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RESUMEN

El pramipexol es un agonista de la subfamilia de receptores de dopamina D> con afinidad
preferencial por el subtipo D3. Desde 1998, este farmaco ha sido indicado para el tratamiento
sintomatoldgico de la Enfermedad de Parkinson, sin embargo, estudios experimentales han
demostrado que tiene un efecto antioxidante independiente a su accion agonista. El objetivo
del presente trabajo fue evaluar el efecto antioxidante del pramipexol en un modelo de
rotenona. Se utilizaron ratonas de la cepa CD1 (28-30 g), el grupo vehiculo fue administrado
con una mezcla de DMSO/PEG en una relacion 1:1, el grupo rotenona con 0.8 mg/kg y el
grupo rotenona/ pramipexol con 0.8mg/kg y 1 mg/kg, todos los grupos por via intraperitoneal
durante 15 dias consecutivos. 24 horas después de haber terminado su tratamiento los
animales fueron perfundidos y se obtuvieron el estriado, la corteza frontal y el hipocampo
para la medicion de los niveles de especies reactivas de oxigeno, niveles de peroxidacion
lipidica y los niveles de la actividad enzimatica de superdxido dismutasa y glutation
peroxidasa. Los resultados encontrados demostraron que la administracion con rotenona
aumenta la generacién de ROS y la peroxidacion de lipidos en las tres areas y que el
tratamiento con PPX es capaz de disminuir estos efectos Unicamente en el nucleo estriado.
En cuanto a la actividad enzimatica, los resultados también demostraron que rotenona es
capaz de aumentar la actividad de SOD y GPx en las tres areas evaluadas y que la
administracion de PPX unicamente puede disminuir la actividad de GPx en las mismas. En
conclusion, el PPX mostro un efecto antioxidante en la generacion de ROS y PL y modifica

la actividad de GPx pero no la de SOD en el modelo de rotenona en ratonas.



1. INTRODUCCION
1.1 El estrés oxidante: una visiéon general

El cuerpo humano mantiene un balance de dxido-reduccion para preservar el equilibrio
entre la produccion de pro-oxidantes generados como resultado del metabolismo celular y los
sistemas de defensa antioxidantes. La pérdida de este balance de 6xido-reduccion conlleva a un
estado que se conoce como estrés oxidativo y este estado se caracteriza por un aumento en los
niveles de radicales libres y especies reactivas, que no alcanzan a ser compensados por los sistemas

de defensa antioxidantes (Dorado et al., 2003).

Estrés oxidativo

Sistemas

Antioxidantes . K
Radicales libres

y ROS

Figura 1. Esquema representativo del estrés oxidativo

Asi mismo, la alteracion de este balance entre pro-oxidantes y antioxidantes puede tener diversos
grados de magnitud. El estrés oxidativo leve, donde las defensas antioxidantes bastan para
restablecer dicho balance y el estrés oxidativo grave, que genera severas alteraciones en el
metabolismo celular, como el rompimiento del ADN, aumento en la concentracion de calcio
intracelular, liberacion de iones de Fe?*y Cu*? cataliticos, dafio a proteinas y peroxidacion de
lipidos (Valko et al., 2007). Ademas, este dafio por estrés puede ser reversible o irreversible,
dependiendo de factores como el tiempo que dure el proceso, la efectividad de las defensas
antioxidantes, la edad del organismo, el estado nutricional y factores genéticos que codifican para

los sistemas antioxidantes (Halliwell et al.,2015).
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No obstante, las ROS son reconocidas por desempefiar un papel beneficioso para los sistemas
vivos. Estos ocurren en concentraciones bajas e involucran roles fisiolégicos en muchos procesos
bioquimicos como la defensa contra agentes infecciosos o en la funcion de varios sistemas de
sefializacion celular ademas las ROS también representan un componente del sistema inmune
innato, y no solo estan involucradas en el estallido respiratorio de neutrofilos, sino que también
sefialan la quimiotaxis celular inflamatoria en los sitios de inflamacion (Bogdan et al., 2000), sin
embargo, su sobreproduccion se ha relacionado con una serie de enfermedades humanas, asi como

el en el proceso de envejecimiento (Valko et al., 2006).

1.2 El estrés oxidativo en el cerebro

Las células del SNC estan expuestas a bajas concentraciones de ROS en condiciones
fisioldgicas, pero por proteccion antioxidante, sus efectos adversos son insignificantes. Sin
embargo, las estructuras del SNC son particularmente sensibles a los efectos de ROS, debido a que
tienen un metabolismo altamente activado, cuando 2-5% del O utilizado se convierte en ROS en
el proceso de respiracion celular en las mitocondrias (Ames, 2000), otras caracteristicas que
también contribuyen a esta sensibilidad es que tienen altos niveles de acidos grasos
poliinsaturados, bajos niveles de antioxidantes y niveles relativamente altos de iones metéalicos de
transicion redox. Por tanto, se ha descrito que el SNC tiene un potencial relativamente limitado
para el metabolismo anaerobico, lo que lo hace especialmente sensible a la hipoxia (Yokoyama et
al., 2008) y que la acumulacion de macromoléculas modificadas por oxidacion, como el ADN, las
proteinas o los lipidos, presenten funciones celulares alteradas como la pérdida del potencial de
membrana en reposo, aumento de la permeabilidad de la membrana de las mitocondrias,
conduciendo a la muerte celular progresiva (Lee et al., 2012).
También se ha demostrado que el tejido cerebral es méas sensible a los dafios descritos, en
comparacion con el tejido de la médula espinal o el sistema nervioso periférico. Esto podria ser en
consecuencia del menor contenido del sistema tiol redox y las diferentes concentraciones de GSH,
que ademas de participar en la reduccion de ROS, reactiva las enzimas antioxidantes en el SNC
mediante mecanismos independientes (Macco et al., 2013).
Por otro lado, dada la naturaleza heterogénea del cerebro que cuenta con varios tipos de células,
ciertas areas son mas sensibles que otras a los cambios en el estrés oxidativo. Las neuronas y la
glia tienen diversos tamafos, morfologias y caracteristicas metabdlicas y a pesar de producir

menos mtROS, las neuronas son mas sensibles que la glia al estrés oxidativo porque tienen menos
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antioxidantes (Herrero-Mendez et al., 2009). Ademas, las neuronas son células postmitoticas,
caracteristica que hace que sean mas sensibles a las alteraciones en la homeostasis celular,
incluidos los cambios en el estado redox. Los diferentes tipos de neuronas también muestran
diferencias en la topologia, la mielinizacion y la cantidad de conexiones sinapticas, lo cual también
puede alterar su sensibilidad a los cambios en los niveles de ROS. Este fendmeno se conoce como
vulnerabilidad neuronal selectiva (Wang and Michaelis, 2010). En general, se ha observado que
las neuronas grandes con axones largos tienen mas probabilidades de morir en respuesta al
aumento del estrés oxidativo. Algunas areas del cerebro, como el hipocampo (Wang and
Michaelis, 2010), las neuronas granulares del cerebelo, la amigdala, la corteza frontal (Radley et
al., 2006), el area ventral tegmental y sustancia nigra pars compacta (SNpc), son mas sensibles al
estrés oxidativo. Dentro de estas areas, algunas neuronas son mas sensibles que otras, es decir, las
neuronas CAL1 en el hipocampo o las neuronas de la SNpc, en estas ultimas poblaciones la misma
autooxidacion de la dopamina y sus metabolitos pueden conducir a la produccion de ROS, que se

ve agravada por el abundante contenido de hierro y cobre en esta region (Jenner et al., 1992).

1.3 La generacion de los radicales libres y las especies reactivas de oxigeno

La cadena respiratoria mitocondrial, la xantina oxidasa, la NADPH oxidasa, la
lipooxigenasa, la COX y los procesos no enzimaticos como la autooxidacion de dopamina y
noradrenalina son las fuentes de creacién de ROS en el SNC. Sin embargo, las mitocondrias son
la principal fuente de radicales de oxigeno en las neuronas, durante la produccién de adenosin
trifosfato (ATP) (Ljubisavljevic, 2016). Las mitocondrias usan aproximadamente el 80 % del O
inspirado y durante el curso de la fosforilacion oxidativa, el Oz se reduce a H20. Sin embargo,
existe una pequefia pérdida de electrones de la cadena de transporte de electrones directamente al
Oy se produce Oz (Sanders y Timothy Greenamyre, 2013).
Existen 11 sitios distintos donde se pueden producir ROS en mitocondrias aisladas (Brand, 2010).
Sin embargo, solo tres de estos sitios han demostrado ser relevantes para la produccion de ROS in
vivo: el complejo respiratorio I (NADH: ubiquinona oxidorreductasa), complejo Il (succinato
deshidrogenasa) y Complejo 111 (también conocido como Ubiquinol: citocromo c reducta) (Ishii et
al., 2005). Sorprendentemente, el complejo respiratorio 1V (CIV, también conocido como

citocromo c¢ oxidasa), que reduce el oxigeno al agua, no produce ROS, lo que demuestra que la
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fuga de electrones y la produccion de ROS pueden prevenirse en el ETC (LeDoux et al., 2007).
Todas las ROS producidas por Cl estan dirigidos a la matriz mitocondrial, mientras que los ROS
producidos por CIlI se dividen entre el espacio intermembrana y la matriz. Esta distincion podria
ser importante para determinar por qué las ROS producidas en Cl y CllI tienen diferentes efectos
posteriores (Stefanatos and Sanz, 2018). Después de los complejos respiratorios mitocondriales,
las NOX son probablemente el principal grupo enzimatico que produce ROS. De hecho, son la
unica familia de enzimas cuya funcion especifica es la produccion de ROS (superdxido o perdxido
de hidrogeno) (Drummond et al., 2011) y otros generadores de ROS como XO o MAO (Vida et
al., 2011). Las NOX participan en diversas vias de sefializacion instrumentales para la regulacion
del crecimiento y la inflamacion, mientras que su importancia en el envejecimiento y las
enfermedades relacionadas con la edad esta respaldada por varios estudios.

