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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson es la segunda neurodegeneracién mas comun, la cual
se caracteriza por la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra.
Esta pérdida lleva al desequilibrio en los niveles de dopamina, afectando la funcién
motora. La pérdida de las neuronas dopaminérgicas se debe a diversos
mecanismos moleculares como lo son mutaciones de proteinas y afectacion de
proteosoma que conllevan a la acumulacion de agregados de a-sinucleina, dafo
mitocondrial, estrés oxidativo, fallo sinaptico y procesos neuroinflamatorios. El
proceso inflamatorio cerebral es importante en la enfermedad de Parkinson, debido
a que el exceso de éste, es danino para las neuronas dopaminérgicas . Se ha
observado que el acido valerénico, constituyente de los extractos de Valeriana
Officinalis, posee propiedades neuroprotectoras, antioxidantes y moduladoras en el
sistema inmunoldgico, lo cual lo posiciona como un compuesto quimico con posible
efecto modulador del proceso inflamatorio en la enfermedad de Parkinson. El
objetivo de este trabajo fue la determinacion del efecto del acido valerénico sobre la
neuroinflamacion en un modelo de Parkinson inducido en ratén. Las metodologias
que se implementaron fueron las pruebas motoras de caminata en viga, fuerza de
agarre en rejilla y campo abierto. Se cuantificaron por prueba de ELISA las citocinas
proinflamatorias; la presencia y cantidad de las proteinas TH+ y GFAP se evaluaron
por inmunofluorescencia y Western blot, respectivamente; y, se hizo la evaluaciéon
por acoplamiento molecular de la unién del acido valerénico, a su posible blanco, el
receptor 5-HTsa. Finalmente, se determiné que el acido valerénico tiene efecto anti-
neuroinflamatorio, esto podria ser mediante la activacion de la via del receptor 5-
HTsa en astrocitos y también por la inhibicién de la via NF-kB. De tal forma que el
acido valerénico podria ser usado en la atenuaciéon de la progresion de la
enfermedad.

(Palabras clave: Enfermedad de Parkinson, neuroinflamacion, acido valerénico, V.
officinalis)



ABSTRACT

Parkinson's disease is the second most common neurodegeneration, characterized
by substantia nigra dopaminergic neurons loss, leading to an imbalance in dopamine
levels, which in turn affects the motor function. The loss of dopaminergic neurons is
due to different molecular mechanisms such as protein mutations and proteasome
dysfunction, leading to the accumulation of a-synuclein aggregates, mitochondrial
damage, oxidative stress, synaptic failure and neuroinflammatory processes. Brain
inflammatory process is important in Parkinson's disease, because it is through this
process that defense mechanisms against a-synuclein aggregates and waste
processes are carried out. Valerenic acid, a constituent of Valeriana officinalis
extracts, is a compound that has been found to possess neuroprotective properties,
as antioxidant and modulates the immune system, which makes it a possible
treatment in modulating the effects of the inflammatory processes in Parkinson’s
disease. The objective of this work was the determination of the effect of valerenic
acid on neuroinflammation «in a  mouse-induced Parkinson's model. The
methodologies that were implemented were the motor tests of beam walking, grip
hanging test, and open field. Proinflammatory cytokines were evaluated by ELISA.
The presence and -amount of TH+ and GFAP proteins was assessed by
immunofluorescence and Western blot respectively, and the molecular coupling
evaluation of the binding of the valerenic acid to its possible target 5-HTsa receptor
was performed. Finally, valerenic acid was found to have anti-neuroinflammatory
and neuroprotective effects, possibly by inhibiting NF-xB and activating the 5-HTsa

receptor on astrocytes.

(Key words: Parkinson disease, neuro-inflammation, valerenic acid, V. officinalis)



1. INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP) es el principal desorden neurodegenerativo
de movimiento, que afecta de 1 a 2% de la poblacion mayor de 65 afos. Se
caracteriza clinicamente por temblor en reposo, movimientos involuntarios,
rigidez e inestabilidad de la postura, asi como trastornos no motores (suefio,
depresion, ansiedad, cognicion, entre otros). Patologicamente, se caracteriza
por la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars
compacta (SNpc).

