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Introduccion

La Enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden
neurodegenerativo, cuya incidencia se cree va en aumento. Esta
enfermedad se caracteriza por la pérdida selectiva de neuronas
dopaminérgicas en la substancia negra®. Aunque no se sabe c6mo
se origina esta enfermedad, se tiene evidencia de la existencia de
alteraciones a nivel mitocondrial, en los niveles de estrés
oxidativo y en las vias de degradacion de proteinas mediadas por
el proteosoma y la autofagia®. Existe evidencia que soporta que
la autofagia tiene un papel primordial en el sistema nervioso
central para el mantenimiento de las neuronas, ya que al ser
inhibida ocurre un proceso de neurodegeneracion®. Por lo tanto,
la estimulacion de la autofagia, representa una estrategia
prometedora para disminuir la pérdida neuronal. Existen
diferentes moléculas con capacidad inductora de autofagia, una
de las mas estudiadas es la rapamicina®. Por lo tanto, el objetivo
de este estudio fue evaluar el efecto de la induccion de autofagia
con rapamicina sobre el estrés oxidativo en un modelo de la EP
in vitro inducido con el herbicida paraquat.

Parte experimental

Células de neuroblastoma SH-SY5Y con fenotipo
dopaminérgico fueron pretratadas con rapamicina (R) a una
concentracion de 10 uM durante 1 h. Posteriormente, se adicion6
el herbicida paraquat (PQ) a una concentracién de 0.5 mM
durante 24 h. El efecto de la induccién de autofagia con
rapamicina sobre el estrés oxidativo se evalué mediante el uso de
dihidroetidio (DHE) a una concentracion de 0.5 uM, que al ser
oxidado emite fluorescencia. Se realizd el conteo de células
positivas para DHE utilizando el equipo Muse™ Cell Analyzer.
Para monitorear el flujo de autofagia se agrego cloroquina (CQ)
(40 uM) 4 h antes de que se cosecharan las células. Para evaluar
la induccion de autofagia se evalué el marcador de autofagia
LC3-11 mediante western blot. Para identificar la presencia de
autofagosomas y/o autolisosomas en diferentes grados de
maduracion se realiz6 microscopia electronica de transmision
(MET).

Resultados y discusion

El estrés oxidativo en las células tratadas con PQ fue
significativamente mayor que nuestro control positvo, el H20>

(*p = 0.0237), mientras que cuando se realiz6 el pretratamiento
con rapamicina (R+PQ) para inducir la autofagia, el estrés
oxidativo disminuy6 con una diferencia estadisticamente
significativa (**p = 0.0343) en comparacion con las células que
no recibieron el pretratamiento con rapamicina (Fig. 1).

En el analisis de MET se observo que en las células tratadas
con PQ habia un incremento en la presencia de autofagosomas,
muchos de los cuales se encontraron secuestrando mitocondrias
(mitofagia); mientras que cuando se realiz6 el pretratamiento con
rapamicina se observaron caracteristicas ultraestructurales
similares a las de las células control. Esto se confirmé con el
analisis de la LC3-11 mediante western blot en las células sin CQ,
mientras que estatendencia no se observo en las células con CQ.
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Fig. 1. Lainduccidn de autofagia con rapamicina disminuye el estrés
oxidativo inducido con paraquat.
Los resultados se presentan como medias + 1 desviacion estandar. Los
datos fueron analizados por la prueba t de Student de dos colas para
muestras no pareadas. Los resultados se consideraron estadisticamente
significativossip <0.05.

Conclusiones

= La estimulacion de la autofagia con rapamicina disminuye el
estrés oxidativo en un modelo de la EP inducido con paraquat
in vitro.

. El paraquat induce mitofagia, y ésta es revertida al
inducir la autofagia.
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