y i

VI Simposio Nacional de Ciencias
Farmacéuticas y Biomedicina

b Simposio Nacional de
Microbioloaia Anlicada

1y 2 de octubre 2020

La exposicidn crdnica al cobre induce la pérdida de neuronas dopaminérgicas y

autofagia in vivo

Alfredo Gonzalez-Alcocer 2, Adolfo Soto-Dominguez 2, Maria de JesUs Loera-Arias ¢, Aracely Garcia-Garcia? Humberto

Rodriguez-Rocha?".

2Universidad Auténoma de Nuevo Leén, Facultad de Medicina, Departamento de Histologia, Francisco I. Madero S/N, Monterrey, Nuevo Leén, México.
b Departamento de Genética Molecular, Centro de Investigacion Biomédica del Noreste, Delegacion Nuevo Leon, Instituto Mexicano del Seguro Social,

Monterrey, Nuevo Ledn, México.

*E-mail de autor responsable: humberto.rodriguezrc@uanl.edu.mx

Palabras clave: Enfermedad de Parkinson, autofagia, neurona dopaminérgica, cobre, modelo animal.

Introduccion

La multiplicacion y la mutacion puntual del gen de la o-
sinucleina (a-Syn) se asocian con la enfermedad de Parkinson
(EP) familiar y esporadica®?. Ademas, el liquido cefalorraquideo
y la sangre de los pacientes con EP han mostrado un aumento en
los niveles de cobre (Cu)* Asimismo, la exposicion ocupacional
al Cu se relaciona con un alto riesgo de desarrollar EP57.
Recientemente, se ha demostrado in vitro que la a-Syn silvestre o
mutada, requiere un factor ambiental, como la exposicién al Cu,
para aumentar su citotoxicidad®. Por lo tanto, nuestro objetivo fue
evaluar el efecto del Cu sobre la muerte celular dopaminérgica en
un modelo in vivo.

Metodologia

Ratones C57BL/6J se trataron con CuSO4a 100, 250 y 500 ppm
en agua purificada para beber ad libitum durante diez meses. Dado
que en la EP la funcién motora se ve afectada debido a la muerte
de las neuronas dopaminérgicas, realizamos la prueba de la
marcha antes del sacrificio. Se realizé la perfusién cardiaca con
PFA 4% y se extrajo el cerebro, del cual se obtuvieron cortes
histolégicos para evaluar la poblacion de neuronas
dopaminérgicas con un anticuerpo especifico anti-tirosina
hidroxilasa (TH) mediante inmunofluorescencia (IF) y se
obtuvieron extractos de proteinas, los cuales fueron analizados por
western blot (WB) para la deteccion de la tirosina hidroxilasa
(TH), la a-Syn y el marcador de autofagia LC3-I1.

Resultados y discusién

Una de las principales caracteristicas de la EP es la pérdida de
la coordinacion motriz, por lo que se evalu6 la funcién motora. Al
término de los tratamientos experimentales, los ratones del grupo
control, presentaron un movimiento normal, mientras que los
ratones que fueron tratados con Cu, tuvieron un patrén anormal en
la longitud y el ancho del paso, de manera dependiente de la
concentracion de Cu, lo que se relaciona con las alteraciones
motoras de la EP. Una zona afectada en la EP es la substancia
nigra pars compacta (SNpc), donde radican las neuronas
dopaminérgicas productoras del neurotransmisor dopamina. Dado
que la muerte de estas neuronas es la responsable de la pérdida
progresiva de la funcidn motora, una vez concluido el modelo, los
ratones se anestesiaron y perfundieron, para posteriormente
extraer y analizar los cerebros mediante IF. Las neuronas
dopaminérgicas fueron identificadas a través de la deteccion de la
TH, una enzima que participa en la sintesis de dopamina. La

poblacion de neuronas dopaminérgicas del grupo control no
presento alteraciones. En contraste, los grupos tratados con Cu se
observo una notable reduccion de las neuronas dopaminérgicas, de
manera dosis-dependiente. Asimismo, esto se corroboré por WB,
observando que el Cu disminuye los niveles del marcador de
neuronas dopaminérgicas (TH). Ademas, evaluamos la a-Syn, que
es una proteina neuronal caracteristica de los cuerpos de Lewy,
que se desarrollan en la EP. Encontramos que el Cu aumenta la
expresion de a-Syn de manera dosis-dependiente. Posteriormente
evaluamos el efecto del Cu sobre la proteina LC3-II, que es
considerada el principal marcador de autofagia, y observamos un
incremento en los niveles de LC3-11 en respuesta al Cu de manera
dosis-dependiente. Por lo tanto, pudimos determinar que el Cu
afecta la funcién motora, induce la muerte de las neuronas
dopaminérgicas y aumenta los niveles de a-Syn, asi como de la
autofagia.

Conclusiones

En conjunto, estos resultados muestran que la exposicion
cronica al Cu tiene un efecto neurotoxico que afecta la funcion
motora e induce la autofagia, probablemente como mecanismo de
proteccion para degradar la o-Syn y secuestrar al Cu en las
neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo.
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