Finalmente, ademas de las mitocondrias, otros organulos aportan cantidades significativas de ROS
lo que influye en los niveles totales de estas especies en la célula, esto tiene consecuencias para la
sefializacion redox y puede desencadenar el estrés oxidativo. El peroxisoma es uno de los
generadores y desintoxicantes mas importantes de peroxido de hidrogeno en la célula. En
consecuencia, la pérdida de la homeostasis redox dentro de los peroxisomas se correlaciona con el
aumento de los niveles de peroxido de hidrogeno y la induccion de la muerte celular (Titorenko
and Terlecky, 2011). Los lisosomas son instrumentales para la renovacion de proteinas y organulos
dafiados. Sin embargo, la liberacion involuntaria de contenido lisosémico, como los metales libres
y los radicales libres puede promover el dafio oxidativo.

Por otro lado, cabe mencionar que las ROS también pueden generarse a través de otras vias, como
las interacciones directos entre metales redox activos a través de reacciones que incluyen las
reacciones de Fenton y Haber- Weiss, o por vias indirectas que involucran la activacion de enzimas

como la éxido nitrico sintasa (NOS) (Dias et al., 2013).
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0O, —H,0, NADPH Oxidasas

peroxisoma

Mitocondria

nicleo

Figura 2. Generacion de las ROS en las neuronas. Este esquema resalta las fuentes de ROS y su
ubicacion en la célula. En la membrana celular, encontramos NADPH oxidasas capaces de producir Oz'y
H0,. Los peroxisomas y las mitocondrias también son sitios de produccidn significativa de ROS. La XO
se encuentra en el citosol, mientras que la MAO se encuentra en la membrana externa mitocondrial. Las
flechas gruesas resaltan la sefializacion intracelular que las ROS especificas llevan a cabo para mantener la
homeostasis redox. Las flechas finas describen la conversacion cruzada entre los productores de ROS y el

nicleo para regular las salidas de sefializacion redox. Tomado y modificado de (Stefanatos y Sanz, 2018).

1.4 Las principales especies reactivas de oxigeno

El radical anién superéxido (O2)

La produccion de superoxido ocurre principalmente dentro de las mitocondrias de las células a
partir de los complejos I y 111 de la cadena de transporte de electrones. Durante la transduccion de
energia, un pequefio nimero de electrones se "filtran" al oxigeno prematuramente, formando el
superdxido. Una vez en su forma anidnica puede atravesar facilmente la membrana mitocondrial
interna (Muller et al., 2004). Del O, producido, aproximadamente el 1 al 3 % puede formar O,

sin embargo, esto puede ser una sobreestimacion (St-Pierre et al., 2002). El radical superéxido,
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carece de reactividad suficiente para atacar directamente a las macromoléculas aunque puede

actuar como oxidante débil o como agente reductor(Valko et al., 2007).

El radical hidroxilo (-OH)

El radical hidroxilo es una de las especies mas reactivas presentes en el organismo. De vida
extremadamente corta (aproximadamente 10 ° segundos) (Pastor et al., 2000), su electron
desapareado puede reaccionar inespecificamente con casi cualquier tipo de molécula (ADN,
proteinas, enzimas). Ademas, es responsable de la propagacion del dafio oxidativo entre facciones

subcelulares, ya que puede atravesar membranas celulares y producir reacciones en cadena.

El perdxido de hidrégeno (H202)

El consumo de oxigeno en el peroxisoma conduce a la produccion de H2O2 que luego se utiliza
para oxidar una variedad de moléculas. Este organulo también contiene catalasa, una enzima que
descompone el peroxido de hidrégeno en H2O y previene laacumulacién de este compuesto toxico
(Muller et al., 2004).

Cuando los peroxisomas estan dafiados libera en el H.O. al citosol, contribuyendo
significativamente al estrés oxidativo. EI H202 no es un radical libre, pero si se le considera el
principal intermediario en el metabolismo de las especies reactivas del oxigeno. En presencia de
trazas de catalizadores metélicos como el hierro, el cobre o de otros radicales libres puede dar
lugar a la formacion del radical «OH. A través de las reacciones de Fenton o Haber-Weiss (Dias et
al., 2013).

Fe?* + 2 HoO —> Fe3* + OH + OH" (Fenton)
02 + HO2 — OH + OH- + O2 (Haber-Weiss)

Figura 3. Reaccion de Fenton y Haber-Weiss

Los radicales reactivos adicionales derivados del oxigeno que se pueden formar en los sistemas
vivos son radicales peroxilo (ROO). El radical peroxilo mas simple es HOO, que es la forma
protonada de superdxido (O2) y generalmente se denomina radical hidroperoxilo o radical
perhidroxilo (Valko et al., 2007).
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1.5 Las enzimas antioxidantes

La exposicion constante a los diferentes radicales libres generados como consecuencia a
partir de diversas fuentes ha llevado a los organismos aerobios a desarrollar una serie de
mecanismos de defensa. Los cuales implican: mecanismos preventivos, mecanismos de reparacion
y defensas antioxidantes. Dentro del mecanismo de defensa por medio de enzimaticas
antioxidantes se incluyen enzimas como la superoxido dismutasa (SOD), la glutation peroxidasa
(GPx) vy la catalasa (CAT) que previenen significativamente la oxidacion de proteinas, lipidos,
hidratos de carbono y moléculas de ADN debido a que impiden que se unan al oxigeno, al
reaccionar-interactuar mas rapido con los radicales libres y las especies reactivas del oxigeno que
con el resto de las moléculas presentes, en un determinado microambiente -membrana plasmatica,
citosol, nucleo o liquido extracelular (He et al., 2017). Por otra parte, los antioxidantes no
enzimaticos estan representados por acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E),
glutation (GSH), carotenoides, flavonoides, acido Urico y melatonina, que ofrecen funciones
neutralizantes al causar quelacion de metales de transicion (Rizzo et al., 2010).
En condiciones normales, existe un equilibrio entre las actividades y los niveles intracelulares de

estos antioxidantes. Este equilibrio es esencial para la supervivencia de los organismos y su salud.

1.6 Superoxido dismutasa

La mayor defensa celular contra Oz y el peroxinitrito es un grupo de oxidorreductasas
conocidas como SOD, que catalizan la dismutacion de Oz en oxigeno y H>O,. Este mecanismo de
dismutacion implica una reduccién alternativa y reoxidacién de un metal de transicion activo
redox, como el cobre (Cu) y el manganeso (Mn) en el sitio activo de la enzima. Por lo tanto, esto
indica que la actividad de SOD requiere un metal catalitico. En los mamiferos, existen tres
isoformas de SOD, SOD 1 (SODCu/Zn) que se localiza principalmente en el citosol con una
fraccion mas pequerfia en el espacio intermembrana de las mitocondrias.
Se ha informado que también se puede localizar en nucleos, lisosomas y peroxisomas. Su actividad
depende de la presencia de Cuy Zn, SOD 2 (SODMn) que se localiza en la matriz mitocondrial,
aunque su sintesis se realiza en el citosol y se dirige a las mitocondrias por un péptido sefial donde
participa en la dismutacion de O2” generado por la cadena respiratoriay SOD 3 (SODec) que es la
SOD principal en el espacio extracelular, su distribucion en los tejidos varia, pero se expresa

altamente en vasos sanguineos, el pulman, el rifidn, el Gtero y en menos medida el corazon. Cada

Evaluacidn de los efectos antioxidantes del pramipexol en un modelo de rotenona



unaes un producto de distintos genes y distintas localizaciones subcelulares, pero cataliza la misma
reaccion (Fukai y Ushio-Fukai, 2011).

