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.  RESUMEN.

La esperanza de vida aumenta afio con afio a nivel mundial, lo que
desencadena un incremento en el nimero de personas adultas mayores y por
consecuencia problemas de salud caracteristicos de esta poblaciéon. Con el
envejecimiento, aparecen un gran numero de enfermedades, siendo las
enfermedades neurodegenerativas una de las principales. Estas se caracterizan en
Su mayoria por una muerte neuronal que ocasiona alteraciones en el funcionamiento
normal del sistema nervioso, tales como la memoria y el movimiento.

Una de estas patologias es la enfermedad de Parkinson, caracterizada por la
muerte de neuronas dopaminérgicas en una regién del mesencéfalo llamada
sustancia nigra pars compacta. La muerte de este tipo neuronal disminuye el
neurotransmisor dopamina, quien cumple un papel importante en la modulacién de
la funcion motora del organismo, ocasionando problemas como la dificultad para
controlar el movimiento, pérdida de la postura, dificultad para caminar, temblores en
reposo y algunos otros no relacionados con el movimiento tales como pérdida del
suefio, pérdida del olfato y problemas en el habla. Esta enfermedad también se
caracteriza por la presencia de agregados proteicos anormales, compuestos
principalmente por a-sinucleina y sinfilina, proteinas con multiples funciones, que
estan relacionadas con la liberacion de vesiculas presinapticas y cuyas mutaciones
claramente estan relacionas con la aparicion de Parkinson familiar.

Si bien no existe cura para la enfermedad de Parkinson, algunos reportes
sefialan a diferentes sustancias como posibles agentes farmacolégicos que podrian
servir para el tratamiento o la prevencion de la enfermedad. Uno de estos es la
nicotina, el componente psicoactivo mas importante del tabaco. La nicotina es un
agonista del neurotransmisor acetilcolina, por lo que es reconocida por los
receptores acetilcolinérgicos de tipo nicotinico que se encuentran en las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia nigra, promoviendo asi una liberaciéon de dopamina
hacia el estriado. Por otro lado, en personas fumadoras hay hasta un 50% de
reduccion en la predisposicion a padecer la enfermedad de Parkinson.
Adicionalmente, los tratamientos con nicotina disminuyen la pérdida de la movilidad,
la pérdida del olfato y aumentan la liberacion de dopamina en modelos murinos y
primates, por lo que esta sustancia puede ser importante en el tratamiento y la
prevencion de la enfermedad de Parkinson.

En este trabajo se evaluo el efecto de la nicotina en parametros asociados a
la enfermedad de Parkinson, como la vida media, la capacidad motriz y el nUmero
de neuronas dopaminérgicas sobrevivientes usando a Drosophila melanogaster
como modelo. Usando el sistema gal4/UAS, se promovio la expresion de a-




sinucleina y sinfilina bajo el promotor de la tirosina hidroxilasa para causar la muerte
especifica de las neuronas dopaminérgicas. Los resultados muestran que la nicotina
promueve un aumento en la vida de las moscas, teniendo un mayor efecto en las
moscas que expresan sinfilina. En cuanto a movimiento, la nicotina se comporta de
manera diferente en cada linea de moscas, promoviendo una disminucion en
aquellas moscas que expresan a-sinucleina y sinfilina, pero con un ligero aumento
en las que expresan sinfilina. A nivel de sobrevivencia neuronal, la nicotina no tiene
efecto, lo que relaciona con lo ya reportado en la literatura para otros modelos
animales.

En conclusion, bajo nuestras condiciones experimentales, la nicotina
promueve efectos protectores en la enfermedad de Parkinson, pero cuyo
mecanismo de accién y blancos aun necesitan esclarecerse.




II. INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la pérdida de
neuronas en regiones especificas del sistema nervioso, desencadenando
problemas en la movilidad, el equilibrio, el aprendizaje, el habla y la memoria
(Brookmeyer, et. al. 1998). Estas enfermedades cada dia cobran mas importancia
debido al aumento en la esperanza de vida y al envejecimiento global de la
poblacion, lo que lleva a un incremento en el nUmero de personas afectadas con
alguna de estas patologias (Winner, et. al. 2011). El envejecimiento y la edad
avanzada correlacionan positivamente con el desarrollo de estas patologias y por lo
tanto se consideran los factores de riesgo mas importantes en el desarrollo de
estas. Ademas, se ha observado como caracteristica integradora de muchas
enfermedades neurodegenerativas la aparicion de agregados proteicos anormales
(Pollanen, et. al. 1993).

La enfermedad neurodegenerativa mas comun es la enfermedad de
Alzheimer (EA), que afecta principalmente a las neuronas colinérgicas,
promoviendo una reduccion en la sintesis de acetilcolina, ocasionando problemas
en la memoria y en los procesos cognitivos. En segundo lugar, encontramos a la
enfermedad de Parkinson, la cual se caracteriza por la degeneracion de las
neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra pars compacta y por el desarrollo
de cuerpos de Lewy, que son agregados proteicos presentes en los somas de las
neuronas y cuyo principal componente es a-sinucleina (Gazewood, et. al. 2013).

1.1 LA ENFERMEDAD DE PARKINSON.

La enfermedad de Parkison (EP), es una enfermedad neurodegenerativa
caracterizada por una pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra
pars compacta, region que se encuentra en el mesencéfalo (Gazewood, et. al.
2013). Se estima que a nivel mundial afecta a cerca de 10 millones de personas con
una incidencia de 160 por cada 100 000 habitantes (Samii, et. al 2004), afectando
aproximadamente al 1% de la poblaciéon mayor de 60 afios y al 4% de la poblacion
mayor de 80. El pico de incidencia ocurre entre los 60 y 69 afios de edad y solo
entre el 4y 7% de los casos comienza antes de los 40 afios, en cuyo caso se define
como Parkinson juvenil (de Lau, et. al. 2006, SSA, 2006). Ademas, es mas
prevalente en hombres que en mujeres, con una relacién de 3 hombres afectados
por una mujer. (Schrag, et. al. 2000). Esta enfermedad ocasiona principalmente
problemas en la habilidad motora, desencadenando sintomas como temblor en
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reposo, rigidez, bradicinesia (de Lau, et. al. 2006) y otros sintomas no motores como
depresion, deterioro de la memoria, déficits olfativos, estrefiimiento y desordenes
del suefio (Langston, et. al. 2006).

No se conocen todas la causas de la EP, varios estudios sugieren que se
trata de una enfermedad multifactorial, siendo la causa mas conspicua el mal
funcionamiento del sistema de ubiquitinacion del proteosoma (UPS) (Mchaught, et.
al. 2001) y los procesos de inflamacion, el mal plegamiento y posterior acumulacion
de proteinas, tales como a-sinucleina y sinfilina. También se ha relacionado la EP
con disfunciones mitocondriales, estrés oxidativo, y sobreexpresion de algunos
genes (Dexter, et. al. 2013) (Tabla 1). Adicionalmente se sabe que existen otros
factores de riesgo asociados a la EP como la exposicion a pesticidas y metales
pesados (SSA, 2006).

