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1. Abstract.

In Parkinson’s disease (PD) the decline in dopamine (DA) content has been considered to
only derive after the loss of dopaminergics neurons of the Substantia Nigra pars compacta
(SNpc). However, the deficit of DA in the affected regions exceed the loss of dopaminergic
neurons, suggesting that this alteration in the synthesis of DA appears before neuronal
death. Recently, substantial evidence has been accumulated supporting the hypothesis
that oxidative stress activates the cascade of events that lead to declines in DA content
and the neuronal death in the PD. In the same way, striatal administration of 1-methyl-4-
phenylpyridinium (MPP¥), the active metabolite of 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP), reproduces the main biochemical characteristics of the PD.
MPP" intrastriatal injection overproduced nitric oxide (NO), superoxide anion (‘O)
peroxinitrite (ONOQO") and hydrogen peroxide (H;0,). H,O; in the presence of iron ferrous
produces hidroxil radical ("OH). The overproduction of these reactive spices increases
oxidative and nitrosative stress, alteration of the dopaminergic neurotransmision and
eventually neuronal death. On the other hand, copper is an essential micronutrient which
is required as a prosthetic group of several enzymes that participle in the antioxidant
system, such as ceruloplasmine and superoxide dismutase (SOD).

In the present work, in first instance, the effect of intraperitoneal (i.p.) administration
of 10 mMol/Kg of CuSQ,, on the nitration of the tyrosine hydroxylase (TH) and their
concomitant inactivation, induced six h later by an intrastriatal microinjecction of 10ug/8puL
of MPP" in the rat, was evaluated. The copper (Cu) supplement administered 24 h before
of the damage induced by MPP, diminished nitration significantly as well as the
inactivation of the TH, without displaying changes in the expression level of the protein in
the different groups. In the same way, Cu treatment also prevented the dopamine-
depleting effect of MPP" injection. These results were accompanied by a significant
(p<0.05) increment of enzymatic activity of the constitutive nitric oxide synthase (cNOS)
caused by the MPP" infusion which is counteracted by means of the Cu, whereas, the
protein levels of the three isoforms of NOS remained unchanged. These results indicate
that the effect of copper against MPP*-induced protein nitration and TH inactivation in the
striatum of rat that may be mediated by a reduction of cNOS activity.

On the other hand, it was determined that the effect of the administration of 10
mMol/Kg of Cu upon the enzymatic activity of some Cu-dependent proteins, in the first
place evaluating Cu effect over a temporal course of ferroxidase activity in the striatum of
rat. Results indicated a significant increase (p<0.05) in the striatal ferroxidase activity after

12 h until 24 h in the animal group treated with the Cu supplement. These findings



correlated with the significant increase (p<0.05) of ventral mesencefalic ferroxidase activity
after 12 h, reaching maximum peak activity after 16 h (p<0.01). This maximum peak
activity was challenged by means of an MPP" injection 10ug/8uL, and six hours later a
significant (p<0.05) decrease in the ferroxidase activity of both cerebral regions was
identified. However, the group administered with copper and MPP™ did not show change in
ferroxidase activity in relation to control group. The effect of the increase in the ferroxidase
activity induced by Cu, was indirectly determined after evaluating the formation of lipidic
fluorescent products induced by MPP*, showing a significant (p<0.01) increase in the
group treated with MPP®, whereas the group treated with Cu and MPP”, showed
peroxidation levels similar to the control group.

The exposure of striatal tissue to MPP® resulted in a significant decrease in
copper/zinc superoxide dismutase (SOD-Cu,Zn) activity versus control group, which was
reverted by copper supplement to basal levels. Manganese superoxide dismutase activity
did not change in the different groups. Based on this observation we evaluated the effect
of 10 mMol/Kg of Cu on oxidative damage induced by the injection of 10ug/8uL MPP™ by
means of measuring of reduced glutathione (GSH) and oxidized glutathione (GSSG) levels
as well as their relation (GSH/GSSG) into the rat striatum. MPP" infusion produced a
significant decrease in GSH levels both on animals administered with Na,SO, or CuSO,4
versus control group. Whereas, GSSG levels showed a significant (p<0.05) increase in the
animals treated with Na,SO, and MPP", nevertheless the group treated with Cu and MPP”*
showed GSSG levels without changes in relation to control group. Consequently, relation
of GSH/GSSG was significantly (p<0.01) reduced in the group treated with MPP”,
meanwhile the relation in the group of animals pretreated with Cu and MPP" injection
presented a partial recovery (p<0.05). No changes were found in the Glutathion
peroxidase (GPx) activity throughout the different groups.

In conclusion, the main contribution of the present work is based on the potential
effect of the copper supplement over the deleterious effect induced by MPP*. Cu reduces
both nitrosative and oxidative damage probably through regulation of the NOSc activity, as
well as by means of an increase in both striatal and ventral mesencefalic ferroxidase
activity. However, the possible participation of other Cu-dependant protiens should not be

discarded since it can be playing an important role against MPP*-induced neurotoxicity.
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2. Resumen.

En la enfermedad de Parkinson (EP) se considera que el decremento en el contenido de
dopamina (DA) se presenta solamente después de la pérdida de neuronas
dopaminérgicas de la Substantia Nigra pars compacta (SNpc). Sin embargo, el déficit de
DA en las regiones afectadas excede significativamente la pérdida de las neuronas
dopaminérgicas, sugiriendo que la alteracién en la sintesis de DA se presenta aun antes
de la muerte neuronal. Recientemente, hay evidencia acumulada apoyando la hipotesis
de que el estrés oxidante activa la cascada de eventos que conducen a la muerte
neuronal en la EP. Asimismo, el 1-metil-4-fenilpiridinium (MPP™), el metabolito activo de la
neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), reproduce las principales
caracteristicas bioquimicas de la EP. La administracion del MPP® genera una
sobreproduccion de 6xido nitrico (NO), radical superoxido ("O,), peroxinitrito (ONOO) y
peroxido de hidrégeno (H.0,). El H,O, en presencia de fierro ferroso (Fe?*) da lugar a la
produccién del radical hidroxilo (*OH). La sobreproduccion de estas especies reactivas da
lugar a estrés oxidante y nitrosativo, alteracion de la neurotransmisién dopaminérgica y
eventualmente la muerte neuronal. Por otra parte, el cobre (Cu), un micronutriente
esencial que es requerido como grupo prostético de varias enzimas que participan en el
sistema de respuesta antioxidante, tales como la ceruloplasmina y la superoxido
dismutasa (SOD). Este metal se encuentra disminuido en cerebros postmortem de
enfermos de Parkinson y recientemente ha demostrado tener efecto en contra del dafio
neuronal dopaminérgico inducido por MPP”.

En el presente trabajo, se evalu6 en primera instancia el efecto de la
administracion i.p. de 10 mMol/Kg de CuSO,, sobre la nitracidon de la tirosina hidroxilasa
(TH) y la concomitante inactivacion inducida seis horas después de la microinyeccion
intraestriatal de 10ug/8uL de MPP™ en la rata. El suplemento de cobre administrado 24
horas antes de la lesion por MPP* disminuy6 significativamente tanto la nitracién, como la
inactivacion de la TH, sin presentar cambios en el nivel de expresién de la proteina en los
diferentes grupos. Del mismo modo, el suplemento de Cu previno la disminucion del
contenido de DA estriatal inducida por MPP*. Estos resultados se correlacionan con un
aumento significativo (p<0.05) en la actividad sintasa del 6xido nitrico dependiente de
calcio (SONc) a causa de la infusion de MPP*, lo cual es contrarrestado por el
pretratamiento con CuSQO,. Ningln cambio fue observado en el nivel de expresion de las
tres isoformas de la SON en los diferentes grupos. Estos resultados demuestran que el
pretratamiento con el suplemento de CuSO, es capaz de disminuir el dafio nitrosativo

inducido por MPP* por medio de una regulacién en la actividad SONc.
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Por otra parte, se determind el efecto de la administracion de 10mMol/Kg de
CuSO, sobre la actividad enzimatica de algunas proteinas dependientes de Cu,
evaluando en primer lugar el efecto del suplemento de Cu en un curso temporal de
actividad ferroxidasa en el CE de la rata. Los resultados indicaron un incremento
significativo (p<0.05) en la actividad ferroxidasa estriatal a partir de las 12 h y hasta las 24
h en el grupo de animales tratados con el suplemento de Cu. Estos hallazgos
correlacionaron con el incremento significativo (p<0.05) de la actividad ferroxidasa del
mesencéfalo ventral a partir de las 12 h, alcanzando un pico maximo de actividad después
de 16 h (p<0.01). Posteriormente, se desafié este pico maximo de actividad por medio de
la inyeccion de 10ug/8uL de MPP*, en donde 6 horas después se identifico una
disminucién significativa (p<0.05) en la actividad ferroxidasa de ambas regiones
cerebrales. No obstante, el grupo administrado con el suplemento de cobre mas MPP”*
mostré una actividad ferroxidasa del orden del grupo control. El efecto del incremento en
la actividad ferroxidasa inducido por la administracion de Cu se evalu6 indirectamente al
medir la formacion de productos lipidicos fluorescentes inducidos por MPPY,
encontrandose que la administracion del MPP* da lugar a un incremento significativo
(p<0.01) en la formacién de productos lipidicos fluorescentes, mientras que en el grupo
tratado con el suplemento de Cu mas MPP*, la formacién de productos lipidicos
fluorescentes a nivel del grupo control.

La actividad SOD-Mn no present6 cambios en los diferentes grupos, mientras que
la actividad SOD-Cu,Zn disminuyd significativamente (p<0.05) en el grupo tratado con
MPP™ en relacién al grupo tratado con Cu mas MPP”, en donde los niveles de la actividad
permanecieron sin cambio respecto al grupo control. En términos de lo anterior, se
determiné el efecto del suplemento de CuSO, sobre el dafio oxidante inducido por MPP*
sobre los niveles de glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG) asi como su relacion
(GSH/GSSG) en el CE de la rata. Los niveles de GSH se encontraron disminuidos
significativamente (p<0.05) en el grupo tratado con Na,SO, mas MPP* como en el grupo
tratado con CuSO, mas MPP®. Por su parte, los niveles de GSSG se incrementaron
significativamente (p<0.05) en el grupo tratado con MPP* mientras que el grupo tratado
con el suplemento de Cu mas MPP* mostr6 niveles de GSSG del orden del grupo control.
En consecuencia, la relacion GSH/GSSG se encontré significativamente (p<0.01)
disminuida en el grupo tratado con MPP*, mientras que la relacion GSH/GSSG en los
animales tratados con el suplemento de Cu mas MPP" presentaron una recuperacion
parcial (p<0.05) en la relacion GSH/GSSG. Ningun cambio fue encontrado en la actividad

Glutation Peroxidasa (GPx) de los diferentes grupos evaluados.
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En conclusién, la principal aportacion del presente trabajo esta basada en el efecto
del suplemento de CuSO, para contrarrestar las alteraciones neuroquimicas inducidas por
MPP* al disminuir tanto el dafio nitrosativo como el dafio oxidante a través de la
disminucién en la actividad SONc, asi como por el aumento en la actividad ferroxidasa
estriatal y mesencéfalica. Sin embargo, no se debe descartar la posible participacion de
otras proteinas dependientes de Cu que pueden estar jugando un papel importante en
contra del dafio ejercido por MPP™,

13



3. INTRODUCCION.

En la actualidad la enfermedad de Parkinson (EP) es uno de los transtornos
neurodegenerativos mas comunes. Se considera que los trastornos clinicos que
caracterizan a este padecimiento se presentan hasta que han degenerado mas del
50% de las neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra pars compacta
(SNpc), lo cual trae como resultado una disminucién en el contenido de dopamina
(DA) en el cuerpo estriado (CE). No obstante, existe evidencia de que el contenido
de DA en las células sobrevivientes disminuye aun antes de que se presente la
muerte neuronal, a causa del decremento en la capacidad biosintética del
neurotransmisor. La muerte neuronal en la EP idiopatica como la falla en la
biosintesis de DA son debidos presumiblemente a una sobreproduccion de
radicales libres originados a partir de diversas fuentes. La acumulacion de fierro en
las neuronas pigmentadas de la SN, es entre otras, una fuente de formacion de
especies reactivas del oxigeno, lo cual en la actualidad es util en el diagnostico
clinico para pacientes con EP idiopatica, ya que presenta una especificidad del
96% y una sensibilidad del 91%, lo que permite discriminar entre pacientes con EP
idiopatica de aquellos con sindromes parkinsonicos atipicos, pardalisis
supranuclear progresiva y aquellos con atrofia de sistemas mdltiple. La estrategia
terapéutica mas utilizada para el tratamiento de esta enfermedad es tan solo
sintomatolégica, por lo general a través de la coadministracion de L-
DOPA/carbidopa, la cual reduce su eficacia después de cinco afios en promedio,
por lo que en su momento se adoptan otras medidas farmacoldgicas que pueden
contrarrestar las alteraciones del movimiento que aparecen después de la perdida
de la eficacia de la L-DOPA, ofreciendo a los pacientes una mejor calidad de vida.
Sin embargo, sigue siendo imposible frenar la progresion de la enfermedad o
restaurar aquellas funciones que se han perdido.

Las diversas estrategias para enfrentar una enfermedad de origen
desconocido y que se hace evidente con varias alteraciones bioquimicas y
neuroanatdémicas una vez que esta se manifiesta, solo ha podido ser estudiada por
medio del desarrollo de modelos experimentales de la enfermedad ya sea in vivo o
in vitro, mismos que son generados por medio del uso de ciertas neurotoxinas. Es

asi, que existen diversos modelos experimentales capaces de reproducir las
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principales caracteristicas bioquimicas de la EP. En el presente trabajo se ha
utilizado, con ligeras modificaciones a partir de ciertos reportes en la literatura, un
excelente modelo experimental de la EP desarrollado en la rata por medio de una
microinyeccion intraestriatal unilateral estereotaxica del metabolito 1-metil-4-
feilpiridinio (MPP™), a través del cual ha sido posible reproducir las principales
alteraciones biogquimicas similares a las observadas en la EP, haciendo también
evidente que la neurotransmisiéon dopaminérgica es interrumpida antes de que
sobrevenga la muerte neuronal.

Por otra parte y dada la necesidad de desarrollar alternativas terapeuticas
qgue coadyuven con las ya utlizadas para contrarrestar las alteraciones
biogquimicas antes expuestas en la EP, se ha considerado de importancia el
estudio del efecto tarapéutico del Cobre (Cu), ya que éste es un micronutriente
esencial en la dieta que actia como grupo prostético de varias proteinas
involucradas en el metabolismo y en la respuesta antioxidante, tales como la
superoxido dismutasa dependiente de cobre, citocromo ¢ oxidasa, metalotioneina
y la ceruloplasmina entre otras.

En términos de lo anterior, en el presente trabajo se ha evaluado el efecto
de la administraciobn aguda de Cu en la rata, bajo la hipétesis de que el
suplemento de Cu es capaz de reducir tanto el dafio oxidante y nitrosativo
inducido por MPP”, a través de un aumento tanto en la respuesta antioxidante
como en la actividad ferroxidasa. Por lo tanto, los objetivos planteados en el
presente trabajo han sido inicialmente orientados hacia la determinacién del efecto
del Cu sobre el nivel de nitracion de la tirosina hidroxilasa (TH) inducido por MPP™
en el CE de la rata. En segundo lugar, los objetivos de este trabajo se han dirigido
a determinar la actividad de algunas proteinas dependietes de Cu y su posible
participacion en la disminucion del dafio oxidante inducido por MPP* en el
presente modelo.

Los hallazgos de este trabajo corroboran la utilidad del modelo de la EP en
la rata para reproducir las principales caracteristicas bioquimicas de la EP a través
de la inyeccion intraestriatal de MPP™. Asimismo, se hace evidente que el Cu es
capaz de contrarrestar el dafo nitrosativo por medio de la reduccién de la

actividad sintasa del 6xido nitrico dependiente de calcio (SONc) dando lugar a una
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reduccion de los niveles de nitracion de la TH en el CE de la rata. Ademas, la
administracion del suplemento de Cu reduce también el dafio oxidante inducido
por el MPP™ a través de producir un incremento en la actividad de enzimas Cu-
dependientes, disminuyendo el dafio oxidante inducido por MPP* al recuperar

parcialmente los niveles de glutation reducido.
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4. ANTECEDENTES.

4.1. Breve Resefia Historica.

La EP fue descrita por primera vez en 1817 por un médico inglés de nombre
James Parkinson, quien la denomin6é como “pardlisis agitante”. En 1872 Charcot y
Vulpian después del analisis de pacientes con las mismas caracteristicas
completaron la descripcion de la EP y decidieron nombrar a este padecimiento
“Enfermedad de Parkinson” (Charcot y Vulpian, 1872). Para 1912 Lewy describe
que en estos pacientes existen inclusiones en el citoplasma de la neuronas,
demostrandose mas tarde que las neuronas principalmente afectadas son las de
la SN (Obeso et al., 2002). Los hallazgos en la historia continuarian y en 1919
después de analizar 9 cerebros de pacientes con EP se encontrd una disminucion
en el nimero de células de la SN (Tetriakoff, 1919). Fue hasta 1960 cuando
Ehringer y Hornykiewics demostraron una disminucion importante en el contenido
del neurotransmisor dopamina (DA) de la via nigroestriatal, lo cual fue
posteriormente validado por numerosos estudios en relacion con los trastornos del
movimiento y la postura en pacientes con EP (Hornykiewics, 1996). Para el afio de
1989 se reportd que la actividad del complejo | de la Cadena de Transporte de
Electrones Mitocondrial (CTEM) se encuentra disminuida en pacientes con EP
(Schapira et al., 1990), lo cual genera una disminucion en la sintesis de ATP e
incrementa la formacion de especies reactivas del oxigeno. En ese mismo afio se
reportd que existe una significativa reduccion del contenido cerebral de GSH
dentro de la SNpc, lo cual fue considerado como el primer indicador de estrés
oxidativo en la EP, sugiriendo un concomitante incremento en la formacion de
ERO (Riederer et al., 1989), sustentando asi la hipotesis del estrés oxidante como
causa de muerte neuronal en la EP. En 1998 Boll y col., reportaron la disminucion
en la actividad ferroxidasa plasmatica en enfermos de Parkinson, lo cual
correlacionaria con la acumulacion de fierro en la SN, lo cual se ha convertido en
el signo clinico mas importante para el diagnéstico de la enfermedad con un 96%
de especificidad y 91% de sensibilidad por medio de sonografia del parénquima
cerebral que permite discriminar a la EP idiopéatica de aquellos sindromes

parkinsonicos atipicos (Walter et al., 2003).
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4.2. ENFERMEDAD DE PARKINSON IDIOPATICA

A grandes rasgos la EP idiopatica es definida como una alteracion
neurodegenerativa que se caracteriza por un déficit del neurotransmisor DA, lo
cual es consecuencia de la pérdida preferencial de las neuronas dopaminérgicas
de la SNpc (Fahn, S. 1998). La EP no es clinicamente obvia sino hasta que se da
la perdida de un 50-60% de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc que
proyectan hacia el CE, dichas aferencias se ven disminuidas hasta en un 80% con
una reduccion en el contenido de DA estriatal del 80 y hasta del 90% (Blum, D. et
al., 2001).

4.2.1. Epidemiologia.

Actualmente la EP es el segundo padecimiento neurodegenerativo de mayor
frecuencia después de la enfermedad de Alzheimer y también ocupa el segundo
lugar en los trastornos del movimiento después del temblor esencial. Se estima en
general que la prevalecia de este desorden se incrementa con la edad y se
considera que afecta a mas del 1% de la poblacion de 65 afios en adelante. La
edad media a la que esta alteracion inicia es a los 60 afios y tiene una duracion
promedio de 13 aflos desde sus primeras manifestaciones. Solo entre el 5 y el
10% de los casos la desarrollan antes de los 40 afios (Blum et al., 1993). La EP
idiopética ocurre en todo el mundo con una incidencia preferencial en los hombres
en comparacion con las mujeres, siendo de 2:1, respectivamente. Se han
reportado anualmente 114 casos por cada 100,000 habitantes mayores de 55
afos incrementandose hasta 327 casos por cada 100,000 habitantes de 84 afios
(Baldereschi et al., 2000). Paises como Argentina y las islas Farao en el norte de
Europa presentan una alta prevalencia. En Europa, entre los paises de mayor
prevalencia se encuentran: Austria, Republica Checa, Francia, Alemania, ltalia,
Holanda, Portugal, Espafia, Suiza e Inglaterra en donde se estima que la tasa de
prevalencia cruda va desde 65.6 a 12.500 por cada 100,000 habitantes (von
Campenhausen, 2005). Los datos de la prevalencia en la Republica de Argentina
han indicado que se presentan hasta 657 enfermos con EP por cada 100,000

habitantes (Zhang y Roman, 1993). Paises de baja prevalencia tales como los
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asiaticos, africanos y en Cuba se reportan 15 enfermos de Parkinson por cada
100,000. Lo cual en Cuba se presenta predominantemente en la poblacién blanca

mas que en la poblacion de piel negra (Giroud, 2000).

4.2.2. Manifestaciones Clinicas.

La serie de cambios funcionales derivados a partir de la disminucién del contenido
de DA en la via nigroestriatal, a causa de la degeneracion nigral, trae como
resultado notorios cambios en el movimiento, caracterizados por temblor en
reposo, rigidez muscular, bradicinesia y un subsiguiente trastorno de los reflejos
posturales que dificultan la marcha (Fahn, S. 1989). En la EP idiopatica, estos
trastornos motores son frecuentemente acompafados por alteraciones no motoras
tales como depresion, ansiedad, disfunciébn autonémica, trastornos de suefio y
alteraciones cognitivas, las cuales se cree que resultan a partir de la combinacion
de la deficiencia de DA en la porcion no motora del estriado y extensivamente a
partir de los cambios patologicos progresivos en el tallo cerebral, tdlamo y

eventualmente la corteza cerebral (De long y Wichmann, 2007).

4.2.3. Anatomia de los Ganglios Basales.

La circuiteria de los ganglios basales procesa las sefiales que fluyen a partir de la
corteza, permitiendo la perfecta ejecucién de los movimientos voluntarios. Esta
tarea es ejecutada por una compleja red neuronal, la cual incluye a la corteza
cerebral, la regibn motora del tdlamo y los ganglios basales. La circuiteria de los
ganglios basales se encuentra interpuesta entre la corteza y el tAlamo motor
(figura 1). La principal tarea del circuito es la de procesar las sefales que fluyen
desde la corteza, para que una sefal de salida regrese a la misma por medio del
talamo, para modular la ejecucion de los movimientos (De long y Wichmann,
2007). Los ganglios basales estan localizados en el telencéfalo basal y consisten
en cinco nucleos interconectados: El nacleo caudado, el putamen, globo palido,
substantia nigra y nucleo subtalamico. Aunque el nucleo caudado y el putamen
estén parcialmente separados por la capsula interna, varios puentes de células los
conectan, pero ambos ndcleos poseen caracteristicas anatdomicas y funcionales

similares. Es asi, que las dos estructuras son generalmente referidas como corpus

19



striatum o striatum. ElI CE, el principal ndcleo de entrada, transmite el flujo de
informacion proveniente de la corteza a los nucleos de salida, substantia nigra
pars reticulata y al globus pallidus medial, asi como al globus pallidus lateral, via
directa e indirecta, respectivamente (Kelly and Strick, 2004). Las dos vias se
originan desde diferentes subgrupos de neuronas estriatales. En la via directa, las
neuronas GABAérgicas estriatales expresan receptores D;, estas neuronas
proyectan monosinapticamente a la substantia nigra pars reticulata y al globus
pallidus medial. En la via indirecta, el estriado alcanza el nucleo de salida por
medio de una ruta mas compleja. Un grupo de neuronas que expresan receptores
D,, proyectan al globus pallidus lateral el cual envia proyecciones GABAérgicas al
nacleo subtalamico (Gerfen et al., 1995). El ndcleo subtalamico, recibe una via
glutamatérgica proveniente de la corteza y en turno, este ndcleo esta
interconectado reciprocamente tanto con la SNpc como con el globus pallidus
lateral y ademas envia sus eferentes glutamatérgicas al nucleo de salida, globus

pallidus medial y substancia nigra pars reticulata (Blandini et al., 2000).

Normal Parkinson's disease

Cerebral cortex

Cerebral cortex

[@?‘- Striatum @;;‘J

Thalamus = Thalamus

Figura 1. Cambios anatémicos y funcionales propuestos para la circuiteria de los Ganglios
Basales en la Enfermedad de Parkinson. Tomado de Blandini et al., 2000. Prog Neurobiol.
62:63-88.
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4.2.4. Alteraciones Funcionales de los Ganglios Basales en la EP.

En la EP, la degeneracién de neuronas dopaminérgicas de la SNpc dispara una
cascada de cambios funcionales que afecta toda la red de los nucleos
subcorticales. Parece ser que la alteracion mas importante afecta el nucleo de
salida, substantia nigra pars reticulata y al globus pallidus medial, los cuales se
tornan hiperactivos. Tal hiperactividad es sostenida por el incremento en la salida
glutamatérgica que este nacleo de salida recibe a partir del nacleo subtalamico.
Este fendmeno es debido a un decremento en el control inhibitorio ejercido sobre
el nucleo subtalamico por el globus pallidus lateral, pero se sugiere que hay
mecanismos adicionales o alternativos que pueden estar dando lugar a la
hiperactividad (figura 1). Dada la inervacion reciproca de la SNpc y el nucleo
subtdlamico, el deficit dopaminérgico puede influir directamente la actividad
subtdlamica. Ademas, el incremento excitatorio subtalamico puede estar
sustentando la progresion del proceso degenerativo de la SNpc (Blandini et al.,
2000), siendo esta serie de cambios funcionales lo que deriva en desordenes del
movimiento, los mismos que como ya hemos mencionado representan a la serie

de manifestaciones clinicas en la EP.

4.2.5. Neurotransmisién Dopaminérgica.

La DA es el neurotransmisor catecolaminérgico mas importante del Sistema
Nervioso Central (SNC), la sintesis del neurotransmisor tiene lugar en las
terminales dopaminérgicas en donde se encuentran en alta concentracion las
enzimas responsables de su sintesis (Bahena et al., 2000). Se han descrito tres
principales sistemas dopaminérgicos en el cerebro: El sistema nigro-estriatal,
llamado sistema extrapiramidal, en donde los cuerpos neuronales se encuentran
localizados en la SN proyectando hacia el CE. El sistema mesolimbico y
mesocortical, que se origina en el area tegmental ventral del mesencéfalo
proyectando hacia el estriado y estructuras limbicas. Ademas, se cuenta con el
sistema de neurotransmision dopaminérgica tuberuloinfundibular, con fibras

relativamente cortas que nacen en el hipotalamo (ndcleo arcuato y periventricular)
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y terminan en la hipdfisis (I6bulo intermedio) y la eminencia media (Brailowsky,
1995).

