

CF,I,(111.Alt LOCALIZATION OÍ NIFT.U.I.OTIIIONEIN IN 
NIANINIALIAN BRAINS 

The celhilar localizado!' of MT in the mammalian 
brain has been carried out in severa' elegant studies 
(Nakajima el al., 1989, 1991 ; Nishimura el al., 1990, 
1992 ; Rano et al., 1991; Young ct ul., 1991 ; Suzuki 
et al.,1992a,b; filitauwgeers et al., 1993, 1994). 

In the mouse brain, MT immunostaining is found 
in ependymal cells, glial elements, arachnoid, and pia 
matter (Nishimura el al., 1)92). In the young rat brain, 
1VIT immunostaining is found in eNntlyina, choroid 
plexos epithellum, pia matter, and arachnoid (Nisli-
insura et al., 1990, 1992). In the adula rat, MT immu-
noreactivity is found in ependymal cells, choroid 
plexus, blood vessels (Nakajima et al., 1989), and in 
astrocytes throughuut the brain (Young et a/., 199 ; 
Young, 1994). In the monkey brain, MT iminu-
noreactivity is found in pia matter, ependymal 4:eh, 
and astrocytes (Suzuki el al.,1992a,b). In the human, 
NIT immunoreactivit y is found mainly in the astro-
cytes (Nakajima et n/., 1991 ; Uchida et al., 1991 ; 
Suzuki (9 al., I 992a,h ; Blaauwgeerset íd., 1993, 1994). 
A study by Kasarskis et al. (1993) has identifted MT 
in the cytoplasm and axons and dendritic processes of 
motor neurons in the teatral spinal cord. 

NIETALLOTHIONEIN IN DEVELOPING MANINIALIAN 
1111,1IN 

The ontogenic variation in the concentration of MT 
has been studied in the rat brain 1Fhadi, 1986b). The 
concentfalions oí' zinc in the ccrehelhun, hy po-
thala plus, and Nasal ganglion are highcst at 20 clays 
after birth and decline thereafter. On the other hand, 
the concentra tions of zinc in the cerebrum and hip-
pocaMpus do net seem lo exhibit developmental alter-
ations. Gel permeat ion chromatography uri SCpilitdCX 
G-75 eolumns has shown that the concentration uf 

FALL r /-5 DE u 



pk,r...:,.•• •yrr  • 137,1•;1,1:1,7;,*:.r.':' 
P: • 	' .1 	• 	' 	11.,, , 	;,;.;:: 	• 

71.1' ' 	 P 	• 
s1,5 1.41 	91 s, ¿rs l• 	.,11 0 1, 

T,é011:4P1•1 	— • 	"1  r  
`01.°11.1,ii 3:ititit. 

• 

(a) 

• 

	

' 	- / '1'1,',`'. 	'' ; 	• 	i 	• 

P 
'‘ "*" ,fr,. 	„ 	•,..„ y ,,, 	,.....„,. 	-..„,. F   	(1„, 	.it ..- ', 

t 	 J.I, ti ,-.: '.1¿.A:Pf : ,•,..., .; . ,:, 	ir 
t.'• 	,, 	L 	' 	'   

f)...- ' litf,lp1: 	 ...-t 1..41 :••,,.:*. /.,,iii.;  '1:4; z,,%:›,..y 	. 	4 It t 
`,..  

'.5.0...:;¡ :.. I.  - 1 	, 	 '1,1‘3 	1.1 '! •'{‘Xf i t. ... ..- 1 ,, ..,:( 1  ?; ,, 	'f'...1; 11 r 

•!:.: O , 	P 	.„,,,k ,_ ,, 

113 ...i..:‘,.''• '1'''''. 
. , 	.;"! ; , :"."11 :  1 	

-4,1,, 	11-1/•- .r,,,-k,,,,,,,;;,,I....,,„.••,, 
•. 	.•, 	

,••., ,, ,, 4... ,,-,,I.,  ., ...,-,.,,,mfra_4,,̀t..., i..„, , /1 
I, ,. ro.. 	.„ 	1.,,,,,,,.., •,,.. 	„,,,.. , A, ii„ 	.,... 	.. ,. 	 • 	' '•'.'''• ':' ..r.,. • • 	..„.• .7,,9. .."1 . • p' • 	•••  '„ 	. ."-) 1 	 11..' 	'ril'r. ,. '.:•".•":' 4.4.P.;'1.;'''./ 	il 	,' ,•rp,t. 	l' 

'11 .1'9 , 	1. 	. • L 1( 

M. Elnitli o al. 

Mg, 1 1 hwribuilini ui M 1.1 1111(NA III tal hiain, seelion 	Northern 	anal .aN 01.  It NA expres%ed in 
colmo! (panel Al and ¿Iiiv•if eiitetl I.11 brani (panel II), ectiun h, 

ilf silo hylill(111,1ill)11 	'ti-labeled eDNA 

	

1111.• 	
Al r•I inRNr1 fi h post 11iit:11c,iimelll SCI.:1101) c , RNAse 

m'idea Indin 	initivell 	%Iptliil ; set !ion (í, ftl hliif 	 1:10 

	

i 	 -1,11xled 	)NA pone  kit:línea  (nigt ito dhiiihimon of Ivan) Mi'. I fi  11 post rine treanneni. 

M.1 Mercase% in 	
;lin Ntentlily ;111(1 dramantally, 

atier 11111h, from 11 2 	in 1 day io 310 lig rincling 
prolcin hy 50 Clays atter hirtli. The enhancement in 
llie coneentralion tul.  NIT atter birth %vas not retan:ti ¡u a lower level 	intal prolein concentration during 
the prenatal period 	91;b1)), 

The de velopmen tal conceniralions 	M llave 
peen stiufied in the a ulopsied hrains ofleittses, 
and ehildren nsing 	

icaniques 0in/di et 	PPM), No 111 could 	detected in the  

glial ceik uf letal brains, wheieds the glial eells oradult 
1)1 1Uiti eshilnied st rung slaining for MT, 

The conceidralions of 	 proicins in 
tieveloping rnanunahaln tissues 

Mercase, decrease, or 
rUillaill 111h11(13"Cd. FM' example, the concem ration uf NIT Mercases in developing ra 1 Main, and the leve! of lillt 

thionein is a ugmenled in developing rail lestis, 

lliese tissiies, the concenlrations uf Itepatic MT 
are high in the fetal and neonata! 

Ii'ers P11 ral and 
!minan and decline thereaner. The higli level 	hep- 

FALLA DE 011.161a1 



. i-,,,mry91:1117.15freffi 
TIr 

Zinc: and nietaliothionein in the CNS 

Fig. 4. ¡u sito hybrittization of "S-laheled eDNA prole show. 
ing that in the rat brain silver grains are localized mostly in 
lateral ventricle (1.N. panel A), and hippot:ampus (litp. panel 
II). The sections wereCOLIIIICIStilinCd With t:resyl violct. M ag- 

nification x 800. 

alio NIT during fetal and neonatal periods has heen 
interprcted to indícale that the NIT may play a role 
in the storage, donation, and utilization of essential 
elements, such as zinc and possibly copper, for nucleic 
acid rnetabolism, protein synthesis, and other meta-
bebe processcs during a period oí rapid dilferentiation 
and growth. 