MITOCONDRIA

Figura 4. Isoformas de la enzima SOD en los mamiferos. Las diversas isoformas de SOD emplean
cofactores metalicos como como el cobre (Cu) y el manganeso (Mn) para llevar a cabo la desproporcién de
superoxido. Como en condiciones fisioldgicas, el nivel de Cu libre intracelular esta restringido, una vez
captado por el transportador CTR1 se requiere proteinas citosolicas transportadoras de Cu denominadas
chaperones Cu para el trafico de Cu a las enzimas como CCS (Cu chaperona para SOD1), IMS
(intermembrana mitocondrial) y Atox1 que suministra a ecSOD a través del transportador de cobre ATP7A
en Golgi. Las concentraciones citosélicas de Cu libre se mantienen a niveles bajos de (1038 M) mediante
sistemas de eliminacion de metales, incluidas las metalotioneinas (MT) y GSH. Tomado y modificado de
Fukai y Ushio-Fukai, 2011.
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1.7 Glutation peroxidasa

Las glutation (GPX) son un grupo de 8 enzimas (GPX1-8) que son importantes para reducir el
perdxido de hidrégeno a agua. Los GPX son enzimas de selenocisteina que usan GSH como agente
reductor y requieren selenio para su funcion antioxidante (Rotruck et al., 1973). En el cerebro, las
selenoproteinas GPX-1-3 existen como proteinas tetraméricas, compuestas por cuatro subunidades
idénticas y cada monomero tiene un peso molecular de 22-23 kDa, mientras que GPX4 tiene
actividad como monomero. GPX1 y 4 se encuentran en la mitocondria, el nucleo y el citosol, y
GPX1, también conocido como GSHPX, esta presente tanto en las neuronas como en las células
gliales (Margis et al., 2008). La sobreexpresion de GPx disminuye la pérdida de neuronas, reduce
la acumulacion de peroxido de hidrégeno y la peroxidacion de lipidos en condiciones neurotdxicas
(Wang et al., 2003). La glutation peroxidasa y la catalasa reducen el peroxido de hidrégeno cuando
actuan solos, pero disminuyen eficazmente la toxicidad del perdxido de hidrégeno exdgeno cuando

acttan juntos (Smeyne y Smeyne, 2013).
1.8 Catalasa

Dentro de la célula, la catalasa (CAT) se encuentra principalmente en los peroxisomas,
contrariamente a las mitocondrias, las proteinas ubicadas dentro de los peroxisomas son todas de
origen nuclear y deben ser importadas. La catalasa se expresa en todos los 6rganos pero se han
identificado niveles mas altos de actividad en el higado, los rifiones y los glébulos rojos (Glorieux
y Calderon, 2017). La funcion de la catalasa es la descomposicion de H202 en oxigeno y agua sin
el consumo de equivalentes reductores enddgenos, un papel importante en la defensa celular contra
el dafio oxidativo por H.O2. Ademas de su actividad catalitica, la catalasa también puede actuar en
la descomposicidn de sustratos pequefios como metanol, formiato, azida, hidroperéxidos y en el
caso del etanol, también es capaz de oxidarlo a acetaldehido contribuyendo a su metabolismo

hepético (Heinzelmann and Bauer, 2010).

Se haiinformado que la catalasa puede descomponer el peroxinitrito, oxida el 6xido nitrico a nitrito
(Brunelli et al., 2001; Gebicka and Didik, 2009). Ademas, también exhibe una baja actividad
oxidasa (oxidacion dependiente de O » de sustratos organicos). Por lo tanto, la catalasa puede tener
funciones adicionales, como la desintoxicacion o activacion de compuestos toxicos Yy
antitumorales. Por ejemplo, la catalasa se ha detectado en ovocitos de raton para proteger el
genoma del dafio oxidativo durante la maduracion meidtica (Park et al., 2016).
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Figura 5. Las enzimas antioxidantes protegen a la célula de concentraciones elevadas de ROS. Las
principales enzimas antioxidantes son superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation S-transferasa
(GST), glutation reductasa (GR), glutation peroxidasa (GPx) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PH).
Modificado de (Hermes-Lima and Zenteno-Savin, 2002).

1.9 El dafio de lipidos por especies reactivas de oxigeno

El estrés oxidativo también puede alterar los lipidos de la membrana por la peroxidacion,
afectando la modulacion de las cascadas de sefializacién que contribuyen al desarrollo, la
diferenciacion, la proteccion, la regeneracion y la reparacion de las neuronas (Butterfield et al.,
2010). Las dos ROS mas prevalentes que pueden afectar profundamente a los lipidos son
principalmente el radical hidroxilo (HOe¢) y el hidroperéxido (HO.) y por consecuencia la
formacion de lipidos modificados por oxidacién puede causar disfuncién celular y la muerte. Este
proceso provoca una disminucion en la fluidez, reduccion en el potencial electroquimico y el
aumento de la permeabilidad de la membrana (Sanders y Timothy Greenamyre, 2013). La
peroxidacion tiene como resultado la formacion de hidroperoxidos lipidicos en un sistema de
propagacién en cadena. Este proceso transcurre en tres etapas: La etapa de inicio, cuando los

radicales libres como el radical hidroxilo capta un atomo de hidrégeno de un carbono metileno de
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los acidos grasos dejando un electréon no apareado en el carbono, formando un radical lipidico
(L"). En la fase de propagacion, el radical lipidico (L") reacciona rdpidamente con el oxigeno para
formar un radical peroxi lipidico (LOO") que extrae un hidroégeno de otra molécula lipidica
generando una nueva L'y el hidroperoxido de lipido (LOOH). En la reaccién de terminacion, los
antioxidantes como la vitamina E donan un atomo de hidrégeno a la LOO+ formando un radical
de vitamina E correspondiente que reacciona con otro LOO", y finalmente se forman productos no

radicales.

Antioxidante

@L 00’

Radical peroxi lipidico

0 ®

NV L

1 LA
1Reordenamiento, /
!

/\/:@\/\ hidroperdxido

Radical lipido insaturado

R’ : ﬁ‘H’
\/T 4
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Lipido insaturado

/ Lipido insaturado

OOH

Figura 6. Proceso de peroxidacion lipidica. En la iniciacién, los prooxidantes abstraen el hidrégeno
alilico y se forma un dieno conjugado (paso 1). En la propagacidn, el radical lipidico reacciona con oxigeno
para formar un radical peroxi lipidico (paso 2) que extrae un hidrogeno de otra molécula lipidica generando
un nuevo radical lipidico e hidroperéxido lipidico (paso 3). En la fase de terminacion, los antioxidantes
donan un atomo de hidrogeno al radical peroxi lipidico, lo que resulta en la formacion de productos no

radicales (paso 4). Tomado y modificado de Ayala et al., 2014.
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Una vez que se inicia la peroxidacion lipidica, se producird una propagacion de las reacciones en
cadena hasta que se produzcan los productos de terminaciéon (Ayala et al., 2014). Los peroxidos
lipidicos resultantes son compuestos bastante estables pero su descomposicion puede ser
catalizada por metales de transicion y complejos de metales dando lugar a nuevos radicales capaces
de estimular mas la peroxidacion lipidica o a la formacion de productos terminales de oxidacion
de toxicidad diversa como el malondialdehido (MDA), 4-hidroxinonenal (4-HNE), el propanal y
el hexanal (Yinetal., 2011).

1.10 La rotenona como modelo de toxicidad mitocondrial

La rotenona es un insecticida y pesticida natural que se produce en las hojas, raices y
rizomas de las leguminosas tropicales de los géneros Derris,Lonchocarpus y Tephrosia (Betarbet et
al., 2000). Desde hace muchos afios se ha utilizado como insecticida en huertos y para el control de
poblaciones de peces, aungue recientemente su exposicion se ha relacionado con un mayor riesgo
de la enfermedad de Parkinson (Tanner et al., 2011; Martinez y Greenamyre, 2012). La rotenona
tiene la caracteristica de ser altamente lipofilica y, por lo tanto, atraviesa facilmente todas las
membranas bioldgicas, incluida la barrera hematoencefalica sin necesidad de transportadores. Esta
naturaleza permite su administracion sistémica, lo que lo hace menos exigente técnicamente que los
modelos como 6-OHDA, que requiere inyecciones estereotaxiticas en el cerebro (Johnson y
Bobrovskaya, 2015). Este insecticida se us6 por primera vez en la investigacion en la década de
1980, después del descubrimiento de que MPTP y durante la Gltima década, Greenamyre y sus
colaboradores han promovido su uso para modelar la EP in vivo y procesos de estrés oxidativo. Sin
embargo, aunque la inyeccion estereotaxica fue el primer enfoque, la administracion sistémica esta
proporcionando mejores resultados (Duty and Jenner, 2011). Después de una sola inyeccion
intravenosa, la rotenona alcanza concentraciones maximas en el SNC en 15 minutos y se
descompone a aproximadamente la mitad de este nivel en menos de 2 h. Ademas, su distribucién
cerebral es heterogénea, paralelas a las diferencias regionales en el metabolismo oxidativo y también
puede cruzar libremente todas las membranas celulares acumulandose en organulos subcelulares

como las mitocondrias.
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Figura 7. Estructura quimica de la rotenona

Desafortunadamente, ademas de su toxicidad central, la rotenona muestra un alto grado de
toxicidad sistémica que produce altas tasas de mortalidad, aproximadamente 30% de los animales
independientemente de la ruta de administracion. También parece haber una resistencia intrinseca
de algunos, ya que solo el 50% de los animales tratados muestran neurodegeneracion. Por lo tanto,
todos estos factores combinados dan como resultado la necesidad de utilizar un mayor nimero de
animales al comienzo de cualquier estudio para garantizar que haya numeros relevantes
disponibles para el analisis bioquimico e histologico (Betarbet et al., 2000).