4.2.6. Tirosina Hidroxilasa.
La DA es sintetizada por la accién secuencial de la TH y la Descarboxilasa de
aminoacidos aromaticos o L-DOPA descarboxilasa (DDC) (Cooper, J. et al., 1996).
La hidroxilacion del aminoacido L-tirosina es el paso de regulacion en la sintesis
de catecolaminas en el SNC (figura 2), en consecuencia la TH es la enzima
limitante de la sintesis de DA (Nagatsu et al., 1964). La TH es un péptido de 498
aa. (60 kDa) presente de manera predominante en la fraccion citosélica de las
terminales catecolaminérgicas. La enzima es una oxidasa que utiliza L-tirosina y
oxigeno molecular como sustrato y tetrahidrobiopterina (BH4;) como cofactor para
adicionar un grupo hidroxilo al aminoacido en posicion meta para formar L-DOPA
(L-3,4-dihidroxifenilalanina). La TH requiere también de fierro en el centro catalitico
para llevar a cabo su funcién (Nagatsu, 1981). Por otra parte, la DDC cataliza la
remocion del grupo carboxilo a partir de la L-DOPA para formar DA. La DDC es
dependiente de piridoxina, presenta una baja K, y una alta Vmax a la L-DOPA, asi
la L-DOPA endodgena es eficientemente convertida a DA (Christenson et al., 1970).

La TH nativa es un tetramero de 4 monémeros idénticos, cada monomero
aislado presenta actividad catalitica y por digestion proteolitica limitada. EI dominio
catalitico ha sido localizado entre el residuo leusina 188 y el residuo fenilalanina
456 hacia la region carboxilo terminal. La enzima en la rata contiene 17 residuos
de tirosina y 15 de estos residuos de tirosina son encontrados en el dominio
catalitico. En el humano se presentan 15 residuos de tirosina y 14 de ellos se
encuentran dentro del dominio catalitico (Ara et al., 1998). La TH es susceptible de
inactivacion por nitracion de residuos de tirosina en el dominio catalitico
(Blanchard-Fillion et al., 2001). En la EP han sido reportados residuos de
nitrotirosina libre y elevado nivel de proteinas nitradas (Good et al., 1998).

La TH presenta hacia la region amino terminal varios residuos de serina en
posicion 8, 19, 31 y 40 (Xu et al., 1998). La regulacion de la TH por fosforilacion es
especifica para cada uno de los residuos por medio de diferentes cinasas. El

residuo de serina 8 se sabe que es fosforilado in vitro por una proteina cinasa
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dependiente de ciclina; la serina 19 es fosforilada por la proteina cinasa Il
dependiente del complejo calcio-calmodulina y también por la proteina cinasa 2
dependiente de MAP-cinasa. La serina 31 es fosforilada por MAPK vy el residuo de
serina 40 es fosforilada por PKA y por PKC, este residuo de serina 40 fosforilado
es indispensable para la activacion de la TH, el cual aumenta considerablemente
la Ki (Haavik y Toska, 1998).

Figura 2. Representacion esquematica de la sintesis y biotransformacion de las catecolaminas.
La hidroxilacién del aminoacido L-tirosina es el paso de regulacién en la sintesis de catecolaminas. La
TH es la enzima limitante de la sintesis de DAy del resto de las catecolaminas. Tomada a partir de
www.psicobiol.net/imagenes/gifs/.

4.2.7. Metabolismo de la DA.

En cuanto a la degradacion de la DA, se sabe que ésta, al ser recapturada es
convertida por la enzima monoamino-oxidasa en acido dihidroxifenilacético
(DOPAC), en patrticular por la isoforma A (MAO-A), presente en el interior de la
terminal nerviosa. Este es liberado al exterior de la terminal para ser convertido en

acido homovanilico (HVA) por la enzima catecol-O-metiltransferasa (COMT). La
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DA no capturada por la terminal dopaminérgica es metabolizada en HVA por la
accion secuencial de las enzimas COMT y MAO-B (figura 2.) (Cooper et al., 1996).

Se considera en general que en la EP la disminucién en los niveles de DA
surge solamente a partir de la severa perdida de las neuronas dopaminérgicas de
la SNpc. Sin embargo, el déficit de DA en las regiones afectadas excede
significativamente la pérdida de las neuronas dopaminérgicas, sugiriendo que la
sintesis de DA se encuentra disminuida antes de que se produzca la muerte
neuronal (Ara et al., 1998). Esta hipotesis es consistente con datos que han sido
obtenidos a través de la extrapolacion del decremento de DA estriatal a partir de
tejido cerebral postmortem de humanos y también por medio del analisis
matematico de la proyeccion de la progresion de la EP vista in vivo por medio de
estudios de imagen en humanos, en donde se encuentran que el decline en el
contenido de DA no corresponde con el grado de muerte neuronal (Moris et al.,
1998). La alteracion en la neurotransmision dopaminérgica en la via nigroestriatal
puede ser debida a la inactivacion por nitracion de la TH dado que el analisis de
tejido postmortem revela un alto indice de TH nitrada y un alto contenido de
residuos de tirosina libre nitrada (Good et al., 1998). De tal forma que la eficiencia
en la biosintesis de la DA disminuye en las células remanentes antes de la muerte
neuronal. Es asi que podemos considerar esta alteracion en la sintesis de DA
como uno de los mecanismos inhibitorios mas importantes, aun mas que la posible
deficiencia en la captura de L-tirosina, disponibilidad de BH,, ineficiencia en la
fosforilacion de la TH o inhibiciébn de la sintesis por producto final en el centro

catalitico de la TH.

4.3. Terapia Farmacologica.

El principal tratamiento farmacolégico de la EP se basa en el uso de un precursor
de la DA, la L-DOPA 6 bien agonistas dopaminérgicos. La L-DOPA es el estandar
de oro en cuanto a la sintomatologia y reduce en méas del 50% los sintomas al
principio de la enfermedad. Otro grupo importante de farmacos que se utilizan
como tratamiento de inicio en la EP son los anticolinérgicos, los cuales promueven
incremento en el nivel de DA por medio de la activacion de receptores

muscarinicos en el cerebro (Toulouse y Sullivan, 2008). En cuanto a la L-DOPA,
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ésta atraviesa la barrera hematoencefalica y es captada por las neuronas
dopaminérgicas remanentes o bien cualquier otra neurona aminérgica, las cuales
la biotransforman a DA. Este precursor de la DA se coadministra a la par de la
Carbidopa, un inhibidor de las descarboxilasas periféricas. El tratamiento con L-
DOPA conduce a una pérdida de la eficacia del tratamiento asi como a la
aparicion de efectos adversos severos después de un periodo promedio de
administracion de 5 afios (Bahena et al., 2000). Después de este tiempo se
presenta una perdida progresiva en la eficacia del farmaco (“wearing-off”) seguido
de una fase en la que se observan periodos alternantes de respuesta adecuada y
de falta de la respuesta a L-DOPA (periodos “on-off”). Entre los efectos adversos
mas importantes por el tratamiento crénico con L-DOPA se encuentra la discinecia
tardia, que es observada entre el 60-80% de los pacientes. Las discinecias tardias
se caracterizan por movimientos involuntarios e incontrolables de los musculos de
la cara y de los miembros superiores e inferiores (Bahena et al., 2000). La
administracion de agonistas dopaminérgicos selectivos, como la bromocriptina, el
pramipexole, el ropirinole y la cabergolina, dirigidos a los receptores de la familia
D,, en combinacién con L-DOPA parecen disminuir de manera significativa la
aparicion de discinecias tardias (Poewe, 1998).

Aunque la administracién Unica de agonista D, ha sido empleada con
relativo éxito, la opcibn mas apropiada para la mayoria de los pacientes parece ser
la administracion inicial de L-DOPA/carbidopa a lo que puede adicionarsele un
agonista selectivo D, si se presentan discinesias. Sugiriéendose también que se
requiere la activacion conjunta de los receptores D; y D, para el adecuado efecto

farmacologico en la EP (Bahena et al., 2000).

4.4, Estrés Oxidativo en la EP.

A pesar de los avances en el conocimiento de los fendbmenos neuroquimicos que
subyacen a esta patologia, la etiologia de la EP permanece oscura, existiendo un
creciente interés en el proceso de degeneracion neuronal y en particular del estrés
oxidativo. La sobreproduccion de radicales libres que eventualmente da lugar a
estrés tiene presumiblemente varias fuentes en etapas tempranas de la

enfermedad y se dice que esto representa la patogénesis de la muerte neuronal.
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Existen reportes en la literatura que indican que los enfermos de Parkinson
presentan una reduccion en la actividad de la CTEM (Mizuno et al., 1998);
decremento en los niveles de glutation reducido (GSH) (Pearce et al., 1997) con
una concomitante reduccion en la respuesta antioxidante; sobreproduccién de
oxido nitrico (ON) (Hunot et al., 1996) a causa de la sobre expresion de la
isoforma inducible de la sintasa del éxido nitrico (SON); incremento en el
contenido total de fierro (Fe) y zinc (Zn?") y disminucién en el contenido de cobre
(Cu) y manganeso (Mn) (Dexter et al.,, 1991). Esta serie de alteraciones
manifiestas en la EP son potenciales fuentes de radicales libres o de una

disminucion en la respuesta antioxidante.

4.4.1. Disfuncién mitocondrial y formacion de radicales libres.

Estudios de Resonancia Magnética Espectroscépica en pacientes con EP
mostraron un decremento cortical y subcortical del metabolismo de la glucosa
(Eberling et al, 1994) y un incremento del lactato cortical (Bowen et al., 1995), lo
cual sugiere alteraciones del metabolismo energético. En relacion a esto se ha
reportado una disminucién hasta en un 40% en la actividad del Complejo | (NADH
Ubiquinona oxido-reductasa) de la CTEM en plaquetas y musculo estriado de
pacientes con EP (Schulz y Beal 1994) y a nivel central disminucion del 30-40% en
la actividad del Complejo | en la SNpc de cerebros postmortem con EP (Schapira
et al., 1990). Esta alteracion es un factor de dafo oxidante, ya que da lugar a un
desacople a lo largo de la CTEM causando un incremento en la formacién de
especies reactivas del oxigeno (ERO), tales como el radical superoxido (*O;) y
perdxido de hidrégeno (H20,) (Beal, 1995), este ultimo aunque no es un radical es
una especie quimica potencialmente peligrosa. Durante la fosforilacion oxidativa
mitocondrial el oxigeno molecular (O;) sufre una reduccion tetravalente a agua y la
concomitantemente produccién de ATP, pero del 1-5% del oxigeno se fuga a lo
largo de la cadena de transporte electronico mitocondrial causando la formacion
de ERO, las cuales causan dafio oxidativo a macromoléculas celulares, tales
como proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos (Beal, 1995). La fuente
fisiol6gica mas importante de ‘O, en la célula es la mitocondria la cual produce de

2-3 nanomoles de *O,/min/mg de proteina (Beal, 2000), ya que en caso de una
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reduccién univalente no catalitica del O,, se da lugar a la produccion excesiva del
radical O, y de intermediarios toxicos que deben ser detoxificados por
mecanismos protectivos endogenos y de esta forma prevenir el dafio al tejido. Se
estima que la disfuncion mitocondrial en la EP produce siete veces mas radicales
que en condiciones normales, produccién que supera la respuesta antioxidante
(Calabrese et al., 2001). El radical ‘O, a pesar de que tiene un patrén de reaccion
mas restringido que el radical hidroxilo (*OH), reacciona principalmente con
proteinas que contienen metales de transicién, alterando su funcion catalitica
(Gutteridge, 1994). La disminucion en la produccion de energia en forma de ATP
da lugar a una reduccion en el potencial de membrana mitocondrial el cual es
acompafiado de alteraciones en el amortiguamiento del calcio (Ca®") provocando
asi la apertura del poro de permeabilidad transitoria, proceso que conduce a la
muerte neuronal por apoptosis (Beal, 2000). Asimismo, ha sido observada una
disminucion en la inmunoreactividad del Complejo |, mientras que el resto de las

subunidades de la CTEM se encuentran sin cambios (Hattori, 1991).

4.4.2. Alteracion del ADN mitocondrial en la EP.

El decremento en la cantidad y en la actividad del Complejo | de la CTEM de la via
nigroestriatal en enfermos de Parkinson esté bien establecido en la literatura, pero
la primera causa de este decremento no es conocido. Esta condicion sugiere la
presencia de un componente genético o medioambiental. Las mitocondrias poseen
varias copias de acido desoxirribonucleico (ADN) circular, consistiendo cada una
de 16,569 pares de bases. Siete de las 41 subunidades totales que constituyes al
Complejo | mitocondrial son codificados por el ADN mitocondrial (ADNmt)
(Anderson et al., 1981). Se han encontrado deleciones de 5-kb a partir del anélisis
del ADNmt proveniente de tejido postmorten de pacientes con EP, aunque el
mecanismo para esta delecion no ha sido aun dilucidado, se ha mostrado que este
tipo de deleciones incrementa con el envejecimiento normal del cerebro (Ikebe et
al., 1990). También, han sido reportadas deleciones y mutaciones mdultiples en el
tejido proveniente de enfermos de Parkinson, por lo tanto, la delecién de 5 kb se
presenta solo como la punta del iceberg y la acumulaciéon de deleciones del

ADNmt puede ser uno de los factores que contribuyen fuertemente a la muerte

27



neuronal nigral. Asimismo, ocho de cada diez pacientes tienen al menos una
mutacioén puntual en una de las subunidades del Complejo | en las regiones no
conservadas del ADNmt, lo cual al parecer no deberia de tener consecuencias, sin
embargo, aquellas mutaciones presentan efectos significativos sobre la estructura
secundaria de las proteinas. (Mizuno et al., 1998). A pesar de que los mecanismos
de las deleciones multiples en el ADNmt, como aquellos de las mutuaciones
puntuales, aun no han sido dilucidados se considera que el estrés oxidativo dentro
de la mitocondria puede tornar al ADNmt mas susceptible a las deleciones, la
razén de esto es una alta tasa de mutacion en el ADNmt, en relacion al ADN
nuclear, a causa de la ausencia de una cubierta de histonas para el ADNmt, un
pobre sistema de reparacion de dafio para el ADNmt, una alta tasa de recambio
del ADNmt y la alta tasa de error de la polimerasa y (responsable de la replicacion
del ADNmt), todas estas son condiciones inherentes al ADNmt, lo cual pueden

tornarlo mas susceptible al dafio por radicales libres (Mizuno et al., 1998).

4.3. Glutation.

Otro hallazgo significativo en la EP es el decremento en los niveles de GSH, que
representa uno de los defectos bioquimicos tempranos mas importantes en la EP
(Perry et al., 1986). El GSH es un tripéptido constituido por glutamato, cisteina y
glicina (y-L-glu-L-cis-gli), es el compuesto tiol intracelular no proteico mas
abundante, éste también estd presente como glutatione disulfuro u oxidado
(GSSQG) (figura 3) (Sies, 1999).

En general la SN tiene bajos niveles de GSH cuando es comparado con
otras regiones del cerebro. Las variaciones en los niveles de GSH en las
diferentes regiones cerebrales demuestran un contenido diferencial de los niveles
GSH: Corteza > cerebelo > hipocampo > estriado > SN (Kang et al., 1999). Sin
embargo, los niveles de GSH se encuentran reducidos en la SN y no se
encuentran disminuidos en otras areas del cerebro de los enfermos de Parkinson y
tampoco estan disminuidos en otras enfermedades neurodegenerativas, con
excepcion de pacientes con presencia de Cuerpos de Lewis quienes se creen son

casos preclinicos de EP (Dexter et al., 1994).
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Como es bien sabido el GSH detoxifica a la neurona de H,0O,, esta funcion
la ejecuta también la enzima catalasa, no obstante, los niveles de esta proteina
son extremadamente bajos en el cerebro, en consecuencia el GSH representa el

mayor sistema de defensa antioxidante en el cerebro (Blum et al., 2001).
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FIGURA 3. La presente figura ilustra las diferentes vias involucradas en el metabolismo del GSH.
El GSH es sintetizado de novo en el citoplasma a partir de los amino acidos que lo constituyen en
un par de reacciones. El H,O, producido en la mitocondria es detoxificado por la conversion del
GSH a GSSG. El GSH que es secretado hacia el exterior celular es degradado a sus amino acidos
constituyentes, los cuales pueden ser tomados para la sintesis de novo del tripeptido. Esta figura
se construyo a partir de Bharath et al., 2002.

La alteracion en la detoxificacion de H,0O, dependiente de GSH puede ser
debido, en primera instancia al aumento en el recambio de DA, lo cual incrementa
la produccién basal de H,O, disminuyendo asi el stock de GSH (Riederer et al.,
1989). Asimismo, se debe considerar el incremento en la produccion de H,0, a
causa de la dismutacién del radical O, sobreproducido por la disfuncién
mitocondrial (Calabrese et al., 2001), sin hacer a un lado el incremento en la
producciéon de H,O, a causa del metabolismo oxidativo de la monoamino oxidasa y
por la auto oxidacion de la DA (Gerlach et al., 1994), todo lo cual en conjunto

convierte al sistema nigroestriatal en un sistema mas vulnerable al dafio oxidativo.

29



La relacion entre glutation reducido y oxidado (GSH/GSSG) disminuiye durante la
degeneracion neuronal, favoreciendo la formacion de radicales libres. Ademas, las
neuronas nigrales contienen neuromelanina que puede unir fierro ferroso (Fe?") y
liberar fierro férrico (Fe®"), el Fe?" reacciona con H,O, mediante la reaccién de
Fenton dando lugar a la formacion del radical “OH altamente reactivo (Bharath et
al., 2002). Por otra parte, la disminucion de GSH es el primer indicador de estrés
oxidativo durante la progresion de la EP. A pesar de que el GSH no es el Unico
antioxidante disminuido en la EP, la magnitud en la disminucion del GSH se
presenta en paralelo a la severidad de la enfermedad y ocurre previo a la aparicién
de otros marcadores de la enfermedad de Parkinson incluyendo la disminucion en
la actividad del Complejo | de la CTEM (Jenner P. 1993). La disminucion temprana
en los niveles de GSH nigral no es explicable por el incremento de la oxidacion del
GSH a GSSG, dado que el nivel de ambos se encuentra disminuido. También, se
han encontrado alteraciones en la actividad de la enzima y-glutamil cisteina sintasa
(y-GCS), responsable del primer paso en la sintesis del GSH (figura 3). Esta
perdida de GSH tiene otra posible explicacion, ya que existe un incremento en la
actividad de la y-glutamil transpeptidasa (y-GT), enzima unida a la membrana
celular que inicia la degradacion extracelular de GSH (figura 3), lo cual resulta en
el incremento en la remocion tanto del GSH como del GSSG (Sian et al., 1994). El
dafio oxidativo via la disminucién de GSH puede también acelerar la agregacion
de proteinas deficientes, conduciendo a la muerte neuronal dopaminérgica de la
SN por alteracién de la via ubiquitina-proteosoma de degradacion de proteinas
(Bharath et al., 2002).

4.4. Sobreproduccién de Oxido Nitrico en la EP.

Un buen nimero de estudios proveen evidencias de sobreproduccién de NO en el
cerebro de enfermos de Parkinson, lo que representa una fuente mas de radicales
libres. EI NO es formado durante la conversion de la L-Arginina a L-Citrulina por la
accion de la sintasa del oxido nitrico (SON) (Knowles y Moncada, 1994). EI NO es
un gas biolégicamente activo, con una vida media de pocos segundos y se
produce en casi todos los tipos celulares del organismo, siendo considerado un

radical libre porque tiene un electrén desapareado, por si mismo, tiene baja
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reactividad y baja toxicidad, se sabe también que participa como mensajero intra y
extracelular (Moncada et al., 1991). EI NO es una molécula pequefa de 30 daltons
sin polaridad y penetra facilmente a través de las membranas neuronales y
difunde a las neuronas adyacentes (Garthwaite and Boulton, 1995). EI NO
participa en la neurotransmisién del sistema nervioso central (SNC) y periférico
(Bredt et al., 1991), interactia con el motivo hemo de la guanilato ciclasa soluble y
la activa para producir guanina monofosfato ciclico (GMPc) y también actia en la
citotoxicidad mediada por ciertos tipos celulares (macrofagos y neutréfilos) (Bredt
et al., 1990). Cando el NO es sintetizado en forma excesiva, produce muerte
neuronal por varios mecanismos. Se han estimado valores basales de la
concentracion de NO en el SNC adulto de 4-5 uM, pero cuando las
concentraciones alcanzan valores de 15-40 uM, se observa un efecto citotoxico en
diferentes modelos experimentales (Lowenstein and Snyder, 1992). Una
sobreproduccion de esta indole puede provenir de células de la glia activada
presentes en la SNpc en degeneracion de enfermos de Parkinson, que producen
NO y citocinas (Hunot et al., 1996).

4.4.1. Sintasas del Oxido Nitrico.

En la formacion del NO (Figura 4) participa una familia de isoenzimas llamadas
sintasas del 6xido nitrico (SON). Se conocen tres distintas isoformas de la SON:
SON neural (SONn) o SON-1 (Bredt and Snyder, 1990; Bredt et al., 1991), SON
inducible (SONi) o SON-2 (Xie et al.,, 1992) y SON endotelial (SONe) o SON-3
(Lamas et al., 1992).

L-Arginine

NADPH's H' = Fe(ii} =\/— 0,
Figura 4. La presente figura ilustra el
_/\ mecanismo propuesto por Gerlach et al
NADP* Fe(ill) - Hp0 en 1994 (J Neurochem. 63:793-807)
Y para la accion catalitica de la SON. La
N® -OH-L-Arginine compleja reaccioén involucra la utilizacion
de una serie de cofactores entre los que
NBTF se encuentra al complejo Ca®*-CaM,
1/2 0 para que se lleve a cabo la reaccién de
V/2(NADP * + H") 1/2H, blopterin \/ 2 la SON, la cual produce NO y L-Citrulina

(EAD/EMN) a partir del amino acido L-Arginina.
1/2NADE 1/2g-H, biopterin l\\-" H.O
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Las SON consisten de dos dominios cataliticos: EI dominio oxigenasa N-terminal y
el dominio reductasa C-terminal. EI dominio oxigenasa contiene un dominio de
unién a L-Arg, un grupo hemo y un sitio de uniéon a BH,, mientras que el dominio
reductasa tiene sitios de union para flavin adenin dinucleétido (FAD), flavin
mononucleétido (FMN) y nicotin adenin dinucleotido fosfato (NADPH). Estos dos
sitios cataliticos son conectados por un sitio de unién a calcio-Calmodulina (Ca**-
CaM). Estos dos dominios cataliticos median la transferencia de electrones desde
el NADPH a el fierro de sitio hemo permitiendo la produccion de NO via la
desaminacion oxidativa de la L-arg a L-cit (figura 4). La BH,4 es importante en el
proceso de transferencia de electrones y participa en la conformacion
homodimerica de las sintasas del 6xido nitrico (Panda et al., 2002). Asimismo,
existen varias secuencias consenso, en las tres diferentes isoformas de la SON,
los cuales son sitios para fosforilacion por protein cinasas. La fosforilacion de las
tres isoformas de la SON es un mecanismo de regulacién de su actividad. La
fosforilacion ha sido asociada tanto con la activacion como con la inactivacion de
la proteina. Las cinasas que las fosforilan son: Proteina Cinasa C (PKC), proteina
cinasa dependiente de cAMP (PKA), proteina cinasa dependiente del complejo
calcio-calmodulina y la proteina cinasa dependiente de GMPc (Dawson et al.,
1993), asi mismo y como otro mecanismo de regulacion aparece el efecto
contrario de desfosforilacion que es a través de la calcineurina, la cual, en su

accion de fosfatasa activa a la SONn (Morioca et al., 1998).

4.4.1.1. Sintasa del Oxido Nitrico neuronal.

La SONn fue aislada del cerebro de rata en donde se expresa en forma
constitutiva, por lo que también se le conoce como forma neuronal (Bredt et al.,
1991). La isoenzima neuronal en humanos, esta codificada en el cromosoma 12 y
tiene un peso molecular de 155 kDa. Se expresa en distintos tipos de neuronas en
el SNC, asi como en terminales noradrenérgicas y colinérgicas que inervan al
musculo liso y algunos otros tejidos (Kavya et al., 2006). En el cerebro la SONn se
encuentra acoplada a un subtipo de receptor para glutamato, N-Metil-D-aspartato
(NMDA). La activacion del receptor resulta en un influjo de iones de calcio y la

activacion de la SONn via la unién del complejo Ca?*-CaM. La enzima fue
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primeramente aislada como una proteina soluble, pero estudios recientes
demostraron que existe una pequefia parte asociada a la membrana celular
interna a través de un dominio especifico en la regiébn amino terminal (Grenwood
et al., 1997). Posteriormente se identifico que la SONn consta de el dominio PDZ
(postsynaptic density protein-95 (PSD-95)/Discs large Zo-1), el cual es
responsable de la interaccibn con otras proteinas que también contienen el
dominio PDZ, este dominio es el pivote en el anclaje de la proteina SONn al
NMDAr, en virtud de lo cual la proteina SONn se encuentra unida a la membrana y

a otros compartimentos citoplasmicos (Jelen et al., 2003).

4.4.1.2. Sintasa del Oxido Nitrico inducible.

La SONi es una proteina citosélica con un peso molecular de 130 kDa y es
codificada por el cromosoma 17 en humanos, usualmente la proteina no se
encuentra presente en las células bajo condiciones fisiologicas normales, pero se
expresa varias horas después de una estimulacion de la célula por sefales
inflamatorias, como citocinas (Bloch et al., 1995). La clave de la induccién en la
expresion de la SONi parece ser la activacion del factor de transcripcion NFkB. Se
tienen reportes que 2 horas después del estimulo existe un aumento en la
cantidad de la enzima (Hemmens y Meyer, 1998). Una de las principales
caracteristicas bioquimicas de la SONi es su habilidad para unir CaM a
concentraciones bajas de calcio (30nM). El calcio intracelular esta normalmente
por encima de este nivel, por esta razon la SONi es independiente de calcio y no
es regulada por sefiales que induzcan un incremento en las concentraciones de
calcio (Grenwood et al., 1997). Esta enzima se describié inicialmente en
macrofagos, pero ahora se sabe que esta presente en multiples tejidos como las
células endoteliales, células de musculo liso, la microglia y en astrocitos. La SONi

es elevada en el cerebro de EP (Hunot et al., 1996).