Unlike that in the hepatic NIT, the coneentration 
el' the NIT in the kidney does net undergo the rapid 
ami drainatic aheration during prenatal and neonatal 
periods. Furtherrnore, the NIT in the kidneys of the 
newborn rat is a zinc-containing protein. whereas in 
the adule rat, it is predontinantly a copper-containing 
probletn. 

'[he factors regutating the synthesís of MTs in 
ditferent organs may he dissimilar during prenatal, 
neonata!, and other periods, 1)uring the neonatal 
perioti, when demand for zinc is high, the synthesis nf 

MT would he more subject to hormonal control and 
lens dependent on zinc intluence, llowever, in the 
!maitre rat, when the demand for zinc ditninishes, the 

syntliesis of MT would be intluenced by zinc, and 
NIT would function to maintain zinc homeostasts (see 
Ebadi, 1986h and the references cited within this 
anide). 

NIETALLO'IllIONEIN GENE EXPRISSION 
NIANINIALIAN ElltAIN 

The high degree of homology among MT isoforms, 
with reTect te nucleotides and mitin° aeid sequences. 
has made it untenable tu (Main cDNA probes or 

autihodies capahle oí disiinguishing the various iso-
forms of NIT (Dtirnam and Palmiter, 1911 ; Searle ter 
al., 1984 ; Saijoh el al., 1989, 1994;. The traditionai 
MT-I ami NIT-11 isoforms are expressed in severa! 
arcas of brain (Ebadi, 1991 ; 1-lao et al., 1994). On 
the other hand, a uniclue MT isoform, laheled as the 
growth inhibitory factor (GIF) or NIT-111, has 

receto ly becn identified from human brain Uchida 
al., 1991 ; Tsuji el al., 1992) and human ami mouse 
brain (Palmiter et al., 1992), The deduced amino acid 
sequence of MT-III exhibits greater similarity to the 
NIT-II isoform than to the NIT-I isoform. In addition. 

Mich is expressed mostly in the brain and 
not in the peripheral tissues, contains an addittonal 7 
amino acids, therefore possessing a total el' 68 amino 
acid residues (Uchida et al., 1991 ; Palmiter et al., 
1992). 

GENERAL. FEATURES OF TM. INDUCIR/N 01-- 
METALLOTHIONFIN 

The regula tion of MT gene expression, nameiy cis-
trans regulation, has heen Iva documented. That is, 
binding ef trrtrr.s elements lo tiv sequences in the S.  
llanking reglen, the promotor sequence, of NIT genes 
produces an mercase in transcription of MT niRNA. 
Stress signais, such as heavy metals and gluco-
corticoid, are involved in such mechanisms, but sev-
eral other similar indut.'ers, such as endotoxin (De el 
(11,, 1990), interleultin-1 (Kikuchi e: al., 1992. 1993). 
and X-irradiation (Shiraishi et al., 1989) have heen 
studied. Although the protnoter sequence is highly 
hornologous in va Haus speciestVarshney el al.. 198(► ), 
the levet el transcription of MT gene most probably 
varíes lit difTerent tissues (Ging et al., 1989). There- 
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fere, the availability of tratts-elements and utilizat ion 
of inducers may intluence the differential expression 
of MT in various tíssues (Saijoh et al., 1994). 	- 

1NDUCHON OF 11FIA11.011110NE.IN IN ASTROCVTILS 

CYTOKINES 

Since the synthesis of metallothionein is induced by 
interlcukin-I and tumor'necrosis factor, NIT is now 

considered an acule phase protein. Astrocytes do con-
tain MT (llano et al., 1991 ; Nakajima et al., 1991; 
Young el al., 1991; Nishimura et al., 1992; Suzuki el 
al., 1992a,b ; Kik uchi et al., 1993 ; Sawada al., 1994; 
Young, 199-1). In addition, they contain interleukins-
1, -2, and -6, tumor necrosis factor, interíeron, and 
granulocyte.macrophage colony stimulating factor, 
which play a role in growth and differentiation of 
microglial and asiroglial rens (Goctzl el al., 1990; 
Brennernan et al., 1992 ; Ilenveniste, 1993 ; Sawada et 
al., 1993). Since the growth of astrocytes by inter-
leukin-I (Sawada el al., 1994) is associated with pro-
duction of interleukin-6 (Frei et al., 1989; Kasahara 
et al., 1990; Aloisi et al., 1992 ; Lee et al., 1993a,b), 
interleukin-8 (Aloisi et al., 1992), tumor necrosis fac-
tor (Gadient et al., 1990; Spranger el al., 1990), nitric 
oxide synthase (Lee et al., 1993a,b), and prostaglandin 
E2 (Kaisuura el al., 1989), it is thought that the pro-
duction of interieukin-1 hy astrocytes takes place 
when ínjury or intlammation occurs in the CNS 
(Woodroofe et al., 1991 ; Van et al., 1992). Inter-
leukin-1 and heavy inetals induce the synthesis of NIT 
and its mRNA for a prolonged period of time (K iku-
chi et al., 1992, 1993). Thereforc, Sawada et al. (1994) 
bclieve that in inflammation. the levet of in tedetikin- 

Mercases. This. in tern, induces the synthesis oí long-
acting MT, and hence protects against free radicais 
and oxidative stress caused hy inflammation and tissue 
injury in the CNS. 

EXPRESS1ON OF NIETM..1.0111101Elti AND 

RENISTANCE 10 'VÍA L•INDUCED TOXicrry 

A transient inerease in metal tolerance ofeukaryotic 
cells can be induced by prior treatment with sub-lethal 
concentrations of certain metal ions. This tolerance 
coincides with cellular metal hinding capacity due lo 
transcriptional induction of the MT gene (Karin and 
Richards, 1982; Richards et al., 1984 ; Peterson and 
Mereer, 1988; Peterson el al., 1988 ; Gupta el al., 
1993). A more stable tolerance can he caused by 
exposure lo eell cultures lo stepwise malease in metal 
ion concentrations. This tolerance is associated with 
an mercase in MT gene copy number and a cor- 

responding Mercase in NIT niRNA, ¿in() MT ¡voten) 
(Palmiter, 1987). Genoinic rearrar..ilanents involeing 
amplitication of Nur genes have beett reponed in 
metal-toleran! eukaryotes ((;upta et al., 1993). 

it is generally believed that Metaiti are more toxic 
in a system which is fess capable of synthesizing 
For example, in a study we (FMdi el al., 1989b) have 
shown that neuroblastorna 1MR-32 cells exhibited less 
tolerance to the toxicity of hoth cadmium and zinc 
than Chang liver cells. Furthermore, we found that 
ibis phenomenon wats directly related lo the inherent 
ability of !hese cells lo produce MT (Table 3). 