Como modelo de neurodegeneracion se ha utilizado para estudiar las caracteristicas clinicas y
patoldgicas relevantes de la enfermedad de Parkinson, asi como procesos de estrés oxidativo en
modelos celulares y animales (Betarbet et al., 2000, Liu et al., 2003). Este modelo de toxicidad
tiene la capacidad de causar degeneracion dopaminérgica, inclusiones de a-sinucleina y déficit
motor. Las inyecciones diarias por via intraperitoneal de 3 mg / kg de rotenona durante 6 a 10 dias
son suficientes para inducir una pérdida del 45% de las neuronas dopaminérgicas en el SNpc, el
agotamiento de dopamina estriatal y sintomas motores como bradicinesia, inestabilidad postural y
rigidez. La rotenona también puede inducir sintomas no motores como trastornos del suefio en

ratas y acumulacion de hierro nigral (Betarbet et al., 2006).
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1.11 Mecanismo de accion de la rotenona

Su principal mecanismo de accion es a través de la inhibicion del transporte de electrones
en el complejo | mitocondrial. La rotenona deteriora la fosforilacion oxidativa en
las mitocondrias al inhibir la actividad reducida de nicotinamida adenina dinucleétido (NADH) -
ubiquinona reductasa a través de su union a la subunidad PSST del complejo enzimatico.
Blogueando la produccion de ATP y en consecuencia afectando el metabolismo celular. Esta
inhibicion de la cadena respiratoria mitocondrial conduce a un aumento en la produccion de ROS
(Radad et al., 2006), tales como el peroxido de hidrégeno y el radical superoxido junto con la
peroxidacion de la membrana celular (Cabezas et al., 2012; Venkatesh Gobi et al., 2018). Ademas
de su accién sobre la respiracion mitocondrial, la rotenona también inhibe la formacién de

microtubulos a partir de tubulina.

O Rotenona
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ATP
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Figura 8. Mecanismo de accion de la rotenona. La rotenona atraviesa libremente las membranas celulares
llegando a la mitocondria donde provoca la inhibicion de la fosforilacién oxidativa al impedir la
actividad reducida de NADH-ubiquinona reductasa a través de su union a la subunidad PSST del complejo

enzimatico. Bloqueando la produccion de ATP y aumentando un aumento en la generacion de ROS.
Tomado y modificado de Sanders y Timothy Greenamyre, 2013.
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1.12 El pramipexol como agente antioxidante

El Pramipexol (PPX) o 2-amino-4, 5, 6,7-tetrahidro-6-propilaminobenzatiazol, es un
agonista pre y postsinaptico en la subfamilia de receptores de dopamina D2 ( subtipos de receptores
D2, D3, D4) con afinidad preferencial por el subtipo de receptores de dopamina D3 .(Kohno y
Takeuchi, 2004). Estudios in vitro han demostrado que hay una afinidad preferencial por los
receptores de dopamina D3z de 6.6 a 7.8 veces mayor por los subtipos de receptores de dopamina
D, (Dooley y Markham, 1998).

Aprobado desde 1998, el PPX esta indicado para el tratamiento sintomatico de la enfermedad de
Parkinson , ya sea solo o en combinacién con Levodopa durante todo el progreso de la enfermedad

hasta etapas avanzadas y el sindrome de las piernas inquietas (Schapira et al., 2013).

/\/N S Formula molecular CI10H17N3S
HaC H ‘ NH, . Agua > 20%
/ Solubilidad Metanol ~ 8%
N Etanol ~ 0.5%.

pKa 9.5+0.2

PM 211.324 g/mol

Figura 9. Estructura quimica y propiedades del pramipexol

El PPX fue disefiado como un comprimido de liberacién prolongada, la sustancia activa se libera
por dos mecanismos diferentes: difusidn y erosién y alcanza su concentracion plasméatica maxima
(Cmax) aproximadamente 6 horas después de la administracion oral. Tras su administracion, el
agente muestra una biodisponibilidad mayor del 90% e incluso estudios farmacocinéticos han
observado un aumento en la Cméax con la ingesta de comida rica en grasas (Hametner et al., 2012).
Tiene una unidn a proteinas menor al 20% y se metaboliza solo en pequefia medida (10%),
eliminandose predominantemente por excrecion renal (90%) y al no ser metabolizado por el
sistema enzimatico del citocromo P450, no se considera que tenga efectos perjudiciales sobre el
metabolismo hepatico como otros medicamentos. Su vida media de eliminacién varia de 8 horas

en los jovenes a 12 horas en los ancianos (Jenner et al., 2009).
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Recientemente se ha demostrado que el PPX a parte de su mecanismo de accion, como agonista
de los receptores de dopamina, tiene efectos neuroprotectores in vitro e in vivo como lo es el
aumento de Bcl-2 y la supresion de la apoptosis, el aumento de factores neurotréficos y la
inhibicidn antioxidante ante la generacion de radicales libres. Sin embargo, ain no se ha podido
describir porque mecanismo lo hace (Kohno and Takeuchi, 2004).

También se ha demostrado que el PPX puede proteger lineas celulares dopaminérgicas como la
MES 23.5 contra 6-OHDA y peroxido de hidrégeno y esta neuroproteccion no puede ser bloqueada
por antagonistas selectivos D2 0 Dz. La incubacion con PPX (5-20 uM) en cultivos celulares MES
23.5 aumento los niveles celulares de glutation y las actividades de glutation peroxidasa y catalasa,
pero solo un poco sobre la actividad SOD. Estos resultados indican que los efectos
neuroprotectores del PPX probablemente estan asociados con su propiedad antioxidante
independiente de la activacion del receptor D2 / D3 (Le et al., 2000).

En otros estudios se ha reportado que el PPX puede inhibir la peroxidacién lipidica y reduce las
lesiones en la SNpc en ratones con tratamiento con MPTP (Zou et al., 2000; Wang et al., 2018).
Ademaés, se ha sugerido que puede mostrar efectos neuroprotectores en la degeneracion por
isquemia o metanfetamina inducida en las neuronas de la SNpc in vivo (Hall et al., 1996) y en
ratas tratadas con 3- acetilpiridina (Sethy et al., 1997; Wang et al., 2018). Por otra parte, se ha
descrito también que el PPX se acumula en el cerebro y en las mitocondrias eliminando una
variedad de radicales libres oxidativos y nitrativos (Danzeisen et al., 2006), demostrando asi
neuroproteccion in vitro e in vivo contra los ataques mitocondriales y oxidativos (Abramova et

al., 2002) sin embargo, sus mecanismos subyacentes son ain desconocidos.
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Figura 10. Mecanismo de accion del pramipexol. En el esquema se muestra la activacion de la via de
sefializacion de los receptores D2 y D3, disminuyendo los niveles de AMPc, incrementando los niveles
de calcio y la activacion de las MAPK por medio del receptor D3. Tomado y modificado de Rangel-
Barajas et al., 2015.

Estudios realizados por Masatoshi Inden y colaboradores en 2009 demostraron que PPX inhibe la
muerte de neuronas dopaminérgicas y los déficits motores inducidos por rotenona a una dosis 30
mg/kg via oral y el PPX a una dosis de 1 mg/kg via intraperitoneal durante 28 dias consecutivos
en ratones de la cepa C57BL/6 (Inden et al., 2009).

El tratamiento con H202 (50 mM) y PPX durante 24 horas en células SH-SY5Y y SH-SY5Y DJ-
1KD dio como resultado proteccion significativa contra la muerte celular de una manera
dependiente de la concentracion de PPX. En las células DJ-1KD, la muerte celular inducida
también fue inhibida por el PPX, aunque la muerte H20> (50 mM) fue mayor en comparacion con

las células SH-SY5Y. De manera similar, el tratamiento simultaneo con 300 nM de rotenona y
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PPX durante 48 h dio como resultado la disminucién significativa de la muerte celular en una

concentracion dependiente.

Para examinar la actividad de eliminacion de PPX hacia ‘OH, se utiliz6 espectrometria ESR. La

cual mostro una sefial representativa de ‘OH caracterizada por cuatro ondas. La adicion de PPX

disminuyd significativamente la intensidad la sefial de una manera dependiente de la

concentracion.
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Figura 11. Efecto del pramipexol sobre el estrés oxidativo inducido por H.O o rotenonaen las células
SH-SY5Y (Ay C) y SH-SY5Y DJ-1 (B y D). Prueba de Bonferroni / Dunn: *** p <0.001. Tomado y

modificado de Inden et al,

2009.
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Figura 12. Efecto del pramipexol sobre la formacidon de -OH. (A) espectros ESR representativos de
aductos de espin de ‘OH en presencia o ausencia de pramipexol. (B) Dependencia- concentracion de la
actividad de eliminacion de pramipexol en ‘OH. La intensidad de la sefial se presenta como un porcentaje.
(Prueba de Bonferroni / Dunn): *p <0.05, en comparacion con el control. Tomado y modificado de Inden
et al, 2009.