TABLA 1. GENES ASOCIADOS A LA ENFERMEDAD DE PARKINSON
(Keyser, et. al, 2011)

Gen Proteina Forma de herencia Funcién proteinica
PARK 1/4 | a-sinucleina | autosémica dominante | posible proteina sinaptica
PARK 2 parkina autosomica recesiva E3 ubiquitin ligasa
PARK 6 PINK 1 autosdmica recesiva cinasa mitocondrial
PARK 7 DJ-1 autosomica recesiva chaperona
PARK 8 LRRK2 autosémica dominante cinasay GTPasa
PARK 9 ATP13A2 autosdmica recesiva ATPasa lisosomal

En la actualidad solo existen tratamientos sintomaticos, pero ninguno de ellos
puede detener el proceso de degeneracion neuronal (Dexter, et. al. 2013). Entre los
tratamientos mas comunes, se encuentra la administracion de levadopa o L-DOPA
(L-3,4 dihidroxifenilalanina), precursor de la dopamina y que posteriormente es
convertida a dopamina por accion de la enzima L-DOPA descarboxilasa por lo
comunmente se mezcla con carbidopa, un inhibidor de la L-DOPA descarboxilasa
ya que en su ausencia la L-DOPA se descarboxila antes de atravesar la barrera
hematoencefalica. Se utiliza L-DOPA y no dopamina ya que esta ultima no tiene
habilidad para penetrar la barrera hematoencefalica. Desafortunadamente el
tratamiento con L-DOPA causa eventualmente tolerancia por lo que su eficacia
disminuye conforme pasa el tiempo, permitiendo el desarrollo de la enfermedad y la
agravacion de los sintomas de la EP. Aun con éstas limitaciones continua siendo el
tratamiento mas utilizado (Rangel-Barajas, et. al. 2005).
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Diferentes investigaciones apuntan a los antioxidantes como posibles
agentes terapéuticos. Un ejemplo de este tipo de moléculas es la curcumina,
sustancia obtenida a partir de la planta de cdrcuma (Curcuma longa), en la cual se
ha observado una interaccion fisica con los cuerpos de Lewy propios de la
enfermedad de la EP, promoviendo una mejoria en la locomocién y un aumento en
la fosforilacion de a-sinucleina en modelos murinos. El efecto de la curcumina,
apunta directamente a una mejoria en la actividad del proteosoma y a una
disminucién en la formacion de agregados proteicos (Spinelli, et. al. 2015). Por otro
lado, la curcumina incrementa la esperanza de vida en modelos de
neurodegeneracion dopaminérgica en Drosophila melanogaster, cuando es
inducida por paraquat, un herbicida cuya accion tdxica consiste en la produccion de
radicales libres, elevando el estrés oxidativo de las células, reduciendo los sintomas
motores y aumentando la liberacion de dopamina (Limamanen, et. al. 2014;
Siddique, et. al. 2014).

111.2 a-SINUCLEINA.

Una de las caracteristicas de la EP
es la presencia de agregados multiprotéicos
llamados cuerpos de Lewy, siendo a-
sinucleina (a-sin) uno de los principales
componentes de estos cuerpos proteicos
(Fig. 1) (Kalia, et. al. 2013). a-sin es una
proteina de 14kDa (140 aa), codificada por
el gen SNCA en mamiferos, que se
encuentra principalmente en las terminales
presinapticas, razén por la cual se le ha
asociado a un papel relacionado con la
liberacién de vesiculas, aunque su funcion
no se conoce (Wan Wan, et. al. 2012). Esta
proteina  puede  presentar distintas Fig. 1. Cuerpos de Lewy. Cuerpos de Lewy
conformaciones formando oligbmeros vy nmunopositivos a a-sin, estos se marcan con una
agregados amiloides involucrados con flecha, la barra inferior indica 13 um (Tomada de
algunas otras enfermedades conocidas SPilantni, et al.1998).
como sinucleopatias. Adicionalmente, se han identificado modificaciones de la
proteina asociadas con la forma autosomica dominante de la EP, estas son las
mutaciones A53T, A30P, E46K v triplicaciones del gen (Fig. 2). Estas mutaciones
estan relacionados con una estructura anormal de la proteina y una acumulacion de
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a-sin que exacerba la toxicidad y promueve la degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas. (Polymeropoulos, et. al. 1997, Conway, et. al. 1998).

Fig. 2. Estructura de a-sin. Se muestran remarcadas en negritas las tres mutaciones en la secuencia de la
proteina asociadas a la EP, Estas promueven que la proteina presente un mal plegamiento provocando asi la
acumulacién y agregacion de la proteina. En la parte inferior se muestran los tres dominios por los que esta
compuesta la proteina, un dominio anfipatico en el cual se han identificado las tres mutaciones de la proteina,
una region non-beta-amyloid component (NAC) rica en hojas B y que esta asociada a la agregacion de la
proteina y una regién enriquecida en prolinas y residuos acidos (Tomada de Uversky, et. al. 2009).

111.3 INTERACCION a-SINUCLEINA/SINFILINA Y SU PAPEL
EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON.

Uno de los principales estudios de las interacciones de a-sin fue realizado
por McFarland y colaboradores en el 2008. Utilizando sinaptosomas de cerebro de
ratén y a partir de la fosforilacién de la serina 129 de a-sin, la cual sabe es una de
las principales modificaciones de la proteina asociada a los cuerpos de Lewy, se
determiné la composicion de estos para conocer las proteinas que interactian con
a-sin fosforilada y desfosforilada. Los resultados demostraron que el extremo
carboxilo terminal de a-sin desfosforilada estd mas enriquecida en proteinas
involucradas en el transporte de electrones de la mitocondria, mientras que el
extremo carboxilo terminal de a-sin fosforilada esta enriquecida en proteinas del
citoesqueleto y trafico de vesiculas, lo que sugiere que existen diferencias
funcionales cuando a-sin se encuentra fosforilada. Este trabajo es importante para
el estudio de la interaccidon de a-sin con otras proteinas debido a que en primer lugar
se sabe que en los cuerpos de Lewy se encuentra principalmente a-sin fosforilada,
la cual interactia con proteinas como MAP1B, espectrina, actina, neurofilamento L
y tau, lo que sugiere que la produccion de cuerpos de Lewy involucra elementos del
citoesqueleto (McFarland, et. al. 2008).
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Se tienen bases de datos como BioGRID (http://thebiogrid.org/) en las cuales
se conjunta la informacion de todas las interacciones reportadas para alguna
proteina en particular. En esta base encontramos que para a-sin se han reportado
cerca 571 interacciones fisicas, entre las que destacan otras proteinas involucradas
en la EP, como parkina, PINK (serine/threonine-protein kinase), LRRK2 (leucine-
rich repeat serine/threonine-protein kinase 2) y SNCAIP (synuclein, alpha interacting
protein) también conocida como Sinfilina (Fig. 3).

Sinfilina (sinf) es una proteina presinaptica citoplasmatica de 919 aa. Al igual
que a-sin, no se conoce del todo su funcion, pero se sabe que interacciona con esta
proteina y que de igual manera es una de las principales componentes de los
cuerpos de Lewy, por lo que se asocia a la aparicion de enfermedades
neurodegenerativas (Liu, et. al. 2012).

Fig. 3 Nodos de las principales interacciones de a-sin. En azul se muestran los nodos de humano, en
amarillo los nodos encontrados en otros organismos (BioGRID. http://thebiogrid.org).
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Hernandez y colaboradores en 2011, observaron que la muerte de las
neuronas dopaminérgicas se agudiza al expresar a-sin y sinf en el cerebro de
Drosophila melanogaster; sin embargo, cuando estos se coexpresan, disminuye o
desaparece la neurotoxicidad, lo que sugiere que la interaccion genética promueve
proteccion, ya que observaron una reduccion en la pérdida de la movilidad, aumento
en la supervivencia de las moscas y un mayor nimero de neuronas dopaminérgicas

(Fig. 4).

Fig. 4. Comparacién de cerebros de moscas de 30 dias de edad afectadas con proteinas asociadas a la
EP. a) Moscas que expresan solo GFP en neuronas dopaminérgicas b) Moscas que expresan GFP y sinf en
neuronas dopaminérgicas. ¢) Moscas que expresan a-sin y GFP en neuronas dopaminérgicas d) Moscas que
expresan a-sin, sinfy GFP en neuronas dopaminérgicas. (Tomada y modificada de Hernandez-Vargas, et. al.
2011).

[11.4 NICOTINA.

Se han estudiado varias sustancias que pudiesen promover una proteccion
contra el deterioro neuronal causado por la EP, entre ellas es la nicotina, alcaloide
psicoactivo presente en el cigarrillo y que algunos estudios indican que el consumo
de tabaco parece reducir a la mitad el riesgo de padecer la enfermedad (Hernan, et.
al. 2002; Tanner, et. al. 2002). La nicotina actia como agonista de la acetilcolina
directamente sobre los receptores acetilnicotinicos de tipo nicotinico (nAChRS);
promoviendo la excitacion neuronal y probablemente evitando el dafio propio de la
enfermedad, lo que hace a estos receptores un blanco interesante en el estudio de
la neuropatologia de la EP, pero los mecanismos por los que la nicotina confiere
esta proteccion se desconocen (Srinivasan, et. al. 2016).