'The control Chane liver cells or the human neuro-
blastonta 1MR-32 cells, untreated with either zinc or 
cadmium, were able to incorporatc i"Sleysteine ami 
synthesize MT. The incubation of Chang liver cells 
%vid] 10011x1 zinc for 24 h stimulated 6.7-fold over the 
control value the incorpora (ion of [35S]cysteine Info 
NIT over the control group, whereas the incubation 
of netiroblastorna cells with an identical amount of 
zinc and under identical conditions, stimulated the 
synthesis of MT Only 2.3-fold over the control value. 
The inctibation of Chang liver cells with 1 ItNI cad-
mium for 24 h stimulated 5.0-fold over the control 
value the incorporation of rSicysteine hito MT, 
whereas the incuhation of neuroblastorna cells with 
un identical amount of eadmium and under identical 
conditions, stimulated the synthesis of MT only 2.25-
fold over the control vaiue. 

The minimum tested concentration of cadmium 

'rabie 3. The Jou...depende:1i toxic effects uf cadmium and tino un 
the vi ability of Chang liver cells and neurohlastorna 1M R .32' 

Cadinium COTICenualion 	Chang 
of the inethurri 	 hver cells 

1 uNI 
	

o 
2.5 ItM 
	

O 
5 
	

O 
7 iihi 
	

A 
10 14N1 
	

A 

Zinc concentration 	 Chang 
uf the n'editan 	 liver cells 

100 iiM 
	

tl 
120 plid 
	

o 
150 041 

*A11 cells ere incutiated in the presence of varions concentrations of 
either ciothrOttol or ¿inc for 24 11, and Iheir inorphologies were 
exatnined after 24 hof eNposure to the inetals. 

O Denotes that die cells survived with no apparent inurphological 
alterations. 

, Denotes dial the cells survised, hui Iheir inurphologies hecaine 
alicred h) ihe appcarauce of gntnules in the coa rsencd cytoplastn. 

X 1)etiotes that the shape uf the cella changed from an eliptoid 
conligurarion tu a circular une, and die dcad cells wete 1111;1011g 
in the medlunt 

Netiroblawoina 
1M R•32 

X 
X 

Nettrohlastoina 
1MR-32 

0 
X 



1,2 	3 

Zinc and meialtothionein in the CNS 	 11 

stimulating the synthesis of MT in the Chang liver 
cells was 1 ¡d 4, and 7.5 pM caused cell death. The 
minimum tested concentration of zinc stimulating the 
synthesis of MT was 100 phi in the neuroblastoma 

I MR-32, and 150 phi cause(' cell death. The neuroblas-
toma IM R-32 exhihited a lesser degree of tolerance to 
the toxie effeets of either cadrniurn or zinc and 
demonstrated susceptibility to morphological darnage 
or lethal effects with substantially smaller amounts of 
the inetals (Table 3). 

THE USE OF OLIGONUCLEOTIDLS TO PROOF THE 

ESSENTIALITY OF METALLOI'lliONEIN GENE 

Antisense refers lo the use of chemical or biological 
agents which intente' with celltilar nlicieiC acid targets 
in a sequence-specific fashion. This interaction results 
in disruption of the transfer of genetic information 
within the targeted celas. Potential targets for antisense 
agents involve modifica tion of the integrity ofgenoinie 
DNA, modifica don of transcription, processing, 
transpon, stabilization, splicing, and transiation 
(Stein and Cohen, 1988 ; Toulme and Helene, 1988.  ; 
van der K rol el al., 1988 ; Zon, 1988 ; Dolnick, 1990). 

Iversen and Ebadi (1992) synthesized an antisense 
oligodeoxyribonucleotide with sequence comp-
lementary tu the mRNA coding for human NIT-11 
(Fig. 5) and tested iis ability to inhibir both consti-
tutive and cadmium-induced MT protein synthesis in 
neuroblastoma I M R and Chang liver cells in culture. 
The sense oligonucleoticle was also prepared and 
teste(' as a control for its sequcnce-specitic elYects. 
Oligonucleotide entry in to cells was enhanced through 
the use of a polybrene carrier so that neariy 30% of 
a 10 //NI doce of oligonucleotide was shown to be 

5' 	NH2  

assoeiated with cells (Fig. 6). The antisense oligo-
nucleotide inhihition of MT protein synthesis ren-
dered both ce!! types more sensitive to cadmium 
toxicity. However, the sense oligonucleotide had no 
eífects on either MT protein synthesis or sensitivity to 
cadmium toxicity. Similar results were obtained by 
using harnster lung V79 cells in eulture ((versen es al., 
1992). 

Furthermore, Takeda el al. (1994) have prepare(' a 
synthetie antisense olig,odeoxyribonticleotide to the 
m R NA specific for human C-111 ye and tested its polen-
tial to regulate MT synthesis in Chang liver cells in 
culture. The results of this study revealecl that the e-
myc antisense oligodeoxyrihonucleotide led to grea ter 
induction of zinc-promoted but not cadmium- or 
dexamethasone-induced synthesis of NIT. Thesc data 
were interpreted to suggest that c-tnye acts as a 
reprensor of at least one of the si x human MT isoforms 
and demonstrates a unique mode of regulation cap-
able of discriminating between zinc- and dexa-
methasone-induced synthesis of MT. 

The /nye family of oncogenes codes for nuclear pro-
teins that are believed to function as transcription and 
replication factors (Chomczynski and Sacchi, 1987; 
Dung, 1991). This family consists of four well-char-
acterized mernbers, including c-PPIVC, N•mye, 1-snye, 

and b-raye (Jakobovits es al., 1985; Zimmerrnan el 

al., 1986; I ngvarsson et al., 1988 ; Semsei es al., I989). 
Studies in rat and mouse have shown that e-nne and 
b-inye acre expressed in a va riety of cell types, whereas 
N-rnyc and 1-mye transeripts appcar predominantly in 
brain, kidney, and heart. c-inyc has been cloned from 
the rainbow trota and shown to be expressed in the 
liver (Van lleneden es al., 1986). The amount of b-
nye that is expressed in the pituitary mercases as 

COOH 	3' 

1. ANTISENSE MT 5' 
2. SENSE MT 5' 
3. ANTISENSE SDM1 5' 

- GGCGCAGGAGCAGTTGGG 3' 
- CCCAACTGCTCCTGCGCC - 3' 
- GGAGAATGGCCGCCGC - 3' 

Fig. 5, Diagrantniatie representation uf the NIT-1 gene. The three cxons are shows as bous with coding 
regions shaded. The three exons are separated by two introns shown as single lates conneeting the hoxes. 
The sequenee of the oligonueleotides tested and their locations within the non I of the MT gene are shown 

helow the gene. 
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Neuroblastoma-IMR 	CHANG 

+ - + 	+ 	+ 	 Oligo 

- + + r  - + + 	Cd 

84.0 Fructose - 6 - phosphate-kinase 

t-48.5 
58.0 

—36.5 
-\426.6 Triose-phosphate isomerase 

'14 
AV-.110 

,4; ,tem!' 
11`  

Metallothionein 

1 2 3 4 5 6 7 8 
Fig. 6. An autoradiograph of rSleysteine metaholically lahelcd cultured eells. The cellular cytosotic 
proteins were earboxymethylated and separated through a 17% polyaerylarnide gel. Unes I and 5 are 
muck transferred eells; lanes 2 and 6 are antisense oligoniteleotide transfected cells ; lanes 3 and 7 are cells 
that vare treated with 50 pM of eadmium ; and tants 4 and 8 are cells that vare treated with antisense 

oligonueleotides plus 50 pM of 

the organisms approach sexual maturity (fauno and 
McKcown, 1993). 