Por otro lado, estudios realizados por Patricio y colaboradores en 2019 evaluaron el efecto
antioxidante de PPX (1 mg/kg vo, cada 12 h) durante 30 dias y el fragmento Hc-TeTx (20 ug/kg
i.m cada 24 h) durante 3 dias, solos y en combinacion en ratas macho Wistar que fueron
administradas con 6-OHDA en el cuerpo estriado dorsolateral. Para determinar el dafio oxidativo
en el estriado, se determiné los niveles de las especies reactivas de oxigeno (ROS) y los niveles de
la peroxidacion lipidica (LPX). Los resultados mostraron que la administracion de 6-OHDA
aumento 2.5 veces los niveles de ROS y LPX y este aumento se redujo aproximadamente un 50%

por Hc-TeTx y se normalizo por PPX y la combinacion de ambas drogas (Patricio et al., 2019).
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Figura 13. Efectos de 6-OHDA, Hc-TeTx (Hc) y pramipexol (PPX) en ROS y LPX en el cuerpo
estriado. a) ROS (especies reactivas de oxigeno) y b) LPX (peroxidacion lipidica). Los datos representan
la media + SD, n = 4-5 por grupo. * p <0.05, ** p<0.01 vs control; T p <0.05, T+p<0.01, 1 p <0.001
vs 6-OHDA. Tomado y modificado de Patricio et al, 2019.
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2. JUSTIFICACION

Los organismos aerobios son altamente susceptibles al estrés oxidativo por su propio metabolismo,
debido a que las especies reactivas de oxigeno son principalmente producidas por las mitocondrias
durante la respiracion celular (Ames, 2000). El cerebro es particularmente vulnerable a esta
generacion de ROS, no solamente porque tiene un metabolismo de oxigeno altamente activado,
sino que ademas tiene altos niveles de acidos grasos poliinsaturados, bajos niveles de antioxidantes
y niveles relativamente altos de iones metalicos de transicion redox, y dada su naturaleza
heterogénea, cuenta con varios tipos de células, de tal manera que ciertas areas son mas sensibles
que otras a los cambios en este estrés oxidativo (Herrero-Mendez et al., 2009;Wang y Michaelis,
2010).

Por otro lado, estudios realizados con el modelo de rotenona, un pesticida con capacidad de
atravesar la barrera hematoencefalica, por su naturaleza lipofilica (Cabezas et al., 2012) , han
descrito que tiene la capacidad de acumularse dentro de los organulos subcelulares, y al unirse al
complejo | mitocondrial (Venkatesh et al., 2018), inhibe la fosforilacion oxidativa, a la vez que
aumenta la generacion ROS y con ello la peroxidacion de la membrana celular (Radad et al.,
2006). Otros estudios destacan que este neurotdxico puede inducir neurodegeneracion del SNC
causando la perdida de neuronas dopaminérgicas en la SNpc (Inden et al., 2009). Por estas
razones, se sugieren que el modelo de rotenona es Util para dilucidar el mecanismo de la
neurodegeneracion por estrés oxidativo.

Por altimo, el pramipexol un agonista de los receptores de la familia D2, empleado actualmente
para el tratamiento sintomético de la enfermedad de Parkinson (Kohno y Takeuchi, 2004).
Estudios resientes han demostrado que tiene acciones neuroprotectoras, teniendo la capacidad de
proteger a las células neuronales DA contra diversas agresiones con MPP*, per6xido de
hidroégeno (H20.), rotenona (Inden et al., 2009) y glutamato (Gu et al., 2004). Por lo expuesto
anteriormente, se considera relevante evaluar el efecto antioxidante de pramipexol sobre la

neurotoxicidad provocada por rotenona.

Evaluacidn de los efectos antioxidantes del pramipexol en un modelo de rotenona



3. HIPOTESIS

La administracion de pramipexol reduce el estrés oxidativo generado por la administracion

rotenona en ratonas.

4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antioxidante del tratamiento con pramipexol en el modelo de toxicidad de
rotenona en ratonas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto antioxidante de pramipexol sobre los niveles de especies
reactivas de oxigeno en el cuerpo estriado, la corteza frontal y el hipocampo
de ratonas administradas con rotenona.

2. Valorar el efecto antioxidante de pramipexol sobre la peroxidacion lipidica
en el cuerpo estriado, la corteza frontal y el hipocampo de ratonas tratadas
con rotenona.

3. Evaluar la actividad de la superdéxido dismutasa y la glutation peroxidasa en
el cuerpo estriado, la corteza frontal y el hipocampo de ratonas administradas

con paramipexol en el modelo de rotenona.
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5. DIAGRAMA DE TRABAJO
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6. LINEA CRONOLOGICA

Grupos experimentales
Vehiculo: DMSO-PEG + Salina (8 UI-5 Ul) i.p
Rotenona: 8mg/kg + 5 Ul Salina i.p
Rotenona/pramipexol: 8mg/kg-1mg/kg i.p

Aleatorizacion

42 ratonas Tratamiento
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7. METODOLOGIA

Sujetos experimentales

En el presente proyecto se emplearon ratonas de la cepa CD1 (n = 42), con un peso promedio
de 28-30 g, los cuales fueron otorgados por el Bioterio "Claude Bernard™" perteneciente a la
Benemeérita Universidad Autonoma de Puebla. Los animales se mantuvieron alojados durante su
crecimiento en cajas de plastico en el laboratorio de Neuroguimica FCQ-BUAP con las siguientes
condiciones: temperatura (22 + 3 °C), humedad relativa (50 £ 5 °C), agua y alimento ad libitum y
con un ciclo de luz/oscuridad 12/ 12h. Una vez que los animales alcanzaron el peso de 30 g, se
seleccionaron aleatoriamente en tres grupos experimentales para su posterior tratamiento: vehiculo
(n=10), rotenona (n= 16) y rotenona/pramipexol (n=16).
Cabe mencionar que los experimentos que se realizaron durante el presente trabajo se cumplieron

a las reglamentaciones establecidas por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999.

¢ Temperatura 18-26¢. ldeal 22c ¢ Ciclos Luz obscuridad: 12/12

¢ Humedad: 40-70% ¢ Intensidad y tipo de luz 325Lx (30b)

¢ Cambios de aire: 15/hr. ¢ Espacio. 80cmz2/25grs.

¢ Ruido. No mas de 85db ¢ Privacion de agua y alimento 4-6 horas.

Figura 14. Vivario del laboratorio de Neuroquimica
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Preparacion de farmacos

Rotenona

Se pesd 5.1 mg de rotenona (Abcam) y disolvio en 17 ml de la mezcla 1:1 de dimetilsulfoxido
(DMSO)-Polietilenglicol (PEG) durante 30 minutos en condiciones de oscuridad. Inmediatamente
se hicieron alicuotas de 1 ml que se almacenaron a -20 °C.

Pramipexol

Se prepard una solucién con una concentracion de 1mg/1 ml, pesdndose 5 mg de pramipexol
SIGMA-ALDRICH que se disolvieron en 5 ml de solucién salina isotonica al 0.9%,

posteriormente se almaceno a 4 °C.

7.1 Administracion

La rotenona antes de ser administrada se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente
durante 60 minutos. Posteriormente se administrd por via intraperitoneal a una dosis de 0.8 mg/kg
cada 24 horas durante 15 dias consecutivos en un horario de 10:00-11:00 a.m.
Por otro lado, pramipexol fue administrado por via intraperitoneal a una dosis de 1mg/kg cada 24
horas durante 15 dias consecutivos, 30 minutos después de la administracion de rotenona.
Los animales del grupo vehiculo se administraron cada uno con 8 Ul de la mezcla de
dimetilsulfoxido (DMSO 100%)-Polietilenglicol (PEG 100%) en relacion 1:1 por via
intraperitoneal durante 15 dias.

7.2 Obtencion de cerebros y areas subcorticales

Para la obtencion de los cerebros, los animales se sacrificaron 24 horas después de haber
terminado el tratamiento farmacolégico. Cada sujeto se perfundié con aproximadamente 80 ml de
PBS 1X frio a un pH 7.4, con heparina.
Posteriormente por decapitacion se obtuvieron los cerebros y en condiciones de frio con hielo seco
se continuo a extraer y disectar las regiones cerebrales, el hipocampo, el estriado y la corteza

frontal, los cuales se pesaron en una balanza analitica y se almacenaron a -80°C. (Apéndice 1)
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7.3 Determinacion de proteinas por el método de acido bicinconinico

La determinacion de proteinas se realizo por el método de Acido bicinconinico (BCA), la
cual nos permitio la normalizacién de los resultados obtenidos en la determinacion de niveles de
especies reactivas de oxigeno y peroxidacion de lipidos.