4.4.1.3. Sintasa del Oxido Nitrico endotelial.
El gen de la SONe se encuentra solo como una copia haploide en el cromosoma 7
en humanos y tiene un peso molecular de 134 kDa (Kavya et al., 2006), la cual se

expresa fundamentalmente en las células endoteliales y requiere de la presencia
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del complejo Ca*-CaM para activarse (Grenwood et al., 1997). Al parecer la
SONe esta unida a la membrana celular interna y se ha localizado en el aparato
de Golgi. Durante su maduracién sufre modificaciones en la regiébn amino terminal
(miristilacion y palmitoilacion) que le permiten mantenerse unida a la membrana
(Kavya et al., 2006). Son poco conocidas las sefiales de regulacion, pero se ha
visto que la SONe se expresa constitutivamente al igual que la SONn. Varios
factores extrinsecos y citocinas regulan la expresiéon de la SONe. TNFa regula a la
baja, mientras que el IFN-a/B y el lipopolisacarido sobre regulan la expresion de la
SONe, al igual que el estrogeno en ceélulas endoteliales humanas. También se
sabe que tanto el estrés como el ejercicio cronico incrementan la expresion de la
SONe (Kavya et al., 2006). Agentes agonistas de receptores de las células que la
contienen parecen modular su fosforilacion, asi como la union de &cidos grasos
acilados en el dominio amino terminal, que resultan en una translocacién de la
proteina y sus cambios en la actividad de sus propiedades bioquimicas (Grenwood
et al., 1997).

Estudios en cerebros postmortem, hallazgos clinicos y también evidencias a
partir de modelos experimentales sugieren la participacion del NO en la
degeneracion selectiva de las neuronas dopaminérgicas en EP (Kavya et al.,
2006). Altos niveles de expresion de las diferentes isoformas de la SON han sido
observados en la region nigroestriatal y ganglios basales de cerebros postmortem
con EP (Hunot et al.,, 1996). Asimismo, se ha determinado una intensa gliosis
reactiva con la sobre expresiéon de la SONi en la substantia nigra de cerebros
postmortem con la enfermedad de Parkinson (Youdim et al., 1997). El sitio
predominante de expresion de la SONi en humanos son los astrocitos mas que en
la microglia. Dicha inmunoreactividad astroglial de la SONi es reportada a partir de
cerebros postmortem de pacientes parkinsonicos (Hunot et al., 1996). La
determinacion del incremento de nitratos en el liquido cefalorraquideo de enfermos
de Parkinson refleja un incremento en la formacion de NO en el SNC, indicando
una alteracion en los niveles de L-arg y de L-cit en el liquido cefalorraquideo de
enfermos de Parkinson (Molina et al., 1996). Un incremento significativo en el
contenido de nitratos en leucocitos polimorfonucleares se han reportado a partir de

enfermos de Parkinson en comparacién a pacientes control. Subsecuentemente,
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fue reportado un incremento de 10 veces en la expresion del RNAm de la SONn
en 5 de 7 pacientes con EP (Kavya et al., 2006).

Algunos tejidos son rutinariamente expuestos a altas concentraciones de
NO mas que a radicales del oxigeno. Ademas, algunas condiciones patoldgicas
pueden estimular la forma inducible de la SON en algun tipo de tejido, lo cual
amplifica la tasa de sintesis de NO hasta mil veces (Beckman et al., 1994). La
elevacion de los niveles de NO, mas la produccién de °O, reaccionan
rapidamente para dar lugar a la formacion de una especie quimica altamente
reactiva, el anién peroxinitrito (ONOQO") (Huie y Padjama, 1993). Macréfagos y
neutrofilos activados pueden producir NO y *O, a velocidades similares. Se ha
demostrado que esencialmente todo el NO producido en macréfagos alveolares de
rata, activados con ester de forbol es convertido a ONOO™ (Beckman et al., 1994).
El ONOO™ no es un radical libre a causa de que los electrones no pareados en el
NO y en el *O; se combinan para formar un enlace N—O y dar lugar al ONOO'".
Durante su descomposicion a pH fisiolégico, el peroxinitrito puede producir
algunos de los oxidantes conocidos en sistemas bioldgicos, iniciando reacciones
caracteristicas de radical hidroxilo, ion nitronium y diéxido de nitrégeno. La inusual
estabilidad del ONOO" contribuye a su toxicidad, ya que le permite difundirse lejos
de su sitio de formacion. A nivel experimental los resultados son fuertemente
influenciados por pH, particularmente en el rango neutral, asi como de la
composicion del buffer, temperatura y catélisis con metales de transicion. Los
productos pueden incluir derivados nitrosilados (R—NO) y nitrados (R—NO?) asi
como productos de oxidacién mas tradicionales (tales como residuos aromaticos
hidroxilados). Es critico reconocer que algunos de los productos formados
después del ataque por ONOO" son diferentes de aquellos productos que resultan
a partir de un simple ataque por medio del radical hidroxilo (Beckman et al., 1994).

El ONOO’ es considerado como un factor causante del dafio neuronal
dopaminérgico en la EP (Przedborski et al., 1996). El ONOO" es capaz de producir
una reaccion espontanea con los metales de transicion de las metaloproteinas en
los centros fierro-azufre de considerable nimero de enzimas (Molina et al., 1996).
El ONOO' puede conducir a la oxidacion de proteina, lipidos o DNA; un indice de

formacion de ONOO' son los residuos de tirosina libre nitrada y elevadas proteinas
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nitrosiladas (Good et al., 1998). Es asi que alteraciones en el estatus del NO han
sido observadas para ser un importante indicador de dafio en los pacientes de
Parkinson (Kavya et al., 2006).

4.5. Metales de Transicion en la EP.

Existen reportes en la literatura que hacen evidentes ciertas alteraciones en el
contenido de algunos metales de transicion en los ganglios basales y en el LCR
provenientes tanto del tejido de cerebros postmortem como de pacientes con EP,
respectivamente. En primera instancia se ha reportado un incremento en el
contenido de Cu en el LCR de pacientes con EP, lo cual fue identificado a partir de
ensayos de espectrofotometria de absorcion atomica, en donde los niveles en el
contenido de Cu se encontré significativamente mas alto en 24 pacientes
evaluados con EP, en relacion a los resultados arrojados por el grupo control (Pall
et al., 1987). Asimismo, la diferencia de la capacidad in vitro del Cu para dafar
DNA, medido mediante el ensayo de fenantrolina-cobre, en donde los niveles del
cromoforo (fenantrolina-Cu) cuantificado fluorimétricamente, fue mayor que el
grupo control y la alta concentracion de fenantrolina-Cu correlacioné con la
enfermedad y con la tasa de progresion de la misma. Es asi, que en base a estos
resultados, este grupo sefialé un potencial dafio oxidativo del Cu, no obstante,
indicaron que su ensayo acuoso estandar de fenantrolina-Cu tiene menor efecto
oxidativo sobre el DNA que el Cu contenido en el LCR atribuyendo el efecto a
algun otro componente en el LCR, el cual debe de estar coparticipando con el Cu
para ejercer el efecto oxidativo ya mencionado. Este grupo sugirid que dicho
componente puede ser el H,O,, el cual es esencial para la catélisis de
degradacion del DNA por fenantrolina-Cu, ya que la interaccion del Cu con el
H,O,, via la quimica de Fenton, resulta en la produccion del radical *OH. Sin
embargo, este proceso in vitro no tiene ninguna relevancia dado que esta
interaccion en el LCR no resultd clara en este trabajo. Dos afios mas tarde, se
reporto un significativo incremento en los niveles totales de fierro en la SN, lo cual
indica un factor de dafio que podria ser la causa de la excesiva formaciéon de ERO
y que conduce a la muerte neuronal dopaminérgica en enfermos de Parkison. Los

nivele de Fe, Cu, Zn, Mn y Pb fueron evaluados y se encontré que el contenido
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total de fierro de cerebros postmortem comparados con tejido control de la misma
edad presentaron un incremento del 31-35% de Fe en la SN y un decremento del
29% del metal en el globus pallidus a partir de cerebros de enfermos de
Parkinson. Ningun cambio fue encontrado en el contenido de fierro en ninguna
otra area del cerebro (Dexter et al., 1989). Los niveles de Cu en la SN de cerebros
de enfermos de Parkinson presentaron una disminucion del 34-45%, sin ninguna
diferencia en otra region cerebral. En relacion al Zn, los niveles se incrementaron
en la SN de enfermos de Parkinson en 50-54% y también en 18-35% en el nucleo
caudado y en el putamen lateral. En cuanto a los niveles de Mn y Pb no se
encontraron cambios en las areas de los cerebros parkinsénicos estudiados
cuando fueron comparados con el control, excepto por un pequefio decremento
del 20% en el contenido de Mn en el putamen (Dexter et al., 1991). Asi mismo,
fueron medidos los niveles de Fe unidos a la ferritina por medio de radio-
inmunoensayo en donde existi6 una disminucibn generalizada de la
inmurreactividad cerebral de la ferritina, principalmente en la SN. En conclusién,
se han reportado para la EP niveles de Fe total aumentados, disminucion del
contenido de ferritina, decremento en los niveles de Cu e incremento del Zn en la
SN de enfermos de Parkinson. Posteriormente y con el objetivo de dilucidar si los
cambios de Cu en suero son capaces de incrementar el riesgo en el desarrollo de
la EP se midieron los niveles de Cu en suero de 39 pacientes con EP, en donde el
respectivo conyuge de cada uno de los pacientes fungié como control. Los niveles
de Cu medidos por medio de espectrofotometria de absorcion atébmica fueron
medidos sin encontrar diferencias significativas entre los dos grupos. Los niveles
de Cu en suero y el cociente Cu/Cp correlacioné significativamente con la edad,
pero no con la edad de inicio de la enfermedad, duracién de la enfermedad, ni con
los estadios en la escala Hoen y Yahr, ademas dichos valores no correlacionaron
con la edad del grupo control, en consecuencia, los autores consideran que los
resultados de su estudio sugieren que el contenido de Cu en suero no juega
ningun rol importante como factor de riesgo en la EP (Jiménez et al., 1992). Afios
mas tarde, este mismo grupo reportd los niveles de Fe, Cu, Mn y Zn de 37
pacientes con la EP, los cuales fueron comparados con 37 controles (a los que se

les ensay6 puncion lumbar, por la sospecha de una hemorragia subaracnoidea o

37



bien de tumor cerebral, pero sin enfermedad neurodegenerativa alguna). Los
resultados de este trabajo no revelaron diferencia significativa en los niveles de los
metales de transicion entre los enfermos de Parkinson y el grupo control (Jiménez
et al.,, 1998). Los valores de los diferentes metales determinados en LCR no
correlacionaron con la edad, edad de inicio y duracion de la enfermedad, con
excepcidn en los niveles de Cu, los cuales si correlacionaron con la duracion de la
enfermedad. Esto en primera instancia, revela que existe en la literatura resultados
controversiales en relacién a los niveles de Cu en LCR y de su papel potencial
como un factor causante de dafio oxidativo en la EP (Jiménez et al., 1998). En
este mismo afio, otro grupo trabajo bajo la hipotesis de que la actividad ferroxidasa
de la Cp dependiente de Cu se encuentra disminuida en el LCR de pacientes con
enfermedad de Parkinson, se investigd el posible vinculo entre las disminuidas
concentraciones de Cu reportadas previamente en tejido cerebral y el incremento
del metal en el LCR de enfermos de Parkinson. El estudio de la evaluacion del
contenido de Cu medido por espectrofotometria de absorcion atbmica en horno de
grafito y de la actividad ferroxidasa en LCR medida por espectrofotometria
UV/visible fue dirigido a 35 pacientes no tratados, 14 tratados con L-DOPA y 26
pacientes controles (Boll et al., 1998). Los resultados revelaron una significativa
reducciéon del 40% en la actividad ferroxidasa en LCR y disminucién significativa
en el contenido de Cu de pacientes no tratados en relacion a los pacientes
controles y a los tratados con L-DOPA y se encontrd también que la fraccion de
Cu ligada a Cp en pacientes no tratados esta inversamente relacionada al estadio
clinico de la enfermedad. La reducida actividad ferroxidasa en pacientes no
tratados puede relacionarse al incremento en los depésitos de fierro observado en
los ganglios basales de sujetos con EP. El incremento en el Cu libre y en el Cu
total en LCR puede explicarse por el decremento en la habilidad de las
cuproproteinas para unir el metal, en particular a la Cp (Boll et al., 1998). El
reporte de la disminucion en la relacion Cu/ferroxidasa que correlaciona con la
progresion de la enfermedad en este trabajo sugiere un incremento directo en la
concentracion de Cu no unido a Cp en LCR de pacientes no tratados, lo que indica

la ya sefialada disminucion en la actividad ferroxidasa, la cual a su vez puede ser
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la responsable de la formacion del depoésito de Fe en la SN de enfermos de
Parkinson.

Mas tarde, el incremento en el contenido de Fe, determinado a través de
una medicién planimétrica del area hiperecogenica evaluado por medio de
sonografia del parénquima cerebral, es utilizado como una herramienta de
diagnostico clinico para pacientes con Parkinson idiopatico y permite discriminar
entre pacientes con Parkinson idiopatico de aquellos con sindromes parkinsénicos
atipicos, pardlisis supranuclear progresiva y de aquellos con atrofia multiple
sistémica con una especificidad del 96% y una sensibilidad del 91% (Walter et al.,
2003). Es asi que un numero de investigaciones proveen evidencias de la
contribucion del Fe en la SN sobre la produccion de estrés oxidativo, ya que la
interaccion del Fe con el H,O, y con la neuromelanina de esta region modifican de
forma reversible el estado redox del fierro entre su estado reducido y oxidado
(Fe?* y Fe®*, respectivamente), con la resultante formacién del radical *OH y la
resultante induccion de peroxidacion lipidica (Gerlach et al., 1994). Sin embargo,
la pregunta de que si el incremento en los niveles de Fe de la SN en la EP es la
causa primera de la neurodegeneraciéon en un subgrupo de casos con la EP o si la
acumulacién de Fe ocurre como un epifenomeno de la enfermedad permanece
aun sin contestar.

Recientemente, se han reportado mutaciones y polimorfismos de genes
codificando para proteinas involucradas en el metabolismo del Fe, las cuales han
sido ligadas a desérdenes en los ganglios basales, en individuos afectados que
presentan un cuadro clinico tipico de EP (Berg et al., 1991), en quienes también
se detectaron variaciones en la secuencia de la Cp. Asimismo, 176 pacientes con
EP y 180 sujetos controles, de quienes se examinaron previamente los cambios
en la sefial hiperecogenica para el Fe en la SN a través de sonografia del
parénquima cerebral, fueron examinados por posibles mutaciones en el gen de la
Cp, detectandose cinco nuevas variaciones sin sentido en la secuencia de la Cp.
Una de estas, 163T, se encontrdé solo en un paciente. Una variacion conocida
(D554E) fue asociada significativamente con EP y con un incremento en la sefal
hiperecogenica para niveles de Fe en la SN. Ademas, una tercera variacion en la

secuencia fue identificada (R793H), la cual segrega con la sefial de ultrasonido
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para niveles de Fe incrementados en pacientes y en sujetos control. Indicando que
la deteccion de variaciones en la secuencia en un solo paciente con EP o bien si
esta asociado con un marcador de ultrasonido para niveles de Fe incrementados
en la SN, asi como la presencia de inmuoreactividad de la Cp en los cuerpos de
Lewy subrayan un papel sospechoso de la Cp en la patogénesis de la EP
(Hochstrasser et al.,, 2004). Mas adelante, fue estudiado el efecto de estas
mutaciones sin sentido en la biosintesis de la holo-Cp en experimentos hechos en
cultivos celulares. En donde se encontré una relevancia funcional para las
mutaciones 163T y D544E de la Cp (Hochstrasser et al., 2005). In vivo, a partir del
suero de un paciente heteroalélico que presentaba la variante 163T se encontraron
tan solo la mitad de la concentracion normal para la Cp y una reducida actividad
ferroxidasa. En cultivos celulares, la isoforma de la Cp 163T ligada a
glicosilfosfatidilinositol se retuvo en el reticulo endoplasmico de células de rifién de
embrion humano. Asimismo, el polimorfismo D544E resultdé en una significativa
reduccion en los niveles de la Cp en suero asi como una reducida actividad
ferroxidasa y se identificé un significativo incremento en la expresion de apo-Cp.

Estos estudios indican que la actividad ferroxidasa de la Cp alterada puede
ser un factor de vulnerabilidad para estrés oxidativo inducido por fierro en la EP
(Hochstrasser et al., 2005). Por otra parte, se ha demostrado que la expresion del
gen de la Cp se presenta en células gliales que rodean a neuronas especificas de
la SN y de otros tejidos en los ganglios basales. La observacién de que la Cp es
expresada en el SNC y que su alteracion afecta la homeostasis del Fe en los
ganglios basales es consistente con la deficiencia heredada de esta proteina
definida como aceruloplasminemia (Harris et al., 1995), lo que sugiere un rol
directo de la ausencia de esta proteina, ya que es asociada tanto con la
disminucion de la actividad ferroxidasa, acumulacion del Fe cerebral y en la
degeneracién de los ganglios basales (Harris et al., 1998).

Asimismo, se sustenta la idea de que la enfermedad de Parkinson es un
desorden neurodegenerativo asociado a metales, pues se ha reportado que los
niveles de Cu®" sustancialmente méas bajos, son efectivos en acelerar la
agregacion de a-sinucleina, en donde el Cu promueve la nucleacion pero no la

fase de crecimiento de la agregacion neurofibrilar, sugiriendo que la a-sinucleina
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unida a Cu es mas propensa a promover la nucleacion que la proteina no unida
(Rasia et al.,, 2005). En este caso, la metalobiologia del Cu permanece en
discusion por el andlisis comparativo con otras proteinas que usan Cu y que estan

involucradas en desordenes neurodegenerativos.

4.6. a-Sinucleina.

En la EP la pérdida de las células dopaminérgicas es asociada con la presencia de
inclusiones intraneuronales eosinofilicas compuestas de neurofilamentos y
ubiquitina llamados cuerpos de Lewy (Tetriakoff, 1919). La presencia de los
cuerpos de Lewy no esta restringida a el SNC, ya que también son observados en
el SNP de pacientes parkinsonicos y en otros desordenes degenerativos, tal como
la enfermedad de cuerpos de Lewy y ELA (Blum et al., 2001). Protofibrillas de a-
sinucleina inician la formacion de las inclusiones dando lugar a los cuerpos de
Lewy, en donde posteriormente se van uniendo otros componentes del sistema de
degradacion proteosomal. La a-sinucleina es una proteina fosforilada que se
encuentra en las neuronas, siendo mas abundante en la zona presinptica. La
zona amino terminal, con repeticiones de hasta seis veces de un motivo
estructural, es en donde se han localizado las variantes familiares de la
enfermedad. La zona carboxilo terminal puede existir en forma glicosilada y es
denominada como a-Sp22. Esta proteina puede formar fibrillas o protofibrillas y su
sobreexpresion en Drosophila produce la pérdida de las neuronas dopaminérgicas
en las moscas de edad avanzada y pierden paralelamente su capacidad de volar
(Masliah y Hashimoto, 2002). La a-sinucleina en su forma glicosilada es sustrato
para la parkina, que la acopla a la ubiquitina para ser degradada. Por el contrario,
la forma no glicosilada de la a-sinucleina es funcional. De forma general, las
proteinas estructurales glicosiladas en el citoplasma son indicativas de vejes en la
estructura proteica. En la EP, la a-sinucleina aparece en los cuerpos de Lewy
preferentemente sin glicosilar en la zona interna. La a-sinucleina es codificada por
el gen parkl, este gen se encuentra localizado en el cromosoma 4, se transmite
de forma autosdémica dominante, con aparicion temprana de los sintomas y

desarrollo rapido de la enfermedad (Obeso et al., 2002).
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Evidencia acumulada implica a la a-sinucleina en la EP, en donde se han
identificado mutaciones puntuales, duplicacion y triplicacion del locus en las
formas familiares. La abundancia de la a-sinucleina en los cuerpos de Lewy vy la
neurodegeneracion resulta del incremento en la expresion de la a-sinucleina en
multiples modelos animales (Masliah y Hashimoto, 2002). La expresion de a-
sinucleina en células de levadura resulta en una toxicidad dosis-dependiente.
Varios factores de esta toxicidad incluyen producciéon de ERO, peroxidacion de
lipidos y defectos en el trafico vesicular, los cuales son reminiscencias de toxicidad

por a-sinucleina (Outeiro y Lindquist, 2003).

5. MODELO EXPERIMENTAL DE LA EP.

5.1. Modelo experimental de la EP por MPTP.

En 1979 un grupo de joévenes californianos adictos a un derivado fentanil sintético
desarrollo un parkinsonismo irreversible, positivo a L-DOPA (Davis et al., 1979). El
analisis de esta droga sintética indicé que contenia alrededor del 3% de MPTP
(Langston et al., 1983). La identificacion de esta toxina neuronal especifica, 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), ha sido reportada por reproducir
virtualmente todos los cambios clasicos conductuales, cognitivos, bioquimicos e
histologicos que ocurren en la EP tanto en humanos (Davis et al., 1979) como en
primates no humanos (Langston et al., 1983). En consecuencia, se ha considerado
al MPTP como una poderosa droga que induce degeneracion nigral en animales y
ha sido mostrada para inducir sintomas tipo Parkinson en varias especies
animales incluyendo ratas, ratones, perros, gatos y primates no humanos (Blum et
al., 2001). Algunos estudios han demostrado que los roedores, especialmente los
ratones de la cepa C57/Black, son los mas susceptibles al efecto neurotoxico del
MPTP y son los que mejor reproducen las principales caracteristicas bioquimicas
de la EP, siendo utiles como modelo animal en esta enfermedad (Heikkila et
al.,1984). Los efectos neurotéxicos del MPTP se deben a que esta molécula es
altamente lipofilica y capaz de atravesar la barrera hematoencefalica. EIl MPTP es
biotransformado en los astrocitos por la enzima MAO-B, dando lugar al metabolito
activo, el ion 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP™) (Kopin, 1992).
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5.2. Modelo experimental de la EP por MPP".

El MPP* es una molécula polar y a diferencia de su precursor éste no puede
cruzar libremente las membranas celulares, por lo que depende de acarreadores
presentes en la membrana plasmatica. El MPP* presenta una alta afinidad por el
transportador de DA en la terminal presinaptica de las neuronas dopaminérgicas.
El MPP" puede ser secuestrado por los transportadores vesiculares de
monoaminas y almacenado dentro de las vesiculas sindpticas, ademas es capaz
de interactuar y ser acumulado por la neuromelanina, retrasando en ambos casos
su efecto neurotoxico (Kopin, 1992), finalmente el MPP” libre en el citoplasma
entra en la mitocondria por un mecanismo dependiente de energia (Blum et al.,
2001). El potencial neurotoxico del MPP* se basa en su capacidad para inhibir al
Complejo | de la CTEM y dar lugar a sobreproduccion de radicales libres (Siegel et
al., 1999). Por otra parte, también se han reportado alteraciones en el Complejo IV
de la cadena respiratoria mitocondrial y dafio directo al DNA (Buu, 1993). La
alteracion en la CTEM altera la fosforilaciéon oxidativa dando lugar a disminucion
en los niveles de ATP (Blum et al., 2001), lo cual, en turno puede conducir a la
despolarizacion neuronal parcial, activacion de receptores NMDA dependientes de

voltaje y a la muerte neuronal excitotoxica (Ikonomidou y Turski, 1996)

5.2.1. Radicales Libres por MPP”.

La activacion de los receptores NMDA da lugar a la entrada de Ca** en el interior
celular estimulando la actividad de la SON dependiente de Ca?*, el cual se une a
calmodulina formando un complejo que actia como cofactor de la SONc (Bredt y
Snyder, 1990). La sobreproduccion de NO®, a partir de la SON, en presencia del
radical ‘O, conduce a la formacién, como ya se ha mencionado, de una especie
guimica altamente reactiva, el peroxinitrito ONOO"™ (Przedborski et al., 1996); asi,
la inhibicion especifica de la isoforma neuronal de la SON por 7-Nitroindazol
protege en contra de la neurotoxicidad inducida por el MPTP en ratones (Schulz et
al., 1995). Asi mismo, la neurotoxina administrada a ratones de la cepa C57/Black
da lugar a dafio selectivo por nitracion del centro catalitico de la TH (Ara et al.,

1998) y una disminucion significativa en los niveles de DA. La TH es un blanco
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para la nitracion de residuos de tirosina inducida por ONOO" (figura 5). La nitracion
de un residuo de tirosina en el centro catalitico de esta enzima es suficiente para

alterar su actividad catalitica (Ara et al., 1998).

Figura 5. Esquema del dafio neuronal dopaminérgico inducido por MPP" en el CE de la rata.
El MPP" es transportado al interior de la terminal presinaptica por medio del transportador de DA
(PTDA). El MPP" inhibe proteinas de la CTEM en la mitocondria interfiriendo con la sintesis de ATP
e induciendo una sobreproduccion del radical *O,". El incremento de Ca®" activa a la SONc dando
lugar a una sobreproduccion de NO* que en su reaccion con “O, produce ONOOQO/, el cual da lugar
a una reaccion espontanea con el Fe®* del centro catalitico de la TH, lo cual resulta en la nitracion
del residuo 423 de tirosina y la concomitante inactivacioén de la proteina. La inactivacion de la TH
por ONOO  reduce el contenido de DA. Modificado a partir de Przedborski et al., 1995.

La inactivacion de la TH comienza con la reaccion espontanea del metal del centro
catalitico (Fe?*) con el ONOO' y la resultante nitracion del residuo 423 de tirosina,
siendo ademéas modificados por nitracion, pero en menor grado, los residuos de
tirosina 428 y 432 (Blanchard-Fillion et al., 2001), la nitracion de cualquiera de
estos residuos de tirosina es suficiente para la inactivacion de la proteina. El
ONOO' es considerado como un factor causante del dafio neuronal dopaminérgico
en la EP (Przedborski et al., 1996). Un indice de formacion de ONOO' tanto en el
modelo con MPP* de la EP como en la EP, son los residuos de nitrotirosina libre y

elevado nivel de proteinas nitradas (Good et al., 1998). El decline en el nivel de
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DA se ha considerado que surge solamente a partir de la severa perdida de las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc que proyectan sus aferencias hacia el CE
(Ara et al., 1998). Sin embargo, el déficit de DA en las regiones afectadas excede
significativamente la perdida de neuronas dopaminérgicas (Pakkenberg et al.,
1991) sugiriendo que la sintesis de DA es disminuida antes de la muerte celular
(Ara et al., 1998), lo cual es demostrado por medio de la administracion sistémica
de MPTP en Macaca fasicularis, que dio lugar a la identificacion del tiempo umbral
de aparicion de los sintomas parkinsonicos, en donde dicha conducta correlaciono
con la disminucién en el contenido de DA, no asi con la inmunoreactividad para la
TH ni con el grado de muerte neuronal dopaminérgica (Bezard et al., 2001). La
nitraciéon de la TH, que da lugar a la inactivacion de la enzima, después de la
administracion de MPTP, no se presenta en ratones transgénicos que
sobreexpresan la enzima SOD-Cu,Zn; soportando asi, un rol critico para la
formacion del radical *O;" en la nitracion de residuos de tirosina (Ara et al., 1998).
Asimismo, el efecto neurodegenerativo del MPP* en el CE de ratones C57/Black,
da lugar a un incremento en la formacion de productos lipidicos fluorescentes, lo
cual estd intimamente asociado con la sobreproduccion de radicales libres
(Alcaraz-Zubeldia et al., 2001). Por otra parte, la inflamacién cerebral inducida por
medio de la inyeccion intracerebroventricular de lipopolisacarido incrementa el
dafio estriatal inducido por la administracion intraestriatal de MPP* en la rata
(Goralski y Renton, 2004).