In our studies (Takeda et al., 1994), the antisense 
phosphorothioate corresponding to the c-myc onco-
gene effectively reduced the cadmium-induced toxicity 
in the Chang liver cell calcares which were pretreated 
with zinc. Zinc is known lo protect against cadmium-
induced toxicity in different systems, including cad-
mium-induced cytotoxicity in hepatocytes (Kagi et al., 
1992). Ottr data confirm the non-antisense-mediated 
protection of the culture by zinc from cadmium-
induced toxicity. The addition of the c-myc-specific 
antisense phosphorothioate oligonueleotide increased 
cadmium tolerance more [han 2-foid. One possihle 
mode of action of the antisense ín the zinc-treated. 
cells would be the derepression of MT synthesis by 
zinc as an inducer c-myc expression may be a possible 
contponent for MT repression. The results uf c-rnyc 
inhibition on the cadmium- and dexamethasone-pre-
treated cultures indícate that c-myc does not act sig-
nificantly as a transacting factor for MT induced by 
thesc compounds. This agrees with the view that the 
mechanism of MT induction by each inducer is highly 
specific, involving dissimilar inductive mechanisms. 

In humans, a family of at least 12 MT genes exists. 
The analysis of the regulation of the human MT-I and 
MT-II genes has revealed differences in their response 
to zinc and dexamethasone (Ebadi et al., 1989b). Fur-
thermore, Peterson and Mercer (1988), by stutlying 
the regulation of the closely linked endogencnts sheep  

MT-la, MT-lb, MT-1c and MT-11, have show) that 
only the synthesis of MT-11 mRNA increased in 
response to dexamethasone. 

Since c-myc gene is able to transform normal cells 
finto malignara cells and since overexpression of MT 
represents one mechan ism of resistance to some clini-
cally important antineoptastic agents (Kelly et al., 

1988; Takeda e: al., 1992; Yang et al., 1994), the 
delineation of the precise mechanism regutating the 
induction of MT may have some important thera-
pende implications. 

DIFFEREMIAL AND UNIQUE NEGULATION OF [MAIN 

METALLOTHIONFIN 

It has been recognízed for a long period of time that 
the peripherally administered metals, including zinc, 
do not readily traverse the blood—brain barrier, and 
hence do not alter the steady-state concentration of 
metals in the brain. After discovery of MT in the 
brain (ltoh et al., 1983) and after recognizing that its 
synthesis in the brain could not he induced following 
caber a single large i.p. administration of zinc ((tole 
and Ebadi, 1982) or chronic daily i.p. injection of zinc 
(Ebadi, 1986a), it was postulated that the regulation 
of synthesis of MT in the brain most probably differed 
from [hose operating in the liver or kidncys (Ehadi, 
1986b; Churchich et al., 1988; Ebadi el al., 1989a,b, 
1992 ; Palisval et al., 1990 ; liar) el al., 1993 ; Shiraga 
el al., 1993 ; Takeda ei al., 1994 ; Table 4), 
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Table [Migue regulation of brain MT 

Rat hrain NIT and 
neuroblastoma 
eells 

R.0 hepatic NIT ,fitd Citáis 
Paraineters testar 	 liver retar 

Synthcsis following i.p. 
administration of zinc Oven  
cither acutely or chrnnicaliy 	 Yes 

Synthesis stimulated 
following i.c.y, afInsinístration 
of zinc 	 Ycs 

Basa! leve! of NIT 	 Very tow bar stimulated 
dramatically 

Basal NIT•11 rn RNA and its 	 Liver lower and raster :han 
degradation 	 the brain 

Synthesis stimulated 
following ¡milano! 	 Yes 

Synthesis in neuroblastoma 
INIR -32 4:ells stimulated by 
zinc or Cd1. 	 Ycs 

No 

Yes 

Relatively high hut 
stimulated raiher modestly 

lirain higher and slower 
than the liver 

Na 

Yes 

Synthesis in neuroblastnina 
IMR.32 stimulated by 
dexarnethasone 

Neonata! leve! of MT 

Isufornis 

Amino asid residues 

Cysteine residues  

Yes 

Iligh in liver and declines 

Two in liver 

(11,60 

20,20  

No 

Low in hrain and tuteases 

Fnur in brain 

60,61 

17,18 

hninunoreactivity 	 Bovino hippocarnpat MT cross.tezets with antibody 
formcd against sheep and hepatic hlTs 

Involvement in oxidative 
stress and scavenging free 
radical% 	 Yes 

	
Yes 

Activation ofpyridoxal 
kinase by MT 	 Yes 

	
Yes 

In view of the fact that higher than phyliological 
concentrations of essential elements such as zinc and 
copper, and even a minute amount of non-essential 
elements such as cadmium and barium are quite toxic 
(Ebadi and llama, 1986 ; Yokoyama el al., 1986), 
several mechanisms may be operacional simul-
taneously to avert deleterious neurotoxicity. First, 
exposure to metals induces the synthesis of hepatic 
and renal IVITs rapidly to effectively bind additional 
amounts of metals. Furthermore,: the blood—brain 
barrier guards actively against the massive transpon 
of any trace elements Info the brain. In addition, the 
brain synthesizes MT in a higher constitutive levet 
than the peripheral tiSsues and on a continuous oasis 
(Ebadi, 1986a ; Paliwal et al., 1990). Finally, and most 
importantly, a complex structure such as brain, pos- 

sessing an estimated 30.000 mRNAs and having one 
third of the mammalian genome exclusively dedicated 
lo its functions (Sutcliffe, 1988), may have developed 
unique processes for transporting, compartmenting, 
releasing and utilizing zinc, copper, calcium and other 
essential elements, commensurate with the diversified 
and vital functions endowed and invested to its vari-
ous regions. 