Este método se basa en la determinacion de la reaccion de las proteinas con cobre oxidado Cu*?
en condiciones alcalinas para producir cobre reducido Cu*! y esta conversion esta influenciada por
cuatro aminoacidos (cisteina, cistina, tirosina y triptéfano). El BCA es un reactivo especifico para
Cu*'La cantidad de Cu*? est4 en funcion de la concentracion de proteinas y puede ser determinada
espectrofotométricamente por un cambio en el color de la solucion a purpura. La absorbancia es
directamente proporcional a la cantidad de proteina presente en la solucion y puede ser estimada

por comparacion con un estandar de proteina conocido. (Apéndice 2)

Curva de calibracion de proteinas
por el método de BCA

0.81

0.6

0.44

y =0.0624x -0.0131

0.2 R2=10.9919

Absorbancia (540 nm)

Concentracion (Albdamina pg/ul)

Figura 15. Curva de calibracion de proteinas. Se muestra la absorbancia que emiten las proteinas con la

reaccion que provoca el BCA a diferentes concentraciones de ASB a una longitud de onda de 540 nm.
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7.4 Determinacion de especies reactivas de oxigeno

Para evaluar la formacion de las ROS, se utilizé el método reportado por Pérez Severiano

en 2004, basado en la oxidacion y desacetilacion del diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina

(DCFH-DA), que se convierte en el compuesto fluorescente 2',7'-diclorofluoresceina (DCF) por

actividad de las ROS. Utilizando un lector de microplacas de deteccion multiple FLx800 (Biotek

Instruments).

El cerebro se homogenizo en 3 ml de solucion salina isoténica y los resultados se expresaron

como el promedio de pmol de DCF formados por miligramo de proteina/ min. (Apéndice 3)

Absorbancia (525 nm)

Curva de calibracién de ROS

1200 A

1000 A

800 1

600

y =79.561x + 41.517

4007 R2=0.9827

2001

Concentracion (pmolde DCF)

Figura 16. Curva de calibracion de ROS. Se muestra la absorbancia de los niveles de fluorescencia que

emite la diclorofluoresceina a diferentes concentraciones a una longitud de onda de 525 nm.

7.5 Determinacion de peroxidacion de lipidos

La medicion de peroxidacién de lipidos en tejido se evalué mediante el analisis de

productos lipidicos fluorescentes como lo estableci6 Triggs y Willmore en 1984.
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Para llevar a cabo la técnica, el tejido cerebral se homogenizo en 3 ml de solucion salina isoténica
y los resultados se expresaron como el promedio de Unidades de Fluorescencia Relativa / mg de
proteina. (Apéndice 4)

7.6 Determinacion de la actividad de la superoxido dismutasa

La actividad de la SOD se determind por medio de un método espectrofotométrico como lo
reporta Schwartz y cols en 1998. El fundamento de la técnica se basa en la reduccion que sufre el
citocromo C por parte del superéxido que se deriva de la reaccion de la xantina oxidasa sobre la
xantina. Cuando la SOD convierte el superoxido en perédxido de hidrogeno inhibe la interaccion
del superdxido con el citocromo C. Para llevar a cabo la técnica, el tejido cerebral se homogenizo
en buffer de carbonatos con 20 mM de bicarbonato de sodio que se ajustd a pH 10.2 y se le afiadio
triton al 0.02% en una relacion de peso volumen. Los resultados obtenidos fueron expresados como

Ul/mg de proteina. (Apéndice 5)

7.7 Determinacion de la actividad de glutation peroxidasa

La actividad de GPx fue medida empleando la técnica desarrollada por Hafman y
colaboradores (1974), que consiste en evaluar la capacidad detoxificadora de la GPx reduciendo
al H20> para producir H2O y al mismo tiempo oxida al glutation reducido (GSH). En esta técnica
el GSH que queda después de la reaccion en presencia del acido 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoico
(DTNB) genera una reaccién colorimétrica, que se lee a 412 nm. De tal manera que un color mas
intenso indica que hay una mayor actividad de la GPx. Los resultados obtenidos fueron reportados

como mMoles de GSH consumido/g de tejido/minuto. (Apéndice 6)

7.8 Analisis de resultados

Los resultados obtenidos se graficaron como el promedio y el error estandar de la media.
Finalmente, los datos de cada grupo se analizaron con una ANOVA de una via con una prueba
post-test Tukey. El analisis estadistico de los datos se realizé con el programa GraphPad Prism 7.
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8. RESULTADOS

8.1 Efecto de la administracion de pramipexol sobre los niveles de especies reactivas de

oxigeno en el estriado, la corteza frontal y el hipocampo.

Una vez terminado el tratamiento farmacoldgico de los grupos experimentales y la obtencion
de las areas subcorticales, se evaluaron los niveles de especies reactivas de oxigeno en cada una
de las areas por el método de oxidacion y desacetilacion de la DCFH-DA, los cuales fueron
ajustados con la determinacion de proteinas totales por el método de BCA. En la figura 17 se
muestran los resultados obtenidos expresados como el promedio de pmol de DCF formados por
miligramo de proteina/ min y analizados con una ANOVA de una via y una prueba pos-test de

Tukey.

En los resultados se observa que la administracion de rotenona a una dosis de 0.8mg/kg por via
intraperitoneal durante 15 dias consecutivos genera un aumento estadisticamente significativo
(**P<0.01) en los niveles de ROS en las tres areas, el estriado (Figura 17 A), la corteza frontal
(Figura 17 B) y el hipocampo (Figura 17 C) con respecto al grupo vehiculo y que estos niveles
aumentan mayormente en el estriado (***P<0.001). Asi mismo, esta elevacion de los niveles de
ROS disminuye con el tratamiento de pramipexol a una dosis de 1 mg/kg por via intraperitoneal
en las tres areas, pero de una manera estadisticamente significativa (##P<0.01) unicamente en el
nacleo estriado (Figura 17A). Los resultados confirman que la rotenona promueve la generacion
de las ROS durante los 15 dias de su administracion y se encontrd que PPX tiene un efecto

antioxidante en el estriado a los mismos dias.
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Figura 17. Efecto de la administracion de rotenonay pramipexol sobre los niveles de ROS. En A) se
muestran los niveles de ROS en el estriado. En B) se muestran los niveles de ROS en la corteza frontal. C)
Se muestran los niveles de ROS en el hipocampo. Las barras muestran el promedio y el error estandar de
la media + ESM (n=16), los datos fueron analizados con una ANOVA de una via y una prueba pos-test de
Tukey, p<0.05.Vehiculo vs rotenona *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<(0.0001; rotenona vs
rotenona + PPX #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001.
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8.2 Efecto de la administracion de pramipexol sobre la peroxidacion de lipidos en el

estriado, la corteza frontal y el hipocampo.

En la figura 18 se muestran los resultados obtenidos al evaluar los niveles de peroxidacion
lipidica en las tres areas seleccionadas, el estriado (Figura 18 A), la corteza frontal (Figura 18 B)
y el hipocampo (Figura 18 C), reportados en unidades relativas de fluorescencia por miligramo de
proteina y de la misma manera, normalizados por la cuantificacion de proteinas totales por BCA,

que fueron analizados con una ANOVA de una via y una prueba pos-test de Tukey.

Los resultados que se presentan a continuacién demuestran que la administracién de rotenona a
una dosis de 0.8 mg/ kg por via intraperitoneal de la misma manera tiene la capacidad de generar
una elevacidn en los niveles de productos lipidicos de una manera estadisticamente significativa
en comparacion con el grupo vehiculo en las tres areas y que esta elevacion es mayor en el estriado
(**P<0.01) y el hipocampo (**P<0.01) si se compara con la corteza frontal (*P<0.05). Sin
embargo, de una manera similar a los resultados anteriores en ROS, el tratamiento con pramipexol
a una dosis de 1 mg/kg de manera intraperitoneal detiene estos niveles de peroxidacion lipidica de

una manera significativa (#P<0.05) nicamente en el nicleo estriado (Figura 18 A)
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Figura 18. Efecto de la administracion de rotenona y pramipexol sobre los niveles de peroxidacion
lipidica. En A) Se muestran los niveles de PL en el estriado. En B) se muestran los niveles de PL en la corteza
frontal. En C) se muestran los niveles de PL en el hipocampo. Las barras muestran el promedio y el error
estandar de la media + ESM (n=16), los datos fueron analizados con una ANOVA de una via y una prueba
pos-test de Tukey, p<0.05.Vehiculo vs rotenona *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001; rotenona
vs rotenona + PPX #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001.
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8.3 Efecto de la administracion de pramipexol sobre la actividad de superoxido dismutasa

en el estriado y la corteza frontal.

Para la evaluacion de la actividad de la superdxido dismutasa se realizé una medicion de la

actividad de SOD Total y de las dos isoformas en las que se encuentra: SOD Mn 'y SOD-Cu/Zn.

En la figura 19 se muestran los resultados obtenidos sobre la actividad de SOD Total en el nicleo
estriado (Figura 19 A), los cuales indican que la actividad de esta enzima aumenta de una manera
estadisticamente significativa en los animales del grupo rotenona (***P<0.001) en comparacion
con el grupo vehiculo y que esta actividad se mantiene elevada en el grupo experimental rotenona
+ PPX (**P<0.01) aun 15 dias posteriores a su tratamiento en comparacion con el vehiculo. A su
vez, los resultados también indican en la Figura 19 B que es la isoforma SOD-Mn quien se eleva
significativamente (**P<0.01) en los grupos tratados con rotenona en comparacion con el grupo
vehiculo y que la actividad de SOD-Cu/Zn (Figura 19 B) no se modifica.

