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La autofagia inducida por trehalosa y metformina tiene un efecto de proteccion en
un modelo celular de la enfermedad de Parkinson
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Introduccion

La Enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden
neurodegenerativo, cuya incidencia va en aumento. Esta
enfermedad se caracteriza por la pérdida selectiva de neuronas
dopaminérgicas en la substancia nigra pars compacta®. En esta
patologia se incrementan las especies reactivas de oxigeno (ROS)
ocasionando estrés oxidativo, se presentan alteraciones a nivel
mitocondrial, asi como en las vias de degradacion de proteinas
mediadas por el proteosoma y la autofagia?. La autofagia juega un
papel importante en el sistema nervioso central para el
mantenimiento de las neuronas, ya que al ser inhibida ocurre un
proceso de neurodegeneracion®. Sin embargo, la induccion de la
autofagia con rapamicina disminuye tanto el estrés oxidativo como
la muerte de las células dopaminérgicas mediada por apoptosis en
un modelo de la EP inducido con paraguat’. Ademas de la
rapamicina existen otras moléculas que inducen autofagia, como
la metformina, cuya via de accidn es dependiente de m-TOR y la
trehalosa que lo hace a través de dos vias, una dependiente de m-
TOR y una via alterna®. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de los inductores de autofagia trehalosa y
metformina en un modelo celular de la EP.

Metodologia

Las células dopaminérgicas SH-SY5Y fueron pretratadas
durante 1 h con trehalosa (100 mM), metformina (1 y 2.5 mM) o
rapamicina (10 pM), este ultimo se utiliz6 como control positivo
de la induccion de autofagia. Luego, se adiciono el paraquat (PQ)
(0.5 mM) durante 24 0 48 h. La autofagia se evalué mediante
western blot con el marcador LC3-I1l1 y mediante microscopia
electronica de transmision (MET) para observaron los
autofagosomas en diferentes grados de maduracion. El estrés
oxidativo citoplasméatico se evalud por citometria de flujo
mediante el uso de dihidroetidio (0.5 uM); mientras que en la
mitocondria, se evalu6 por inmunofluorescencia utilizando
MitoTracker Red CM-H2XROS (500 nM) y DAPI como marcador
nuclear. Ademas, la hiperoxidacion de las peroxirredoxinas
(PRXs), que refleja un ambiente altamente oxidante, se analizo a
través de inmunofluorescencia con un anticuerpo especifico (anti-
PrxS0Os) y se usd DAPI como marcador nuclear. Por Gltimo, se
evaluo el efecto de los inductores de autofagia sobre la funcién
mitocondrial mediante el ensayo de MTT, y la viabilidad celular
con el método de azul tripano.

Resultados y discusion

Primero, demostramos la induccién de autofagia por trehalosa
y metformina en las células dopaminérgicas. Detectamos un
incremento del marcador LC3-I1, asi como un mayor ndmero de
autofagosomas en diferentes grados de maduracion, en
comparacion con el control. El PQ inhibe el flujo de la autofagia,
el cual fue prevenido por el pretratamiento con metformina y
trehalosa, seguido de la exposicion a PQ.

Después, evaluamos el efecto de los inductores de autofagia

sobre el estrés oxidativo inducido por PQ. La trehalosa no mostro
efecto antioxidante en el citoplasma, mientras que la metformina
incrementd dicho estrés. Sin embargo, ambos inductores de
autofagia disminuyeron el estrés oxidativo mitocondrial mediado
por PQ. Ademas, la trehalosa disminuy6 la hiperoxidacion de las
peroxirredoxinas (PrxSQz) inducida por PQ.
Asimismo, la estimulacion de autofagia con trehalosa vy
metformina antes de la exposicion a PQ, increment6 la actividad
mitocondrial y tuvo un efecto de proteccion sobre la muerte de las
células dopaminérgicas.

Conclusiones

La induccién de autofagia con trehalosa y metformina tiene
efecto antioxidante sobre el estrés oxidativo inducido por PQ, y
ejercen un efecto de proteccion sobre las células dopaminérgicas
al mejorar la actividad mitocondrial y protegerlas de la muerte en
el modelo celular de la EP. Por lo tanto, ambos inductores de
autofagia tienen un potencial prometedor para prevenir el
desarrollo de la EP.
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