ZINC NIFIALLOTIIIONEIN-INDUCED ACTIVA] ION OF 

PYRIDONAL KINASE 

Pyridoxal phosphate is not supplied by diet and 
must he synthesized in the body. The naturally Occur-
ring R„ derivatives, namely pyridoxine, pyridoxal, and 
pyridoxamine, are absorbed etliciently and rapidly 
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from the gastrointestinal tract. On the other hand, the 
phosphorylated derivatives, pyridoxine phosphate, 
pyridoxal phosphate, and pyridoxamine phosphate, 
are not transponed to any great extent across most 
cellular membranes. In the body, the absorbed pyri-
doxine, pyridoxal, and pyridoxamine are converted 
to pyridoxine phosphate, pyridoxal phosphate, ami 
pyridoxamine phosphate, respectively, by pyridoxal 
kinase (ATP: pyridoial 5-phosphotransferase, EC 
2,7.1.35; McCormick et al., 1961). 

The activity of pyridoxal kinase is uncveuly dis-
tribuid throughout the brain, ranking from 94 to 
248 fano! pyridoxal phosphate formed/g tissue/h. The 
highest kinase activity is shown in olfactory tubercle 
> basal ganglia > superior colliculus 	olfactory 
bulb 	inferior colliculus = hypothalamus. Inter- 
médiate activity was seen in cerebellum 
> cercbrum; whereas medalla > pons . hippo-
campus > spinal card revea! the lowest pyridoxal 
kinase activity. Similarly, the concentration of pyri-
doyal phosphate is non-uniforin in discreto 
regíons of brain ranging• from 0.859 to 1.965 Itglg 
tissues. The highest pyridoxal phosphate con-
centraban is shown in inferior colliculus, superior 
colliculus > thalamus 	olfactory tubercle. Cere- 
bellum w  hypothalamus > medulla = cerebrum > 
basal ganglia = hippocainpus possessed intennediate 

Olfactory buth > spinal cord coman) the 
lowest amounts of pyridoxal phosphate (Ehadi and 
Bifano, 1978). 

Among die divalent cations testa! (Co", 
Fe" , Mg", Mn'*, 	Zn2 ' was the rnost effective 
activator of hepatic pyridoxal kinase (1v1cCormick et 
al., 1961). Furthermore, the human hepatic pyridoxal 
kinase exhibits a complete dependence on zinc (Merrill 
el al., 1984). Moreover, zinc activa tes pyridoxal kinase 
in the rat brain, and the ED5„ values for stimulation 
in the cerehellum, superior contentas, and hippo- 
campus are 5.5, 8.5, and 17.0 x 10' M respcctivcly 
(Ehadi el al., 1981). Finally, Churchich et al. (1988) 
have shown that MT activated pyridoxal kinase iso-
lated from sheep and pig bribas. On the other hand, 
apoprotein of MT inhibited the activity of pyridoxal 
kinase. This fact supports the come:Ilion that zinc 
tu:Uvates pyridoxal kinase according to the following 
inechanísms (Churchich et al., 1988). 

Zn-metallothioneini-.Zn' + metallothionein 
Zn" 

Zn-ATP-t- pyridoxal kinase,--sZn-ATP-pyridoxill 
kinase 

Similarly, i fan el al. (1993) round that MT stimulated 
the activity of pyridoxal kinase in irout brain. 

ZINC AND GLUTANIIC ACID 

Zinc alters the activity of glutainic acid dei iir-
boxylase (GAD) (Wu and Roberts, 1974; Wu el al., 
1976). Roth zinc deliciency and zinc excess have been 
reponed to produce epileptiform seiztíres (Ebadi and 
Pfeffer, 1984). In a series of experiments, bah and 
Ebadí (1982) established that al physiological con-
centrations, zinc stimulates the activity of pyridoxal 
kinase (50% stimulation 1.7 x 10 -' M), cnhancing the 
formabon of pyridoxal phosphate, which is required 
for glutamic acid decarboxylase. In pliarinacólogical 
concentrations (50% inbíbition of 6.5 x )0 -4  M), zinc 
inhibits GAD by preventing the binding of pyridoxal 
phosphatc to llolo GAD (Itoh and Ebadi, 1982; Fig. 
7). 

Zinc binding proteins sita as NIT, by donating zinc, 
stimulate the activity of pyridoxal kinase, stimulating 
the formation of pyridoxal phosphate, and are able to 
enhance the forma tion of GABA. Moreover, when 
the cytoplasmic concentration of zinc is perturbated 
and is becoming in excess, by virtue of the fact that 
MT is induced by zinc, it ís able to bind additional 
amounts of zinc and hence prevent it from inhihiting 
GAD, a sulfhydryl containing enzyme, 

In a study, Deaner and Wu (1985) showcd that two 
forms of GAD are found in the rat brain. One form, 
CM) A, does not require exogenous pyridoxal phos-
phate for activity whereas another form, GAD 8, 
does. Furthermore, the ratio between GAD A and 
GAD 13 is non-uniform throughout the brain urea, 
and the hippocampus coi-tubos twice as much GAD II 
as GAD A. 

The involvcment of MT in protectíng glutamic acid 
decarboxylase may not be unique for GAI3A-con-
taining neurons, since S-adenosylmethionine decar-
boxylase, histiditte decarboxylase, acetoaceta te 
decarboxylase, and L-ornithine decarboxylase also 
contain sulíhydryl groups and are hence inhíbited by 
higher than physiological concentrations of zinc. 

SUNIN1ARY ,M) CONCLUSION 

As an esSential trace element necessary for the pro-
per functioning of more than 300 enzymes, zinc is 
indispensable for the growth and development of the 
CNS. 

The interaetion of zinc with proteins helps explain 
another critical function of zinc in biological Systems, 
the regulation of DNA and RNA synthcsis. At least 
three types of zinc-binding mol ifs, namely zinc fingers, 
zinc twists, and zinc clusters occur in various families 
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Fig. 7. A proposcd model postulaiing the role of MT, not °n'y in donating zinc to numerous apo-
metalloenzymes, but also by their inducibility in prcvcnting the elevation in the free concentration of 
zinc and hence protecting an extensive number of sulillydryl-containing enzymes such as glutamic acid 

decarboxylase. 

of DNA-binding protcins, which difl'er from those of 
enzymes. 

The arcas of brain containing high concentrations 
of zinc such as the hippocampus, pineal gland, and 
retina also synthesize metallothionein (MT) isoforms 
on a con tinuous basis. 

The ocular MT and zinc may play an important 
role in regulating the activity of zinc enzymes such as 
retinal dehydrogenases, ot-mannosidase, carbonic 
anhydrase, and corneal collagenases, and lens amino-
peptidase. 