Existen numerosas poblaciones de nAChRs en el cerebro humano. Estos son
receptores pentameéricos que pueden estar compuestos de subunidades a
(homomeéricos) o de una combinacion de subunidades a-  (heteroméricos). En los
NAChRs del cerebro de los mamiferos, se ha identificado una composicién de nueve
receptores a (a2- a10) y tres subunidades B (B2—p4) (Fig. 5) (Albuquerque, et. al.
2009). Se ha identificado la expresion de subunidades a (a2- a6) y subunidades 3
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(B2—B4) en el sistema nigroestriatal, con una muy restringida localizacion de a6 y
B3 en la sustancia nigra. Otras subunidades, como la a7 estan distribuidas en
regiones corticales y subcorticales vinculadas a circuitos que controlan el
movimiento (Albuquerque, et. al. 2009). La combinacion de subunidades a432 de
los nNAChR estéa enriquecida en los ganglios basales, asi como en otras regiones del
cerebro involucrados en el movimiento, mientras que las subunidades a6p2 de los
NAChR se encuentran principalmente en el estriado (Fig. 6) (Quik, et. al. 2011).

Fig. 5. Receptor nACh. Se sabe que los nAChR estdn compuestos por cinco cadenas
polipeptidicas. Se ha identificado a las subunidades a, como los subunidades cataliticas.
En estos receptores se han identificado dos sitios de unién para la acetilcolina, los cuales
al unirse acetilcolina o nicotina promueve la activacion del canal y la consecuente
despolarizacion neuronal (Alberts, et. al. 2011)
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Fig. 6. Principales combinaciones de los naChRs en el SNC de mamiferos. a6a48283 y a68233 tiene una
distribucion restringida en el SNC incluyendo el sistema nigrostriatal. a4f82 y a4a5B82 estan ampliamente
presentes en todo el cerebro, incluyendo la sustancia nigra. EI homémero a7, se ha identificado en regiones
vinculadas con los circuitos que controlan el movimiento (Tomada de Quik, et. al. 2012).

lIl. ANTECEDENTES.

En modelos mamiferos, la nicotina reduce los efectos de algunas
neurotdéxinas que dafian especificamente a las neuronas dopaminérgicas de la
region mesencefélica, tales como la hidroxidopamina (6-OHDA) (Quik, 2007; Quik,
2012). Existe también una proteccion contra el dafio nigroestriatal cuando se
administra nicotina en modelos parkinsonianos ocasionados por la presencia de
MPTP, sustancia que produce dafio exclusivamente en neuronas dopaminérgicas
de la sustancia nigra en mono y ratén (Bordia, et. al. 2006). Se piensa que la
proteccion estd mediada por varios poblaciones de nAChRs, ya que estas son
abundantes en areas del estriado y otras regiones del cerebro implicadas en el
movimiento (Bordia, et. al. 2007, Quik, et. al. 2011) (Tabla 2).
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TABLA 2. MODELOS ANIMALES Y ESTUDIOS EN NICOTINA.

Modelo | Dafio ala zona | Tratamiento Proteccion Referencia
animal | nigroestriatal | con nicotina

Ratas 6-OHDA inyeccioén, mejoria en los déficits | Costa, et.al, 2001.
mini bomba, | conductuales y medidas
bebida. moleculares y | Ryan, et. al. 2001.
funcionales en el
estriado.
Monos | MPTP bebida mejoria en los déficits | Quik, et. al. 2006.
conductuales y medidas
moleculares y Bordia, et. al. 2006.
funcionales en el
estriado
Ratén MPTP inyeccion, efectos variables, | Janson, et. al. 1992.
mini bomba, | proteccibn en varios _
bebida. estudios pero no en | Parain, et. al. 2003.
todos.
paraquat bebida mejoria en marcadores | Khwaja, et. al. 2007.
moleculares en el
estriado.
metanfetamina | inyeccion mejoria en marcadores | Ryan, et. al. 2001.
moleculares en el
estriado.

La nicotina también previene la activacion de vias relacionadas con el estrés
oxidativo especificamente en el reticulo endoplasmico, como la repuesta a proteinas
mal plegadas (UPR), cuya funcién es recuperar el funcionamiento correcto de la
célula al detener la traduccion de proteinas o aumentando la sintesis de chaperonas
y en caso contrario promover la apoptosis. Srinivasan y colaboradores en 2016,
observaron en modelos de rata, que la nicotina promueve una disminucion de la
expresion y translocacion de proteinas relacionados con este sistema como CHOP,
XBP1 y ATF6 entre otros promoviendo asi una proteccion a las neuronas
dopaminérgicas (Srinivasan, et. al. 2016).

Sumado a esto, los compuestos de humo de cigarrillo como la nicotina y la
hidroquinona inhiben la formacion de fibrillas in vitro de a-sin y su mutante A53T, de
manera dependiente de la concentracion, siendo la nicotina la méas eficaz inhibiendo
la formacion de éstas. (Hong, et. al. 2009).
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En Drosophila melanogaster, la nicotina confiere una mayor esperanza de
vida y una mejoria en la capacidad motriz en animales mutantes de parkina, una E3
ubiquitinligasa involucrada con la aparicion de Parkinson juvenil (Chambers, et. al.
2013). Chambers y colaboradores generaron una mosca mutante para parkina,
cuya supervivencia per se, se disminuye. En estas moscas, la nicotina promueve un
aumento en la esperanza de vida. Por el contrario, la nicotina reduce la
supervivencia en aquellas moscas que no tienen un riesgo aumentado para la
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas (Fig. 7). Por otro lado la presencia
de nicotina en la comida promueve la disminucion en la pérdida de la locomocién
mientras que en las moscas control se not6é una reduccion (Fig. 8).

Fig. 7. Supervivencia de moscas con mutacion Fig. 8. Movilidad de moscas con mutacion
en el gen park. El tratamiento con nicotina en el gen park. El tratamiento con nicotina
aumenta la esperanza de vida en moscas con la previene los déficits locomotores en las
mutacion de parkina, mientras que en las moscas moscas con la mutacién de parkina. En las
control este tratamiento resulta perjudicial moscas control este efecto se pierde para el
(Chambers, et. al. 2013) dia 20 (Chambers, et. al. 2013).
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Datos preliminares en el laboratorio determinaron el efecto de alimentar con
nicotina a moscas que expresan a-sin y sinf bajo el promotor de la tirosina
hidroxilasa. Se probaron diferentes concentraciones de nicotina (0, 2, 4 y 6 pg/mi
de nicotina en la comida) durante 60 dias. Al igual que Chambers y colaboradores,
se determind que la nicotina promueve una reduccion en la muerte de las moscas
gue expresan las proteinas relacionadas con la EP, mientras que en las moscas
control la nicotina la acelera (Fig. 9) (Pérez-Arizmendi, 2015. Tesis de licenciatura).

Fig. 9. Supervivencia en 60 dias de las moscas transgénicas de a-sin y sinf. Porcentaje de
supervivencia de moscas en 60 dias. La nicotina disminuye la esperanza de vida en las moscas control. El
tratamiento con nicotina incrementa la esperanza de vida en las moscas experimentales, resultando mas
benéfica la concentracion de 4 pg/ml (Modificado de Pérez-Arizmendi, 2015. Tesis de licenciatura).