5.3. Cambio en el contenido de metales de transicién por MPP”.

En cuanto a el efecto del MPP* sobre el contenido de algunos metales de
transicion, se ha reportado que la administracion sistémica de MPTP da lugar a
una disminucion significativa en los niveles de cobre y manganeso, tanto en el CE
como en el mecenséfalo de ratones C57/Black (Rios et al., 1995). Asimismo, se ha
reportado un incremento en los niveles de fierro libre y de desferrioxamina en la
SNpc de M. fasicularis a causa de la administracion sistémica de MPTP
(Mochizuki et al., 1994), este efecto del MPTP ha sido contrarrestado por medio de
la administracion de un quelante de fierro. EI MPTP también incrementa la

expresion del receptor a transferrina y el transportador para lactoferrina (Blum et
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al., 2001). Por el contrario, recientemente, se ha reportado el efecto neuroprotector
de la administracién del CuSO, contra la neurotoxicidad del MPP* en ratones
C57/Black, al bloquear la lipoperoxidacion estriatal y preservar los niveles de DA
en esta region cerebral. El efecto del CuSO, sugiere que su funcién puede estar
relacionada con mecanismos de activacion o sintesis de enzimas cobre-
dependientes responsables de la defensa celular en contra del MPP™ (Alcaraz-
Zubeldia et al., 2001). Ademas, el analisis de la participacion de la SOD, en la
neuroproteccion ejercida por el CuSO, contra la neurotoxicidad del MPP™, revela
que el tratamiento con cobre a ratones C57/Black da lugar a un incremento de
hasta siete veces en la actividad de la SOD manganeso-dependiente, puede ser la
responsable de la neuroproteccion en contra del dafio por MPP* (Alcaraz-Zubeldia
et al., 2001a).

5.4. MODELO DE LA EP POR 6-OHDA.

La 6-Hidroxidopamina (6-OHDA) es una de las toxinas mas utilizadas
experimentalmente en modelos de degeneracion nigral in vitro como in vivo. La 6-
OHDA es un anéalogo hidroxilado del neurotransmisor DA. La 6-OHDA no atraviesa
la barrera hematoencefalica. La generacion de una lesién neuronal central solo
puede ser activada después de la administracion intracerebral (inyeccion
intracisternal, intraventricular o directamente dentro del parénquima cerebral). En
modelos experimentales de la EP la 6-OHDA es inyectada preferencialmente
dentro del CE, la SN o en el paquete axonal mesencefalico ascendente,
destruyendo las células dopaminérgicas nigrales y disminuyendo el contenido de
DA en el CE, reproduciendo de esta forma las caracteristicas responsables de las
alteraciones del movimiento en la EP (Blum et al., 2001).

Interesantemente, existen algunas evidencias de que la 6-OHDA puede ser
considerada como una neurotoxina enddégena (Maruyama, 1999). De hecho,
varios estudios han reportado la presencia de 6-OHDA tanto en rata y en cerebro
de humano, asi como de pacientes con EP tratados con L-DOPA (Andrew et al.,
1993). Como ya se ha comentado, las neuronas dopaminérgicas nigrales

contienen niveles elevados de DA, H,O; y Fe libre. Una reaccién no enzimética de
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estos elementos posiblemente conduzca a la formacion de 6-OHDA (Jellinger et
al., 1995).

Se ha sugerido que la 6-OHDA induce lesién dopaminérgica estriatal via la
sobre produccion H,O, y radicales *OH derivado. Lo cual es explicado por el
efecto protector que ejercen los antioxidantes en contra de la toxicidad de 6-OHDA
(Blum et al., 2000). La generacion de ERO puede incrementarse a partir de dos
mecanismos denominados como deaminacion por medio de la acciéon de MAO o
auto-oxidacion, la cual es iniciada y/o amplificada por fierro en la reaccién de
Fenton (H.O, + Fe** > "OH + "OH + Fe*").

Se ha sugerido que la especificidad de 6-OHDA hacia las células
catecolaminérgicas se debe a que esta es capturada por medio del
transportadores especificos, lo cual esta basado en la analogia estructural de la 6-
OHDA con la DA y la noradrenalina. Ademas, la acumulacion especifica de esta
toxina en las células catecolaminérgicas y el efecto de los inhibidores de la
recaptura de catecolaminas en contra de la accién neurotoxica de la 6-OHDA
indican en conjunto la especificidad de la molécula. Sin embargo, estas evidencias
son cuestionadas por el hecho de que esta toxina no requiere entrar al interior de
la célula para ejercer su efecto dafino (Blum et al., 2001). En cultivos de células
mesencefalicas, la toxicidad de 6-OHDA no es selectiva de neuronas
dopaminérgicas (Lotharius et al.,1999). Asimismo, se ha reportado que varias
lineas celulares carentes de transportadores para catecolaminas son dafiadas por
6-OHDA. El uso de potentes bloqueadores del transportador para catecolaminas
como disipramina, imipramina y cocaina no previenen la citotoxicidad de 6-OHDA
(Abad et al., 1995).

Por otra parte, la toxicidad de 6-OHDA en contra de células de
neuroblastoma SY5Y no fueron acompafados por una reduccion en la produccién
de ATP, reduccion en el cociente ATP/ADP y reduccién del contenido celular de
NAD" (Storch et al., 2000). Estos resultados sugieren que la inhibicién de la
respiracion mitocondrial no es el principal mecanismo subyacente a la
neurotoxicidad inducida por 6-OHDA. Sin embargo, esta toxina induce un colapso
en el potencial de membrana mitocondrial dependiente de ERO (Lotharius et

al.,1999), lo cual también puede conducir a defectos en la vesiculacion de la DA,
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incrementandose los niveles intracitoplasmicos de DA, lo que incrementa la
formacion de H,O, mediante la auto-oxidacion de la DA, eventos que en conjunto
producen la muerte neuronal.

Existe una gran variedad de modelos de degeneracibn neuronal
dopaminérgica ademas de los que ya se han citado en este apartado aunque con
menor especificidad, sin embargo han sido Utiles para el estudio de los trastornos
presentes en los enfermos de Parkinson. Estos han sido desarrollados tanto en
cultivos celulares como en animales. Dichos modelos han sido generados a partir
de cierta manipulacion genética o farmacolégica. A grandes rasgos, entre los
modelos producidos por medio de estrategias moleculares se encuentran los
cultivos de células hibridas “cybrids”, construidas a partir de células de
neurobalstoma (SH-SY5Y) carentes de DNA mitocondrial pero con DNA
mitocondrial proveniente de plaguetas de pacientes con EP, el cual da lugar a
células con actividad del Complejo | de la CTEM disminuida, reproduciendo los
principales trastornos metabdlicos presentes en la EP. Otro tipo de manipulacion
genética ha dado lugar a un modelo animal de la EP por medio de la
sobreexprecion de la a-sinucleina lo cual da lugar a la formacion de cuerpos de
Lewi. Asimismo, se ha generado otro modelo a partir de la sobreexpresion de la
parkina (PARK2), ambos produciendo ademas de trastornos metabdlicos una
sobre produccion de radicales libres.

En cuanto a los modelos farmacolégicos, ademas de los modelos de la EP
inducidos por MPP* y 6-OHDA se han desarrollado algunos otros, entre los que se
cuenta con el inducido por la microinyeccién nigral de Fe?*, capaz de generar
alteraciones neuroquimicas, histolégicas y conductuales. Otro modelo méas ha sido
aquel generado a partir de la administracion de reserpina, un inhibidor del
transportador vesicular de monoaminas, el cual disminuye el contenido de DA.
Otros modelos se han desarrollado al utilizar anfetamina y algunos analogos como
la metanfetamina, moléculas capaces de inhibir el trasporte de DA y una reduccion
en la neurotransmision dopaminérgica asi como la muerte neuronal. También
existen modelos generados mediante el uso de pesticidas como el paracuat,
capaza de inhibir el complejo | de la CTEM, u otros por medio del uso de CO,,

cianuro, Mn y DA, los cuales son capaces de sobre producir radicales libre.
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6. IMPORTANCIA DEL COBRE EN SISTEMAS BIOLOGICOS.

El cobre es el elemento nimero 29 y el primero del grupo IB de la Tabla periddica,
exhibe cuatro estados de oxidacién: Cobre metalico (Cu®), ion cuproso (Cu'*), ion
cuprico (Cu?") y ion de cobre trivalente (Cu®"). La configuracién electrénica de la
forma metalica (Cu®) es 1s?25?2p®3s?3p°3d'°4p’. Los estados de oxidacién comun
son la forma Cu'* (3d'%) o la forma Cu?* (3d°). La quimica del Cu, especialmente
en sistemas biolégicos, es profundamente afectada por el estado electronico de
oxidacion. El facil recambio entre los estados de oxidacion pone a éste elemento
con propiedades redox las cuales pueden ser de naturaleza esencial o deletérea
para los sistemas biolégicos. ElI Cu estd presente en la naturaleza en una gran
variedad de sales minerales y compuestos organicos y en forma metalica (Cotton
y Wilkinson, 1989). El estado de oxidacion mas importante en la naturaleza y
ambientes acuosos es el Cu®". Cualquier ion Cu'* presente en el medio es
rapidamente oxidado por cualquier agente oxidante o estabilizado por la formacién
de complejos. Los iones Cu?* se unen preferencialmente via el oxigeno a ligandos
inorgénicos tales como el H,O, OH’, COs*, SO4%, etc. y a ligandos orgénicos via
grupos fendlicos y carboxilicos. Asi, al menos todo el cobre en muestras naturales
es acomplejado con compuestos organicos. Algunos componentes cupricos y
complejos son solubles en agua y tienen un caracteristico color agua-azul-verde
(Cotton y Wilkinson, 1989).

6.1. Metabolismo del Cobre.

La homeostasis del cobre obedece al doble caracter del elemento, esencial y
toxico. El caracter esencial se deriva de su incorporacién especifica a un gran
namero de proteinas con actividad catalitica y estructural. En los mamiferos se
conservan las rutas celulares de absorcion, incorporacion a las proteinas y de
exportacion del cobre, siendo al parecer reguladas por el propio metal (Linder y
Hazegh-Azam, 1996). El cobre se absorbe fundamentalmente a través del tracto
gastrointestinal, lo cual probablemente ocurre primeramente en el duodeno. Se
absorbe del 40% al 60% del cobre procedente de los alimentos, mientras que el

resto se excreta a través de las heces, este proceso puede ser perturbado por
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otros factores nutricionales, tales como alta captura de zinc, fierro o acido
ascorbico. Una vez que el metal ha atravesado la membrana basolateral, pasa al
fluido intersticial y es transportado, unido a la albimina en el plasma sanguineo,
hasta el higado (Linder et al., 1998).

Metabolismo del Cobre en Humanos

Pool de Cobre en el Suero )
Proteinas dependientes

de Cobre en Tejido
Superoxido Dismutasa
Dopamina B-hidroxilasa
Citocromo ¢ Oxidasa
Hefaestina
Tirosinasa
Lisil Oxidasa

Cobre en la dieta

Albuminay a.a.
(2.5 mg/dia)

5%
Ceruloplasmina
95%

Vena Porta

Modificado a partir de J.L. Gollan. IPCS. 1998.

Heces Orina RiA6N
(<70pg/dia)

Figura 6. Metabolismo del Cu en humanos. El Cu a partir de la dieta es absorbido en el intestino y
transportado principalmente al higado, el cual representa el principal 6rgano en la homeostasis del
metal. Modificada a partir de J. L. Gollan (IPCS, 1998).

El higado es el 6rgano fundamental para la homeostasis del cobre. El
proceso de distribucion del cobre puede ser dividido en tres fases: La primera es el
trasporte que va a los hepatocitos y en menor proporcion a los rifiones, la segunda
se presenta en los hepatocitos al incorporar el cobre dentro de algunas proteinas y
por ultimo el transporte del cobre al resto de los tejidos (Sternlieb, 1990). Es asi
gue este metal se reparte entre la excrecion a través de la bilis y la incorporacién a
proteinas intracelulares y extracelulares. El trasporte del cobre hasta los tejidos
periféricos se realiza a través del plasma, unido a la albumina, a la Cp,
transcupreina o bien en complejos de bajo peso molecular. Finalmente, la mayor

parte del cobre llevado de regreso nuevamente al higado, sin embargo no se sabe
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gue es lo que pasa con claridad (figura 6). Probablemente la Cp, la albumina y la
transcupreina estan involucradas en este proceso (Linder et al., 1998).

A nivel intracelular, el cobre en los mamiferos es transportado dentro de la
célula por el transportador Ctrl, una proteina multimérica, saturable de alta
afinidad que actia como una permeasa especifica para metal (Schlief y Gitlin,
2006), Ctrll1 entrega el cobre dentro de la célula y una vez internalizado el metal se
une rapidamente a proteinas chaperonas intracelulares (Petris et al., 2003). La
entrega del cobre a sus cuproenzimas blanco depende de un elegante sistema de
las metalochaperonas, por ejemplo, Atox1 entrega el cobre en la via secretoria y
ahi se ancla tanto con la ATPasa transportadora de cobre ATP7B en el higado y
ATP7A en otras células, a través de una interaccién proteina-proteina, insertando
el cobre dentro del sitio activo de la cuproenzima o proteina transportadora (Figura
7). Atox1 interactia con ATP7B en el hepatocito y también es requerida para la
excrecion biliar del exceso de cobre, en concierto con la chaperona Murrl, la
ausencia de Murrl se haya ligada a la toxicosis de cobre canina, Atox1l también
participa en la entrega de cobre para la sintesis de holo-Cp plasmatica (Prohaska
and Gybina, 2004). En adicion a su actividad de chaperona, se sabe que Atox1 se
encuentra expresada en altos niveles en las neuronas y pueden proteger a la
neurona a partir del estrés oxidativo (Kelner et al., 2000). ATP7A no es expresada
en hepatocitos, pero es importante en neuronas y astrocitos, asi cuando las
células son expuestas a un incremento en los niveles de cobre ATP7A mueve el
cobre desde el transgolgi hacia la membrana plasmatica para el eflujo de cobre.
En otros tejidos ATP7A dirige el acoplamiento del cobre a partir de la red
transgolgi a las proteinas dopamina pB-monooxigenasa, peptidilglicina a-amidantin
monooxigenasa, lisil oxidasa, tirosinasa y hefaestina, dependiendo del tipo celular
(Prohaska and Gybina, 2004). La chaperona de cobre para la SOD-Cu,Zn recluta
cobre en el citoplasma en donde interactia formando un heterodimero con SOD-
Cu,Zn para facilitar la transferencia de cobre, la carencia de esta chaperona
disminuye la actividad SOD-Cu,Zn (Field et al., 2002). Asimismo, esta chaperona
recluta cobre hasta el espacio intermitocondrial (Prohaska and Gybina, 2004). Del
mismo modo Cox17 que se encuentra tanto en el citoplasma como en el espacio

intermembranal en la mitocondria. Esta chaperona es requerida para el
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funcionamiento de la citocromo c oxidasa, esta chaperona entrega el cobre en la
mitocondria en donde llega hasta la citocromo c oxidasa via las chaperonas
Cox11, Scol y Sco2 que actuan en el espacio intermembranal en la mitocondria
(Carr and Winge, 2003). También pueden existir otras chaperonas que recluten

cobre hacia las metaloproteinas (Prohaska and Gybina, 2004).
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Figura 7. El Cu presenta una fina regulacion intracelular a través de mecanismos de transporte y
almacenamiento, la cual es llevada a cabo por proteinas chaperonas y proteinas de
almacenamiento. El Cu es distribuido e incorporado a proteinas Cu-dependientes por medio de
elegantes mecanismos de acoplamiento proteina-proteina. Tomado de Prohaska J. and Gybina A.
(2004) J Nutr. 134:1003-1006.

6.2. Efecto del cobre en animales de experimentacion.

La toxicidad de una dosis oral Unica de cobre varia enormemente entre las
especies (dosis letal 50 (DLso) de 15-1664 mg de Cu/kg de peso corporal). Las
sales mas solubles de cobre (sulfato de cobre (II) y cloruro de cobre (Il)) son
generalmente mas toxicas que las menos solubles (hidréxido de Cu®** y éxido de
Cu?") (IPCS, 1998). La muerte aparece tras la aparicion de hemorragia géastrica,
taquicardia, hipotension, crisis hemolitica, convulsiones y pardlisis. Se han
reportado valores de la DLsy de exposicion cutanea >1124 y >2058 mg de Cu/kg
de peso corporal en ratas y conejos, respectivamente. La DLsg por inhalacion
(tiempo de exposicién no especificado) fue mayor a 1303 mg de Cu/kg de peso

corporal en conejos y en los cobayos expuestos a concentraciones de 1.3 mg de
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Cu/m? observandose insuficiencia respiratoria durante una hora (IPCS, 1998). Las
ratas que recibieron 305 mg de Cu/kg al dia por via oral con los alimentos en
forma de sulfato de cobre (CuSQO,) durante 15 dias mostraron alteraciones de la
biogquimica sanguinea y datos hematoldgicos (particularmente anemia), efectos
secundarios en el higado, riidén y en los pulmones (Hébert et al., 1993). Los
efectos fueron cualitativamente semejantes a los de otros compuestos de cobre y
en otras especies. La dosis sin efectos observados fue de 23 mg de Cu/kg de
peso corporal al dia (Hébert et al., 1993). Sin embargo, las ovejas son
particularmente sensibles, y dosis repetidas de 1.5-7.5 mg de Cu/kg de peso
corporal al dia en forma de sulfato de cobre o acetato de cobre producen lesiones
hepaticas, crisis hemolitica y por dltimo la muerte (IPCS, 1998). La exposicion
prolongada de ratas y ratones no pone de manifiesto signos evidentes de
toxicidad, salvo una reduccion del crecimiento relacionada con la dosis tras la
ingestion de 138 mg de Cu/kg de peso corporal al dia en ratas y 1000 mg de
Cu/kg de peso corporal al dia en ratones (Hébert et al., 1993). La dosis sin efectos
adversos observados fue de 17 mg de Cu/kg de peso corporal al dia en ratas y de
44 y 126 mg de Cu/kg de peso corporal al dia en ratones machos y hembras,
respectivamente; presentando tan solo inflamacion del higado y degeneracion del
epitelio tubular del rifién (Hébert et al., 1993).

Los estudios de toxicidad en etapa reproductiva y durante el desarrollo son
limitados. Se ha observado cierta degeneracion testicular y una reduccién del peso
corporal y de los 6rganos al nacer en ratones tratadas con dosis superiores a 27
mg de Cu/kg de peso corporal al dia durante periodos prolongados de tiempo y
efectos fetotoxicos y malformaciones con concentraciones altas (>80 mg de Cu/kg
de peso corporal al dia) (Lecyk, 1980). El sulfato de cobre no fue mutagénico en
valoraciones realizadas en bacterias (Marzin y Phi, 1985). Sin embargo, se ha
observado un aumento, relacionado con la dosis, en la sintesis de ADN no
programado en hepatocitos de rata. Asimismo, por medio de un ensayo de
micronucleo, un estudio ha puesto de manifiesto un aumento significativo de
fracturas cromosémicas con la dosis intravenosa mas alta (1.7 mg de Cu/kg de
peso corporal al dia) (Agarwal et al., 1990) pero en otro estudio realizado con

dosis intravenosa de hasta 5.1 mg de Cu/kg de peso corporal al dia no se observo
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ningun efecto en la rata (Tinwell y Ashby, 1990). Los estudios de neurotoxicidad
no han puesto de manifiesto efectos en el comportamiento, pero se han notificado
cambios neuroquimicos tras la administracion oral de 20-40 mg de Cu/kg de peso
corporal al dia. En un numero limitado de estudios de inmunotoxicidad se ha
observado un trastorno de la funcion inmunitaria humoral y mediada por células en
ratones después de la ingesta oral con agua de bebida de 10 mg de Cu/kg de
peso corporal al dia (IPCS, 1998).

Por otra parte, otros estudios muestran que la restriccion de cobre en la
dieta de animales de experimentacion desarrolla una ausencia de holo-Cp
circulante y son incapaces de liberar fierro del tejido al plasma (Harris et al., 1998).
El cobre en animales administrados con dietilditiocarbamato, un agente quelante
de cobre, incrementa la susceptibilidad al dafio oxidativo y muerte neuronal
causado por el MPTP (Miller et al., 1991). Por esta razoén, la carencia de cobre
puede conducir a una desventaja para las neuronas en su defensa en contra del

estrés oxidante (Hartmann y Evenson, 1992).

6.3. Efectos del cobre en humanos.

Tal como ya se ha comentado el cobre es un elemento esencial y hay efectos
perjudiciales para la salud relacionados tanto con su deficiencia como con su
exceso. La deficiencia de cobre est4d asociada con anemia, neutropenia y
anomalias Oseas, pero la deficiencia clinicamente manifiesta es relativamente
poco frecuente en el humano (Williams, 1983). Se han reportado efectos a partir
de una exposicion Unica tras la ingestién oral con fines suicidas o accidentales
consistentes con sabor metélico, dolor epigéstrico, dolor de cabeza, nauseas,
desvanecimiento, vémito y diarrea, taquicardia, dificultad respiratoria, anemia
hemolitica, hematuria, hemorragia gastrointestinal masiva, insuficiencia hepéatica,
renal y eventualmente la muerte (Jantsch et al., 1985). También se han observado
efectos gastrointestinales por ingestion Unica o repetida de agua de bebida con
altas concentraciones de cobre y se ha presentado insuficiencia hepética tras la
ingestion cronica (Knobeloch et al., 1994; O’'Donohue et al., 1993). La exposicion
cutanea no se ha asociado con la toxicidad sistémica, pero el cobre puede inducir

respuestas alérgicas en personas sensibles (Hackel et al., 1991). Existen reportes
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de casos de fiebre en los fundidores debido a la inhalacion de elevadas
concentraciones de el aire en el ambiente de trabajo y aunque se han atribuido
otros efectos respiratorios a la exposicibn o mezclas que contenian cobre (por
ejemplo: caldos bordeles, extraccion y fundicion), no se ha demostrado tal efecto
para cobre (Armstrong et al., 1983). Los trabajadores aparentemente expuestos a
concentraciones elevadas en el aire, que dan lugar a una ingesta estimada de 200
mg de Cu/dia mostraron signos que parecian indicar una intoxicacion por cobre
(por ejemplo, concentraciones elevadas de cobre en el suero y hepatomegalia)
(Suciu et al., 1981). Se han descrito varios grupos en los cuales los trastornos
aparentes de la homeostasis del cobre producen una sensibilidad mayor al déficit
o0 al exceso de cobre en la poblacion general. La cirrosis infantil india y la toxicosis
idiopatica por cobre son enfermedades relacionadas con el exceso de cobre que
pueden estar asociadas con una sensibilidad al cobre de base genética, aunque
esto no se ha demostrado de manera inequivoca (Sethi et al., 1993; Gormally et
al., 1994). Otros grupos potencialmente sensibles al exceso de cobre son los
pacientes sometidos a hemodialisis y aquellas personas con enfermedades
hepaticas cronicas. Los grupos con riesgo de deficiencia de cobre incluyen a los
nifos pequefios (en particular los recién nacidos de bajo peso al nacer-
prematuros, aquellos nifios que se estan recuperando de una malnutricion y los
nifios alimentados exclusivamente con leche de vaca), personas con sindrome de
mala absorcidn (por ejemplo enfermos con enfermedad celiaca y fibrosis cistica) y
los pacientes totalmente dependientes de una nutricion parenteral (International
Programme on Chemical Safety, 1998).

6.4. Ingesta de cobre en humanos.

Para las personas sanas no expuestas ocupacionalmente al cobre o no expuestas
a alguna otra fuente, la via principal de exposicion es la oral. La ingesta diaria
media con los alimentos oscila en las personas adultas entre 0.9y 2.2 mg (Trumbo
et al., 2001). En la mayoria de los estudios se ha encontrado que los valores de la
ingesta se sitian en el extremo inferior del intervalo. La variacion refleja los
diferentes habitos alimentarios, asi como las distintas practicas agricolas y la

preparacion de alimentos utilizadas en todo el mundo (Muller et al., 1996). En
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algunos casos, el agua potable puede contribuir a un aumento importante del valor
total de la ingesta diaria de cobre, sobre todo en hogares con aguas corrosivas y
tuberias de cobre. En los hogares sin tuberias de cobre o con aguas no
corrosivas, la ingesta de cobre a partir del agua potable raramente supera 0.1
mg/dia, aunque puede haber valores superiores a unos pocos mg al dia a causa
de la distribucion de agua corrosiva a través de tuberias de cobre. En general la
ingesta diaria de cobre por via oral (alimentos mas agua potable) oscila entre 1y 2
mg/dia, aunque ocasionalmente puede alcanzar un valor superior a 5 mg/dia
(Scheinberg y Sternlieb, 1994). Las restante ingesta de cobre (inhalacién y
cutanea) son insignificantes en comparacion con la via oral. La inhalacién afiade
0.3-2.0 pg/dia procedente del polvo y del humo (Drummond et al., 1986). Las
mujeres que utilizan DIU estan expuestas solo a 80 ug o menos de cobre al dia a

partir de esta fuente (Kjaer et al., 1993).

6.5. El Cobre en Enfermedades Neurodegenerativas

El Cu es un micronutriente que juega un rol critico en la bioquimica de todos los
organismos aerobicos (Culotta y Gitlin, 1999). Este acttia como el grupo prostético
de varias proteinas antioxidantes y su deficiencia estd asociada con varias
enfermedades neuroldgicas (Prohaska, 1997). El cobre es requerido para la
actividad catalitica de enzimas que juegan un papel importante en enfermedades
neurodegenerativas (Culotta y Gitlin, 1999), incluyendo como ya se ha comentado
a la tirosinasa para la sintesis de melanina, citocromo c oxidasa (Complejo V) de
la CTEM, en la defensa antioxidante por medio de la actividad de la enzima
superoxido dismutasa-Cu,Zn (SOD-Cu,Zn), en la actividad de la dopamina -
hidroxilasa para la sintesis de catecolaminas y en la Cp para la homeostasis
cerebral del fierro (Waggoner et al., 1999).