The mammalian MT family consists of four similar 
but distinct isoformsdesignated as MT-I—MT-IV. MT- 
I and MT-II are expressed in many tissues; MT-[II is 
expressed only in the brain ; and MT-I V is expressed in 
tissues containing stratified Sql1i1MOLIS epithelia. Gene 
knock-out experiments have shown that MTs-I and 
II protect against metal-induced toxicity, whereas 
NIT-III regulate zinc homeostasis. The expression of 
MT-III is absent in glia rich white matters, whereas 
that of MT-I is abundant. Although the CA3 partion 
of the hippocampus express both MT-I and MT-III, 
MT-Ill is abundant in arcas of brain containing "ves-
icular pool of zinc." The presence of MT-Ill in neu-
rons that sequester zinc in 'heir synaptic vesicles 
portends of an extremely important or perhaps unique 
function for MT to be delineated in future studies. 
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Mecanismos de Neurotoxicidad de la 
1-Metil-4-Fenil-1 	6-Tetrahidropiridina 

(MPTP) 
MC. Patricia Rojas, Quím. Camilo Ríos 

Departamento de Neuroquirnica, Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía 
"Manuel Velasco Suárez". S.S. 

RESUMEN: La neurotoxina 1enetil-4-fenil-1,2,3,6-letrahidropiridina (MPTP) produce toxicidad a las neuronas 
dopaminérgicas de la vía nigroestriatal, como en la enfermedad de Parkinson idiopática. El mecanismo de daño 
celular causado por esta toxina se desconoce, sin embargo, se han propuesto una serie de hipótesis: el daño a 
ta mitocondria y la fuerza oxidativa. El 1-metilel-fendpiridino (MPP.4), el mayor metabolito activo de la MPTP es 
captado por la mitocondria, en donde se acumula e inhibe la oxidación de sustratos unidos al NADH de la 
mitocondria causando una disminución del ATP. Esto sugiere que la toxicidad del MPP+ puede atribuirse a la 
inhibición de las funciones de la mitocondria. Sin embargo, esta disminución ha sido observada durante pocas 
horas, Esto sugiere un segundo mecanismo de daño a las neuronas que pueda explicar los efectos a largo plazo 
del MPP+. La MPTP genera la formación de radicales libres del oxigeno así como también reduce las defensas 
antioxidantes endóger os y el giutatión para combatir los radicales libres. La toxicidad de la MPTP es disminuida 
por una variedad de antioxidantes y por el ácido ascórbico que pueden reducir los cambios bioquímicos 
producidos por el tratamiento con la MPTP. Esos resultados sugieren que la fuerza cxidativa puede producir daño 
a las neuronas después de la administración de la MPTP. 
Palabras clave: MPTP, MPP+ Enfermedad de Parkinson, Neurotoxicidad, 

ABSTRACT:1 -rnethyl-4 -phertyl-1,2.3.6-telrallycitopyridine (MPTP) has been dernonstrated to cause selectivo 
cytotoxicity to doparninergic neurons in the midbrain and their proiections irlo the striatum, as in Parkinson's 
disease. 1# has been speculated that the mechanism underlying the deleterious etfects of MPTP involve at least 
two potenlial components: mitochondrial datnage and oxidative stress. 1-methylel-phenylpyridinium (MPP +), the 
mejor metabolite of MPTP, is When up by the mitochondria to inhibit the oxidaban of NADH-linked substrates by 
mitochondria, This suggests that MPP+ toxicity !right be attributed to its inhibition of mitochondrial functions, and 
subsequent ATP depletion, However, this depletion has been observed lar only a few hours. This result suggests 
a second rnechanism of cell darnage which explairis the long-terco effects of MPP+, acting in addition to 
rnitochondrial toxicity. MPTP induces oxygen free radical generation and also reduces endogenous antioxidant 
defences against free radicats such as glutathione. MPTP toxicity is att enuated by a variety of antioxidants, and 
ascorbic acid can reduce the biochemical changos in the braie consequent to MPTP treatrnent. These resutts 
suggest that oxidative stress may act lo produce cell darnage atter MPTP administraban. 
Key words: MPTP, MPP+, Parkinson's diseasa, Neurotocity, 

L a enfermedad de Parkinson es un desorden 
neurodegenerativo, 	progresivo, 	con 
características patológicas y clinicas bien 

conocidas. Fue descrita por phi nera vez en detalle por 
James Parkinson en 1817 y se le conoció como parálisis 
agitanle. En esta patología se presenta un cuadro 
clínico caracterizado por braclicinesia, temblor y rigidez  

muscular l  . Esto es causado por la degeneración y 
muerte de las neuronas dopaminérgicas de la vía 

nigroestriatal`, que producen una disminución en el 
contenido de dopamina en el cuerpo estriado. En la 
etiología de la enfert nedad de Parkinson no hay factores 
hereditarios implicados pero se ha señalado que pueden 
participar compuestos químicos neurotóxicos 

encógenos y exógenos:3'7. Para el estudio de los 
mecanismos etiológicos de la enfermedad de Parkinson 
se han desarrollado varios modelos. El hallazgo más 
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importante en los años recientes es el de la toxina 
1-metil-4 -fenil-1,2,3,6-tetrahidropindina (MPTP), que 
produce síntomas clínicos y patología muy similar a la 
de la enfermedad de Parkinson8.9. Esta neunotoxina 
fue producida como un contaminante intermediario de 
una droga de abuso producida ilícitamente, el 
1-meti1.4-feni1-4propionoxiperidino (MPPP), que se 
forma por la deshidratación de un precursor de este 
compuesto. Cuando los adictos a las drogas se 
administraron esta meperidina sintética que contenía la 
MPTP presentaron un síndrome parkinsónico 

permanentes'9, así corno cambios intelectuales 
similares a los que se presentan en los pacientes con 

la enf ermedad de Parkinson tardial(), Se ha encontrado 
que esta neurotoxtna reproduce las características 
patológicas y bioquímicas de la enfermedad en humanos 
así como cuando se admic:stra en el mono y en el 
ratón. La MPTP produce hipocinesta y daño especifico 
en el sistema dopaininérgico mgroestrialal similar al 

descrito para la enfermedad de Parkinson idiopatica" 
La alteración es acompañada por una disminución del 
contenido de la doparnina en el cuerpo estriado. Es 
ampliamente reconocido que la administración de 
MPTP es el mejor modelo experimental con el que se 
cuenta para el estudio de los cambios iieuroquínacos 

que se presentan en la enfermedad de Parkinson12  

METABOLISMO DE LA•MPTP 

La MPTP es un compuesto soluble en lípidos que 
facilmente penetra las membranas, incluyendo la barrera 
hernatoencef Mica. Después de su administración, lea 
MPTP convertida al ion l-metil-4 	 (MPP+), 
que se forma en todos los tejidos incluyendo al cerebro, 
esta biotransformación >>quiere de la enzima 
monoareino-oxidara (MAO -U). El efecto protector de 
los inhibiciones de la MAO-ti sobre la toxicidad de la 
MPTP sugiere que la brotransformación a MPP r. 