En cuanto a ensayos de movilidad, se evalu6 el efecto de la nicotina sobre la
geotaxis negativa, que es la conducta innata de las moscas a trepar. La nicotina
promovié una disminucion en la pérdida de este movimiento, mientras que en el
control se perdio esta capacidad. La concentracién ideal fue de 4 pg/ml de nicotina
en la comida ya que resultaba ser la mas benéfica para las moscas tanto en
supervivencia como en movilidad (Fig. 10) (Pérez-Arizmendi, 2015. Tesis de
licenciatura).
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Fig. 10. Escalamiento en 60 dias de las moscas transgénicas de a-sin y sinf. A) Porcentaje de
escalamiento de moscas control en 60 dias La nicotina promueve la pérdida de la movilidad en las moscas
control. B), C), D) Porcentaje de escalamiento en las moscas transgénicas. La nicotina reduce la pérdida de
la movilidad, resultando méas benéfica la concentracion de 4 pg/ml (Modificado de Pérez-Arizmendi, 2015.
Tesis de licenciatura).

En resumen, en Drosophila melanogaster, el tratamiento con nicotina
promueve un aumento en la vida de las moscas y una reduccién en la capacidad de
escalamiento, por lo que entender cuéles son los mecanismos de proteccion de la
nicotina en la neurodegeneracion dopaminérgica y su efecto en modelos que
reflejan la predisposicion genética a padecer la enfermedad se han convertido en
un foco de atencion para continuar estudiando el papel neuroprotector que confiere
la nicotina en la EP.
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IV. JUSTIFICACION.

El tener un modelo de neurodegeneracion dopaminérgica sencillo, nos
permite evaluar diferentes drogas que permitan retrasar o inhibir el dafio ocasionado
por la presencia de sinf y a-sin en la EP. Drosophila melanogaster permite evaluar
el efecto que tiene la nicotina sobre la neurodegeneracion dopaminérgica,
permitiendo realizar experimentos con un gran niumero de organismos en un corto
periodo de tiempo. También permite reproducir fenotipos asociados a la enfermedad
como perdida del movimiento, muerte neuronal y reduccion en la supervivencia, por
lo que hace un organismo atractivo para el estudio de la patologia.

Por otro lado, aun no se comprenden del todo las causas que promueven el
desarrollo de la enfermedad y por consecuencia los pacientes afectados reciben un
tratamiento con el que se tratan de frenar o retrasar los sintomas relacionados,
buscando minimizar el impacto en su vida cotidiana. Es necesario sefialar que
muchos de estos tratamientos eventualmente generan tolerancia, lo que disminuye
su efectividad con el paso del tiempo, de manera que la EP es progresiva y mortal
(Quik, et. al. 2013). Por estas razones es importante identificar los mecanismos
moleculares que causan la EP con ayuda de modelos experimentales. Esta
informacion nos permitira identificar blancos moleculares para posibles sustancias
quimicas o tratamientos que inhiban los mecanismos patologicos de la EP.

Probablemente no se encontrara una justificacibn médica para consumir
nicotina, ya que es una droga que causa una fuerte adiccién; no obstante es
importante conocer y entender el efecto neuroprotector que confiere para encontrar
moléculas que lleven a cabo una funcién similar sin las desventajas de adiccion y
toxicidad de ésta (Srinivasan, et. al. 2016).
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V. HIPOTESIS.

La nicotina tiene un efecto protector en el modelo genético de la enfermedad de
Parkinson ocasionada por la expresion de a-sinucleina y sinfilina, promoviendo una
proteccion a las neuronas dopaminérgicas dafiadas y retrasando los aspectos
fenotipicos de la enfermedad.
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VI. OBJETIVOS.

GENERAL.

e Determinar el efecto de la nicotina en moscas transgénicas de a-sinucleina 'y
sinfilina.

PARTICULARES.

e Determinar el efecto de la nicotina en diferentes periodos de vida de las
moscas transgénicas de a-sinucleina y sinfilina.

e Determinar la pérdida de la movilidad voluntaria de moscas transgénicas de
a-sinucleina y sinfilina por medio del instrumento DAM en presencia de
nicotina.

e Determinar el nimero de neuronas dopaminérgicas en el cerebro de moscas
alimentadas con nicotina en diferentes edades.
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VIl. MATERIALES Y METODOS.

VIl. 1 MATERIAL BIOLOGICO.

Las moscas transgénicas que expresan a-sin y los drivers que expresan GFP y gal4
asociados al promotor de th, fueron obtenidas directamente del banco de moscas
Drosophila, en la Universidad de Indiana (http://flystocks.bio.indiana.edu) en
Bloomington. Las moscas transgénicas que expresan sinf fueron construidas
previamente en el laboratorio (Hernandez-Vargas, et. al. 2011). Las moscas dobles
transgénicas, es decir las que expresan tanto a-sin como sinf, fueron obtenidas por
medio de cruzas genéticas. Todas las lineas fueron estabilizadas por medio de
cromosomas balanceadores que impiden la recombinacién entre cromosomas
homologos, permitiéndonos de esta manera mantener estables las lineas
transgénicas (Greenspan, 2004).

VII. 2 DISENO DE CRUZAS.

Se disefid un sistema de cruzas para obtener moscas que expresaran a-sin, sinf o
ambas proteinas en las neuronas dopaminérgicas asi como GFP. Como control se
uso la linea driver UAS-GFP; th-gal4 y se cruz6 con la linea white para obtener
organismos heterécigos para la expresion de GFP como las moscas
experimentales. De esta manera, el esquema de cruzas quedd como se indica en
la Figura 11.
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Fig. 11. Moscas experimentales. Esquema de cruzas por las cuales se obtuvieron las moscas experimentales.
(El resto de la descendencia se omitio por no ser de interés para el desarrollo de esta tesis).

VIl. 3 GENOTIPIFICACION.

Para corroborar el genotipo de cada linea experimental se realizé una
purificacion de DNA a partir de moscas completas. Por PCR se comprobé la
presencia de gal4, a-sin, sinf y rp49, una proteina ribosomal, como control. Los
oligonucledtidos usados se muestran en el Anexo 1 (Véase Anexo 1).

VIl. 4 DETERMINACION DE LA SUPERVIVIENCIA.

Para determinar la supervivencia de las moscas, se seleccionaron 400
machos adultos por cada linea. Se seleccionaron 200 por condicion y se separaron
en 20 por vial. Se preparé la comida estandar como tratamiento control (5.25 g de
levadura seca, 1.75 g de agar, 12.25 g de dextrosa, 5.25 g de sacarosa, 15 g de
maiz molido, 1 ml de &cido propiénico y 250 ml de H20 destilada). Para la comida
con nicotina se uso la misma receta de la comida estandar, suplementada con 1yl
de nicotina base en 250 ml de comida para una concentracion final de 2.4 nM. Esta
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comida se prepar6 dos veces por semana. Las moscas se colocaron en la comida
control y experimental a partir del primer dia de eclosion de la pupa y se cambiaron
a comida fresca dos veces por semana. En cada cambio de comida se cuantifico el
namero de moscas muertas, escapadas y atrapadas en la comida; el registro se
hizo semanalmente y se realizo hasta la muerte de la ultima mosca de cada linea.
Se graficaron las curvas de supervivencia, usando el programa online OASIS 2
(Han, et. al. 2016), y GraphPad Prism® En la Fig. 12 se representa graficamente el
protocolo que se siguid.

Para comparar de manera global la diferencia entre las curvas de
supervivencia se realizaron pruebas de Mantel-Cox. En las comparaciones de los
puntos 25%, 50% y 75% de supervivencia se usaron las pruebas estadisticas
exactas de Fisher ya que esta prueba nos permite comparar Unicamente dos
condiciones diferentes en un punto determinado de tiempo de la curva de
supervivencia y comprobar si son estadisticamente diferentes.

Fig. 12. Determinacion de la supervivencia. A partir de 400 machos por cada linea de moscas se procedio a
realizar una curva de supervivencia para determinar los efectos de la nicotina en las moscas.

VIl. 5 DETERMINACION DE LA MOVILIDAD VOLUNTARIA.

Para cuantificar la movilidad de las moscas se us6 el instrumento Drosophila
Activity Monitor (DAM) (Pfeiffenberger, et, al. 2010), el cual consiste en sensor
infrarrojo con capacidad para 32 moscas. Las moscas se introducen en un tubo de
plastico en el que se coloca de un lado comida y del lado contrario un algodén para
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permitir la entrada de oxigeno. El DAM est& conectado a un computador el cual
registra el nUmero de pases en determinado periodo de tiempo. Es importante
sefalar que a diferencia de la prueba de geotaxis, negativa, en la cual el
experimentador obliga a la mosca a moverse, este instrumento mide el movimiento
voluntario, ya que la mosca es libre de moverse cuando ella asi lo desee.