6.5.1. Enfermaded Alzheimer

En el caso de la enfermedad de Alzheimer (EA) estan involucrados varios factores.
Este desorden se caracteriza por demencia senil, un progresivo decline de las
funciones cognitivas y perdida de la memoria (Kelley y Petersen, 2007). La EA se

caracteriza por la presencia de placas seniles, formadas principalmente por el
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péptido beta amiloide (BA) de localizaciébn extracelular y también por las
denominadas marafias neurofibrilares, una alterada colocalizacién intracelular de
la proteina Tau (Jellinger y Bancher, 1998). Las evidencias a partir de estudios
genéticos y bioguimicos apoyan la idea de que la acumulacion de los agregados
insolubles de BA constituye uno de los principales componentes en la patogénesis
de la enfermedad y de sus subsecuentes eventos (Eckman y Ekcman, 2007). Un
creciente cuerpo de evidencias ha sido publicado en relacion al papel de los
metales en la EA, especialmente en relacion a metales con actividad redox,
sugiriendo que los metales pueden estar involucrados en la mayoria de los
eventos que subyacen a la patogénesis y a la progresion de esta alteracion
neuroldgica. A pesar de que los metales de transicién han sido involucrados en el
funcionamiento del sistema de defensa antioxidante intracelular, dichos metales
también han sido asociados a estrés oxidativo, tanto por si mismo o a través de
modificaciones en las proteinas (Rivera-Mancia et al., 2009). La asociacion entre
BA y metales de transicion tales como el fierro y el cobre pueden conducir a la
generacion de H,O, exacerbando el dafio oxidativo (Huang et al., 1999). El cobre
es implicado en el procesamiento alterado de la proteina precursora amiloide
(APP) y en la subsiguiente agregacion de la BA (Barnham et al., 2004), ya que
altas concentraciones de este metal han sido encontradas en las placas amiloides
(Lovell et al., 1998); esto puede ser considerado que las BAs involucrados en la
patogénesis de la EA muestran una alta afinidad por Cu. El cobre unido a la placa
BA posiblemente promueve la toxicidad de BA por medio de la formacion de H,0O,
y la subsiguiente generacion de radicales libres a través de la reaccion de Fenton
(Huang et al., 1999). Este efecto puede involucrar la reduccion del ion cuprico por
BA, ocurriendo consecuentemente una cascada de eventos relacionados a estrés
oxidativo y la muerte neuronal subsiguiente (Rivera-Mancia et al., 2009), lo cual
correlaciona con reportes previos que indican que la BA inhibe el complejo
citocromo ¢ oxidasa de la CTEM, esta inhibicion se incrementa en la presencia de
iones cobre, requiriendo aproximadamente 0.75 moles del metal por mol del
polipéptido para poder inhibir a la citocromo ¢ oxidasa y para promover la

agregacion del péptido (Crouch et al., 2005).
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6.5.2. Enfermedad de Huntington

En la enfermedad de Huntington (EH), desorden neurodegenerativo hereditario
autosomico dominantemente caracterizado por deterioro motor, cognitivo y
psiquiatrico progresivo, causado por la expansion del trinucleotido repetido CAG,
que se localiza dentro del primer exdén del gen que codifica para la proteina
huntingtina (Fox et al., 2007). El repetido CAG produce una larga secuencia de
poliglutamina lo que le da una conformacion inusual, lo cual se hipotétiza produce
la toxicidad celular, sospechandose ademas que la agregacion de la huntingtina
forma cuerpos de inclusiébn con otras proteinas (Griinewald y Beal, 1999). La
muerte neuronal y la atrofia cerebral en pacientes con EH ocurre principalmente
en el nucleo caudado y en el putamen, aunque también puede presentarse en
otras regiones tales como la corteza, tdlamo, globo palido y cerebelo (Rivera-
Mancia et al., 2009). En estos pacientes se ha encontrado tanto decremento como
incremento en los niveles cerebrales de cobre en relacion a pacientes controles
(Fox et al., 2007). Recientemente, se ha reportado que las concentraciones de
cobre libre en el LCR estan asociados con el estadio clinico y el tiempo después
del inicio de la enfermedad (Boll et al., 2008). Consistente con la interaccion entre
el cobre y la BA (Huang et al., 1999), Fox et al, en el afio 2007 encontraron que
este metal promueve la agregacion de la huntingtina e interactia con residuos de
histidina en la regiébn amino terminal de la proteina. Asimismo, este grupo propone
gue la disminuida actividad lactato deshidrogenasa en enfermos de Huntington es
debido, al menos en parte, a la inhibicion enziméatica mediada por el cobre

conduciendo posiblemente a la neurodegeneracion (Fox et al., 2007).

6.5.3. Esclerosis Lateral Amiotrofica

La Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA), es una enfermedad neurodegenerativa de
origen etioldgico desconocido, manifestdndose clinicamente por debilidad
muscular progresiva, fatiga de los musculos afectados con signos piramidales y
caracterizada por la progresiva perdida de neuronas motoras de las astas
anteriores en la médula espinal, bulbo y corteza (Siciliano et al., 2007). Aunque en
la mayoria de los casos como ya se menciono la etiologia de la enfermedad es
desconocida, aproximadamente 10% de los casos de ELA es familiar y de estos
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cerca del 20% son debidos a una herencia autosomal dominante, presentando
mutaciones en el gen que codifica para la proteina citosolica SOD-Cu,Zn (Rosen
et al.,, 1993). La enzima homodimerica SOD-Cu,Zn es altamente conservada,
contiene un atomo de cobre y uno de zinc por subunidad. Esta enzima cataliza la
dismutacion del O, a H,O; via la reduccién y la oxidacién del ion de cobre unido
(Fridovich, 1995). Aunque la patofisiologia de la degeneracion neuronal en la ELA
no es clara, algunas evidencias implican incremento en la actividad generadora de
radicales libres asociada con el cobre unido a la SOD-Cu,Zn mutante (Beckman et
al.,, 1993). La presencia de elevados niveles de nitrotirosina en los estadios
tempranos de la fisiopatologia celular asi como la acumulacién de la SOD
formando agregados dentro de las neuronas motoras sugieren que las
propiedades aberrantes de esta enzima resulta en la enfermedad por interrupcion
del transporte axonal (Bruijn et al., 1998). Dado que la SOD contiene Cu y Zn, los
niveles alterados de estos metales han sido asociados a la patologia de la ELA.
En pacientes con este desorden, se han reportado niveles de Cu en el LCRy en el
suero, presentando bajos niveles en relacion al control (Boll et al 2008). Los
cambios en el contenido de Cu en la médula espinal pueden ser explicados, al
menos en parte, por la regulacion a la baja del gen atp7b, el cual codifica para la
ATPasa transportadora de cobre en ratones transgénicos SOD-Cu,Zn (Olsen et
al.,, 2001). Los niveles alterados de Cu y Zn puede ser la consecuencia de
cambios estructurales en la SOD. La herencia autosomal dominante de la SOD-
Cu,Zn puede ser dividida en dos grupos de acuerdo al contenido de su metal
(Hayward et al., 2002) y de la posicién especifica de la mutacién. Un creciente
cuerpo de evidencias sugieren que la estabilidad de la SOD-Cu,Zn depende de su
estado de unién al metal. Algunas hipotesis sostienen que el balance entre el
funcionamiento normal y el toxico de la SOD-Cu,Zn depende de la unién del Zn en
el sitio activo de la enzima (Martyshkin et al., 2003); modelos experimentales han
mostrado que en ausencia de Zn, la reaccion normal catalitica de la SOD-Cu,Zn
corre a la inversa y produce ERO (Estévez et al., 1999). La SOD-Cu,Zn que ha
sido oxidativamente inactivada por la reaccion con H,O, pierde su afinidad por Cu
y consecuentemente la proteina es mas propensa a agregarse que la proteina no

dafiada (Goto et al., 1998), sugiriendo que la ganancia en la funcion toxica de la
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SOD-Cu,Zn en la ELA puede estar relacionada a la inhabilidad para activar o para

mantener el estado de la proteina asociada al metal (Banci et al., 2007).

6.5.4. Enfermedad de Menkes

La enfermedad de Menkes, es un desorden recesivo heredado ligado al
cromosoma X, dando lugar a factores clinicos pleiotropicos, incluyendo pelo
peculiar, problemas en el desarrollo y severa neurodegeneracion cerebelar en la
infancia temprana. El gen de la enfermedad de Menkes codifica para un miembro
de una familia de proteinas ATPasa tipo-P transportadoras de cationes (Menkes,
1997). La perdida de la funcion de la proteina en individuos afectados resulta en la
falla del transporte de cobre a través de la placenta, tracto gastrointestinal y
barrera hematohencefalica y una resultante deficiencia en el desarrollo del feto.
Estos hallazgos clinicos y patologicos estan presentes en el nacimiento, revelando
que el cobre es esencial para el crecimiento prenatal y del desarrollo del SNC. Los
factores clinicos de esta enfermedad surgen a partir de la deficiente actividad de
cuproenzimas esenciales tales como la lisil oxidasa, la cual forma parte del tejido
conectivo y da anormalidades. Mientras que la mayoria de los sintomas y de los
signos pueden ser explicados por la perdida de la actividad de la Cp, citocromo ¢
oxidasa, dopamina B-hidroxilasa, peptidilglicina a-amidatin oxigenasa, SOD-Cu,Zn
y tirosinasa, los mecanismos que participan en la degeneracion cerebral y
cerebelar permanecen desconocidos implicando la existencia de aun mas
cuproenzimas no identificadas, las cuales juegan un papel esencial en el
crecimiento neuronal y en la diferenciacion en el desarrollo del feto humano
(Waggoner et al., 1999).

6.5.5. Enfermedad de Wilson

Asimismo, la enfermedad de Wilson, desorden autosomal recesivo caracterizado
por cirrosis hepética y degeneracién neuronal, debido a una marcada alteracién en
la excrecion biliar del cobre. En esta enfermedad la acumulacién del cobre en los
ganglios basales resulta en degeneracion cavitaria, gliosis y perdida neuronal, lo
cual es responsable de los factores neurologicos en donde se incluyen sintomas

parkinsonicos, temblor y distonia. La alteracion psiquiatrica es también un factor
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prominente de la enfermedad de Wilson y puede incluir conducta anormal,
cambios de la personalidad, depresion y esquizofrenia (Akil et al., 1991). Los
mecanismos por los cuales la acumulacion de cobre cerebral conduce a estos
sintomas psiquiatricos permanecen desconocidos pero son de interés a causa de
la prevalencia de tales sintomas en la poblacion general. El gen responsable de la
enfermedad de Wilson codifica para una ATPasa transportadora de cationes tipo-
P, con un 55% de identidad en la secuencia de amino &cidos al gen de la
enfermedad de Menkes (Tanzi et al.,, 1993), la alteracion de la funcion de la
ATPasa resulta en la acumulacién del cobre en el citoplasma de los hepatocitos
con una resultante necrosis celular y fuga del cobre al plasma. Este exceso del
cobre es tomado por tejido extrahepatico, incluyendo los ganglios basales y el
limbo de la cornea en donde el metal es visible como los anillos de la enfermedad

de Kayser-Fleischer (Waggoner et al., 1999).

6.5.6. Aceruloplasmina

Por otra parte, se sabe que la Cp es una abundante proteina del suero, la cual
contiene el 95% de cobre presente en el plasma sanguineo. Esta proteina, como
ya sabemos es una ferroxidasa la cual utiliza el cobre para oxidar al fierro por
medio de un simple paso. La Cp es sintetizada como una holoproteina con seis
atomos de cobre incorporados durante su biosintesis (Sato y Gitlin, 1991). La
disponibilidad del cobre no afecta la velocidad de sintesis o la secrecion de la
apoceruloplasmina, sin embargo éste metal es critico para la estabilidad de la
proteina y cualquier deficiencia en la incorporacion de cobre durante la biosintesis
resulta en la secrecibn de una apoproteina inestable, la cual es rapidamente
degradada en el plasma (Harris et al., 1998). Animales deficientes de cobre
sugieren que la Cp juega un rol critico en la movilizacion del fierro desde el
parénquima, asi como la oxidacion del fierro previo a su incorporacion dentro de la
transferrina en el plasma (Gitlin, 1998). El soporte para la Cp como una
ferroxidasa esencial viene de estudios a partir de Saccharomyces cerevisiae, en
donde se demostr6 que la alta afinidad en la captura del fierro en estos
organismos es dependiente de la Fet3, una oxidasa multicobre homologa a la Cp

(Askwith et al., 1994). Recientemente, el papel de la Cp en el trasporte del fierro
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en mamiferos ha sido confirmada por la caracterizacion de la anemia ligada al
sexo en ratones, en donde se revelo la presencia de una segunda oxidasa
multicobre denominada hefaestina, la cual presumiblemente juega una funcion de
ferroxidasa critica para el transporte de fierro en el intestino (Vulpe et al., 1999).

La ausencia de Cp del suero, denominado como aceruloplasminemia, es
consistente con una marcada acumulacion del fierro en el parénquima cerebral en
asociacion con diabetes, degeneracion de la retina y alteracion de los ganglios
basales (Morita et al., 1995). El analisis de la concentracién de Cp en el suero de
los miembros de una familia afectada revel6 la variedad hereditaria autosomal
recesiva, y estudios de genética molecular identificaron mutaciones heredadas
especificas en el gen de la Cp (Harris et al., 1995). Los sintomas clinicos
predominantes en pacientes con aceruloplasminemia son neurologicos e incluye
distonia, disartria y demencia subcortical como resultado de la progresiva
degeneracién de los ganglios basales. Resultados de resonancia magnética de
imagen revelaron un incremento en el contenido de fierro en los ganglios basales y
el tejido cerebral revel6 acumulacion abundante de fierro en la microglia y en
neuronas, asi como una selectiva perdida neuronal (Morita et al., 1995). Esta
implicacion Unica del SNC distingue a la aceruloplasminemia de otras
enfermedades relacionadas con la perdida de la homeostasis del fierro y sugiere
gue la Cp dependiente de cobre, juega un papel esencial en el metabolismo

cerebral del fierro.

6.5.7. Enfermedad de Parkinson

A pesar de que ya hemos comentado en este trabajo acerca de los primeros
reportes relacionados con las alteraciones en el contenido de los metales de
transicion en el tejido cerebral y en el LCR de enfermos de Parkinson, es
conveniente en este apartado hacer mencion acerca de algunos reportes
relacionados a factores medioambientales que han sido implicados con la
enfermedad (Barlow et al., 2007; Jankovic, 2005). La exposicion ocupacional a
metales de transicion, especialmente a Fe y Cu, ha sido propuesta como un riesgo
para el desarrollo de la EP (Gorell et al., 2004). Varios estudios apoyan el papel de

la acumulacioén cerebral de los metales de transicidon en la fisiopatologia de la EP,
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lo cual puede ser independiente de la exposicion medioambiental, sugiriendo que
el control de la homeostasis de los metales es alterado en la EP. Un andlisis
multivariado demuestra que la exposicion ocupacional tanto a Pb como a Cu
durante 20 afios 0 mas incrementa significativamente el riesgo para contraer la
EP, sin embargo, la exposicion a Cu solo y la EP no alcanzan significancia
estadistica (Gorell et al., 2004). Asi, la exposicion a Cu permanece para ser
determinada en su asociacion con la EP tal por estar dependiendo de la
exposicion simultanea con otros factores de riesgo. Por lo contrario, la deficiencia
de Cu puede conducir a disfuncién nigroestriatal, dado que las ratas con dietas
deficientes de Cu durante la gestacion y la lactancia muestran un contenido
reducido de DA estriatal (Sun y O’Dell, 1992) en donde el potencial neurotoxico de
la acumulacion de Fe ha sido consistentemente reportado, mientras que en el
caso del Cu, tal como ya se ha comentado, no es concluyente.

En el presente trabajo se ha descrito que la EP, ademas de estar asociada
con una serie de cambios neuropatoldgicos y metabdlicos, ésta ha sido reportada
como una alteracion neurodegenerativa asociada a metales. Dicha alteracion
neuroquimica da lugar a una sobreproduccion de radicales libres, lo cual reduce la
neurotransmisiéon dopaminérgica aun antes de que se presente la muerte
neuronal. Esta alteracién ha sido explicada tanto en cerebros postmortem de EP
como en modelos experimentales mediante la identificacién tanto de residuos de
tirosina libre nitrados como por la presencia de proteinas nitrosiladas. Asimismo, la
administracion de MPP®, el metabolito activo de la neurotoxina inductora de
Parkinson MPTP, ha demostrado reproducir las principales caracteristicas
bioguimicas de la EP. La administracion sistemica de MPTP en primates da lugar
a un incremento significativo en el contenido de Fe en la SN y a la expresion
fenotipica de la enfermedad. Asimismo, el MPTP disminuye el contenido de Cu y
Mn en tejido extriatal de ratones C57/Black, lo cual puede deberse a una
disminucion en la expresion de transportadores de metales divalentes. También,
hemos comentado que la administracion de MPP” induce la inactivacion por
nitracién de la TH, a causa de la reaccién del ONOO™ con el Fe?** del centro
catalitico de la enzima, dando lugar preferencialmente a la nitracion del residuo de

tirosina 423.

63



Por otra parte, el Cu, un micronutriente esencial que juega un papel critico
en la bioguimica de los organismos, actla como grupo prostético de varias
proteinas que participan en el metabolismo y en la respuesta antioxidante. Este
metal recientemente ha sido evaluado tanto en modelos experimentales de la EP
como en modelos de la EH. La administracion de Cu ha demostrado efectos
benéficos en contra de las alteraciones inducidas por el MPP*. No obstante, aln
no ha sido esclarecido con precision el mecanismo de accion por medio del cual el

Cu contrarresta el efecto neurotoxico de la toxina.
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7. HIPOTESIS

El cobre puede disminuir tanto la nitracion de la TH como el dafio oxidativo
inducido por la infusién de MPP" en el CE de la rata inhibiendo la sobreproduccién

de NO e incrementando la actividad de proteinas dependientes de cobre.

8. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del cobre en la proteccion del dafio inducido por el MPP™ en el

cuerpo estriado de la rata y el mecanismo bioquimico asociado.

8.1. Objetivos particulares.

Determinar el efecto de la administracion CuSO, sobre la disminucion de la
actividad enzimatica de la TH, su nivel de nitracion y la disminucion en el
contenido de DA inducidos por la microinyeccién estereotaxica de MPP" en el CE

de la rata.

Determinar el efecto de la administracion CuSO4 en contra del incremento en la
produccién de NO a partir del aumento en la actividad de SON inducido por la

infusion de MPP* en el CE de la rata.

Caracterizar el mecanismo de accién del CuSO,4 en contra del dafio oxidante
inducido por MPP* en el CE de la rata a través de la posible participacion de
enzimas cobre-dependientes involucradas en la respuesta antioxidante y su efecto

sobre el contenido de GSH.

65



9. METODO.

Animales, pretratamiento de CuSO,; 6 Na,SO; y administracién de MPP".
Todos los ensayos experimentales se llevaron a cabo con ratas Wistar macho de
250 a 280 g. La exposicion de los animales a Na,SO, (grupo control) 6 CuSO, se
realizo por medio de la administracion intra peritoneal (i.p.) de 10 mMol/kg de cada
una de las sales. Después de 24 y 16 horas los animales se sometieron a una
microinyeccion intra estriatal (i.e.) extereotaxica de 10 pg de MPP” disueltos en 8
uL de solucién salina (de acuerdo al atlas estereotaxico de Watson y Paxinos,
1998), con coordenadas extereotaxicas en relacion a Bregma de: 0.5 mm anterior,
-3.0 mm lateral y -4.5 mm ventral a la dura. Seis horas después los animales se
sacrificaron por decapitacion, el cerebro fue removido y el cuerpo estriado
disecado sobre hielo (Glowinski and Iversen, 1966) conservandose brevemente en

congelacién a —70° C hasta su analisis.

Determinacion de los niveles de Dopamina Estriatal por HPLC. La medicion
del contenido de DA estriatal se hizo por medio de Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion acoplada a deteccion electroquimica (Alcaraz-Zubeldia et al., 2001).
Seis horas después de la lesion con MPP" el cuerpo estriado fue disecado y
posteriormente sonicado en una solucién (1:10 w/v) de metabisulfito de sodio 1 M.
El homogenizado se centrifugd a 4,000 x g durante 10 minutos y el sobrenadante
fue analizado por HPLC (columna Alltech 100 x 4.5 mm), bomba Perkin-Elmer LC-
250, detector electroquimico Metrohm (mod. 641-VA) y un integrador Hewlett-
Packard 3396-Il. Los datos son colectados y procesados por interpolacién en la
curva estandar construida previamente para DA. Los resultados son expresados

como pg de DA por gramo de tejido humedo.

Determinacion de la Actividad Tirosina Hidroxilasa. La actividad TH estriatal
fue evaluada por la medicion de la acumulacion de L-DOPA después de la
administracién sistémica de m-hidroxibenzilhidrazina dihidrocloride (NSD1015,
Sigam-Aldrich, Steinheim, Austria) un inhibidor centralmente activo de la L-DOPA

descarboxilasa (DDC) (Gutierres-Reyes y Rios, 1998). Treinta minutos previos a
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que los animales fueran sacrificados se les administro por via sistémica 100 mg/kg
de 3-hidroxibenzilhidrazina. Enseguida el cerebro fue removido y el cuerpo
estriado disecado sobre hielo, el cual se homogenizo en una solucion (1:10 w/v)
de metabisulfito de sodio-acido perclorico (1 M, 0.1% wi/v). EI homogenizado fue
centrifugado a 4,000 x g durante 10 min. y el contenido de L-DOPA en el
sobrenadante fue analizado por HPLC (columna Alltech 100 x 4.5 mm), bomba
Perkin-Elmer LC-250, detector electroquimico Metrohm (mod. 641-VA) y un
integrador Hewlett-Packard 3396-Il. La curva de calibracion se construyo para L-
DOPA y la concentracion de las muestras fue determinada por interpolacion en la
curva estandar. Los resultados son expresados como ug de L-DOPA por gramo de

tejido humedo.

Deteccidon de Tirosina Hidroxilasa y de NO,-Y-TH por Western Blot. El cuerpo
estriado se homogenizo en un sistema vidrio-teflon, 6-7X, 3 segundos en frio, en
250 uL de buffer de lisis (50 mM Tris-HCI, 0.1 mM de EDTA, 0.1 mM de EGTA,
0.1% de B-mercaptoetanol a pH 7.5) mas un cocktail de inhibidores de proteasas
(100 uM de leupeptina, 1mM de fenilmetilsulfonil fluoride, 2 ug/ml de aprotinina, 10
ng/ml de inhibidor de tripsina soybean y 0.1% "/, de Nonidet P-40). El contenido de
proteinas se cuantifico por el método de Lowry et al. Volumenes correspondientes
a 50 ug de proteina se mezclaron con volumenes equivalentes de buffer de
muestra, los cuales se cargaron en cada uno de los pozos y se separaron por
medio de electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE) en presencia
de un marcador de peso molecular de 5-250 kDa (Precision Plus Protein, Dual
Color Standards. Cat. No. 161-0374. Bio-Rad). Las proteinas se transfirieron en
una membrana PVDF (Amersham Biosciences), la cual fue bloqueada en una
soluciéon PBS con leche en polvo libre de grasas al 5% y Tween 20 al 0.05%. En
seguida la membrana se incubo durante toda la noche a 4°C con un Ab especifico
anti-nitrotirosina (Zymed, San Francisco, Cal. U.S.A. Cat. 32.1900) (NO»-Y) en
dilucion 1:1000. Posteriormente, la membrana se incuba durante 1.5 hrs. con un
Ab-sec de cabra anti-lgG de ratén (1:2000) en PBS (Secondary antibody. Lab.
Zymed. Cat. 62-6620) conjugado a peroxidasa de rabano. Después las bandas

inmunoreactivas en la membrana se incubaron con un substrato quimioluminicente
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(Luminol reagent. Cat. sc-2048. Santa Cruz. CA 95060 USA), y se visualizaron por
exposicion en una placa fotografica (Kodak Biomax Light Film). En la mayoria de
los casos las membranas se desnudaron y se incubaron con un anticuerpo
monoclonal anti-TH (1:2000) (Monoclonal Mause anti-Tirosina Hidroxilasa. Lab.
Zymed Cat. No. 32-2100) en PBS durante toda la noche. Asi mismo, las
membranas fueron desafiadas con un anticuerpo monoclonal anti--actina en una
dilucién final de 1:300 durante toda la noche. En ambos casos las membranas
fueron después incubadas durante 1.5 hrs. a temperatura ambiente con un Ab-sec
de cabra anti-IgG de ratdén (1:2000) conjugado a peroxidasa de rdbano en PBS.
Las imagenes conseguidas en las placas fueron digitalizadas y el andlisis
densitométrico se realizo usando el programa Imagej (Version 1.34s by SONY).
Los resultados densitométricos del nivel de nitracion de la TH se normalizo a partir
del nivel de expresion de la TH y los resultados obtenidos de la TH fueron
normalizados en relacion a la sefial de la B-actina. Los resultados son presentados

en unidades arbitrarias de densidad Optica.

Deteccion de tres isoformas de la Sintasa del Oxido Nitrico (SON) por
Western blot. 50 microgramos de proteina a partir de cada grupo fueron utilizados
para el analisis de las tres isoformas de la SON. La inmunodeteccion fue realizada
usando anticuerpos primarios especificos en contra de cada una de las isoformas
de la SON: Anticuerpo monoclononal de raton anti-SON neuronal (Santa Cruz
Biotechnology, 1:500); anticuerpo policlonal de conejo anti-SON inducible (Santa
Cruz Biotechnology, 1:300); y anticuerpo anti-SON endotelial (Santa Cruz
Biotechnology, 1:300). Los hibridos fueron visualizados utilizando un sustrato
quimioluminicente (Perkin-Elmer, Boston, MA), realizandose enseguida el analisis

densitométrico.

Actividad de la Sintasa del Oxido Nitrico. El tejido fue homogenizado bajo el
esquema antes descrito. Se toman alicuotas y se cuantifica el contenido total de
proteina por el método de Lowry et al. La actividad de la SON se midi6 en base a
la conversién de la L-Arginina a NO y L-Citrulina (Pérez-Severiano, et al., 2002).

Volumenes conteniendo 500 ug de proteina se incubaron durante 30 min. a 37° C
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en presencia de 10 uM de L-Arginina-HCI, 1 mM de NADPH, 100 nM de
cadmodulina, 30 uM de BHs4, 2.5 mM de CaCl, y 0.2 uCi de L-Arginina[*H]
(Amersham) en un volumen méaximo para cada reaccion de 100 pL. Las
reacciones fueron frenadas en frio por la adicion de 1 ml de buffer conteniendo 2
mM de EGTA, 2 mM de EDTA, 20 mM de HEPES a pH 5.5. Para evaluar la
actividad de la SON inducible la mezcla de reaccion se realizé en presencia de
EGTA sin la adicién de CaCl,. La mezcla de reaccion fue introducida en una
columna de resina de intercambio cationico (Dowes-50W) que fue previamente
equilibrada por el flujo de 1 ml de buffer de paro a través de la misma. Esta
columna retiene la L-Arginina[*H] y permite que la L-Citrulina[*H] fluya a través de
la columna. Las cantidades de L-Citrulina marcada se miden usando un contador
de centelleo Beckman LS6500. Los resultados son expresados en ng de L-

Citrulina producidos en 500 pg de proteina durante 30 minutos.