necesaria para que ocurra el daño 11'13. La oxidación de 
era MPTP a MPP ocurre en 2 pasos siendo el 1-metil-
4 -tenil-3,4 drhidropiridino (MPDP.F) un intermediario que 
se transforma de manera espontánea en MPDP y 
MPP + o por la acción subsecuente de la MAO. El MPP 
permanece en el cerebro del mono por varios días (la 
vida media se ha calculado en 10 dias), pero desaparee e 
rapidarnente del cerebro del ratón. El metabolismo de 
ira MPTP en otros tejidos, como el hígado involucra vías 
adicionales que generan metabolitos que no producen 
toxicidad neurológica o general y a nivel periférico el 
metabolismo de la MPTP actúa como un mecanismo 

destoxilicantel  . La localización de la MAO puede ser 
determinante para la toxicidad de la MPTP Sin em-
bargo, esta enzima no se erititientra en gran cantidad 
en las neuronas doparninérgicas, sino que predomina  

en las neuronas serotoninérgicas, en los astrocitos 
15-17 y en las paredes de los vasos sanguíneos de 
algunas especies. Si la MAO-13 esta presente en altas 
concentraciones en los capilares o en los vasos 
sanguíneos, fuera de la barrera hernatoencefálica, la 
conversión de MPTP a MPP+ en este sitio puede limitar 
la entrada de la toxina al cerebro. El MPP + es un 
compuesto polar que difunde con dificultad a través de 
las membranas lipidicas, sin embargo, sale de las 
neuronas serotoninérgicas y de los astrocitos para 
concentrarse selectivamente por el sistema de recaptura 

de la doparnina en las neuronas doparninergieas""'ü  

donde es secuestrado, localizandose en las vesículas 
siriápticas con la dopamina, concentrándose en la 
mitocondria o uniéndose con alta afinidad a la 
neuromelr]ina que esta presmte en los cuerpos 

minorarles de los minuteros si ipenores21 .22. Sí serian 

ttihrbidores del sistema de recaptura de la dopanmina 
(por ejemplo eltrfailt Idol), se evita el dan() a las neuronas 

doparninergicas" indicando que este paso es 

importante para su toxicidad. 

MECANISMOS DE NEUROTOXICIDAD DEL ION 
1-METIL-4-FENILPIRIDINO (MPP+) 

La administración directa riel MPP +- en diferentes áreas 
cerebrales ejerce sus efectos neurotoxicos a largo 
plazo Estos hallazgos han conducido a que el MPP se 
considere el responsable de la toxicidad de la MPTP. 
Sin ernbargo, toss mecanisrlios de daño celular debidos 
al MPP•t se desconocen El primer mecanismo de 
toxicidad considerarlo para el MPI ' fue el de un extras 
redox, Con 	tm.tirreconelparaqual lur Ira mokicula 
estructuralmente parecida al MPP ), formándose 
durante este ciclo radicalc:-. del oxigeno que son 
criotóxicos. ior otro lado, !..e encontn.i que el MPP +-
inhibe ln casarla reTtraknia, por su acumulación en la 
MitocOndria lo que provocaría la disminución en la 

`>4 25 próduccron del ATP'.  • - y corno consecuencia el daño 
celular 

INHIBICION DE LA RESPIRACION MITOCONDRIAL 
POR EL MPP. 

Una de las hipótesis para explicar la toxicidad del MPP+ 
esta en relación a los recientes hallazgos que sugieren 
que esa neuroloxina es un inhibidor del transporte de 
electrones en la mitocondria a nivel del complejo I 
(NADPH-Crac) reductasa), esto se ha demostrarlo en 
preparaciones de rnitocondria del cerebro de la rata, del 

ratón o en hígado de rata2/', así corno en rebanadas del 

cuerpo est nado de la rata Se ha reportado que el MPP+ 
inhibe casi completamente la oxidación de los sustratos 
oxidados por el NAD+ COMO son el pinivato/maiato y 
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glutamato/malato, que ceden equivalentes reductores 
hacia la cadena de transporte de electrones a I ravés de l 
complejo 1. Mientras la oxidación del succinato que 
involucra el paso de equivalentes reductores a la 
coenzima O (CoO) vía el complejo II, no esta inhibida. 
Para que los efectos mencionados puedan llevarse a 
cabo es necesario que el MPP+ se concentre en la 
mitocondria. Esta concentración se lleva a cabo por un 
sistema de transporte dependiente de energía. Se ha 
sugerido que el MPP+ no inhibe la reducción del 
ferricianuro indicando que el sitio de inhibición del 
MPP+ en el complejo 1 esta entre el potencial más alto 
del grupo Fe•S de la NADH deshidrogenasa y la CoQ, 
probablemente cerca o en el sitio de unión de la 

rotenona27.28. Ya que administrados esteren-
t axicamente en el mesencéfalo de la rata los inhibidores 
del sitio I corno la rotenona, los barbitúricos y la piericulna 
A, producen el daño a las neuronas doparninérgicas 
COMO sucede con el MPP+. Por otro lado, los iones de 
calcio también interfieren con la captura del MPP+ 
cuando se analiza en mitocondrias de la rata debido a 
que este catión puede competir por el mismo gradiente 
electroquímico. En otros estudios se, ha encontrado 
que el MPP+ produce cambios metabólicos (ejemplo 
acurruilación de lactato) en rebanadas de neoestriado 
de la rata, que conducen a la disminución de la (alergia 

almacenada 29'3°, Se ha demostrado que los efectos 
citotóxicos de la MPTP 'MPP+ producen disminución 
del ATP, evento que ocurre antes de la muerte celular. 
También se ha observado que aunque el MPP+ y el 
paraquat tienen actividades citotóxicas similares, los 
mecanismos que conducen a la muerte celular pueden 
ser distintos. 

Estudios recientes en hepatocitos sugieren que 
los eventos bioquímicos que directamente conducen a 
la muerte celular son debido a cambios en la 
concentración de calcio intracelular corno son un 
incremento del calcio ci:asólico y una disminución del 
calcio en la mitocondria, que disminuye la salida del 

catión a través de la membrana celularll, 
Este hallazgo sugiere que el desequilibrio en la 

entrada o salida de calcio puede ser el mecanismo de 
muerte celular producido por la MPTP. Pocos 
experimentos han investigado los efectos in vivo de la 
MPTP en la función milocondrial. 

Sin embargo, la inhibición in vivo de la respiración 
mitocondrial por la MPTP puede ser de duración corta 
(unas pocas horas) con un retorno total de la función 
pocos Bias después del tratamiento. Un estudio ha 
reportado cambios en las milocondrias del cerebro 

después de la administración de la MPTP a monos32. 
Esos cambios no son similares a los observados 

en el ratón, es posible que estos sean transitorios y no 
pueden explicar completamente los efectos a largo 
plazo.  