Se usaron dos DAM en paralelo, uno para la condicion control y otro para el
tratamiento con nicotina. Se colocaron 20 moscas por cada condicion cada 15 dias.
Los instrumentos se mantuvieron en una incubadora a 25 °C con periodos de 12
horas de luz por 12 de oscuridad. Los registros del movimiento se realizaron cada
hora durante siete dias. A las primeras 24 horas de registro se les denominé periodo
de adecuacién y fueron eliminados del andlisis. Posteriormente se tomaron las 96
horas subsecuentes para determinar el movimiento en cada linea y tratamiento.
Estos resultados se graficaron usando el programa GraphPad Prism® y se
realizaron ANOVAS de una via para el analisis global y pruebas de t para la
comparacion de cada semana (Fig. 13).

Fig. 13. Determinacion de la movilidad. Usando el DAM se procedi6 a determinar la movilidad de las moscas,
esto se realiz6 a partir de 20 machos por cada linea y tratamiento de moscas. Los resultados se obtuvieron de
las 96 horas posteriores al tiempo de adecuacion.

VIl. 6 DISECCION Y FOTOGRAFIA DE CEREBROS.

Para disecar los cerebros se seleccionaron cinco moscas machos cada 10
dias de las diferentes lineas. Estos se disecaron en PBS 1X y se mantuvieron en la
misma solucion, una vez obtenidos los cerebros se fijaron usando formaldehido en
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PBS a una concentracion de 3.7% durante 15 minutos, posteriormente se lavaron
tres veces con PBS. Se montaron en 15 pl de citifluor (Ted Pella Inc.) sobre un
portaobjetos de 75 x 20 X 1 mm, colocandoles encima un cubreobjetos circular de
12 mm. Se observaron en el microscopio confocal Olympus Multifoténico Upright y
se tomaron cortes usando el objetivo 10X con 0.4 de apertura numeérica con zoom
de 1.5. Todas las fotos se tomaron con las mismas condiciones de intensidad y
voltaje del laser.

VIl. 7 CUANTIFICACION DE NEURONAS.

A partir de la proyeccion Z, se cuantificé el nUmero de neuronas presentes
para cada cerebro. Se graficaron los resultados usando el programa GraphPad
Prism® y se realizaron pruebas de t.
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VIll. RESULTADOS.

VIIl. 1 Comprobacion de los genotipos.

Se realizé la extraccion de DNA genomico a partir de moscas totales. Por
medio de PCR se corroboroé la correcta expresion de los genes que codifican para
a-sin, sinf, gal4 y rp49. Los amplicones se visualizaron mediante electroforesis en
un gel de agarosa al 2% (Fig. 14).

Fig. 14 Genotipificacion. Productos de PCR obtenidos para cada linea experimental. Se muestra la correcta
expresion de los genes transgénicos en las moscas experimentales. Como control se uso a la linea white. En
el control negativo se observo que no existia una amplificacion inespecifica de los oligonucleétidos.

VIIl. 2 La nicotina promueve una disminucion de la
supervivencia de las moscas Control.

El consumo de cigarrillos conlleva una serie de efectos secundarios
negativos para la salud de las personas, como varios tipos de canceres, pérdida del
olfato y del gusto, problemas cardiacos, etc., siendo uno de los principales efectos
adversos de la nicotina la adiccion que crea a las personas fumadoras.
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En la linea UAS-GFP/+; th-gal4/+, la vida de las moscas disminuye en el
tratamiento con nicotina. Para comparar en qué punto la nicotina ejerce mayor
efecto en la curva de supervivencia, comparamos tres puntos, en donde el 75%,
50% y 25% de las moscas aun sobrevivian. Las pruebas estadisticas sugieren que
en el caso de las moscas control, el tratamiento con nicotina ejerce un efecto
negativo a lo largo de toda la vida de las moscas, lo que nos indica que la nicotina
tiene un efecto negativo en aquellas moscas que no estan predispuestas a
desarrollar alguna afectacion neuronal, esto es consistente con lo ya reportado en
la literatura (Chambers, et. al. 2013) y a los datos preliminares del laboratorio donde
solo se habian cuantificado los 60 primeros dias de vida adulta (Arizmendi-Pérez,
tesis de licenciatura, 2016) (Fig. 15).
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Fig. 15. Supervivencia moscas UAS-GFP/+; th-gald/+. El tratamiento con nicotina (rojo) promueve la
reduccion en la supervivencia de las moscas en comparacion con las del tratamiento control (azul). (Para el
analisis global de supervivencia se usé la prueba de Mantel-Cox. ****p<0.0001. Para el andlisis especifico a
75%, 50% y 25% de supervivencia se uso la prueba exacta de Fisher. *p<0.05, ****p<0.0001).
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VIIl. 3 Lanicotinapromueve un aumento de la supervivencia de
las moscas de la linea sinf.

La literatura reporta que la nicotina promueve un aumento en la supervivencia
en moscas con mutaciones en parkina, y este efecto es dependiente de la
concentracion (Chambers, et. al. 2013).

En el caso particular de las moscas que expresan la proteina sinf en las
neuronas dopaminérgicas, se determind que la vida media fue de 8 semanas,
mientras que la de las moscas del tratamiento con nicotina fue de 12 semanas; por
lo que la nicotina promueve un aumento de la supervivencia de las moscas. La
evaluacion de los puntos 25%, 50% y 75% de la curva nos indican que la nicotina
posee un efecto en el aumento de supervivencia a lo largo de toda la vida de la
mosca (Fig. 16).
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Fig. 16. Curva de supervivencia de las moscas transgénicas de sinf. El tratamiento con nicotina (rojo)
promueve el aumento en la supervivencia de las moscas en comparacion con las del tratamiento control (azul).
(Para el andlisis global de supervivencia se usé la prueba de Mantel-Cox. ***p<0.0001. Para el analisis
especifico a 75%, 50% y 25% de supervivencia se usd la prueba exacta de Fisher. ****p<0.0001).
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VIII. 4 La nicotina promueve una disminucion de la
supervivencia de las moscas de la linea a-sin.

La proteina a-sin, es una de las principales responsables de la aparicion de
Parkinson, familiar. En este trabajo se us6 una linea de moscas que expresa la
proteina a-sin silvestre humana. Fue interesante observar que la nicotina tuvo un
efecto negativo en la supervivencia de estas moscas. De acuerdo a los datos de
Chambers y colaboradores en 2013 y a lo observado en la linea de moscas sinf, la
supervivencia de las moscas se aumenta cuando existe una predisposicion genética
al desarrollo de la EP y cuando se les da un tratamiento con nicotina. El analisis de
la curva sugiere que el efecto mas adverso de la nicotina sobre la disminucion de la
supervivencia se da en la etapa final de las moscas (25% de supervivencia). Esto
abre mas aun el panorama en los estudios enfocados al estudio de la dinAmica y
efecto de esta proteina en el cerebro de pacientes con la enfermedad (Fig. 17).
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Fig. 17. Curva de supervivencia de las moscas transgénicas de a-sin. El tratamiento con nicotina (rojo)
promueve la reduccion en la supervivencia de las moscas en comparacion con las del tratamiento control (azul).
Cabe sefialar que esta reduccion en la supervivencia ocurre principalmente la Gltima etapa de vida de las
moscas (semana 14-16). (Para el andlisis global de supervivencia se us6 la prueba de Mantel-Cox. **p<0.005.
Para el andlisis especifico a 75%, 50% y 25% de supervivencia se usé la prueba exacta de Fisher. *p<0.05,
ns=no significativo).
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VIIl. 5 La nicotina promueve un aumento de la supervivencia
de las moscas de la linea sinf/a-sin.