En cuanto a la etiologia de la EP, se han propuesto diversos mecanismos,
incluyendo la liberacion excesiva de radicales libres de oxigeno durante la
descomposicién de la dopamina, la alteracién de la funcién mitocondrial, la
pérdida de soporte tréfico, la perturbacion de la homeostasis del calcio, la
disfuncion de la accidon del proteosoma en la degradacion de proteinas y la
neuroinflamacion. La neuroinflamacion ha demostrado ser un mecanismo
importante en la progresion de la EP. Las respuestas inflamatorias se
manifiestan por reacciones gliales, la infiltracién de células T (CD4* y CD8"),
aumento en la expresion de citocinas pro-inflamatorias, asi como otros
mediadores-toxicos derivados de células gliales activadas, los cuales son
reconocidos actualmente como caracteristicas prominentes de la EP. Ademas,
estudios recientes sugieren la implicacién de los productos proteicos de genes
caracteristicos de la enfermedad de Parkinson (genes: SNCA, LRRK2, PARKIN,
DJ-1, PINK1, entre otros) en la respuesta inmunoldgica innata. El control de los
procesos inflamatorios en la EP previene el dafio mitocondrial en las neuronas
dopaminérgicas, atenuando el proceso apoptotico. Las cualidades antioxidantes
y neuroprotectoras del acido valerénico y el extracto de Valeriana officinalis en
otras enfermedades, asi como ensayos in vitro, prometen un efecto benéfico

neuroprotector a través de su efecto anti-neuroinflamatorio en la EP.



2. JUSTIFICACION

El dafio neuronal y la apoptosis de las neuronas dopaminérgicas en la EP tienen
como mecanismo molecular en comun, el desarrollo del proceso neuro-
inflamatorio exacerbado. Este proceso se presenta a raiz de la activacion de la
glia por el reconocimiento de proteinas mal plegadas, por ejemplo, la a-
sinucleina. El control del proceso inflamatorio en la enfermedad de Parkinson
previene el dafo mitocondrial en neuronas dopaminérgicas, con lo cual el
proceso apoptético se ve atenuado, proporcionando un equilibrio en los niveles
de dopamina, debido a la prevencion de la muerte neuronal dopaminérgica en la
sustancia nigra pars compacta (SNpc). Las cualidades antioxidantes y
neuroprotectoras de los extractos de valeriana, asi como uno de sus
constituyentes, el acido valerénico, prometen un efecto benéfico en la
neurodegeneracion mediante su actividad anti-inflamatoria en la EP. Por lo tanto,
el presente proyecto contemplo la evaluacién del efecto anti-neuroinflamatorio y
la posible via de accion. del acido valerénico, el constituyente quimico
caracteristico de Valeriana officinalis.

3. ANTECEDENTES

3.1. Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa
mas comun relacionada con la edad y el desorden neurologico motor mas comun
y complejo. Se caracteriza por la neurodegeneracion y la muerte temprana de
neuronas dopaminérgicas de la SNpc, la cual se encuentra en la zona del
mesencéfalo (Figura 1) (Kalia y Lang, 2015). El resultado de la deficiencia de la

presencia de dopamina en los ganglios basales (estriado), conduce a un



desorden de movimientos caracterizado por los sintomas motores
parkinsonianos clasicos y sintomas no motores que se desarrollan
posteriormente, y que se asocian con la reduccion en la calidad de la salud y la
esperanza de vida de los pacientes (Rodriguez-Oroz et al., 2009; Duncan et al.,
2014).

Humano Raton

Estriado

Substancia o 1 \
nigra

Substancia
nigra

Estriado

Figura 1. Anatomia de la sustancia nigra en cerebro humano y de raton
(Kramer et al., 2008).

El area mas afectada es la SNpc en el nivel ventrolateral, que contiene neuronas
que proyectan hacia el putamen dorsal del estriado. En diversos estudios
clinicos, se ha observado que la pérdida neuronal dopaminérgica de moderada
a severa podria estar relacionada con los sintomas motores, como bradicinesia
y en particular rigidez, en el avance de la EP (Grosset y Lees, 2005). La forma
monogeénica de la enfermedad se determina por la identificacion de la proteina
a-sinucleina, transcrita del gen SNCA. Las mutaciones presentes en la a-
sinucleina la vuelven insoluble y con ello la formacion de agregados en forma de
inclusiones intracelulares dentro del cuerpo de la célula (cuerpos de Lewy), y en
los procesos — dendritas y axon - de las neuronas dopaminérgicas (neuritas
Lewy) (Braak et al., 2003). Los agregados de a-sinucleina afectan las sinapsis
de las neuronas dopaminérgicas y producen dafo mitocondrial mediante la

inhibicion del complejo I; asi mismo, activan la microglia, la cual entra en un



desbalance por un exceso de activacion, produciendo la muerte neuronal
dopaminérgica (Dickson et al., 2009; Goedert et al., 2012).