Flojas P, Rios C. Mecanismos de Neurotoxicidad 

HIPOTESIS DEL ESTRES REDOX 

A continuación se detallan evidencias a favor y en 
contra de esta hipótesis La formación de radicales 
libres es un mecanismo mediador de los efectos tóxicos 

de una gran variedad de sustancias33. La slinilitud en le 
estructura del MPP+ y el paraquat sugiere que los 
mecanismos de toxicidad pueden ser similares. Se ha 
prOpuesto que los efectos tóxicos del paraquat son 
mediados por un estrés redox y que era presencia del 

oxígeno se forman radicales superóxido". Después de 
la disminución en los antioxidantes protectores 
endógenos, se Ion nan radicales hidroxilo. superóxido y 
el peróxido de hidrogeno, que causar la peroxidacion 
de lípidos de le !nen Mar , que dar ein ell)NA 	1INA, 
o bien inaclivan encimas vitales. En el metabolismo 
normal las enzimas superóxdo rhsinulasa, te catalasa 
y la glutatión peroxidasa previenen I,i ai:nniutación 
radicales libres. Debido a la analogia i!!Muctural del 
pwaqual (PO) y el MIT + 	¡Fa pff bpi 	rlue 
últirno puede mediar su 1°,1143(1w! 14or el esirf.”, redox. 
el caso del paraquat la mole4,iila 	red+ ice formando 
radical NI 4-, que es reoxidade a PC "..! a I,( un la molécula 
de oxígeno formar idose el 	Silpete:h<if SO El 
superóxido 	convenido a perox do de hidrogeno y 
St.lbSeCtlefii 	11 e a radical ludri.» de, conduciendo e 
la peroxidacion de lijados de bis rnerraliranas celuares 
La hipótesis estrés redox para la toxicidad del MPP 
relaciona la formaciónde radicales libres y mecanismos 
oxida tivos que pueden ser responsables de la 
disminución de las neuronas de la sustancia nigra con 

la edad''. Las evidencias e favor de un papel del cistres 

redox del MPP son indirectas. Se he demostrado la 
formación de radicales libres en presencia 	MPTP, 
MPDP+ y MPP f . En la transformación riel MPDP + 
MPDP radical, se puede reducir el oxigeno y ase fon nar 
el radical superox ido ElMPC)Pproctiu:eMPPradicalen  
Presencia de MPP+. A su vez en la reducción de 0. '14 4 
a MPP radical se forma el radical superóxido, e bien se 
forma el radical hidroxilo y también el superóxido en 

presencia de citocromo P-450 reductasa3"6. En el 

caso de la MPTP, se forma el radical superóxido erra 
presencia de metales reactivos. El MPDP 4- reacciona 
con la melanina y catalim la formación del radical 
superóxido indicar do que el MPP es capaz de participar 
en &ciclo redox y que el MPDP+ puede estar involucrado 
en su iniciación. El peróxido de hidrógeno es un 
compuesto importante porque media la formación de 
radicales libres. En el caso de la MPTP, cuando se 
metaboliza a MPP+ se produce el peróxidode hidrógeno 
en los astrocitos, neuronas seroloninérgicas y células 

endoteliales15.31. La producción de peróxido de 
hidrógeno puede generar especies reactivas del 
oxígeno, como son los radicales hidroxilo. El potencial 
oxidativo del peróxido de hidrógeno puede explicar la 
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toxicidad en astrocitos y en células endoteliales inducida 

por la MPTP38. Uninhibidorde la superóxido disrnutasa, 
el dietilditiocarbarnato, potencia la neurotoxicidad de la 
MPTP. Este efecto puede indicar que la superóxido 
dísmutasa es crítica para la protección de la toxicidad 
de la MPTP, probablemente por la destoxificación del 
radical superóxido. Los antioxidantes protegen de la 
neurotoxicidad sistémica de la MPTP. Con uno de los 
antioxidantes más importantes, la vitamina E, se ha 
demostrado que en animales con deficiencia de esta 
vitamina tienen elevadas tasas de generación de 
radicales superóxido después de la administración de 
la MPTP. Por otra parte, la toxicidad de la neurotoxina 
se ha encontrado que se potencia en animales 

deficientes en vitamina E. Esto puede estar indicando 
que la MPTP induce daño oxidativo,Otro antioxidante 
importante es la vitamina C, del que se ha demostrado 

su efecto protector contra la toxicidad de la MPTP". La 
administración de (-)-2_-oxo•4-tiazotidine carboxilato, 
precursor cJe la síntesis de glutatión, incrementa los 
niveles en cerebro del aminoácido y atenúa la 
disminución de la doparnir la en el cuerpo estriado y sus 
melabolitos inducida por la MPTP. Esto demuestra que 
el glutatión es un factor crítico en la toxicidad de la 
MPTP. De la misma manera, se ha reportado que la 
MPTP disminuye los niveles de glutatión en el 

mesencéfalo, pero no en el cuerpo estriatio41. La 
peroxidación de lípidos puede ser una secuela de la 
fuerza oxidativa, especialmente enanimates deficientes 
en vitamina E. Una u ¡edición indirecta de la peroxidación 
de lípidos in vivo es la acumulación de la lipoluscina; se 
ha encontrado que hay un incremento en este tipo de 
depósito en la sustancia nigra y en la retina después de 
la administración de la MPTP. Se encontro que en el 
cerebro el MPP+ estimula la peroxidación de lipidos, 

pero la MPTP inhibe ese proceso  42,43‘ Otro hallazgo 
interesante es que se ha encontrado que el MPP+ 
induce un incremento en dos indices de peroxidación 
de lípidos en el cuerpo estriado yen el mesencéfalo que 
están involucradas en el daño reportado por la toxina. 
Estos resultados sugieren que la fuerza oxidativa puede 
actuar para producir daño celular después de la 

administración de la MPTP44. Sin embargo, hay otras 
evidencias en contra de la participación de los radicales 
libres en la neurotoxicidad de la MPTP. Algunos grupos 
de investigación no encuentran protección con 
antioxidantes. Sin embargo, los datos en la literatura 
muestran que los resultados negativos con la vitamina 
E, vitamina C, beta•caroteno, N•acetitcisteina y otros 
antioxidantes son preliminares, porque no se demostró 
la entrada de los antioxidantes en el cerebro antes de 
probar el efecto de estos sobre la toxicidad de la MPTP. 
En células de mesencef ato se ha demostrado que los 
antioxidantes no protegen contra la toxicidad de la  

MPTP o el MPP +. Químicamente, es imposible que el 
MPP+ participe en el ciclo redox, porque para que se 
lleve a cabo fisiológicamente la reducción de MPP+ y 
así se formen los radicales libres, se necesita de un 
potencial electroquimico elevado. El dietilditiocarbamato 
produce retención de la MPTP y el MPP+ en el tejido y 
esto puede producir la toxicidad. La MPTP y el MPP+ 
no inducen fuerza oxidativa en hepatocitos. La 
administración sistémica de MPTP no forma peróxidos 
lipidos medidos a través de la técnica de dienos 
conjugados. La administración de algunas drogas que 
incrementan el contenido de glutatión intracelular no 
protegen de la neurotoxicidad cJe la MPTP. Estas son 
las principales hipótesis que se han planteado corno 
posible mecanismo de daño celular producido por la 

toxicidad de la MPTP/MPP+45.46  
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