Hernandez-Vargas y colaboradores en 2011, reportaron que la interaccion
entre synf y variantes mutantes de a-sin, promueve una proteccion a las neuronas
dopaminérgicas, asi como un aumento en la supervivencia de las moscas. Por otro
lado, en las moscas que solo expresan una de las proteinas, sinf o a-sin, la
supervivencia y el numero de neuronas se reduce, concluyendo que la toxicidad de
las proteinas se inhibe cuando interactian entre si. (Hernandez-Vargas, et. al.
2011). Por esta razon se probd también como es que la nicotina afecta a esta linea
de moscas, partiendo de la idea de que al contar con la expresion de ambas
proteinas tienen una proteccion per se.

Las pruebas estadisticas muestran que la nicotina promueve un aumento de
la supervivencia de estas moscas. Es importante mencionar que la nicotina tiene un
efecto mas benéfico sobre la vida media (50%), en donde las pruebas estadisticas
demuestran una mayor diferencia entre los tratamientos (Fig. 18).
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Fig. 18. Curva de supervivencia de las moscas transgénicas de sinf/a-sin. El tratamiento con nicotina (rojo)
promueve la reduccion en la supervivencia de las moscas en comparacion con las del tratamiento control (azul).
Cabe sefialar que esta reduccion en la supervivencia ocurre principalmente la Ultima etapa de vida de las
moscas (semana 14-16). (Para el andlisis global de supervivencia se us6 la prueba de Mantel-Cox. **p<0.005.
Para el andlisis especifico a 75%, 50% y 25% de supervivencia se usé la prueba exacta de Fisher. *p<0.05,
ns=no significativo).
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VIII. 6 La interaccidon a-sin silvestre y sinf promueve un
aumento en la vida media de las moscas.

Anteriormente en la literatura se habia reportado unicamente el efecto de la
interaccion de sinf con alguna de las mutantes de a-sin; concluyendo que esta
interaccion promueve un aumento en la vida media de las moscas (Hernandez-
Vargas, et. al. 2011).

En este trabajo, se probo el efecto de la interaccion de sinf con a-sin silvestre,
la cual promueve un aumento en la vida media en comparacion con la linea que
solo expresa sinf. Si bien, la interaccion a-sin silvestre/sinf no provoca un efecto tan
exacerbado como lo ya reportado con las mutantes, si reduce la toxicidad de sinf
sobre la vida media de las moscas (Fig. 19).

Fig. 19. Vida media. El tratamiento con nicotina es beneficioso para las moscas de la linea sinf. Por el contrario,
es perjudicial para las moscas control. La interaccién genética de a-sin-sinf (morado) resulta benéfica por si
sola cuando es comparada contra la sola expresion de sinf (verde). Los asteriscos sobre las barras indican la
diferencia con respecto al control (azul fuerte) Los asteriscos sobre las lineas indican la diferencia entre barras
(Prueba de exacta de Fisher ***p<0.0001).
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VIII. 7 La nicotina reduce el movimiento voluntario en las
moscas de la linea control.

Para evaluar uno de los aspectos fenotipicos mas importantes del
parkinsonismo en este modelo, se cuantifico la pérdida de la movilidad en cada uno
de los tratamientos. Se midié el movimiento voluntario de las moscas con el
instrumento DAM, comparando el movimiento total de las moscas durante cuatro
dias posteriores al periodo de adecuacion.

Chambers y colaboradores demostraron que la nicotina no posee efecto en
la geotaxis negativa de la linea de moscas white, razén por la cual se espero que la
linea control utilizada en este trabajo se comportard de la misma manera
(Chambers, et. al, 2013). Por otro lado, los datos preliminares en el laboratorio
demostraron que la nicotina promueve la perdida de la conducta de escalamiento
en las moscas UAS-GFP/+; th-gald/+ (Arizmendi-Pérez, tesis de licenciatura, 2015).

Es importante mencionar que se tratan de dos movimientos diferentes, ya
que en el caso de la geotaxis negativa es un movimiento en el cual el
experimentador obliga a las moscas a moverse, mientras que en la metodologia
usada en este trabajo el movimiento es voluntario. Se observo que la nicotina en 60
dias reduce levemente la movilidad de las moscas control, con una diferencia
remarcada en la semana uno. En la semana nueve se observa un aumento en la
movilidad en las moscas control, por lo que en el futuro seria importante evaluar a
largo plazo la movilidad de estas moscas para determinar el efecto de la nicotina en
edades avanzadas de las moscas (Fig. 20).
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Fig. 20. Movilidad de las moscas control. En azul las moscas alimentadas con la comida control, en rojo las
moscas alimentadas con nicotina. Se observa una ligera tendencia de mayor movilidad en las moscas del
tratamiento control en dias tempranos, al contrario se observa mayor movimiento con el tratamiento con nicotina
en dias tardios (ANOVA de una via para el andlisis general ***p<0.0001 Para el andlisis en cada punto se
utilizaron pruebas de t *p<0.05).

VIIl. 8 La nicotina aumenta el movimiento voluntario en las
moscas de la linea sinf.

En las moscas de la linea sinf existe una tendencia de mayor movilidad en
las moscas con el tratamiento con nicotina, con puntos estadisticamente
significativos en la semana tres y semana siete (Fig. 21). Al ser las moscas con la
menor esperanza de vida de todas las lineas utilizadas, el evaluar la semana nueve
fue imposible. A pesar de tratarse de movimientos diferentes, estos resultados
sustentan a los ya obtenidos previamente en el laboratorio, en los que se observé
que la nicotina promueve una disminucion en la pérdida del escalamiento
(Arizmendi-Pérez, tesis de licenciatura, 2015).
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Fig. 21. Movilidad de las moscas de sinf. En azul las moscas alimentadas con la comida control, en rojo las
moscas alimentadas con nicotina. Se observa una tendencia de mayor movilidad en las moscas con el
tratamiento con nicotina significativamente mayor en la semana 3y 7. (ANOVA de una via para el andlisis
general ***p<0.0001 Para el analisis en cada punto se utilizaron pruebas de t *p<0.05).

VIIl. 9 La nicotina promueve una reduccion en el movimiento
voluntario de las moscas de la linea a-sin.

En el andlisis de supervivencia, se determiné que la nicotina promueve una
reduccion en la supervivencia de las moscas de a-sin. Aunado a esto, resulto
llamativo que el movimiento voluntario se ve afectado por la nicotina, reduciéndolo
en la linea a-sin (Fig. 22). Por otro lado, no existe diferencia entre la supervivencia
de esta linea con respecto a las moscas control. Si bien estos resultados indican
gue la sola expresion de a-sin silvestre no es necesaria para desarrollar un efecto
fenotipico de la enfermedad, también remarca la importancia de utilizar mutantes de
la proteina para desarrollar un mejor modelo de la enfermedad.
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Fig. 22. Movilidad de las moscas a-sin. En azul las moscas alimentadas con la comida control, en rojo las
moscas alimentadas con nicotina. Se observa un efecto significativo sobre la reduccion de la movilidad en el
tratamiento con nicotina (ANOVA de una via para el analisis general ****p<0.0001 Para el andlisis en cada punto
se utilizaron pruebas de t **p<0.001).

VIll. 10 La nicotina promueve la pérdida de la movilidad
voluntaria de las moscas sinf/a-sin.

Al contrario de la linea de sinf, en la linea sinf/a-sin, los resultados
demuestran que el tratamiento con nicotina aumenta la pérdida de la movilidad (Fig.
23) y que al igual que en la vida media, la interaccion a-sin-sinf per se previene la
pérdida de la movilidad, ya que se mantiene sin variaciones importantes a través de
las semanas tanto en las moscas que comen comida control, como en las moscas
gue son alimentadas con nicotina. Esto nos habla de que la proteccién mediada por
la interaccion de ambas proteinas es importante para el mantenimiento neuronal, y
gue muy probablemente el funcionamiento celular en estas moscas es muy similar
a las moscas control en las que también se observd reduccion en la movilidad
voluntaria.
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Fig. 23. Movilidad de las moscas de sinf/a-sin. En azul las moscas alimentadas con la comida control, en
rojo las moscas alimentadas con nicotina. Las moscas alimentadas con nicotina tienen una mayor pérdida de
movilidad que las moscas con comida control. (ANOVA de una via para el andlisis general *p<0.005 Para el
analisis en cada punto se utilizaron pruebas de t **p<0.001).