Se ha planteado que la patologia de los cuerpos de Lewy progresa en un patrén
estereotipado durante el transcurso de la EP. De acuerdo con Braak et al. (2003),
se han propuesto 6 etapas, que comienzan en el sistema nervioso periférico y
afectan progresivamente el sistema nervioso central en direccion caudal-rostral
dentro del cerebro (Figura 2).

Etapa 1

Sistema nervioso periférico (neuronas autonomicas), sistema olfatorio
(bulbo olfatorio, nucleo olfatorio anterior), medula (nicleo motor dorsal del
nervio vago y nervio glosofaringeo).

Etapa 2
Puente de Varolio (locus coeruleus, porciones magnocelulares de formacion
reticular, nicleo de raphe posterior), materia gris de la medula espinal.

Etapa 3

Puente de Varolio (nucleos pedunculopontino), mesencéfalo (sustancia nigra
pars compacta), prosencéfalo basal (nicleo magnocelular incluidos nucleos
basales de Meynert), sistema limbico (subntcleos central de la amigdala).

Etapa 4

Sisfema limbico (accesorio cortical y nucleo basolateral de la amigdala,
nucleos intersticiales de la estria terminalis, ventral claustrum), talamo
(nucleo intralaminar), corteza temporal (mesocorteza anteromedial temporal,
region CA2 del hipocampo).

Etapa5y 6
Muiltiples regiones corticales (corteza insular, areas asociacion cortical, area
cortical primaria).

Figura 2. Patologia de Lewy en la enfermedad de Parkinson (modificado de
Braak et al., 2003).

Sin embargo, la patologia de la EP es mucho mas compleja que la
neurodegeneracion causada por la patologia de los cuerpos de Lewy. En primera
instancia, la a-sinucleina forma una diversidad de agregados, incluidas
pequefas estructuras de puntos delgados similares a modo de hilo, depdsitos

presinapticos muy finos, y oligobmeros solubles compuestos de 2 a 100



monomeros. Estos agregados de a-sinucleina, por tanto, desempefian un papel
importante en la neurodegeneracion en la EP; particularmente, ciertas formas
oligoméricas de a-sinucleina mal plegadas podrian ser toxicas para las
neuronas, debido a que forman agregados proteicos dentro de la neurona
dopaminérgica, que si no son degradados, generaran estrés oxidativo, lo que
conlleva a la neurona a apoptosis. Los agregados de a-sinucleina se ven a
menudo en los cerebros post mortem de pacientes que padecieron EP (Schulz-
Schaeffer, 2010; Cremades et al., 2012, Kalia et al., 2013).

Por otro lado, se ha documentado la ausencia de la patologia de Lewy en la
mayoria de pacientes con EP que cuentan con la presencia del gen PARKINA
mutado, y en una menor proporcion en pacientes con mutaciones en el gen
LRRK2. Dichas observaciones sugieren que todas las formas alternativas de
agregados de a-sinucleina distintas a los cuerpos de Lewy, asi como inclusiones
que contienen proteinas distintas  de a-sinucleina, son caracteristicas

importantes de la patologia en la EP (Doherty et al., 2014; Kalia et al., 2015).

Otro proceso importante en la patologia de la EP es la neuroinflamacién. Se ha
observado respuesta inflamatoria (presencia de astrocitos y microglia) en
cerebros con la EP. Dentro de las etapas de neurodegeneracion en la EP, se
produce gliosis, resultante de la activacion de astrocitos y microgliosis, en la
activacién microglial. Dichos procesos pueden desencadenar la liberacion de
factores tréficos, como el factor neurotrofico derivado de cerebro (BDNF) vy el
factor neurotrofico derivado de la glia (GDNF), ademas de citocinas
proinflamatorias y especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno. El
desbalance de estos procesos puede resultar en un efecto perjudicial para las
neuronas (Tansey y Goldberg, 2010; Phani et al., 2012).