Por otro lado, en la figura 19 C se muestran los resultados obtenidos en la corteza frontal, en donde
se encuentra que la actividad de SOD Total también aumenta de una manera significativa en el
grupo rotenona (****P<0.0001) en comparacion con el grupo vehiculo y que esta actividad se
mantiene elevada en el grupo rotenona + PPX (****P<(0.0001), sin embargo a diferencia del
nacleo estriado, en la corteza frontal esta actividad tiene una pequefia disminucion
estadisticamente significativa (#P<0.05) en comparacion con el grupo experimental rotenona. Y
de la misma manera la figura 19 D demuestra que esta actividad se encuentra elevada
significativamente (****P<0.0001) por la isoforma SOD Mn en los grupos rotenona y rotenona +
PPX en comparacion con el vehiculo y no se ve disminuida por el tratamiento con PPX a una dosis

de 1 mg/kg y que la actividad de la isoforma SOD-Cu/Zn no se modifica (Figura 19 D).
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Figura 19. La administracion de rotenona y PPX modifica la actividad de SOD. En A se muestran los
niveles de la actividad de la SOD total en el estriado. En B se muestran los resultados de la actividad de la
SOD-Mny SOD-Cu/Zn en el estriado. En C se muestran los niveles de la actividad de la SOD total en la
corteza frontal. En D se muestran los niveles de la actividad de la SOD-Mn y SOD-Cu/Zn en la corteza
frontal. Las barras muestran el promedio y el error estandar de la media + ESM (n=16), los datos fueron
analizados con una ANOVA de una via y una prueba pos-test de Tukey, p<0.05. Vehiculo vs rotenona
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001; rotenona vs rotenona + PPX #P<0.05, ##P<0.01,
###P<0.001.
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8.4 Efecto de la administracion de pramipexol sobre la actividad de la glutation peroxidasa

en el estriado, la corteza frontal y el hipocampo.

Por ultimo, en la figura 20, se muestran los resultados obtenidos en la determinacion de la
actividad de GPx en el estriado (Figura 20 A), la corteza frontal (Figura 20 B) y el hipocampo
(Figura 20 C) los cuales demuestran que la administracion diaria por 15 dias de rotenona tiene la
capacidad de aumentar la actividad de GPx en las tres areas subcorticales de una manera
estadisticamente significativa (****P<0.0001) en los grupos experimentales de rotenona y los
grupos experimentales de rotenona + PPX (****P<(0.0001) en comparacion con los grupos
vehiculo y que posterior a la administracion de PPX 1 mg/kg intraperitoneal por 15 dias esta
actividad de GPx se ve disminuida en todas las areas también de una manera significativa

(##P<0.01) en comparacion con el grupo rotenona.
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Figura 20. La administracion de rotenona y pramipexol modifica la actividad de GPx. En A se muestran
los niveles de actividad de GPx en el estriado. En B se muestran los niveles de la actividad de GPx en la
corteza frontal. En C se muestran los niveles de la actividad de GPx en el hipocampo. Las barras muestran
el promedio y el error estdndar de la media £ ESM (n=16), los datos fueron analizados con una ANOVA de
una via y una prueba pos-test de Tukey, p<0.05. Vehiculo vs rotenona *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001,
****P<(0.0001; rotenona vs rotenona+PPX #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001.

Evaluacién de los efectos antioxidantes del pramipexol en un modelo de rotenona



9. DISCUSION DE RESULTADOS

Todos los seres vivos que dependen del consumo de oxigeno para realizar sus funciones
metabolicas, durante el proceso liberan radicales libres y ROS de manera natural. Las cuales en
bajas concentraciones desempefian un papel beneficioso en la célula, sin embargo, su produccién
y acumulacion excesiva llevara a la célula a un estado de estrés oxidativo, que si perdura por largo
tiempo producird su muerte, por lo cual, este estado de estrés oxidativo en los Ultimos afios se ha
descrito como un denominador comun en muchas enfermedades neurodegenerativas y el
envejecimiento (Halliwell et al.,2015; Valko et al., 2006). En el presente trabajo se evalud el efecto
antioxidante de la administracion intraperitoneal de PPX sobre ratonas tratadas con rotenona.
Diferentes investigadores en estudios realizados in vivo e in vitro han demostrado que la rotenona
es un modelo util para estudiar los procesos de estrés oxidativo y las caracteristicas clinicas de la
EP (Betarbet et al., 2000;L.iu et al., 2003, Sanders y Timothy Greenamyre, 2013).

Debido a que la toxicidad de rotenona es principalmente por la generacién excesiva de especies
reactivas de oxigeno al inhibir las enzimas del complejo | mitocondrial, el primer objetivo fue
evaluar los niveles de ROS en el nucleo estriado, la corteza frontal y el hipocampo. Los resultados
obtenidos demuestran gque la administracién intraperitoneal de rotenona (0.8 mg/kg por 15 dias)
genera un aumento estadisticamente significativo de los niveles de ROS en las tres areas de interés
(Figura 17) siendo un aumento mayor en el nucleo estriado (Figura 17 A). Se sugiere que estos
resultados podrian deberse a que las neuronas espinosas medianas (95%) y neuronas espinosas
grandes que se encuentran en esta area, tienen mayor vulnerabilidad a cambios de estrés oxidativo,
debido a que presentan proyecciones largas con un gran numero de dendritas, lo cual favorece la
formacion de un gran nimero de sinapsis y requerimientos mayores de energia. Ademas hay mayor
contenido de iones hierro y cobre que contribuye a la generacion de ROS por medio de las
reacciones de Fenton y Haber-Weiss (Dias et al., 2013, Jenner et al., 1992, Wang y Michaelis,
2010). Asi mismo, la administracion aguda de PPX (1mg/kg) hizo una reduccion estadisticamente
significativa estos niveles de ROS, pero esto ocurre Gnicamente en el ndcleo estriado (Figura 17
A). Se sugiere que este resultado antioxidante podria deberse a su estructura molecular, debido
que se trata de un tetrahidrobenzotiazol biciclico fusionado que estaria neutralizando a los radicales
libres y las ROS por medio de la liberacion de un protén (H™) de su grupo amino (NHz), ademas
la molécula también presenta dos aminas secundarias que también podrian donar pares de

electrones para la estabilizacion de los radicales como se lo demostrd Farias y colaboradores en
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el 2014 en estudios in vitro (Farias et al., 2014, Le et al., 2000). Se ha descrito también que PPX
puede tener un efecto antioxidante por su accion agonista sobre los receptores dopaminérgicos,
especificamente sobre el receptor D3, posiblemente activando vias de sefializacion como las de las
PKC o las MAPK que promuevan una neuroproteccion ante el estrés oxidativo. Sin embargo, hasta
el momento estos mecanismos por los que estaria realizando atn no se han descrito.

Cuando en la célula se genera una excesiva formacion de ROS y a su vez una disminucion en la
eficacia de los sistemas antioxidantes de defensa, las ROS y los radicales libres reaccionan con las
principales macromoléculas de la célula, como son las proteinas, los lipidos, los carbohidratos y
los acidos nucleicos dafiando su estructura y su funcién bioldgica (Valko et al., 2007). De esta
manera, el estrés oxidativo altera diversos procesos bioquimicos. El segundo objetivo fue evaluar
los niveles de peroxidacion lipidica midiendo los productos lipidicos fluorescentes. De una manera
similar a los anteriores, los resultados obtenidos mostraron un aumento estadisticamente
significativo de estos niveles de productos lipidicos en las tres areas de interés (Figura 18 A, 18 B
y 18 C) por tanto estos datos nos permiten sugerir que la administracion consecutiva de rotenona
por 15 dias induce un dafio a la membrana, debido a que la produccion excesiva de las ROS
desencadena la peroxidacién y su reaccién en cadena al interaccionar estas con los lipidos de la
membrana, nuestro resultado hablaria de un estado de estrés oxidativo grave. Pero este dafio a la
membrana se ve estadisticamente disminuido por la administracion de PPX durante 15 dias
unicamente en el nucleo estriado (Figura 18 A), por tanto, se sugiere que el PPX también tiene la
capacidad de reducir la peroxidacion lipidica en el estriado neutralizando los productos de la
reaccion como se ha reportado en otros estudios por Zou y colaboradores en el 2000. En el
hipocampo y en la corteza frontal existe una disminucion del dafio por la administracion de PPX
sin ser significativa estadisticamente.