VIIl. 11 La nicotina no promueve una proteccion contra la
muerte de las neuronas dopaminérgicas.

Una vez evaluado el efecto de la nicotina en la movilidad voluntaria y
supervivencia de las moscas, se apunté directamente a un posible efecto sobre la
supervivencia de las neuronas dopaminérgicas, esto pensando en una posible
mejora en el funcionamiento de esta poblacion neuronal. Se evalu6 el niumero de
neuronas a través del tiempo para poder relacionar los efectos fenotipicos con la
supervivencia neuronal.

A nivel de neuronas totales en el cerebro de Drosophila, la nicotina no esta
otorgando ninguna proteccion, esto dado que a la misma edad y en ambos
tratamientos, nuestros organismos no poseen diferencias significativas en el
namero de neuronas (Fig. 24-27).
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Fig. 24. Sobrevivencia de neuronas en la linea control. Se muestra en la grafica el nimero de neuronas
sobrevivientes a diferentes dias de edad. En azul se observa el tratamiento control y en rojo el tratamiento con
nicotina. No observamos diferencias significativas entre ambos tratamientos. (Prueba de t ns).
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Fig. 25. Sobrevivencia de neuronas en la linea sinf. Se muestra es esta gréfica el nimero de neuronas
sobrevivientes a diferentes dias de edad. En azul se observa el tratamiento control y en rojo el tratamiento con
nicotina. No observamos diferencias significativas entre ambos tratamientos. (Prueba de t ns).
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Fig. 26. Sobrevivencia de neuronas en la linea a-sin. Se muestra es esta gréafica el nimero de neuronas
sobrevivientes a diferentes dias de edad. En azul se observa el tratamiento control y en rojo el tratamiento con
nicotina. No observamos diferencias significativas entre ambos tratamientos. (Prueba de t ns).
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Fig. 27. Sobrevivencia de neuronas en la linea sinf/a.sin. Se muestra es esta grafica el nimero de neuronas
sobrevivientes a diferentes dias de edad. En azul se observa el tratamiento control y en rojo el tratamiento con
nicotina. No observamos diferencias significativas entre ambos tratamientos. (Prueba de t ns).

42

——
| —



Estos resultados demuestran que el retraso en los aspectos fenotipicos
ocasionados por el tratamiento con nicotina no esta ocasionado por un aumento en
la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas, ya que en ambos tratamientos a
través del tiempo no existe una disminucion en el nimero de neuronas.
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IX. DISCUSION.

La EP, es una enfermedad neurodegenerativa de etiologia multifactorial, de
la cual aun se desconocen las razones por las cuales se desarrolla. Muchas
investigaciones han apuntado a diferentes razones tanto genéticas como
ambientales. La mayoria de los casos de la EP se definen como esporadicos, y solo
el 10% de los casos son genéticos. La importancia de a-sin y sinf en el desarrollo
de la EP en el Parkinson familiar, ha abierto gran especulacion e interés en el
estudio de este tipo de enfermedad. Como ya mencionamos estas proteinas
parecen tener un papel en un gran namero de funciones dentro de la célula, pero
aun no se sabe su funcién principal, aunque toda la investigacion apunta
directamente a una funcién en la liberacion de vesiculas presinapticas. Ya se ha
comprobado que las y mutaciones vy la triplicacion del gen que codifica a a-sin,
pueden desencadenar la formacion de oligbmeros, la posterior acumulacion de
proteinas y un incorrecto funcionamiento del metabolismo neuronal. Es por eso que
en esta tesis nos hemos querido enfocar principalmente a la EP ocasionado por la
presencia de esta proteina.

Contar con modelos de neurodegeneracion rapidos y sencillos permite a los
investigadores una mayor facilidad en el entendimiento de procesos complejos
asociados a la patologia de la EP. La mosca de la fruta confiere las ventajas de
tener un ciclo de vida corto, una gran cantidad de descendencia, posibilidad de
hacer experimentos genéticos en un corto periodo de tiempo y un sistema nervioso
relativamente poco complejo, ademas de toda la homologia que existe con genes
humanos asociados a alguna enfermedad que es cerca del 70%. Todas estas
ventajas de la mosca, aunado a la investigacion cada vez mas en aumento de las
llamadas enfermedades neurodegenerativas, resultan de gran interés para el
estudio de los desordenes neuronales en este tipo de organismos modelo.

En particular, se ha discutido que a-Sin en modelos de mosca parece
promover la neurodegeneracion, ocasionado precisamente por la formacién de
agregados toxicos pero que cuando interacciona genéticamente con sinf, esta
neurodegeneracion se ve reducida, aunque no se ha comprobado del todo la
interaccion fisica de estas proteinas en modelos de mosca, pero si en otros modelos
animales (Hernandez-Vargas, et. al. 2011).

Se han desarrollado métodos invasivos como la estimulacion cerebral
profunda, aunque éstos solo ofrecen una mejoria temporal, ademas de que atacan
solamente algunos de los problemas asociados a la enfermedad, por lo que es
necesario encontrar la causa principal que da origen a la muerte de neuronas
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dopaminérgicas, para asi desarrollar métodos que permitan frenar o controlar el
desarrollo de esta patologia.

La nicotina ha resultado interesante precisamente por el papel que la
involucra directamente con la estimulacién neuronal y la subsecuente liberacion de
dopamina, ademas de su facil administracién; adicionalmente los reportes que
indican que la aparicion de la EP se ve reducida en personas que se declaran como
fumadoras, hacen a esta molécula y sus derivados aun mas interesantes como
posibles farmacos anti-parkinsonianos. En esta tesis probamos el potencial
farmacoldgico anti-parkinsoniano de la nicotina, ademas de explorar el mecanismo
de accion de ésta y asi tratar de identificar la manera en que podria estar
protegiendo contra la neurodegeneracion; todo esto con el fin de que en un futuro
se puedan desarrollar farmacos que cumplan el mismo papel de la nicotina sin los
efectos adversos y téxicos de esta, tales como la adiccion y sus efectos vasculares.

En el caso de la supervivencia de las moscas, los resultados muestran que
la nicotina resulta benéfica para las moscas que expresan sinf, asi como en las
dobles transgénicas, mientras que en las moscas control y en las moscas que
expresan a-sin no tiene ningun efecto benéfico. Una posible causa de estos
resultados apunta a la funcionalidad y metabolismo de las células. La nicotina
estaria promoviendo una activacion de los receptores nicotinicos y como
consecuencia una despolarizacion de las neuronas, produciendo entrada de iones
como calcio, y desencadenando la muerte acelerada de las neuronas. En la linea
control, pudimos demostrar, de manera consistente a lo reportado en la literatura
que, a largo plazo, el uso de la nicotina resulta perjudicial para las moscas no
predispuestas a la EP. Esto se ve reflejado en la reduccion significativa de la vida
media. En el caso de la linea a-sin, los resultados que se esperaban no fueron los
obtenidos, se esperaba que siendo la proteina mas involucrada con la aparicion de
Parkinson familiar, la nicotina mostrara un efecto mas exacerbado en esta linea. Las
razones por las cuales se piensa que la nicotina causa un efecto en esta linea
pueden ser varias, aungue la principal es que al estar usando una proteina silvestre,
es decir sin mutaciones, y una linea UAS de expresion moderada (Carvajal-Oliveros,
tesis de licenciatura, 2015), el fenotipo parkinsoniano que estamos causando es
muy poco penetrante, por lo que se plantea usar en un futuro las versiones mutantes
de esta proteina asociadas a la enfermedad asi como una linea de a-sin cuya
expresividad sea mayor.