3.1.1. Epidemiologia

La EP es el trastorno de movimiento mas comun y el segundo mas frecuente de
las enfermedades neurodegenerativas después de la enfermedad de Alzheimer.
De acuerdo con el Concilio Europeo de Cerebro (2011), se estima que existen
6.3 millones de personas en el mundo que sufren de la EP sin discriminar entre
razas o culturas, con una media de inicio de alrededor de los 60 afios. Se estima
la EP afecta al 0.3% de la poblacion mundial total y de 1 a 2% en personas
mayores a 60 afios de edad en todo el mundo (Alves et al., 2008; Avila-Cobo,
2012).

La prevalencia de la EP se vera aumentada debido al aumento poblacional,
factores de riesgo y esperanza de vida media; con ello se espera que en los
proximos 20 ainos el numero de individuos con la EP por lo menos se duplique
en la poblacion mundial, de acuerdo con las estimaciones poblacionales de 2018
(Figura 3).

20 1.7.6

millones millones

+Productos industriales

1 5 + Fumar
millones +Longevidad
Edad

10

millones 6.3
millones

s 2.6

millones millones

Figura 3. Proyeccion del numero de individuos afectados por la enfermedad de
Parkinson para 2040 a nivel mundial (modificado de Dorsey et al., 2018).



La deficiencia en la disponibilidad de marcadores biologicos que identifiquen la
EP, es una parte fundamental en la realizacion de los estudios epidemiolégicos,
esto, aunado a la correcta aplicacion de los criterios de diagnostico. En México,
de acuerdo con la Secretaria de Salud, existen mas de 500 mil pacientes con EP
y se estima que para el ano 2020, esta cifra se duplique (Dorsey et al., 2018;
Bach et al., 2011).

Debido a que la EP suele aparecer en la vida adulta, puede observarse mayor
incidencia en los paises desarrollados, donde las personas viven mas tiempo.
La mayoria de los estudios de prevalencia basados en la poblacién europea
muestra una prevalencia bruta de 100 a 200 por cada 100,000 habitantes. La EP
podria ser menos comun en personas de raza negra y asiaticas que en las
personas blancas. Sin embargo, los resultados son contradictorios e informan
que las diferencias podrian deberse a las tasas de respuesta, supervivencia y
estilo de vida, que estan relacionados con los factores de riesgo (edad,
etnicismo, mutaciones genéticas, exposicion a pesticidas, entre otros) vy
protectores hacia la EP (consumo de café, uso de anti-inflamatorios, entre otros).
De esta forma, la enfermedad esta directamente relacionada con la edad y
raramente se presenta antes de los 50 anos, sOlo en casos hereditarios,
aumentando la prevalencia hasta en 4% en los grupos de mayor edad. La
relacion de prevalencia en hombres y mujeres es de 3:1, aunque conforme
aumentan los anos en dichos grupos no se encuentran diferencias. Esta relacion
de prevalencia puede atribuirse a los efectos neuroprotectores de los estrogenos
(de Lau y Breteler, 2006; Avila-Cobo, 2012).

3.1.2. Caracteristicas clinicas

La evaluacion de la funcion motora es usada para el diagnostico clasico de la
EP, denominando estos sintomas como parkinsonianos, los cuales contemplan
acinesia o bradicinesia, rigidez muscular, temblor en reposo e inestabilidad de la

postura, condiciones que estan relacionadas con una disfuncion del sistema



motor (Figura 4) (Rodriguez-Oroz et al., 2009; Dexter y Jenner, 2013). Entre
otras caracteristicas motoras, se incluyen la marcha y los cambios de postura
gque se manifiestan como festinacion, pasos con arrastre de los pies con la
postura flexionada al caminar, problemas en el habla y micrografia (Jankovic,
2008).

Figura 4. Circuito motor (indicado por las flechas rojas que conectan las regiones
que modulan movimientos de las piernas, brazos y el rostro). Abreviaciones:
GPE, globo palido externo; GPI, globo palido interno; STN, nucleo subtalamico
(modificado de Obeso et al., 2008).