Actividad Ferroxidasa. La actividad ferroxidasa de la Cp fue determinada a partir
de la estrategia experimental reportada por Boll et al 2008. El tejido estriatal y el
tejido mesencefalico fue disecado a los 30 min., 2, 4, 8, 12,16 y 24 h,
cuidadosamente pesado, homogenizado en buffer de acetatos (1:12, w/v) y
centrifugado a 3000 x g durante 5 min. Después de 5 min de incubacion a 30° C
fueron adicionados 400 uL de sulfato de amonio ferroso 0.01 M e incubado
durante 5 min mas a la misma temperatura. La mezcla de reaccion fue frenada por
la adicién de 0.8 ml de acido perclérico 1.25 M. En seguida las muestras fueron
centrifugadas 3,000 x g durante 5 min y 1 ml del sobrenadante fue colectado y
adicionado con un ml de una solucion de tiocianato de sodio 0.5 M. La formacion
del complejo tiocianato-Fe(lll) fue monitoreado a 450 nm en un espectrofotometro
Beckman DU-6. Los resultados son expresados como pumol de tiocianato-Fe(lll)

por min por ml.

Peroxidacion Lipidica. El ensayo de formacion de productos lipofluorescentes
fue monitoreado en el cuerpo estriado de la rata usando la técnica descrita por
Santamaria et al en el 2003. Las muestras de tejido estriatal fueron

homogenizadas en 2.2 ml de solucion salina. Alicuotas de un ml por duplicado del
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homogenizado fueron adicionadas con 4 ml de una mezcla de cloroformo-metanol
(2:1 vlv), enseguida, en tubos a cubierto de la luz, la mezcla fue agitada
vigorosamente durante 10 seg. y conservada en hielo durante 30 min. para
permitir la separacion de la fases. La fase acuosa (sobrenadante) fue desechada y
2 ml de la fase cloroformica fue transferida a una celda de cuarzo y adicionada con
200 pL de metanol. La fluorescencia fue medida en un espectrofotometro de
luminiscencia LS50B Perkin-Elmer a 370 nm de excitacion y 430 nm de emision.
La sensibilidad del espectrofotdmetro fue ajustada a 140 unidades de
fluorescencia con un estandar de quinina (100 ug/1 ml) preparado en una solucion
de &cido sulfarico 0.05 M previo a la medicion de las muestras. Los resultados son

expresados como unidades de fluorescencia por pug de proteina.

Actividad Superoxido Dismutasa (SOD). La actividad SOD fue ensayada en
muestras de tejido estriatal por el método Xantina/Xantina Oxidasa (Alcaraz-
Zubeldia et al., 2001a). El tejido estriatal fue homogenizado en un buffer que
consiste de 20 mM de bicarbonato de sodio, 0.02% de triton X-100, pH 10.2. Asi,
50 uL fueron vertidos en 2.85 ml de la mezcla de reaccion consistiendo de 10 uM
de azida de sodio, 100 uM de xantina, 10 uL de citocromo C reducido, y 1 mM de
EDTA en 20 mM de bicarbonato de sodio, 0.02% de triton X-100, pH 10.2. El
ensayo de actividad SOD total fue realizado al incubar la mezcla durante 5 min a
37° C, siendo iniciado por la adicion de 50 uL de una solucion de xantina oxidasa
en EDTA 0.1 mM. Asi mismo, 50 uL de una solucion de 5 mM de cianuro de sodio
fue adicionado para inhibir selectivamente la actividad de la SOD-Cu/Zn, en
consecuencia la reaccion en la mezcla reflejo la actividad SOD-Mn. La diferencia
de la actividad SOD total y la actividad SOD-Mn revelo los resultados de la
actividad SOD-Cu/Zn. Los ensayos fueron monitoreados cada 30 seg. durante 5
min tomando en cuenta las diferentes lecturas en la absorbancia a 560 nm en un
espectrofotbmetro  UV/VIS Lambda 20 Perkin-Elmer. Los resultados son

expresados como Unidades Internacionales de Actividad SOD por pg de proteina.

Determinacion de Glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG). El contenido

de GSH y GSSG fue cuantificado conforme a Pérez-Severiano et al 2004. En
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breve, el tejido estriatal se homogenizo en 1200 uL de FEDTA (fosfato de sodio
monobésico 0.1 M y EDTA 0.005 M) méas 320 uL de H3PO, al 25%. Enseguida 1
ml del homogenado se centrifugo a 4,000 x g durante 30 min a 4° C y 250 uL del
sobrenadante por duplicado fueron mezclados con 2250 uL de FEDTA y agitado
vigorosamente durante 5 seg. Se tomaron 600 uL de la mezcla y se afadieron
1300 puL de FEDTA mas 100 uL de orto-ftalaldialdehido (OPT), se mezclé y se
dejo reposar a temperatura ambiente durante 15 min exactamente. La
fluorescencia fue medida en un espectrometro de luminiscencia (LS50B Perkin-
Elmer) a 350 nm de excitacion y 420 nm de emision. La concentracion de GSH en
las muestras fue determinada por interpolacion en la curva estandar y expresados
como png de GSH por gramo de tejido humedo. Asi mismo, para determinar GSSG
en la muestra se tomaron 250 puL del sobrenadante y se mezclaron con 100 uL de
NEM (N-etilmaleimida) 0.04 M dejandose reposar durante 30 min a temperatura
ambiente. Enseguida se adicionaron 2150 uL de NaOH 0.1 N y se mezclo.
Posteriormente, se tomaron 600 uL de la mezcla y se le adicionaron 1300 uL de
NaOH 0.1 N mas 100 uL de OPT, se mezclo perfectamente y se dejo reposar
durante 15 min a temperatura ambiente. Finalmente la fluorescencia fue medida
en un espectrofluorometro de luminiscencia (LS50B Perkin-Elmer) a 350 nm de
excitacion y 420 de emision. La concentracion GSSG en las muestras fue
determinada por interpolacion en la curva estandar y son expresados como ug de

GSSG por gramo de tejido humedo.

Actividad Glutation Peroxidasa. El tejido estriatal fue homogenizado en buffer
(1:10 wiv) de fosfato de sodio 0.40 M (pH 7.0). 100 uL del homogenizado fueron
adicionados con 1 ml de GSH 2 mM, 1 ml EDTA 0.04 mM y 0.50 ml de NaN3 0.01
M (para inhibir a la catalasa). La mezcla de reaccion se incubo a 37° C durante 5
min. Enseguida se adicion6 1 ml de H,O;, 1.25 mM (precalentado a 37° C) y se
incubo a 37° C durante 45 min. A 1 ml de mezcla de reaccion se le adicionaron 4
ml de una solucion de precipitacion de acido metafosférico (1.67 g de acido
metafosforico glacial, 0.2 g de EDTA y 30 g de NaCl en 100 ml de H;0). Las

muestras se centrifugaron a 3,000 x g durante 10 min. Entonces, el GSH fue
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determinado al mezclar 2 ml de sobrenadante con 2.0 ml de Na,HPO,0.4 My 1 ml
de DTNB y 2 min después se analizaron por espectrofotometria UV/Vis a 512 nm
(espectrometro Beckman DU-6). Los resultados de la actividad GPx fueron
expresados como pumol GSH oxidado por g de tejido himedo en un minuto. Un
blanco con H,O fue acarreado en paralelo a través de la incubacion de las
muestra ya que la oxidacion no enzimética del GSH por H,O, ocurre durante la
incubacion. Tanto la reaccidn enzimética y la no enzimatica procedieron a
velocidades directamente proporcional a la concentracion de GSH, ya que un plot
del logaritmo de la concentracion contra el tiempo de reaccion fue linear tanto con
la adicion y sin la adicion de la fuente de enzima. Una unidad de actividad
enzimatica fue convenientemente definida como el decremento en el logaritmo de
la concentracion de GSH de 0.001 por minuto siendo después sustraido el
decremento en el logaritmo de la concentracién de GSH por minuto de la reaccion

no enziméatica (Hafeman et al., 1974).

10. Anélisis Estadistico.

Todos los resultados obtenidos a partir de cada una de las diferentes estrategias
experimentales aplicadas en este trabajo fueron analizados por medio de un
andlisis de varianza ANOVA de una via seguida de una prueba de comparacion
multiple de Tukey. En el caso del curso temporal de actividad ferroxidasa los
resultados se sometieron a una prueba ANOVA de una via seguida de una prueba

de Dunnet.
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11. RESULTADOS

Contenido de DA estriatal. El grupo de animales administrado via i.p. con
Na,SO, e intraestriatalmente con solucion salina fue considerado como el grupo
control. Los niveles basales de DA fueron de 109.1 + 7.06 ug/g de tejido himedo
(100%). El pretratamiento con CuSO,4 no afecto significativamente los niveles de
DA estriatal (124.6 + 7.9 ug/g de tejido humedo; 114.2% vs control). En contraste,
se observd un decremento estadisticamente significativo (p<0.05) en las
concentraciones de DA (72.93 + 3.5 ug/g de tejido humedo; 66.84% vs control) a
causa de la microinyeccion intraestriatal de 10ug/8uL de MPP™, mientras que el
pretratamiento con 10.0 mg/kg de CuSO, a ratas tratadas con MPP* produjo una
recuperacion del contenido de DA (103.2 + 6.79 ug/g de tejido humedo; 94.59% vs

control) (Grafica 1).
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Grafica 1. Efecto de la administraciéon de 10 mMol/kg de CuSO, sobre el contenido de DA
estriatal en el modelo de MPP" en la rata. Los resultados son expresados como la media + el
E.S. de 5-7 animales por grupo. Las diferencias entre los diferentes grupos en el contenido de DA
se consideraron estadisticamente significativas (*) p<0.05 a partir del grupo control, mostrando
diferencias solo en el grupo tratado con Na,SO, y MPP*. ANOVA seguido de una prueba de Tukey.
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Actividad Tirosona Hidroxilasa. El nivel de L-DOPA estriatal en animales
tratados con 10 mMol/kg Na,SO, 6 10 mMol/kg de CuSO, 24 h antes de la
microinyeccion de 8 uL de solucion salina fue considerada como los niveles
basales de actividad TH (6.79+0.59 y 7.50+0.73 upg de L-DOPA/g de tejido
himedo, respectivamente). Asi mismo, la microinyeccién de MPP® causo un
decremento estadisticamente significativo (p<0.05) en la actividad TH (3.38+0.39
ug de L-DOPA/g de tejido humedo) en relacion al grupo control. Sin embargo, la
administracién del suplemento de CuSO, al grupo de ratas tratadas con MPP*
previno la reduccion en la actividad TH al preservar los niveles de L-DOPA
(6.13+0.96 ug de L-DOPA/g de tejido humedo) al nivel del grupo control (Grafica 2)
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Grafica 2. Efecto del cobre sobre la actividad TH en el modelo de MPP". La actividad TH fue
ensayada por medio de la administracion de 3-hidroxibenzilhidrazina 30 min previos al analisis del
contenido de L-DOPA. Los resultados son expresados como la media + el E.S. de 5-7 ensayos
independientes por grupo. Se observaron diferencias estadisticamente significativas (* p<0.05) en
el grupo tratado con Na,SO, mas MPP*. ANOVA seguida de una prueba de Tukey.

Nitracién y nivel de expresion de la TH. Seis hrs. después de la infusion de
10pug/8uL de MPP™ se detecto un incremento estadisticamente significativo del
nivel de nitraciéon de la TH (60 kDa), tal como fue revelado por el uso de un
anticuerpo monoclonal especifico para 3-nitrotirosina. El pretratamiento de 10

mMol/kg de cobre disminuyé significativamente la inmunorreactividad asociada
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con la nitracion de la TH, previniendo de este modo el nivel de nitracion inducido
por MPP* (Grafica 3A).
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Grafica 3. Efecto de 10 mMol/Kg de Cu sobre el nivel de nitracién y expresion de la TH en el
modelo de MPP*. (A) Western blot de los niveles de nitracion de residuos de tirosina en la TH

(NO2-Y-TH), evaluado por medio de la inmunoreactividad con un anticuerpo anti-3-nitrotyrosina.
Los niveles de nitracién de la TH (60kD) fueron normalizados en relacion al nivel de expresion de la
TH. La sefial de la expresion de la TH fue normalizada en relacion a la sefial de la expresion de la
B-actina. (B) Andlisis densitométrico de la relaciéon en la expresién de residuos de tirosina nitrados

entre la expresion de la TH (NO2Y/TH) en el tejido estriatal. Cada barra representa la media + el
E.S. de 5 animales por grupo. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (*) p<0.05
a partir del grupo tratado con MPP*. ANOVA seguida de Tukey.

El grado de nitracion de la TH fue normalizado en relacién a la expresion de la TH
(Grafica 3B). Para evaluar el efecto de la intervencion quirdrgica sobre el nivel de
nitracion de la TH se dispuso de tres ratas sham y ademas, un grupo de ratas sin
ningun tipo de tratamiento (naive) fue analizado (n=3). Ni los animales sham ni los
naive presentaron valores de nitracion diferentes de aquellos obtenidos a partir del
grupo control (datos no mostrados). Por otra parte, el analisis densitométrico de la
TH en el tejido estriatal a partir de cada uno de los diferentes grupos estudiados
permanecid sin cambios. El grado de expresiéon fue normalizado en relacion a la

expresion de la B-actina (43 KDa), la cual fue utilizada como control de carga.
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Expresion estriatal de la SON. Los resultados del analisis densitométrico del
nivel de expresion de la SONn (155 KDa), SONi (126 KDa) y de la SONe (145
KDa) revelaron que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los
diferentes grupos. El grado de expresion fue normalizado en relacién a la

expresion de la B-actina (Tabla I).

Figura 8. Western blot del nivel de expresion de la SONn, SONi y SONe en tejido de estriatal
de ratas tratadas con Na,SO4, CuSO, (i.p.) y MPP* (i.e.). El ensayo se realiz6 seis horas después
de la lesion intraestriatal por MPP™ a través del uso de anticuerpos dirigidos en contra de cada una
de las diferentes isoformas de la SON. El analisis densitométrico de la media + el E.S. de la
expresion de 4 experimentos independientes no reveld diferencias estadisticamente significativas
en la expresion de ninguna de las 3 isoformas cuando se normalizé en relacion de la sefial de la -
actina. ANOVA seguida de una prueba de Tukey.

Tabla No. 1. Resultados del andlisis densitométrico de la expresion estriatal de las tres isoformas
de la SON a partir de los diferentes grupo.

Densidad Optica / Unidades Arbitrarias

Tratamiento SONnN SONi SONe
Na,S0O, i.p. + salinai.s. 0.58+0.05 0.03+0.007 0.43+0.09
CuSOQ, i.p. +salinai.s. 0.69+0.08 0.04+0.006 0.47+0.11
Na,SO, i.p. + MPP" i.s. 0.73+0.07 0.06+0.022 0.58+0.11
CuSO, ip.+MPP"is. 0.61+0.05 0.06+0.025 0.56+0.10

El andlisis de la inmunoreactividad fue hecho a partir de muestras de tejido estriatal seis horas
después del dafio inducido por MPP”. El nivel de expresion de las tres diferentes isoformas de la
SON fue normalizado en relacion a la expresion de la B-actina.

Actividad Estriatal de la SON. La actividad estriatal de la SON fue medida
también seis horas después de la infusién de MPP*. La actividad de las isoformas
de la SON dependientes de Ca®*" mas la actividad de la SON independiente de

Ca?" fueron consideradas como la actividad SON total a través de cada uno de los

76



diferentes grupos. Los animales del grupo control administrados con 10 mMol/kg
de Na,SOq4 (i.p.) y solucién salina (i.e.) fue considerado con actividad SON basal
(8.71 + 0.248, ng de L-Citruline/500 mg proteina/30 min; 100%). El tratamiento con
el suplemento de 10 mMol/kg de CuSO, mas solucion salina no modificé la
actividad basal de SON estriatal (8.54 + 0.39; 97.14% vs control). Sin embargo, La
actividad SON fue significativamente incrementada en el tejido estriatal del grupo
de ratas tratadas con MPP® (11.46 + 0.45; 130% vs control), mientras que el
suplemento de CuSO, administrado a ratas tratadas con MPP® preservé la
actividad SON total (9.0 + 0.09; 102% vs control) a nivel del grupo control (Grafica
4).
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Grafica 4. Actividad estriatal de la actividad dependiente de Ca** e independiente Ca** de la
sintasa del 6xido nitrico en el presente modelo. Los resultados son expresados como la media
+ el E.S. de 5-7 animales por grupo. Los resultados expresados en ng de L-citrulina en 500 mg de
proteina durante 30 min revelaron un incremento significativos (*) p<0.05 en la actividad SON
dependiente de Ca®* en el grupo tratado con Na,SO, y MPP* con respecto al grupo tratado con
Na,SO4. ANOVA de una via seguida de una prueba de Tukey.

Para separar la actividad SON independiente de calcio fueron realizadas
incubaciones en presencia de 1.0 mM de EGTA sin la adicion de CaCl,. La
actividad independiente de calcio en el tejido estriatal permanecio sin cambios a

partir de los diferentes grupos estudiados. Los resultados fueron consistentes con
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los niveles basales observados en el grupo tratado con 2.5 mg/kg de Na,SO,4 (3.40
+ 0.08 ng L-Citruline/500 mg protein/30 min. 100%).

La diferencia entre la actividad SON total y la actividad SON independiente
de calcio resulto en la actividad SON dependiente de calcio o constitutiva. El grupo
de animales tratado con sulfato de sodio revelo los niveles basales de actividad
SON constitutiva (5.31 + 0.24, ng L-Citruline/500 mg proteina/30min.; 100%),
mostrandose sin cambios significativos en el grupo de ratas pretratado con cobre
(5.68 + 0.42; 106% vs control), mientras que el grupo de animales tratado con
Na,SO4, mas MPP” presentaron niveles de actividad SON (8.23 + 0.45; 155% vs
control) significativamente incrementados (p<0.05). Sin embargo, el suplemento
de cobre disminuy6 a niveles basales el incremento en la actividad SON inducido
por el MPP* (5.63 + 0.11; 106% vs control) a valores del orden del grupo control
(Grafica 4).

Efecto de la administracion de CuSO, sobre el curso temporal de la actividad

ferroxidasa en el CE de la rata. Después de la administracion i.p. de 10 mMol/Kg
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Grafica 5. Efecto del cobre sobre el curso temporal de la actividad ferroxidasa en el CE de la
rata. Cada barra representa la media + E.S. de 3-4 animales por grupo, expresados en mMol
Fe(lll)-tiocianato/5min/ml, mostrando un incremento significativo (*) p<0.05 después de 12, 16 y 24
h en la actividad ferroxidasa en relacion al grupo tratado con Na,SO,. ANOVA seguida de una
prueba de Dunnet.
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de CuSO, se midi6 la actividad ferroxidasa estriatal, monitoreada a partir de 6-8
ensayos independientes después de: 30 min, 2, 4, 8, 12, 16 y 24 h. Los resultados
expresados en mMol del complejo Fe*'-tiocianato indican un incremento
significativo (p<0.05) en la actividad ferroxidasa estriatal después de 12 h (8.97 +
0.9), 16 h (8.66 + 0.9) y 24 h (9.6 + 1.3) cuando fueron comparados con el grupo

de animales tratados con Na,SO, (3.5 + 0.8) durante 30 min (Grafica 5).

Efecto de la administracion de CuSO, sobre el curso temporal de la actividad
ferroxidasa en el Mesencéfalo ventral de la rata. Estos hallazgos se
correlacionaron con un incremento significativo (p<0.05) de la actividad ferroxidasa
del mesencéfalo ventral después de 12 h (6.4 + 0.7), alcanzando un pico maximo
de actividad (p<0.01) a las 16 h (10.1 £+ 1.6), mostrando también un incremento
significativo (p<0.05) después de 24 h (8.0 + 1.7) (Grafica 6).
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Grafica 6. Efecto del cobre sobre el curso temporal de la actividad ferroxidasa en el
mesencéfalo ventral de la rata. Cada barra representa la media £ E.S. de 5 animales por grupo,
mostrando un incremento significativo (*) p<0.05 a las 12 y 24 h y un pico maximo de actividad (**)
p<0.01 después de 16 h en comparacién al grupo tratado con Na,SO,. ANOVA seguida de una
prueba de Dunnet.
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Efecto de la infusion de MPP™ sobre el incremento en la actividad ferroxidasa
del CE en la rata. El pico maximo de actividad ferroxidasa tanto del mesencéfalo
(10.1 + 1.6) como en el CE (8.66 + 0.9), detectado 16 h después de la
administracién de cobre fue desafiado por medio de la inyeccidn intraestriatal de
10pg/8uL de MPP®. Seis h después de la lesion con MPP* se identificé una
disminucion significativa (p<0.05) en la actividad ferroxidasa tanto en el CE como
en el mesencéfalo (1.28 + 0.3 y 0.88 + 0.4, respectivamente) en relacién a los

grupos controles de tejido estriatal y mesencefalico (2.45 + 0.7 y 3.5 £ 0.8,

respectivamente).
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Grafica 7. Efecto de la lesién por MPP+ en contra del incremento en la actividada ferroxidasa
inducido por la administracion de cobre. Cada una de las barras blancas representan la media +
E.S. de 5 ensayos independientes por grupo, mostrando un incremento significativo (**) p<0.01 en
el grupo tratado con Cu y una disminucién significativa (*) p<0.05 en el grupo tratado con Na,SO,
méas MPP”. El grupo de muestras del tejido estriatal tratado con cobre mas MPP* muestra un
incremento significativo (*) p<0.05 en relacién al control y al control de dafio. ANOVA seguido de
una prueba de Tukey. La actividad ferroxidasa mesencefélica en barras negras ilustra cambios
significativos del orden de los observados en tejido estriatal a partir de 5 ensayos independientes.
Sin embargo, no alcanza diferencia significativa cuando es comparado el grupo pretratado con
cobre méas MPP” en relacion al grupo control. ANOVA seguido de una prueba de Tukey.
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Interesantemente, el grupo administrado con el suplemento de cobre mas MPP”
mostrd un incremento significativo (p<0.05) en la actividad ferroxidasa estriatal (5.0
+ 1.2) en comparacion con el grupo control, sin mostrar cambios en la actividad del

tejido mesencefalico (4.6 + 0.9) en relacién al control (Grafica 7).

Peroxidacion lipidica estriatal. En términos de lo anterior, 16 horas después de
la administracion i.p. de 10 mMol/kg de CuSO, fue determinada la formacion de
productos lipidicos fluorescentes, después de seis horas de la infusion de
10pg/8uL de MPP®. Seis horas después de la infusion de 10ug/8uL de MPP™ la
formacion de productos lipidicos fluorescentes detectados a partir de ratas
tratadas con Na,SO, mas solucion salina (i.e.) fueron considerados como los
niveles basales de fluorescencia igual a 38.3 + 5.5 Unidades de Fluorescencia
(UFR) por mg de proteina (100%). La administracion del suplemento de CuSO,4 no
produjo ningun incremento en la formacion estriatal de productos lipidicos

fluorescentes (41.1 + 2.9 UFR/mg de proteina; 107.25% vs control) (Grafica 8).

(1]

c *

‘S 250+

-

2 _

n.ﬂ'-.

o3 2004

Es
| =

2 o

t © 1504

TR

2 o

O = - - ——

5 £ 100- —_
£

2 ©

w o

TS 4

9 Y 50

S

©

o L] L L L

a Na,SO, CusO, Na,SO, CuSO,

MPP+ MPP+

Grafica 8. Efecto del cobre sobre la formacion de productos lipidicos fluorescentes
inducidos por MPP". Los resultados son expresados como la media + el E.S. de seis animales por
grupo, ilustrados como el porcentaje de cambio respecto al grupo control. Los resultados revelan
un incremento significativo (* p<0.05) a partir del grupo tratado con Na,SO, mas MPP*. ANOVA
seguida de una prueba de Tukey.

81



Por otra parte, el grupo de animales lesionados por medio de la infusion
intraestriatal de MPP® produjo un incremento estadisticamente significativo
(p<0.01) de 79.7 £ 9.4 UFR/mg de proteina (208.11% vs control). Sin embargo, la
preadministracion de CuSO, en animales tratados con MPP™ ejercié un efecto
neuroprotector al reducir a niveles basales la formacién de productos lipidicos

fluorescentes (36.3 + 1.8 UFR/mg de proteina; 94.86% vs control).

Actividad SOD total en el CE de la rata en el presente modelo. Los resultados
obtenidos a partir de la actividad estriatal de la SOD no mostraron diferencias
significativas entre los diferentes grupos. Los resultados de la actividad SOD
expresados en unidades internacionales por gramo de tejido himedo (Ul/g tejido
hamedo) 16 horas después de la administracion de cobre y 6 horas después de la
administracion de s.s. o MPP™ no produjeron ningiin cambio en la actividad total de
la SOD (Grafica 9).
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Grafica 9. Efecto del cobre sobre la actividad SOD total en el modelo MPP". Los resultados
son expresados como la media + el E.S. de 5-9 ensayos independiente por grupo, los cuales son
representados en Unidades Internacionales de actividad SOD. Los resultados no muestran
diferencias entre los diferentes grupos. ANOVA seguida de una prueba de Tukey.
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La adicién de cianuro de sodio, previo al monitoreo de cada una de las muestras
no presento cambios en la actividad SOD-Mn (Grafica 10). Los valores de la
actividad enzimatica SOD-Cu,Zn resultan de la diferencia entre los valores de la
actividad SOD total y los de la actividad SOD-Mn.
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Grafica 10. Efecto del cobre sobre la actividad SOD-Mn en el modelo MPP". Los resultados
son expresados como la media + el E.S. de 5-9 ensayos independiente por grupo, los cuales son
graficados en Unidades Internacionales de actividad SOD. Los resultados no muestran diferencias
estadisticas entre los diferentes grupos. ANOVA seguida de una prueba de Tukey.

La administracion de Na,SO, seguida de la inyeccion intraestriatal de s.s. se
consideraron niveles basales de actividad SOD-Cu,Zn (0.53 + 0.02 Ul/g tejido
hamedo), el grupo pretratado con cobre (0.54 + 0.02 Ul/g) no presento diferencias
significativas respecto al grupo control. Sin embargo, el grupo tratado con Na,;SO,
mas MPP* presentd una disminucion significativa (p<0.05) en los niveles de
actividad SOD-Cu,Zn (0.42 + 0.03 Ul/g tejido humedo) en relacion al resto de los

grupos. El grupo pretratado con Cu, 16 horas previas a la lesibn con MPP+ no
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presento diferencias significativas en la actividad SOD-Cu,Zn (0.62 + 0.03 Ul/g

tejido humedo) en relacién al control (Grafica 11).
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Grafica 11. Efecto del cobre sobre la actividad SOD-Cu,Zn en el modelo MPP". Los resultados
son expresados como la media + el E.S. de 5-9 ensayos independiente por grupo, los cuales son
representados en Ul de actividad SOD. Los resultados muestran una disminucién significativa (*)
p<0.05 a partir del grupo tratado con Na,SO, mas MPP*. ANOVA seguida de una prueba de Tukey.