Ante la generacion excesiva de ROS, existen en el organismo mecanismos de defensa, como el
sistema antioxidante que incluye enzimas como la superoxido dismutasa, la glutatién peroxidasa,
la catalasa y la glutation reductasa, por mencionar algunas que previenen significativamente la
oxidacion de las macromoléculas (He et al., 2017, Rizzo et al., 2010). Por tanto, en este trabajo
también se propuso evaluar la actividad de SOD total y de sus dos isoformas (SOD Mn y SOD-
Cu/Zn) ante al dafio oxidativo causado por el modelo de rotenona en la corteza frontal y el estriado.
Los resultados anteriormente expuestos muestran que existe diferencias significativas a los 15 dias

del tratamiento en ambas areas. En el ndcleo estriado (Figura 19 A) los resultados confirman que
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el efecto oxidante que causa la administracion de rotenona aumenta significativamente los niveles
de la actividad de SOD total (Figura 19 A) siendo la isoforma SOD-Mn quien méas eleva su
actividad (Figura 19 B) en comparacion con la isoforma SOD-Cu/Zn, sin embargo, esta también
se eleva de una manera no significativa. Y esta actividad se mantiene alta durante los 15 dias del
tratamiento con el tratamiento con PPX a 1 mg/kg (Figura 19 B). Por otro lado, en la corteza frontal
(Figura 19 C) de manera similar se observa que la actividad de SOD Total aumenta
significativamente en el grupo rotenona respecto al grupo vehiculo, teniendo con mayor actividad
también en la isoforma SOD-Mn y sin ningln cambio estadistico significativo en la isoforma SOD-
Cu/Zn (Figura 19 D). Por tanto, se puede confirmar que SOD esta reaccionando positivamente
ante la generacién de ROS, dismutando el O2 generado por el complejo 1 mitocondrial al inhibirlo
con rotenona en HxO2 y que esta actividad se mantiene durante el tratamiento con PPX,
principalmente en SOD-Mn. Se sugiere que estos resultados se pueden deber por el sitio de accién
en el que se localizan cada enzima, SOD-Cu/Zn se encuentra en el citosol mientras que la SOD-
Mn se encuentra en la matriz mitocondrial en donde también se da el proceso neurotdxico por
rotenona (Fukai y Ushio-Fukai, 2011, Sanders y Timothy Greenamyre, 2013). No obstante, se
encontrd gue existe una disminucion significativa con PPX en la corteza frontal. Sugiriéndose que,
al disminuir la produccién de ROS, también disminuye la actividad de SOD.

Finalmente se evaluaron los niveles de actividad de la glutation peroxidasa en las tres areas de
interes (Figura 20), teniendo como resultado que el tratamiento con rotenona también produce un
aumento estadisticamente significativo en los niveles de actividad de esta enzima en todas las areas
evaluadas en comparacion al grupo vehiculo y de forma similar también en el grupo con rotenona
+ PPX (Figuras 20 A, 20 B y 20 C). Estos hechos nos permiten sugerir que la enzima también se
modula al incrementar su actividad ante la toxicidad de la rotenona, convirtiendo el H20, en H20.
y que este efecto se ve disminuido con el tratamiento de PPX (1 mg/kg) en las tres areas evaluadas
(Figuras 20 A, 20 B y 20 C). Se puede sugerir que la actividad de GPx se encuentra modulada
debido a que esta enzima realiza su funcion a la par con la enzima catalasa.

Finalmente, los resultados indicaron que el tratamiento con PPX causa efectos antioxidantes ante

el estrés oxidativo inducido por rotenona.

Evaluacién de los efectos antioxidantes del pramipexol en un modelo de rotenona m



10. CONCLUSIONES

e Laadministracion intraperitoneal de PPX a una dosis de 1mg/kg durante 15 dias disminuye
los niveles de especies reactivas de oxigeno y la peroxidacion de lipidos en el nucleo
estriado de ratonas tratadas con rotenona.

e Laadministracion de rotenona aumenta actividad enzimatica de la SOD en el estriado y la
corteza frontal y el tratamiento con PPX 1 mg/kg no la disminuye.

e La administracion de PPX 1 mg/kg intraperitoneal disminuye la actividad de GPx en el

estriado, la corteza prefrontal y el hipocampo ratonas tratadas con rotenona.
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12. ANEXOS
APENDICE 1
OBTENCION DE AREAS SUBCORTICALES

A , o
W ) Después de la decapitacidn, se obtuvo el cerebro de
%\ \J 7 la ratona y se lavé con SSI para la remocion de

sangre superficial.

\

iy ™ — El cerebro se colocd sobre una platina que estaba en
- ~—— ) ~ - . . -
x X un recipiente con hielo seco y posteriormente se
Bulbos olfatorios : i realiza dos cortes coronales para retirar los bulbos
- *  Cerebelo olfatorios y el cerebelo.

Se realizé la identificacion del quiasma Optico y se
continuo a identificar y extraer el hipocampo, el
estriado y la corteza frontal, una vez obtenidos se
pesaron y se almacenaron a -80C.

Corteza Frontal
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APENDICE 2
DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE ACIDO BICINCONINICO

N

@ Como primer paso se realizd una curva de

P calibracion con estandares de albimina sérica

\\ bovina de diferente concentracion (0, 2, 4, 6, 8, 10

/0 ug/ul) en una microplaca, adicionandose agua

880/800% desionizada y 100 pl de BCA

QQOQ9QQ
Clelelelelee)

)

Q09000 ) Posteriormente para las muestras, se utilizé 1 pl de
@@@@@@@ muestra mas 99 pl de agua desionizada y 100 pl

A de BCA. Cada estandar y muestra se realiz6 por
Hggg%%ggj b duplicado.

Terminada de realizar la placa, inmediatamente se
determind la absorbancia mediante un lector
automatico de microplacas de Elisa a una longitud
de onda de 540 nm.

( Q000000
Q000000
Q000000
Q000000
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APENDICE 3
DETERMINACION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

En primer lugar, se realizé una curva estandar con
concentraciones crecientes de DCF (100 nM).

(0.2,05,1,2, 4, 6,8, 10,12 pmol)

Para la preparacion de las muestras se agreg6 5 pl
e de cada muestra a 145 pl de tampon TRIS: HEPES
(18:1) y 50 ul de DCFH-DA (50 uM).

22/10/18

Por ultimo, se incub6 a 37 °C durante 60 minutos
en oscuridad, e inmediatamente se empezaron a
leer a 525 nm.

FLx800 (Biotek Instruments)
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APENDICE 4
DETERMINACION DE PEROXIDACION DE LIPIDOS
En un tubo de ensaye se pasé 1 ml de homogeneizado

y se le afladi6 4 ml de una mezcla de cloroformo-

i i U metanol (2:1). Los tubos deben forrarse con papel

aluminio antes de iniciar.

CHCL;- CH;0H
2:1

/
A

~

Posteriormente los tubos después de pasarlos 5
segundos por el vortex se incubaron a 4 °C durante
30 minutos en oscuridad.

Terminado el tiempo de incubacidn, se elimind el
sobrenadante teniendo cuidado de no mezclar las
fases obtenidas.

Finalmente, en una celda se tomaron 2 ml de la fase
y se le afiadié 200 pl de metanol, leyéndose en un
espectrofotometro de luminiscencia Perkin-Elmer
LS50-B a 430 nm. Previo a la lectura de las muestras
se realizo la calibracion del equipo, ajustandose a una
sefial fluorescente de 300 unidades de fluorescencia
(UF) con wuna solucién estandar de quinina
(0.1 pg/ml).
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APENDICE 5
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA SUPEROXIDO DISMUTASA

Para llevar a cabo la reaccion se prepard un buffer
de carbonatos con 20 mM de bicarbonato de sodio

| que se ajustd a pH 10.2 y se le afiadio triton al

0.02%. Finalmente, a este buffer se le agrego
Citocromo C (10 uM), Azida de sodio (10 uM),
Xantina (100 uM) y EDTA (ImM) y se mantuvo a
37 °C hasta su uso.

Para generar la reaccion enzimatica se empled la
Xantina oxidasa con EDTA (0.1 mM). *Se
mantiene en hielo durante su uso.

Los tejidos se homogenizaron en 5 voliumenes de
buffer de carbonatos y se inicié el ensayo de la
actividad midiéndose la reaccion cada 30
segundos durante 3 minutos a 550 nm con uso de
espectrofotémetro UV y el programa de SODXO
Time Drive.

En primer lugar, se determiné la actividad de SOD total, posteriormente para determinar la
actividad de Mn-SOD, se le agrego KCN (1mM) a cada muestra. La diferencia entre la total
y la Mn-SOD es la actividad correspondiente a la Cu-Zn SOD.
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APENDICE 6
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE GLUTATION PEROXIDASA

Se depositaron en tubos de ensayo 60 pl del
homogeneizado y se les adiciono 0.25 ml de GSH 20
mM, 0.25 ml de PB-EDTA pH= 8, 100 pl de azida de
sodio 0.01 M y 120 ul de agua desionizada.
Posteriormente, los tubos fueron incubados a 37 °C
durante 5 minutos.

Terminado el tiempo de incubacion se le agrego 0.25 ml
de H202 (1.25 mM) incub&ndose nuevamente 5 minutos
mas.

Posteriormente a cada uno de los tubos se les agrego
1 ml de 4cido metafosforico.

Los tubos se centrifugaron a 14,000 rpm durante 20
minutos a 4°C.

Finalmente, se les adiciond 500 ul de &cido 5,5-ditio-
bis-2-nitrobenzoico (DTNB) e inmediatamente se
determind la absorbancia de la muestra y el blanco
una longitud de 412 nm. Bajo las mismas
ISR condiciones, se realizo a la par una curva calibracion
<% > prng  Utilizando concentraciones conocidas de GSH (50
é mg/sml).
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