Los sintomas no motores (SNM) incluyen la disfuncion olfatoria, deterioro
cognitivo leve, sintomas psiquiatricos, desordenes de suefo, disfuncidn
autondémica, dolor, ansiedad y fatiga. Por otra parte, los SNM crean la mayor
demanda en cuanto a recursos clinicos, debido al mal diagndstico y tratamiento,
a pesar de ser el principal determinante de la evolucion y que puede estar
relacionado en gran medida con la patologia fuera de la deficiencia de dopamina
en ganglios basales; los SNM son poco investigados a diferencia de la disfuncién



motora. En el Cuadro 1 se enlistan las caracteristicas clinicas mas frecuentes
asociadas a la EP (Chaudhuri y Schapira 2009; Kalia y Lang, 2015).

Cuadro 1. Sintomas de la enfermedad de Parkinson (Jankovic, 2008).

Sintomas motores
Temblor en
bradicinesia,
inestabilidad postural.

reposo,
rigidez,

Sintomas no motores
Deterioro cognitivo leve, bradifrenia, fendémeno de la
punta de la lengua.

Hipomimia, disartria, disfagia,
sialorrea.

Depresion, apatia, ansiedad, -anhedonia, fatiga,
otros comportamientos y problemas psiquiatricos.

Disminucién de giro del brazo,
caminar arrastrando los pies,
festinacioén, hiperactividad.

Sintomas sensoriales: anosmia, ageusia, dolor
(hombros y espalda), parestesias.

Micrografia y actividades lentas
de la vida cotidiana.

Disautonomia (ortostatica, hipotension,
estrefimiento, _disfuncion urinaria y sexual,

sudoracion anormal, seborrea), pérdida de peso.
Desordenes del suefio (desorden de
comportamiento REM, suefios vividos, somnolencia
de dia, fragmentacion del suefo, sindrome de
piernas inquietas).

distonia,
cuerpo

Reflejo  glabelar,
deformidad del
estriado, escoliosis

La fase pre-motora o prodromal de la enfermedad se caracteriza por el deterioro
del olfato, estrefiimiento, depresion, somnolencia diurna excesiva, y el trastorno
de conducta del sueno de movimientos oculares rapidos (REM) (Jankovic, 2008).
De hecho, lostrastornos del estado de animo y el estrefiimiento se ha demostrado
que aumentan el doble de riesgo del individuo de desarrollar posteriormente la
EP. La fase pre-motora puede prolongarse; por ejemplo, la media de latencia
entre el inicio de las alteraciones del REM y la aparicion de los sintomas motores
parkinsonianos es 12 a 14 afos (Kalia y Lang, 2015). Se presume que el proceso
patogénico que causa la enfermedad de Parkinson se pone en marcha durante
la fase pre-motora, involucrando regiones del sistema nervioso central y periférico
ademas de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Por ello, el desarrollo y
progresion de la sintomatologia clinica en la EP es muy importante y
determinante para el diagnostico (Figura 5) (Postuma et al., 2012).



Periodo Pre-motor/prodromal Diagnostico de la enfermedad de Parkinson

Temprano Avanzado/Tardio Complicaciones

Fluctiaciones
Discinesia Motor

Disfagia
Inestabilidad postural

o Blogueo de la marcha
Bradicinesia Caidas

Rigidez
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Figura 5. Sintomas clinicos y curso de tiempo de la progresion de la enfermedad
de Parkinson. Modificado de Kalia y Lang, 2015.

3.1.3. Diagnéstico de la enfermedad de Parkinson

En la EP, la sintomatologia 'y degeneracion neuronal se presentan
respectivamente de forma gradual y paulatina, desencadenandose de forma
lenta cada uno de los sintomas. Por ello, el diagndstico de la EP no se puede
llevar a cabo sin la deteccion inequivoca primeramente de bradicinesia, para
evitar la facil confusiéon de los sintomas que conlleven a un mal diagndstico, por
la presencia de trastorno depresivo, fatiga, sintomas y signos de la disfuncion
autondmica, la alteracion del suefio y sintomas motores. Sin embargo, el
progreso de la enfermedad conduce directamente a la sintomatologia motora de
la EP(Cuadro 1) (Braak et al., 2003; Lees et al., 2009).