Activida GPx. Los resultados del efecto del CuSO, sobre la actividad GPx en el
presente modelo son expresados como umol GSH oxidado por g de tejido himedo
por minuto. En primera instancia se obtuvieron los valores basales a partir del
grupo de animales tratados via i.p. con Na,SO, y dieciséis horas después con 8
pHL de s.s. intraestriatal, el cual fue considerado como el grupo control (5.31 +
0.24), asimismo, se obtuvieron valores a partir del grupo administrado con CuSQy,
el cual, no presento diferencias significativas en relacion al grupo control (5.92 +
0.49). Del mismo modo, los animales tratados con Na,SO4 mas MPP" presentaron
valores del orden del grupo control (5.10 + 0.17). Por dltimo, se obtuvieron

resultados a partir del grupo tratado con el suplemento de CuSO, mas MPP* (6.67
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+ 0.80), los cuales a pesar de mostrar un evidente incremento no alcanzo

diferencias estadisticas significativas (Grafica 12).
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Grafica 12. Efecto del cobre sobre la actividad GPx en el modelo MPP*. Los resultados son
expresados como la media + el E.S. de 5 animales por grupo, los cuales son graficados en umol de
GSH oxidado por g de tejido por min. Los resultados no muestran diferencias estadisticas entre los
diferentes grupos. ANOVA seguida de una prueba de Tukey.

Niveles estriatales de GSH en el presente modelo. Todos los resultados de la
cuantificacion de los niveles de GSH son expresados como el porcentaje de
cambio en relacion al grupo control (100%), tratado con Na,SO4 por via i.p. mas
s.S. intraestriatal. Los valores del grupo tratado con CuSO4 mas s.s. (89.5 + 5.5)
no representan ninguna diferencia significativa en relacion al grupo control. Por su
parte, el grupo tratado con Na,SO; mas MPP® disminuyo significativamente
(p<0.05) el contenido de GSH (59.0 £ 5.2). Del mismo modo, el grupo pretratado
con CuSO, mas MPP* presento niveles de GSH (58.39 + 5.6) significativamente

(p<0.05) disminuidos en relacion al grupo control (Grafica 13).
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Grafica 13. Niveles de GSH en el modelo MPP". Los niveles de GSH son representados como la
media + el E.S. del porcentaje de cambio versus el grupo control de 6-7 animales por grupo. Los
resultados muestran una disminucién significativa (*) p<0.05 en ambos grupos de animales
lesionados con MPP*. ANOVA seguida de una prueba de Tukey.

Efecto del cobre sobre el incremento en el contenido de GSSG inducido por
MPP+. La cuantificacion del contenido de GSSG reveld un incremento significativo
(p<0.05) de GSSG (124.2% + 9.9) en el grupo tratado i.p. con Na,SO; mas MPP”*
via intraestriatal en comparacion con el grupo control (100% + 8.0) tratado con
Na,SO; y s.s. Los grupos pretratados con cobre mas Na,SO; y MPP" no
presentaron diferencias en el contenido de GSSG (86.59% + 10.6, 80.1% * 8.7,
respectivamente) (Grafica 14).
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Grafica 14. Efecto del suplemento de cobre sobre los Niveles de GSSG en el modelo MPP".
Los niveles de GSSG son representados como la media + el E.S. del porcentaje de cambio
respecto al grupo control de 6 ensayos independientes por grupo. Los resultados muestran un
incremento significativo (*) p<0.05 en el grupo tratado con MPP*. ANOVA seguida de una prueba
de Tukey.

Efecto del suplemento de cobre en la relacién GSH/GSSG en el modelo de
MPP®. Los resultados presentan una significativa (p<0.01) disminuciéon en el
cociente GSH/GSSG del grupo tratado con Na,SO4 y MPP™ (0.3 * 0.04, ratio) en
comparacion al grupo control (0.62 + 0.08, ratio). El grupo tratado con el
suplemento de cobre mas MPP* muestra una diferencia estadistica (p<0.05) en el
cociente GSH/GSSG (0.45 £ 0.05, ratio en relacion al grupo control, lo cual
representa una recuperacion parcial en el cociente GSH/GSSG. El grupo tratado
con cobre mas s.s. no presento diferencias en el cociente GSH/GSSG (0.61 +

0.04, ratio) en relacién al grupo control (Grafica 15).
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Grafica 15. Efecto del suplemento de cobre en la relacion GSH/GSSG en el modelo MPP". El
cociente del GHS y del GSSG (GSH/GSSG) son representados como la media + el E.S. 6 ensayos
independientes por grupo. Los resultados muestran una disminucién significativa (**) p<0.01 en el
grupo tratado con MPP™.y una recuperacion parcial en el grupo pretratado con Cu mas MPP”, (*)
p<0.05. ANOVA seguida de una prueba de Tukey.
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12. DISCUSION.

En el presente trabajo se evalué el papel del suplemento de cobre sobre las
alteraciones neuroquimicas asociadas al sistema dopaminérgico en el CE de la
rata, 6 horas después de la infusion intraestriatal de MPP*. EI Cu es un importante
componente de la dieta y es esencial para el desarrollo animal y humano (Olivares
y Uauy, 1996). El Cu est4 involucrado en varios procesos metabdlicos y también
es requerido como grupo prostético para la actividad de algunas enzimas que
participan en el sistema de defensa antioxidante, como la SOD-Cu,Zn (Hartmann y
Evenson, 1992). Actualmente, se ha demostrado el efecto neuroprotector del
pretratamiento de Cu contra la neurotoxicidad del MPP® en un modelo
experimental de la EP inducido en ratones de la cepa C57/black (Alcaraz-Zubeldia
et al., 2001a), sugiriendo que la administracién de cobre puede activar o inducir la
sintesis de proteinas dependientes de cobre responsables de la defensa celular en
contra del dafio inducido por MPP”, sin embargo, el mecanismo de accion del
cobre en contra del dafio neuronal dopaminérgico inducido por MPP™ no es claro.
La inactivacion de la TH y la falla en la sintesis de DA es un evento
temprano en el proceso neurotéxico del MPP* (Nagatsu, 1990). Han sido descritas
tres distintas fases en cuanto a la actividad y el contenido de la TH después de la
administracion de MPP™: En la fase temprana, minutos después de la
administracién de MPP™, hay un decremento en la actividad TH sin cambios en la
concentracion de la proteina. La pérdida de la actividad en esta fase es atribuida a
la inhibicion de la fosforilacion de la enzima. En la fase intermedia, tres horas
después de la exposicion a MPP”, se caracteriza nuevamente por una disminucion
en la actividad de la enzima sin cambios en la concentracion de la enzima, pero en
este caso, el decremento de la actividad TH esta ligado a una inactivacion de la
enzima por nitracion de residuos de tirosina. En la dltima fase, la cual ocurre seis
horas después de la inyeccion de MPP”, tanto la actividad TH asi como el
contenido de la proteina se ven significativamente disminuidos (Nagatsu, 1990;
Ara et al., 1998). En el presente estudio, fue observado un decaimiento de los

niveles de DA, seis horas después de la inyeccion de MPP*, esta disminucion fue
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acompafada por una pérdida en la actividad TH sin reduccion en la sefial de la
proteina en el estriado, lo cual correlaciond con la sefal correspondiente a la
nitracion de la proteina inducida por MPP™ (figura 2).

La presencia de proteinas nitradas corresponde a la presencia de un agente
nitrante después del dafio por MPP*. La infusion intraestriatal de MPP* estimula la
produccion del radical *O;” (Schulz et al., 1997), esta molécula reactiva, reacciona
con una extremada velocidad con el radical NO* para producir al ion ONOO, el
cual en su momento promueve la nitracion de residuos de proteinas (Blanchard-
Fillion et al., 2001). La TH es un blanco selectivo para la nitracion de residuos de
tirosina. La nitracion de al menos un residuo de tirosina dentro del dominio
catalitico de la TH es suficiente para alterar su actividad catalitica (Ara et al.,
1998). Interesantemente, en este trabajo encontramos que 10 mMol/Kg del
suplemento de cobre reduce la nitracion de proteinas, preservandose tanto el
contenido de DA como la actividad TH, es asi que se considera que la proteina
nitrada de 60 kDa identificada por Western blot seguramente corresponde a la TH.

Por otra parte, la administracion intraestriatal de MPP” incremento la
actividad SON dependiente de calcio, tal y como ha sido demostrado previamente
(Schulz et al., 1995). La administracion de cobre mas MPP" en la rata previno el
incremento de la actividad SONc. Russell et al. (1997) mostré previamente que la
SONnN juega un papel importante en la neurotoxicidad que induce el MPP* en
ratones carentes tanto del gen de la SONn o del gen de la SONe. Tanto el
volumen de lesién estriatal asi como la degeneracion en la SN fueron atenuados
significativamente en ratones mutantes para la SONn pero no en aquellos que
carecian de la SONe, indicando que el dafio neuronal dopaminérgico involucra la
activacion de la SONn. La inhibicion de la SONn por 7-nitroindazole, un inhibidor
especifico de la SONn, protege en contra de la neurotoxicidad inducida por MPTP
(Schulz et al., 1995). Diversos estudios sugieren que el NO* contribuye a la muerte
celular seguido de la activacion de receptores NMDA en cultivos de células
corticales, hipocampales y en neuronas estriatales (Vlachova et al., 1996). Los
iones de cobre han sido involucrados en funciones neurofisiolégicas a causa de
gue ellos pueden ser liberados desde la terminal nerviosa, influyendo al sistema

de neurotransmision neuronal (Trombly and Shepherd, 1996) y modulando a los
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receptores para glutamato en neuronas hipocampales (Schlief et al., 2005). En
este sentido el cobre puede estar actuando a traveés de modular la actividad de los
receptores para NMDA, un posible mecanismo es que los iones de cobre libre
sean capaces de antagonizar la respuesta mediada por los NMDAr, sugiriendo
también que el cobre puede actuar sobre un sitio de union extracelular del
complejo canal-receptor NMDA, probablemente sobre el sitio modulador redox
(Santamaria et al., 2003) inhibiendo el influjo de calcio y de esta forma impidiendo
la activacion SON dependiente de calcio. Ademas, el cobre puede estar actuando
a diferente nivel, especificamente sobre la actividad SON, esta vision estd basada
en estudios que demuestran que la SONn ha sido inhibida después de la captura
del cobre, revelado por medio de el decremento de los niveles de GMPc
intracelular en cultivo de células C6. Asimismo, experimentos in vitro demuestran
que el cobre bloquea selectivamente la actividad catalitica de la SONn, pero no de
la SONI, sugiriendo que la presencia de un sitio de union putativo a cobre
localizado entre el grupo hemo vy la interfase del dimero con union en los residuos
de His125, Tyr491, Asp460 y en el grupo carbonilo de la cadena principal de la
Met120 (Colasanti et al., 2000). Sin embargo, no es posible hacer a un lado la
posibilidad de que la administracion aguda de cobre pueda estar inhibiendo a el
transportador de DA de la misma forma en que ha sido reportado para la
administracién aguda de manganeso (Chen et al., 2006) previniendo de esta forma
el acceso del MPP* dentro de la neurona y asi interfiriendo con la toxicidad del
MPP" a este nivel (figura 6).

Es asi, que los resultados del presente trabajo, en su primera parte,
sugieren que el cobre es capaz de disminuir el dafio ejercido por MPP* como
modelo de la EP en la rata, posiblemente por medio de una reduccion en la
actividad SONn dependiente de Ca?*, lo cual puede estar inhibiendo o modulando
la formacién de agentes nitrantes, disminuyendo asi el nivel de nitracion de la TH.

Como segunda parte de este trabajo, se evalué el efecto de la
administracién de 10 mMol/Kg de cobre sobre la actividad de algunas proteinas
dependientes de cobre en la rata. Los objetivos de esta segunda parte se derivan
de la visién que supone que el efecto del cobre en contra del incremento en los

niveles de nitracion de la TH inducidos por MPP" a través de una inhibicién o
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modulacion en la sobreproduccion del NO no tendria porque ser la Unica causa del
efecto de la administracion de cobre. En términos de lo anterior y bajo la hipoétesis
de que el cobre podria también estar actuando rio arriba en relacion al fenébmeno
ya descrito, se consideré que el cobre es capaz de ejercer cierto cambio en la
actividad de enzimas dependientes de Cu. Por lo tanto, en esta segunda etapa se
determiné evaluar el efecto del tratamiento del suplemento de Cu sobre el curso

temporal de la actividad ferroxidasa en el tejido estriatal de la rata.

Figura 9. Efecto de la administracién de CuSO,4 en contra del dafio neuronal dopaminérgico
inducido por MPP”. El cobre disminuye el dafio por MPP* posiblemente a tres diferentes niveles:
Inhibicion de la SONc por medio de la unién del cobre al residuo 125 de histidina. Modulacion de la
actividad del receptor NMDA a través de la unién del cobre en el sitio redox del receptor; o bien,
por una inhibicién del transportador de DA (PTDA), lo cual inhibe el paso de MPP" e impide que la
neurotoxina ejerza su efecto deletéreo. Modificado a partir de Przedborski et al., 1995.

Los resultados del presente trabajo mostraron un incremento en la actividad
ferroxidasa estriatal después de la administracion del suplemento de sulfato de
cobre, con un incremento a partir de las 12 h, dicho incremento se mantiene hasta
las 24 h, lo cual es consistente con reportes en la literatura que indican que la
administracién de cobre produce un incremento en la actividad ferroxidasa | (IPCS,
1998), dicho incremento es sustentado por resultados obtenidos a partir de la

administracion del suplemento de cobre (12 mg/Kg/dia) en ratas que reportan un
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incremento en la actividad ferroxidasa y un efecto neuroprotector en contra del
dafio inducido por tetratiomolybdato (Lyubimov et al., 2004). Asimismo, 20 nM de
Cu?" induce la expresién de la Cp en cultivos de células hepaticas (Das et al.,
2007) y el secuestro de este metal produce el efecto contrario (De Domenico et al.,
2007). El secuestro de cobre puede conducir a la acumulacioén de fierro intracelular
por decremento de la expresion de ferroportina. Probablemente, el mecanismo
gue subyace a este efecto involucra la actividad Cp mediada por cobre, ya que la
ferroportina estd ausente en la membrana plasmatica de los astrocitos de
animales knockout para Cp. Esta interaccion es debida a la actividad ferroxidasa
de la Cp, ya que esta actividad en la membrana plasmatica reduce la
concentracion extracelular de Fe?* conduciendo a una incrementada expresion de
ferroportina para compensar la disminucion de Fe?* por el incremento en su eflujo
(De Domenico et al., 2007).

El incremento en la actividad ferroxidasa a causa del suplemento de cobre
puede deberse a modificaciones en la vida media de la Cp. La vida media de la
holo-Cp es de 16 horas, mientras que la vida media de la apo-Cp es de 4 h (Sato y
Gitlin, 1991). Una vez que se optimiza la sintesis de la holo-Cp en respuesta a el
incremento de Cu, la suma de holo-Cp al pool preexistente de holo-Cp, trae como
resultado un incremento neto en la actividad ferroxidasa probablemente por medio
de un incremento en la eficacia para sintetizar holo-Cp como consecuencia en la
biodisponibilidad del cobre, sin que el incremento en la biodisponibilidad del Cu
tenga que modificar la expresion de la Cp (Gitlin et al.,, 1992). Por su parte, la
infusién intraestriatal de MPP® dio lugar a una disminucion en la actividad
ferroxidasa cuando fue comparado con los niveles de actividad del grupo control,
tanto en el CE como en el mesencéfalo, produciendo el mismo efecto en el grupo
tratado previamente con sulfato de cobre, ya que a pesar de que este Ultimo
presenta diferencias significativas en la actividad ferroxidasa en el tejido estriatal
en relacion al control, la administracion de MPP™ contrarresté el incremento en la
actividad ferroxidasa. Estos resultados encuentran sustento en reportes previos
que indican que la administracion de MPTP en ratones disminuye el contenido de
Cu y Mn a partir de varias regiones cerebrales (Rios et al., 1995), probablemente a

causa de la disminucion en la expresion de transportadores de metales divalentes
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(Gitler et al., 2009). Estos resultados son los primeros que describen una
disminucion en la actividad ferroxidasa inducida por MPP*, no obstante, son
consistentes con el incremento en el contenido de fierro en la SN de primates
administrados con MPTP por via sistémica (Mochizuki et al., 1994), lo cual se
presenta como un reflejo de la disminucién en la actividad ferroxidasa, la cual
permite la movilizacion del fierro del tejido cerebral a tejidos periféricos (Osaki y
Johnson, 1969). El Fe** se oxida por la accién ferroxidasa de la Cp a Fe®*" y es asi
reconocido y transportado por la transferrina en el plasma (Harris et al., 1998). Por
lo tanto, consideramos que el dafio neuronal producido por el MPP* reduce la
eficacia del transporte de cobre y su incorporacion a las proteinas dependientes
de este metal, lo cual trae como resultado la disminucion en la actividad
enzimatica. Por otra parte, estos resultados muestran un incremento significativo
en la formacion de productos lipidicos fluorescente a causa de la infusion de
MPP”, debido a la sobreproduccién de especies reactivas tal como ha sido
reportado previamente (Blum et al., 2001), reduciéndose el dafio a niveles basales
a causa de la preadministracion de Cu mas MPP”. Esto encuentra una posible
explicacion en el incremento en la actividad ferroxidasa después de 16 h de la
administracion del suplemento de Cu. Primero, el incremento en la actividad
ferroxidasa puede estar incrementando la movilizacion del fierro y por otra parte,
puede mantener al pool de fierro remanente en estado oxidado (figura 7), lo que
disminuye la formacion de productos lipidicos fluorescentes a causa de cierta
restriccion en la quimica de Fenton (Beal, 1995). El cobre modula el transporte de
Fe?, a través de reducir la captura del mismo, posiblemente a través del
transportador DMT1 descrito en neuronas (Arredondo y Nduafez, 2005). La
expresion disminuida de DMT1 esta asociada a la sobrevivencia seguida de la
sobrecarga de fierro (Aguirre et al., 2005), de tal forma que el efecto del cobre esta
basado en la inhibicidn de la captura del fierro. Asimismo, tanto la administracion
oral como la intracerebroventricular de cobre son neuroprotectoras en contra de la
degeneracion dopaminérgica, la administracion oral de cobre puede conducir a
este efecto por disminucion de los niveles de fierro, ya que el cobre puede estar
compitiendo con el fierro por la absorcion intestinal disminuyendo asi el contenido

de fierro cerebral. La modulacion del transporte de fierro a través de la ferroportina
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(Ireg-1) puede también estar involucrado en el efecto neuroprotector del cobre, ya
que esta proteina media el eflujo de fierro tanto en neuronas como en astrocitos
(Aguirre et al., 2005) (figura 7). El incremento en la expresion de ferroportina esta
asociado a la sobrevivencia neuronal después de un aumento en el contenido de
fierro (Arredondo y Nufiez, 2005).

Figura 10. Efecto de la administracion de 10 mMol de Cu en la rata. El incremento de cobre en
el cerebro de la rata produce un incremento en la actividad ferroxidasa. El incremento en la
actividad ferroxidasa facilita la movilizacion del fierro hacia tejidos periféricos, dejando también el
pool de fierro remanente en estado ferrico (Fe**). El incremento de cobre en el intersticio cerebral,
compite con el fierro ferroso (Fe**) por el transportador DMT1 y el incremento de cobre en el
interior de la terminal presinaptica hace mas eficiente el eflujo de Fe®* por medio de la ferroportina
(IREG1). Modificado a partir de Harris et al., 1998 y Rivera-Mancia et al., 2009.

Dietas deficientes de cobre reducen la expresion de ferroportina en el
higado de la rata conduciendo a la acumulacion de fierro y en pacientes humanos
con dafio no alcohdlico en el higado, el bajo contenido de cobre est4 asociado a
un decremento en la expresidon de la ferroportina, contribuyendo asi a la
acumulacién de fierro en los pacientes (Aigner et al., 2008). Asimismo, la dieta

deficiente de cobre reduce la actividad de la Cp (Auclair et al., 2006).
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Por otra parte, en este trabajo se ha encontrado una disminucion
significativa en la actividad SOD-Cu,Zn a causa de la lesion intraestriatal de MPP”,
siendo contrarrestado, por medio del pretratamiento con el suplemento de Cu, a
niveles del grupo control. La actividad SOD-Mn no mostré cambios a través de los
diferentes grupos. Esta disminuciéon en la actividad SOD-Cu,Zn se correlaciona
con el incremento en la formacion de productos lipidicos fluorescentes. Sin
embargo, esto no puede ser concluyente dado que nuestros resultados
encuentran cierta inconsistencia con reportes previos (Alcaraz-Zubeldia et al.,
2001b). La administracion de cobre a ratones conduce a un incremento de hasta
siete veces mas en la actividad enzimatica de la SOD-Mn en relacién al grupo
control, en donde la dismutacion del radical superoxido a peroxido de hidrogeno y
oxigeno ocurre algunas veces mas rapido que en animales tratados con cobre y
MPP™ que en los tratados con sulfato de sodio y MPP™, lo cual puede ser explicado
por la diferencia en los tiempos a los cuales se midi6 la actividad SOD en uno y
otro modelo. No obstante, estos resultados de la actividad SOD encuentran
similitud con aquellos reportados por Santamaria y col., en 2003, quienes reportan
gue el cobre preserva la actividad de la SOD-Cu,Zn después del dafio inducido por
acido quinolinico en el CE de la rata en un modelo de la enfermedad de
Huntington. Asimismo, existen reportes que indican que ratones C57/Black que
sobre expresan la SOD-Cu,Zn no sufren dafio a causa de la administracion de
MPTP (Ara et al., 1998) haciendo evidente por una parte la participacion de esta
enzima en la neuroproteccién en contra del dafio inducido por MPP" y por la otra
parte se hace evidente la participacion del dafio oxidativo mediado por el radical
*0.’, el cual es sobreproducido por la accion neurotoxica del MPP™.

Una vez identificado el incremento en la actividad ferroxidasa a causa del
suplemento de Cu y la preservacion de la actividad SOD-Cu,Zn en respuesta al
dafio producido por MPP”, dirigimos nuestro trabajo hacia la determinacion del
efecto del Cu en contra del dafio oxidativo inducido por MPP™ en el estriado de la
rata a traveés de la cuantificacion del contenido de GSH y GSSG. Tanto el GSH
como el GSSG son considerados como los biomarcadores mas comunes de dafio
oxidatante intracelular (Bharath et al., 2002). La administracion de MPP" causa

una sobreproduccion del radical *O;" y H,O, por medio de la inhibicién directa del

96



complejo | mitocondrial con una concomitante disminucion en la sintesis de ATP
(Blum et al., 2000), lo cual reduce la actividad biosintética de la GSH sintetasa. Del
mismo modo, nuestros resultados indican una disminucién en el contenido de
GSH a causa de la infusién de MPP" cuando los animales fueron preadministrados
tanto con sulfato de sodio como con sulfato de cobre, lo que pone de manifiesto
cierta falta de efecto del Cu en contra del dafio oxidativo inducido por MPP*. No
obstante, el incremento del 25% en el contenido de GSSG en el grupo tratado con
sodio mas MPP* marco diferencias significativas en comparacién con el grupo
control y con el grupo pretratado con el suplemento de cobre mas MPP”, de tal
forma que como resultado de estos cambio encontramos una disminucion en la
relacion GSH/GSSG, lo que nos muestra un cambio hacia un ambiente redox mas
oxidado en el grupo tratado con sulfato de sodio y MPP”, lo cual es consistente
con resultados obtenidos a partir de cultivos celulares (Drechsel et al., 2007). La
relacion GSH/GSSG sufre una recuperacion parcial en el grupo suplementado con
Cu mas MPP?, lo que hace de estos resultados los primeros en indicar que el
suplemento de cobre produce una recuperacion parcial al dafio inducido por MPP*
y es en términos de esto capaz de contrarrestar el ambiente celular oxidativo
generado por la lesion con MPP". Estos resultados pueden ser explicados por
reportes que indican que la administracion de 10 mg Cu/Kg en la rata disminuye
de forma transitoria la actividad de la GSH S-transferasa (IPCS, 1998),
disminuyendo de esta forma el metabolismo del GSH por esta via. Ademas,
tenemos en cuenta que estos resultados presumen la produccion de niveles
incrementados de H,O, que por accion de la GPx disminuye el pool de GSH e
incrementa el de GSSG, pasando de un ambiente redox estable a un ambiente
mas oxidado (Bharath et al., 2002), sin embargo, en este trabajo no encontramos
cambios en la actividad GPx entre los diferentes tratamientos, lo que indica que la
recuperacion parcial a causa del Cu en el cociente GSH/GSSG puede deberse a
gue el cobre esta regulando la actividad de la GSH S-transferasa (IPCS, 1998) o
bien, puede deberse a la preservacion de ciertos mecanismos determinados por la
presencia del cobre que estén dando lugar a el mantenimiento en la eficacia de la
sintesis de GSH, no obstante, se carece de reportes en la literatura que faciliten la

interpretacion del efecto del cobre sobre los niveles de GSH en este modelo, de tal
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forma que sera necesario establecer objetivos encaminados a el estudio del efecto
del cobre sobre la actividad de las proteinas involucradas en la sintesis y el
metabolismo del GSH.

En términos generales, el presente trabajo muestra el efecto del cobre en
contra de la nitracion de la TH y ademds un evidente incremento en la actividad
ferroxidasa dependiente lo cual, al parecer es una de las responsables en
disminuir el dafio oxidativo inducido por MPP". Estas caracteristicas recuerdan
aquellas observadas en la EP y es conveniente hacer constar que no existen
hasta la fecha pruebas terapéuticas que intenten contrarrestar la acumulacién del
fierro en enfermos de Parkinson. Esto sugiere que la restriccion de fierro en la
dieta puede ser benéfica en la EP, tal y como ha sido en modelos experimentales
(Levenson et al., 2004), asi como el suplemento de cobre que incremente la
actividad ferroxidasa. Es posible que un simple mecanismo de acciébn no sea
suficiente para detener la progresion de enfermedades complejas tales como la
EP. Sin embargo, como se ha demostrado en el presente trabajo, la
administracion del suplemento de cobre en la rata dio lugar a un incremento en la
actividad ferroxidasa tanto del CE como del mesencéfalo ventral, lo cual ofrece
una alternativa terapéutica que puede ser empleada para disminuir o interrumpir la
acumulacion del fierro en la SN de los enfermos de Parkinson y con ello
probablemente sea posible disminuir el deterioro causado en la enfermedad,
prolongando el periodo de duracion de la misma y mejorando la calidad de vida del
paciente. Asimismo, es posible que la administracion del suplemento de Cu sea
utilizado como terapia preventiva en aquellos adultos con antecedentes familiares
de Parkinson o sin ellos. Puede ser dirigida en quienes se identifique un
incremento en los niveles de fierro en la SN a través de sonografia del parénquima
cerebral. Por lo tanto, resulta necesario profundizar en la investigacion béasica y
clinica para conocer todos los efectos que ejerce la administracion del suplemento
de cobre y su posible beneficio. Asimismo, resulta interesante el efecto del cobre
demostrado en esté trabajo, ya que puede ser util también para generar
estrategias terapéuticas dirigidas en contra de los radicales libres, incrementando
la actividad enzimatica de proteinas encargadas de la respuesta antioxidante tales

como la SOD-Cu,Zn u otras capaces de atrapar radicales libres como la Cp.
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13. CONCLUSIONES.