En el caso del fenotipo asociado al movimiento voluntario, la diferencia en
algunos puntos de la curva tanto en las moscas control como en las moscas de la
linea SNCA, nos lleva a pensar en una posible inactivacion de los nAChR asociados
a las neuronas dopaminérgicas, en cuyo caso las neuronas presentes en ambas
lineas se estarian comportando y funcionando de manera normal, y la nicotina
estaria produciendo un efecto negativo de sobreexcitacibn promoviendo asi una
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inactivacién de estos receptores y por ende un cambio en la activacion neuronal y
subsecuente liberacién de dopamina. En linea sinf/a-sin, se ve una reduccion en el
movimiento causado por el tratamiento de nicotina, nos permite proponer que las
interacciones de estas proteinas, permiten un funcionamiento normal del
metabolismo neuronal, por lo que la nicotina mas que un efecto protector, estaria
promoviendo un efecto negativo, sobreexcitando a la célula y eventualmente
causando un fendmeno de adaptacion o inactivacion por lo que las moscas quedan
depletadas de dopamina secretada y por lo tanto afectando el movimiento. Por otro
lado en la linea que expresa sinf, se observa claramente que la nicotina es capaz
de mejorar la capacidad motriz, lo que sugiriere que la nicotina en este caso, si esta
promoviendo una proteccion a las células dopaminérgicas afectadas,

A pesar de demostrar que la nicotina tiene algunos efectos benéficos en el
fenotipo parkinsoniano causado por la expresion de sinf, fue llamativo no observar
ninguna diferencia en el nUmero de neuronas dopaminérgicas sobrevivientes a lo
largo del envejecimiento entre ambos tratamientos. Estos resultados son indicativos
de que la nicotina no estd promoviendo la supervivencia de las neuronas
dopaminérgicas, sino mas bien siguiere que la nicotina estd involucrada en
estabilizar el metabolismo neuronal o la neurosecrecion promoviendo un aumento
de la liberacion de la dopamina por las células afectadas, de esta manera se impide
la formacion de agregados toxicos. Estos resultados llevan a plantear nuevas
hipotesis de trabajo para esclarecer los efectos farmacoldgicos de la nicotina en los
modelos de la EP y seguir buscando de qué manera la nicotina promueve una
proteccion a nivel motriz y de supervivencia, ya que es interesante que
caractericemos como es que esta proteccion esta siendo mediada.

IX. 1 MODELO DE ACCION DE LA NICOTINA.

Se propone un modelo de accién de la nicotina relacionado directamente con la
liberacién de dopamina, una mayor estimulacion de los nAChRs lo que lleva a una
mejor funcién neuronal y una mayor liberacion de dopamina, asi como la inhibicién
de la formacién de agregados de a-sin (Fig. 28).

Aun queda mucha investigacion por hacer en el campo de la nicotinay la EP,
se han visto ya muchos efectos de la nicotina relacionadas con diferentes factores
clave del desarrollo de la enfermedad, pero los cuales ain no se esclarecen del
todo, por lo que seguir en este campo de investigacion resulta interesante e
importante para entender mejor tanto a la EP, como en la basqueda de una posible
terapia adicional a las ya existentes en el tratamiento de la enfermedad.
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Fig. 28. Modelo de accién de la nicotina. Por un lado tenemos la sintesis normal de dopamina,
el cual a partir de tirosina y por medio de la tirosina hidroxilasa, pasa a DOPA la cual es reconocida
por la enzima dopa descarboxilasa sintetizando la dopamina, para ser internalizada a las vesiculas
presinapticas por un trasportador de monoaminas (VMAT2). En este modelo, la nicotina al ser una

agonista de la acetilcolina, se une a los nAChRs promoviendo asi la entrada de calcio que
desencadena una despolarizacion de la neurona. Esta despolarizacion neuronal ocasiona que el
complejo SNARE libere la dopamina. En el modelo de mosca al expresar a-sin, se fomenta la
formacion de agregados de esta proteina que por reportes previos se sabe que esté involucrada
con el complejo SNARE, por lo que al no poseer una conformacién funcional, los agregados
impiden la liberacion de dopamina. La nicotina ademas de actuar solamente en los nAChR,
pudiese estar fomentando la actividad de los receptores e internalizandose en la célula, existen
reportes que indican que la nicotina en presencia de a-Sin y algunas de sus variantes, impide la
formacion de agregados, por lo que este seria un papel adicional, la nicotina permitiria que aun en
presencia de a-sin, la neurona funcione correctamente en la liberacion de vesiculas presinapticas.
Por otro lado tenemos a sinf, proteina que al interactuar con algunas de las mutantes de a-sin,
también impide la formaciéon de agregados y que también estaria permitiendo un correcto
funcionamiento de la neurona.
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X. CONCLUSIONES.

e La nicotina promueve una reduccion en la supervivencia de las moscas de la
lineas control y a-sin, esto relacionado a que no existe ninguna afectacién en
el funcionamiento normal de las células dopaminérgicas y que la sola
expresion de a-sin silvestre no es suficiente para desarrollar un efecto
fenotipico. Esto indica que la nicotina esta ejerciendo un efecto negativo
sobre la activacion de este tipo celular.

e La nicotina promueve un aumento en la supervivencia de las moscas de las
lineas sinf y sinf/a-sin, en primer lugar esto se relaciona con los niveles de
expresion mas altos de sinf en comparacion con los de a-sin (Carvajal-
Oliveros, tesis de licenciatura, 2015), esto promueve que la toxicidad de sinf
sea mayor, por lo que la nicotina ejerce un efecto rescatando la funcionalidad
de las células sobrevivientes afectadas por sinf.

e La interaccion genética sinf/a-sin silvestre promueve un aumento en la vida
media en comparacién con la linea Synf. Cabe destacar que este aumento
no es tan remarcado como en el caso de la interacciébn de sinf con las
mutantes de a-sin (Hernandez-Vargas, et. al. 2011).

e Lanicotina reduce la movilidad voluntaria de las moscas de las lineas control
a-sin y sinf/a-sin. Los datos preliminares de escalamiento reportan que la
nicotina si ejerce un efecto positivo en la linea a-sin y sinf/a-sin, pero es
importante mencionar que se trata de dos movimientos diferentes
controlados por diferentes clusters dopaminérgicos.

e La nicotina promueve aumento en movilidad voluntaria de la linea sinf,
relacionado con el mejoramiento funcional que otorga la nicotina en las
neuronas dopaminérgicas afectadas por la proteina.

e La nicotina no posee efecto sobre la supervivencia de las neuronas
dopaminérgicas en ninguna de las lineas, esto es consistente con lo
reportado en la literatura en otros modelos animales, concluyendo que la
nicotina ejerce su efecto protector muy probablemente a nivel de
funcionalidad neuronal.
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Xl. PERSPECTIVAS.

e Medir los niveles de expresion de tirosina hidroxilasa para ver el efecto de la
nicotina a nivel de trascripcidon de la enzima limitante en la sintesis de
dopamina.

e Medir los niveles de expresion de a-sin y sinf para observar la dinAmica en
presencia de nicotina.

e Realizar experimentos similares utilizando las mutantes de a-Sin.

e Determinar el efecto de la nicotina sobre la liberacion de dopamina.

e Determinar niveles de expresion de nAChRs por medio de gPCR y Western
Blot.

e Realizar experimentos en los cuales se cambien los tiempos de exposicion a
la nicotina para corroborar si el efecto es inmediato o a largo plazo.
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XIV.ANEXOS.

Anexo 1. Genotipificacion.

OLIGONUCLEOTIDOS USADOS PARA LA GENOTIPIFICACION.

GEN OLIGO FORWARD OLIGO REVERSE
SNCA 5 TCT CTA TGT AGG CTC CAA AAC 3’ 5 TTC GTA GTC TTG ATA CCC TTC 3’
SNCAIP 5’ CAT CAG GGG GAC GCA GGT TT 3’ 5 TGT GGA GGT CCG CTG GAG AG 3’

gald 5" CGT CAC AGA TAG ATT GGC TTC AGT GG 3’ | 5" GCG TCG GTG AGT GCA CGA TAG GGC 3’

rp49 5" TCA AGA TGA CCA TCC GCC CA 3’ 5 GTT CTC TTG AGA ACG CAG GC 3’
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