La bradicinesia es el sintoma mas incapacitante de la EP, debido a que
desencadena problemas motores en la vida diaria del paciente, repercutiendo
en su calidad de vida. La incapacidad por bradicinesia corresponde a la lentitud
de los movimientos voluntarios simples y complejos, resultado de la anormalidad
en el sistema neuronal motor. La forma de evaluacion de este sintoma se lleva

a cabo tocando rapidamente el pie del paciente y pidiéndole caminar. La
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evaluacion clinica mas adecuada es pedir al paciente realizar la escritura o
dibujar espirales para determinar a través de parametros establecidos la
afectacion motriz (Lees et al., 2009; Otero-Cerdeira, 2012).

El diagndstico para la EP puede establecerse a partir de trastornos.como la
rigidez en las articulaciones distales, debido al incremento del tono muscular en
el movimiento pasivo que esta presente en todos los angulos, generalmente
presentada después de realizar la funcion motora. Dicho proceso afecta
principalmente los musculos flexores y los extensores, tanto.en los miembros
como en el tronco; la presencia de rigidez en las articulaciones proximales y el
tronco predicen un mal prondstico para los pacientes con la EP (Lees et al.,
2009).

La EP también se caracteriza por temblor lento en reposo en las manos (4-6 Hz
de frecuencia), este sintoma es generalmente el primero que el paciente notifica,
debido a que esta presente hasta en el 69% de los casos al momento del
diagnostico y 75% en cualquier otro momento del curso evolutivo de la
enfermedad. Dicho temblor se presenta de forma oscilatoria y ritmica, afectando
una o varias partes del cuerpo, evidente en manos y dedos, en forma de “cuenta
monedas o pildoreo”. Este sintoma se presenta, aunque el paciente se mantenga
en movimiento, al igual que otros temblores, se incrementa en estados de estrés
o estados emocionales diversos. El temblor en reposo, por lo tanto, representa
un sintoma mas benigno, en comparacion con la bradicinesia, debido a que es
menos incapacitante y su impacto se refleja en las actividades cotidianas
(Grosset y Lees, 2005; Otero-Cerdeira, 2012).

El diagnostico clinico de la EP esta enfocado en identificar tres sintomas
cardinales que respondan adecuadamente al tratamiento con Levodopa (L-
dopa), considerando la bradicinesia, la rigidez y el temblor en reposo como parte
de la patologia de conexiones de estructuras de ganglios basales, sin descartar

que los trastornos motores en pacientes con EP avanzada son fundamentales
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de la patologia de estructuras no dopaminérgicas. Los sintomas, como
inestabilidad postural, alteracion del lenguaje, trastorno de la marcha, rigidez
axial en los miembros, ausencia de temblor en reposo, disfuncién anatomica y
escasa respuesta a la L-dopa, deberian generar un analisis sobre un posible
diagndstico de parkinsonismo no idiopatico (Katzenschlager et al., 2003; Olanow
et al., 2009). El diagnostico en el paciente con EP se basa en la evaluacion
clinica después de la realizacion de un interrogatorio de la evolucion y las
caracteristicas de los sintomas en el tiempo, mediante escalas que permiten

tener un diagnostico certero (Cuadro 2).

Cuadro 2. Criterios clinicos para el diagnostico de la enfermedad de Parkinson
(Samii et al., 2004).

Posible

Uno de los siguientes factores:
e Temblor de reposo asimétrico (4 a 6 Hz).
¢ Rigidez asimétrica.
e Bradicinesia asimétrica.

Probable

Dos de los siguientes factores:
e Temblor de reposo asimétrico.
¢ Rigidez asimétrica.
¢ Bradicinesia simétrica.

Definida
Criterios de probabilidad junto con respuesta al tratamiento anti-parkinsoniano.
Criterios de exclusion:
¢ Exposicién a farmacos que pueden generar la enfermedad de Parkinson.
Signos cerebelosos.
Signos del tracto cérticoespinal.
Anormalidades de movimientos oculares.
Disautonomia severa.
Alteraciones en la marcha en forma temprana.
Historia de encefalitis o dafio recurrente de cabeza (pugilistico).
Enfermedad severa subcortical, hidrocefalia u otras alteraciones visibles en la
imagen por resonancia magnética.
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De esta forma, el analisis para el diagndéstico de la EP se realiza sobre la historia
de la evolucién de los sintomas del paciente. Ademas de los datos clinicos en el
momento del interrogatorio, el paciente que presenta bradicinesia y los sintomas
citados previamente, definiran en un 88% de posibilidad de presentar EP. En
ausencia de estos sintomas tendra un 9% de probabilidad de padecer la
enfermedad (Otero-Cerdeira, 2012).