Los resultados del presente trabajo demuestran que el suplemento de 10 mMol/Kg
de CuSOQ, es capaz de reducir la nitracion de la TH inducida por MPP™ asociado a

una disminucién en la actividad SONCc.

La administracion de 10 mMol/Kg de CuSO, incrementa significativamente la

actividad ferroxidasa en el CE y mesencéfalo ventral de la rata.

La infusién intraestriatal de MPP" reduce la actividad de proteinas dependientes
de Cu, tales como la actividad SOD-Cu,Zn en el CE y la actividad ferroxidasa tanto

en el CE y en el mesencéfalo ventral de la rata.
El suplemento de Cu protege en contra del dafio inducido por MPP* sobre las
proteinas Cu-dependientes analizadas en este trabajo y disminuye la formacion de

productos lipidicos fluorescentes producidos por la infusion de MPP”.

La administracion de 10 mMol/Kg de Cu reduce el dafio oxidativo inducido por
MPP" al restablecer parcialmente la relacion GSH/GSSG.
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14. PERSPECTIVAS.

Como se ha mencionado a lo largo de esta tesis la principal aportacion del
presente trabajo estd basada en el efecto del suplemento de CuSO, para
contrarrestar las alteraciones neuroquimicas inducidas por MPP* disminuyendo
tanto el dafio nitrosativo como el dafio oxidante a través de la disminucion de la
actividad SONc como por el aumento en la actividad ferroxidasa estriatal y
mesencefélica. Sin embargo, no es posible descartar la posible participacion de
otras proteinas dependientes de Cu, que pueden estar jugando un papel
importante en contra del dafio ejercido por MPP*, de tal forma que las
perspectivas del presente trabajo son orientadas a el estudio del transportador
lisosomal para metales divalentes ATP13A2 (PARK9), el cual ha sido
recientemente identificado como causa de Parkinson de inicio temprano. La
expresion del RNAm de esta proteina se encuentra sobrerregulada en pacientes
con Parkinson idiopético. Este transportador es parte de una interaccion altamente
conservada que incluye a la a-sinucleina y a la toxicidad por Mn. La
sobreexpresion del transportador ATP13A2 en modelos animales de la EP protege
a la neurona de la degeneracion inducida por la exposicion a altas
concentraciones de Mn. Por otra parte, trabajos en nuestro laboratorio demuestran
que el dafio inducido por MPP™ incluye una disminucién en el contenido de Cu y
Mn del tejido cerebral de roedores. De tal forma, consideramos que en el modelo
experimental de la EP, el transportador ATP13A2 relocaliza a la membrana celular
a causa del dafio neuronal inducido por MPP”, liberando el Cu y el Mn al espacio
extracelular disminuyendo la actividad de enzimas antioxidantes dependientes de
Cu y Mn. Asimismo, creemos que la administracion aguda de Cu puede
sobreexpresar el transportador ATP13A2 reduciendo el dafio a causa de la
infusion por MPP*. En consecuencia, los objetivos de futuros estudios estan
dirigidos a evaluar el efecto de la microinyeccion intraestriatal esterotéaxica de
MPP* sobre el transportador ATP13A2 en el tejido cerebral de la rata. Asi como la
identificacion del efecto de la administracion de Cu sobre la expresion del
transportador ATP13A2.
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Los pardmetros a evaluar seran tanto histolégicos como moleculares para
identificar y localizar el transportador ATP13A2 por medio del analisis
inmunohistoquimico por fluorescencia, lo cual pude ser corroborado por un analisis
semicuantitativo por Western blot para evidenciar los posibles cambios en la
expresion del transportador ATP13A2. El efecto del Cu como del MPP* sobre el
nivel de expresion del transportador se evaluara por medio de PCR en tiempo real.
y no debe faltar la cuantificacion del contenido de Cu y Mn.

De tal forma que los resultados de esta perspectiva deben explicar la
participacion del transportador ATP13A2 en el modelo experimental de la EP
inducido por MPP" y en la neuroproteccion ejercida por la administracion de Cu en
contra del dafio inducido por MPP*. Del mismo modo, esta propuesta pretende
identificar la participacion del transportador ATP13A2 en el presente modelo y
extrapolar los resultados de esta investigacion como base de una futura
investigacion clinica en enfermos de Parkinson, haciendo evidentes nuevos
blancos terapéuticos y el posible uso del Cu como terapia coadyuvante en

enfermos de Parkinson.
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Striatal administration of 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP"), the active metabolite of 1-methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP), causes nigrostriatal dopaminergic pathway damage similar
to that observed in Parkinson'’s disease. Copper acts as a prosthetic group of several antioxidant enzymes
and recent data show that copper attenuated MPP*-evoked neurotoxicity. We evaluated the effect of
copper (as a supplement) upon proteins nitration (60 kDa) and tyrosine hydroxylase (TH) inactivation
induced by MPP* (10 p.g/8 L) injection into the rat striatum. Copper pretreatment (10 pwmol/kg i.p.)
prevented both MPP*-induced proteins nitration and TH inactivation. Copper treatment also prevented
the dopamine-depleting effect of MPP" injection. Those results were accompanied by a significant
reduction of enzymatic activity of the constitutive nitric oxide synthase (cNOS), whereas, the protein
levels of the three isoforms of NOS remained unchanged. Results indicate that the effect of copper against
MPP*-induced proteins nitration and TH inactivation in the striatum of rat may be mediated by a
reduction of cNOS activity.

© 2009 Published by Elsevier Ltd.

Parkinson’s disease (PD) is a frequent neurodegenerative
disorder characterized by the loss of pigmented dopaminergic
neurons in the substantia nigra pars compacta with subsequent
striatal dopamine deficiency (Hochstrasser et al., 2005). The
decline in dopamine content has been thought to derive solely
from the severe loss of dopaminergic neurons in the nigrostriatal
pathway. However, the dopamine deficit in the affected regions of
the brain significantly exceeds the loss of dopaminergic neurons,
suggesting that dopamine synthesis could be impaired before
cellular demise (Ara et al., 1998). Tyrosine hydroxylase (60 kDa)
(TH; EC 1.14.16.2) is the rate-limiting enzyme for dopamine
synthesis (Kobayashi and Nagatsu, 2005). The loss of ability to
synthesize dopamine is an important step in the development of
PD. The early loss of TH activity followed by a decline in the TH
protein is thought to contribute to the dopamine deficiency and
phenotypic expression in PD and the 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydrophenylpyridine (MPTP) rodent model of PD (Nagatsu,
1990). TH is modified by nitration after exposure of mice to MPTP.
The temporal association of tyrosine nitration with further

* Corresponding author. Tel.: +52 55 56063822x2006; fax: +52 55 54240808.
E-mail address: crios@correo.xoc.uam.mx (C. Rios).

0197-0186/$ - see front matter © 2009 Published by Elsevier Ltd.
doi:10.1016/j.neuint.2009.01.019

inactivation in vitro suggests that this covalent post-translational
modification is responsible for the in vivo loss of TH function (Ara
et al., 1998). The neurotoxic effects of MPTP are thought to be due
to its metabolite 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP*), which is
selectively taken up by the high-affinity dopamine uptake system
and is subsequently accumulated within mitochondria of dopa-
minergic neurons, where it disrupts oxidative phosphorylation by
inhibiting complex I of mitochondrial electron transport chain. The
interruption of oxidative phosphorylation results in decreased
levels of ATP (Blum et al., 2001), which in turn may lead to partial
neuronal depolarization and secondary activation of voltage-
dependent NMDA receptors, and excitotoxic neuronal cell death
(Ikonomidou and Turski, 1996). The entry of calcium through
NMDA receptor channels into cells stimulates nitric oxide synthase
(NOS; EC 1.14.13.39) activity by its binding to calmodulin, a
cofactor for NOS (Bredt and Snyder, 1990). Furthermore, nitric
oxide (NO-) may react with superoxide anion radical (*0,7) to
generate peroxynitrite (ONOO™) (Quijano et al., 2001), which in
turn promotes nitration of tyrosine (Blanchard-Fillion et al., 2001).

On the other hand, copper is considered an essential transition
metal that plays a critical role in the biochemistry of the nervous
system, functioning as an enzymatic prosthetic group in pathways
for cellular respiration, catecholamine biosynthesis, iron oxidation
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and antioxidant defense (Cullota and Gitlin, 2001). Furthermore, it
has been reported that copper acts as a modulator of neuronal
transmission and that the release of copper from neurons may
regulate NMDA receptor activity (Schlief and Glitin, 2006). In
regard with copper and MPTP neurotoxicity, it has been reported
that animals administered with the copper chelating agent
diethyldithiocarbamate (DDC) are more susceptible to the
oxidative damage and neuronal death caused by MPTP (Miller
etal., 1991). Our group had previously showed the neuroprotective
effect of both acute and chronic administration of copper sulfate
against MPP*-induced neurotoxicity (Alcaraz-Zubeldia et al.,
2001a) and a significant increase of manganese-dependent
superoxide dismutase (SOD; 1.15.1.1) activity in mice (Alcaraz-
Zubeldia et al., 2001b), suggesting that the load of copper could be
responsible for neuroprotection against damage elicited by
superoxide radical.

The primary objective of the present study was to determine
the possible effect of copper administration upon nitrosative
damage of proteins and TH inactivation evoked by a single
unilateral intrastriatal injection of MPP* as a model of Parkinson’s
disease in the rat brain. Our secondary objective was to determine
the effect of copper on NOS expression and activity in the present
model.

1. Experimental procedures

1.1. Animals

Male Wistar rats (250-280 g body weight) were used throughout the study.
Animals were housed in acrylic box cages and placed in room under constant
conditions of temperature, humidity and lighting (12 h light/dark cycles) and
provided with a standard commercial rat chow diet and water ad libitum. Rats were
administered with a single intraperitoneal (i.p.) dose of CuSO4; 10 wmol/kg
corresponding to 2.5 mg/kg of CuSO4-5H,0 (Santamaria et al., 2003). The control
group was treated with an equimolar dose of Na,SO,4. Sodium sulfate solution was
used to control for the possible effect of sulfate ions on the end-points measured
(Alcaraz-Zubeldia et al., 2001a).

1.2. Intrastriatal administration of MPP*

Twenty four hours after either CuSO4 or Na,SO,4 pretreatment, animals were
anesthetized with sodium pentobarbital (40 mg/kg, i.p.) and 15 min later, infused for
5min with a single intrastriatal (i.s.) stereotaxic microinjection of MPP" iodide
(10 pg/8 pL) (Sigma-RBI, St. Louis, MO, U.S.A.) dissolved in sterile saline and injected
at the following stereotaxic coordinates: 0.5 mm anterior to bregma, —3.0 mm lateral
to bregma and —4.5 mm ventral to the dura (Paxinos and Watson, 1998) in the right
striatum. Control animals were administered i.p. with either Na,SO4 or CuSO4 and i.s.,
with 8 pL sterile saline. Animals from all groups were sacrificed by decapitation 6 h
after MPP* administration and both their striata were dissected out according to
Glowinski and Iversen (1966), and stored at —70 °C until utilization.

1.3. Striatal dopamine levels measurement

HPLC with electrochemical detection was used to measure striatal levels of DA, as
described previously (Alcaraz-Zubeldia et al., 2001a). Samples obtained 6 h after the
MPP* injection were sonicated into 10 volumes of perchloric acid-sodium
metabisulfite solution (1 M, 0.1%, w/v), centrifuged at 10,000 x g for 10 min and
supernatants were analyzed. Data were collected and processed by interpolation into
a standard curve. Results are expressed as g of DA per gram of wet tissue weight.

1.4. TH activity

Striatal TH activity was assayed by measuring the accumulation of .-DOPA after
the systemic administration of a centrally active inhibitor of DOPA decarboxylase
(DDC; EC 4.1.1.28) 3-hydroxybenzylhydrazine dihydrochloride (MP Biomedicals,
OH, USA), as described by Gutiérrez-Reyes et al. (1998). Briefly, 30 min prior killing
animals they received a systemic administration of 3-hydroxybenzylhydrazine
(100 mg/kg). Brains were then removed and the striatal tissue from all groups was
dissected out on ice, homogenized in ten volumes of perchloric acid-sodium
metabisulfite solution (1 M, 0.1%, w/v) and centrifuged at 10,000 x g for 10 min. The
content of 1-DOPA was then analyzed by HPLC-EC (column Alltech
100 mm x 4.5 mm) using a Perkin-Elmer pump LC-250, a Metrohm electrochemical
detector (mod. 641-VA) and a Hewlett-Packard 3396-II integrator. Calibration
curves were constructed for .-DOPA and the samples concentrations were
calculated by interpolation into a standard curve.

1.5. SDS-PAGE and Western blot of proteins nitration and TH detection

Striatal tissue from all groups was homogenized in 380 L of buffer (50 mM
Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.1% [-mercaptoethanol, pH 7.5)
containing a cocktail of protease inhibitors (100 wM leupeptin, 1 mM phenyl-
methylsulphonyl fluoride, 2 pg/mL aprotinin, 10 wg/mL soybean trypsin inhi-
bitor) and 0.1% (v/v) Nonidet NP-40. Protein content in the homogenates were
determined according to Lowry et al. (1957). Western blots were carried out using
50 g of protein per lane on 10% SDS-polyacrylamide gel and transferred onto
Hybond polyvinylidene fluoride membrane (PVDF, Amersham, UK). After that, the
PVDF membrane was blocked in PBS containing 5% skim milk and 0.05% Tween 20
for 1 h at room temperature. Membranes were then incubated overnight at 4 °C
with monoclonal antibodies against nitrotyrosine and against tyrosine hydro-
xilase (Zymed) at a final dilution of 1:1000 and 1:2000, respectively. After
incubation with primary antibodies, membranes were washed and incubated
with the secondary goat anti-mouse peroxidase-labeled antibody (Zymed)diluted
1:2000 in the blocking solution for 1h at room temperature. Blots were
extensively washed and bands were identified by chemiluminescence using
the ECL detection system (Perkin-Elmer, Norwalk, CT) and then exposed to film
(Kodak BioMax XAR Film, Rochester, NY). Blots were stripped and as a control 3-
actin levels were determined by using a monoclonal antibody at a final dilution
1:300 (Garcia-Tovar et al., 2002). Images from films were analyzed by standard
densitometry procedures analysis performance using the Image ] 4.0 System
(Sony). Densitometry results of nitrotyrosine were normalized to TH control and
in turn, TH was normalized to B-actin. Data are expressed as normalized optical
density (OD) arbitrary units.

1.6. Striatal nitric oxide synthase activity

NOS activity was measured based on the stoichiometric conversion of L-arginine
to NO and i-citrulline (Bredt and Snyder, 1990), with slight modifications as
previously described (Pérez-Severiano et al., 1998). Briefly, we used the same
homogenized samples that were employed for the SDS-PAGE and Western blot
measurements. A volume of homogenized tissue containing 500 g of protein was
incubated for 30 minutes at 37 °C in the presence of 10 wM t-arginine-HCl, 0.2 p.Ci
[*H]-L-arginine, 1 mM NADPH, 100 nM calmodulin, 2.5 mM CaCl,, and 30 pM
tetrahydrobiopterine. To assay the activity of inducible Ca?*-independent NOS, the
incubation was performed in the presence of 0.1 mM EGTA and 0.1 mM EDTA
without CaCl, added. Reactions were stopped by adding a buffer containing 2 mM
EGTA, 2 mM EDTA, 20 mM HEPES, pH 5.5. The reaction mixture was applied onto a
1 mL column of cation interchange resin (Dowex-50W), which had been previously
equilibrated with stop buffer. This column retains labeled arginine and allows [*H]-
L-citrulline to elute through the column. [*H]-i-citrulline was quantified using a
Beckman LS6500 scintillation counter. Results were expressed as ng [*H]-i-
citrulline/500 g of protein per 30 min.

1.7. Statistics

Results were analyzed by one-way ANOVA followed by the Tukey’s test for
multiple comparisons. Values p < 0.05 were considered of statistical significance.

2. Results
2.1. Striatal DA content

The group of animals administered intraperitoneally with
Na,S0,4 and intrastriatally with sterile saline was considered as the
control group. Levels of DA in this group were 109.1 + 7.06 p.g/g
wet tissue (100%). The pretreatment with CuSO4 produced no effect
on striatal DA levels (124.6 & 7.9 g/g wet tissue; 114.2% vs. control).
In contrast, after injection of MPP" (10 wg/8 uL), a significant
decrease (p <0.05) was found in DA concentrations (72.93 +
3.5 ng/g wet tissue; 66.84% vs. control). Whereas the pretreatment
with 10 wmol/kg of CuSO,4 to MPP*-treated rats produced a significant
preservation of DA content (103.2 £ 6.79 jg/g wet tissue; 94.59% vs.
control) (Fig. 1).

2.2. TH activity

L-DOPA accumulation in striatum of animals administered i.p.
with Na,SO4 (10 pmol/kg) and 8 L Intrastriatal saline solution
was 6.79 £ 0.59 pg/g wet tissue. Copper pretreatment slightly
increased 1-DOPA (7.50 + 0.73 .g/g wet tissue) without reaching
statistical significance. MPP*-injection to rats caused a marked
decrease of TH activity, 3.38 +0.39 pg/g wet tissue (p < 0.05)
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Fig. 1. Effect of 10 wmol/kg of CuSO,4 on striatal dopamine content on MPP* rat
model. Results are expressed as mean =+ S.E.M. of 5-7 animals per group. *p < 0.05 in
dopamine content from MPP*-treated group. One-way ANOVA followed by Tukey’s
test.

compared to control groups, as shown in Fig. 2. However, admin-
istration of CuSO, to MPP*-treated rat, prevented TH activity
reduction (6.13 + 0.96 jLg/g wet tissue) to control values. Striatal -
DOPA levels in sham rats without 3-hydroxybenzylhydrazine, did not
show detectable levels of .-DOPA (data not shown).

2.3. 60 kDa protein nitration and TH expression

Six hours after intrastriatal MPP* (10 g/8 L) injection, an
increased signal corresponding to proteins nitration at 60 kDa was
observed (Fig. 3A). Copper (10 wmol/kg) pretreatment statistically
diminished the immunoreactivity associated with the nitration of
this protein, thus, preventing MPP*-induced nitration. To evaluate
the effect of surgical manipulation upon proteins nitration of sham
operated rats, three animals were operated and nitration of
proteins was measured. Moreover, one group (n = 3) of naive-to-
treatment rats was also analyzed. Neither sham nor naive animals
presented values of nitration different from those of the Na,;SO,4
control group (data not shown). Densitometry analysis of TH from
all groups studied remained unchanged in the striatal tissue.
Densitometry analysis of proteins nitrated in all groups is shown in
Fig. 3B.

2.4. Striatal nitric oxide synthase expression
Results of the inmunoblot signals corresponding to nNOS, iNOS

and eNOS proteins did not show statistical differences among
experimental groups (data not shown).
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Fig. 2. Copper effect on tyrosine hydroxylase activity on MPP* rat model. The TH
activity was assayed by treating with 3-hydroxybenzylhydrazine 30 min previous
to L-DOPA analysis. Results are expressed as mean = S.E.M. of 5-7 animals per group.
*p < 0.05 in L.-DOPA content from MPP*-treated group. One-way ANOVA followed by
Tukey’s test.

Fig. 3. Copper (10 pmol/kg) effect upon proteins nitration level and TH expression on
MPP*-induced striatal neurotoxicity. (A) Representative Western blot of nitration of
tyrosine residues (NO,Y) was evaluated by immunoreactivity with the anti-3-
nitrotyrosine antibodies. Nitration levels of proteins of 60 kDa was normalized with
respect to TH expression. The TH signal was normalized with B-actin. (B)
Densitometric analysis of NO,Y/TH expression ratio in striatal tissue. Each bar
represents mean + S.E.M. of 5 animals per group. *p < 0.05 significantly different from
copper-treated groups and control group. One-way ANOVA followed by Tukey’s test.

2.5. Striatal nitric oxide synthase activity

Enzymatic activity of striatal NOS was also assayed 6 h after MPP*
injection. The sodium sulfate-treated group showed levels of Ca%*-
dependent NOS activity (constitutive nitric oxide synthase, cNOS)
(5.31 4 0.24 ng 1-citrulline/500 mg protein/30 min 100%), similar to
those of the copper pretreated group (5.68 + 0.42; 106% vs. control).
However, NOS activity was found increased (8.23 + 0.45; 155% vs.
control; p < 0.05)in the MPP*-treated group. Pretreatment with copper
attenuated this effect of MPP* on Ca?*-dependent NOS activity
(5.633 £0.11; 106% vs. control). Calcium-independent NOS activity
remained unchanged in the striatal tissue from all groups studied and
no statistical differences were found among groups (Fig. 4).
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Fig. 4. Striatal activity of Ca?*-dependent and -independent nitric oxide synthase.
Results are expressed as mean + S.E.M. of 5-7 animals per experimental group.
*p < 0.05 in ng of L-citrulline produced from MPP*-treated group. One-way ANOVA
followed by Tukey’s test.
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3. Discussion

In the present study, we evaluated the role of copper
supplement upon dopaminergic neuronal damage in the rat
corpus striatum 6 h after MPP" intrastriatal injection. Copper is an
important dietary component as it is essential for human and
animal development (Olivares and Uauy, 1996). Copper is involved
in several metabolic processes and it is also required as a prosthetic
group for the activity of some enzymes functioning on relevant
antioxidant defense systems, such as Cu, Zn-SOD (Hartmann and
Evenson, 1992). Likewise, it has been demonstrated a neuropro-
tective effect of copper on MPP*-induced neuronal damage in
mouse model of PD (Alcaraz-Zubeldia et al., 2001b), suggesting
that copper administration may activate or induce the synthesis of
copper-dependent proteins responsible for cellular defense against
MPP" insult.

TH inactivation and thus dopamine synthesis failure is an
early event in MPP" neurotoxic process as a model of PD
(Nagatsu, 1990). Three distinct phases have been described for
TH activity and TH content after MPP* administration: In the
early phase, minutes after MPP" administration, there is a
decreased TH activity without changes in the TH protein
concentration. The loss of TH activity in this phase is attributed
to the inhibition of the enzyme phosphorylation. The middle
phase, after 3 h of exposure to MPP*, is again characterized by
decreased TH activity without changes in the TH protein levels;
but in this case, the decreased TH activity is linked to an
inactivation of the enzyme by tyrosine nitration. The late phase,
in which both TH activity and TH protein content are significantly
decreased, occurs 6 h after MPP* administration (Nagatsu, 1990;
Ara et al., 1998). In the present study, 6 h after striatal MPP*-
injection, a decline of dopamine levels was observed; this marker
was accompanied by a loss in TH activity without a decrease in
the striatum TH protein signal which correlate with MPP*-
induced signal of nitrated proteins.

The presence of proteins nitrated implies the formation of a
nitrating agent after MPP" insult. Intrastriatal administration of
MPP" stimulate the production of the *0O,~ anion radical (Schulz
et al., 1997), this reactive molecule reacts at an extremely fast rate
with the NO® radical to produce OONO™~ ion, which in turn
promotes nitration of tyrosine residues (Blanchard-Fillion et al.,
2001). TH is a selective target for peroxynitrite-induced tyrosine
nitration. Nitration of a single tyrosine residue within TH catalytic
domain appears to be sufficient to impair its catalytic activity (Ara
et al., 1998). Interestingly, in this work we found that 10 pumol/kg
of copper supplement reduced protein nitration while preserving
both DA content and TH activity, then, it is possible that protein
nitrated at 60 kDa might correspond to nitrated TH. In a previous
work (Alcaraz-Zubeldia et al., 2001b) we reported that copper
administration in mice leads to increased Mn-SOD activity by as
much as sevenfold vs. control group. Thus, it is possible that the
dismutation of superoxide to hydrogen peroxide and oxygen
occurs many times faster in copper-treated animals than in MPP*-
treated rats, explaining the reduced protein nitration in the latter
group. However, those results were obtained in mice and the
present work was carried out in rats, so it is difficult to translate the
previous results to the present experiments. We have also found
that copper supplement to rats is able to induce the activity of the
Cu, Zn-SOD (Santamaria et al., 2003). In any case a reduction of the
*0,~ formation after copper administration is expected.

On the other hand, MPP* striatal injection raised Ca®*-
dependent NOS activity, as it has been previously demonstrated
(Schulz et al., 1995). Copper administration to MPP*-treated rats
prevented the increase of Ca%*-dependent NOS activity. Russell
et al. (1997) previously showed that nNOS plays an important role
in MPP* neurotoxicity in mutant mice lacking either the nNOS gene

or the eNOS gene. Both striatal lesion volume and substantia nigra
degeneration were significantly attenuated in the nNOS mutant
mice but not in the eNOS mutant mice, indicating that neuronal
dopaminergic damage involves nNOS activation. Inhibition of
nNOS by 7-nitroindazole protects against MPTP-neurotoxicity in
mice (Schulz et al., 1995). Several other studies suggest that NO*®
contributes to cell death following activation of NMDA receptors in
cultured cortical, hippocampal, and striatal neurons (Vlachova
et al., 1996). Copper ions have been involved in neurophysiological
functions because they can be released from nerve terminals,
influencing neuronal transmitter systems (Trombly and Shepherd,
1996) and modulating glutamate receptors in hippocampal
neurons (Schlief et al., 2005). In this regard, copper could be
acting by modulating NMDATr activity, a possible mechanism is that
free copper ions are able to antagonize the responses mediated by
NMDATr, also suggesting that copper may act on an extracellular
binding site of the NMDA receptor-channel complex, probably a
redox modulatory site (Vlachova et al., 1996) inhibiting calcium
influx and thus inhibiting Ca?'-dependent NOS activation. In
addition, copper could be acting at a different level, specifically on
NOS activity, this assumption is based on studies showing that
nNOS was inhibited after copper uptake, as revealed by the
decrease of basal intracellular cGMP levels in C6 cell culture.
Furthermore, in vitro experiments showed that copper selectively
blocked the catalytic activity of nNOS, but not of iNOS, suggesting
the presence of a putative copper-binding site located between the
heme group and the dimmer interface, with a binding at His125,
Tyr491, Asp460 residues and the main chain carbonyl group of Met
120 of the protein (Colasanti et al., 2000). However, we cannot rule
out the possibility that acute copper administration could inhibit
the dopamine transporter protein in the same manner as it has
been reported for acute manganese administration (Chen et al.,
2006) preventing MPP* access into the neurons and thus
interfering with MPP™ toxicity at this level.

In conclusion, results from the present work suggest that
copper may exert a protective effect in the MPP* model of PD
possibly by a reduction in Ca?*-dependent NOS activity, which in
turn inhibit nitrating agent formation and then diminish TH
nitration level.
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