3.1.4. Factores de riesgo

La edad es el factor mas grande de predisposicion para el desarrollo de la EP
(con casos de aparicion en jovenes que pueden formar una poblacion de
pacientes diferente por Parkinson de tipo familiar), con ello se incrementa la
prevalencia y la incidencia de forma exponencial, teniendo un pico después de

los 80 afios de edad (Kempster et al., 2010; Pringsheim et al., 2014).

El género es un factor de riesgo establecido, con una relacion hombre-mujer de
3:1. Sin embargo, la pérdida de la produccidn de estrogenos en mujeres debido
al periodo menopausico elimina el posible efecto protector; ademas, la
menopausia precoz, la histerectomia y la extirpacion de los ovarios aumentan el
riesgo de EP en mujeres (Popat et al., 2005). El etnicismo es también un factor
de riesgo importante, debido a que se ha observado en un estudio poblacional
en Estados Unidos de Norteamérica (EE.UU.), que la incidencia aumenta en
personas de origen étnico hispano, seguido por personas de raza blanca no

hispanas, asiaticos y finalmente personas de raza negra (Van Den Eeden, 2003).

Las causas genéticas cada vez son mas comunes, debido a que pueden
representarse en un 40% de las personas en situacion de riesgo en poblaciones
autosomicas dominantes, recesivas con susceptibilidad de genes, asociados a
la historia familiar de EP y temblor en reposo. La evidencia mas convincente se
tuvo con el descubrimiento de formas monogénicas de la EP (Cuadro 3) (Hardy,
2010; Noyce et al., 2012).
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Cuadro 3. Formas monogénicas de la enfermedad de Parkinson (Modificado de

Hardy, 2010).

Proteina \ Mutaciones patogénicas

Autosémica Dominante

SNCA a-Sinucleina Mutaciones sin sentido - (A18T,
A29S, A30P, E46K, H50Q, G51D,
AS3E, AS53T); multiplicaciones
(duplicaciones, triplicados).

LRRK2 Cinasa 2 rica en repeticiones | Mutaciones sin sentido (11371V,
de leucina N1437H, R1441C, R1441G,

R1441H, Y1699C, G2019S [mas
comun], 12020T).

VPS35 Proteina vacuolar | Mutacion sin sentido (D620N.)
clasificacion 35

EIF4G1 Factor de iniciacion de- la | Mutaciones sin sentido (R1205His,
traduccion eucariética 4-y-1 | A502V).

DNAJC13 | Endocitosis mediadapor el | Mutacion sin sentido (N855S)
receptor 8 (REM 8)

CHCHD2 | Dominio que contiene espiral- | Mutaciones sin sentido (T61l,
bobina-hélice-espiral-bobina- | R145Q), alteracion del sitio de
hélice tipo 2 empalme

Autosémica Recesiva

Parkina Parkina Reordenamientos del exon

PINK1 Cinasa putativa inducida por | incluyendo supresiones o]
PTEN 1 multiplicaciones, pequenas

DJ-1 DJ-1 deleciones o] inserciones,

alteraciones en sitio de empalme.

Por otra parte, la exposicion a diversas sustancias quimicas aumenta el riesgo

de EP. Entre estas sustancias se encuentra principalmente la neurotoxina 1-

metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinal (MPTP), la cual causa toxicidad en las

neuronas dopaminérgicas. Ademas, diversos pesticidas tienen la habilidad de

conjugarse estructuralmente, como el paraquat, herbicida comercial que es

capaz de destruir las neuronas dopaminérgicas en roedores e inclusive en
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humanos, incrementando de esta forma el riesgo de desarrollo de EP. La
rotenona, pesticida utilizado por jardineros, también funciona de la misma forma
que el paraquat, sin embargo, no hay casos humanos reportados (Tanner et al.,
2012).

Otras causas incluyen solventes industriales como n-hexano y metanol;
intoxicacion por mondxido de carbono, sulfuro de hidrogeno y manganeso, que
desencadenan la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales
y caracteristicas distonicas en el caso de personas soldadoras (Kenborg et al.,
2012).

3.1.5. Factores protectores

El humo de tabaco, beber café, el uso de farmacos antiinflamatorios no
esteroideos (AINES) y bloqueadores de los canales de calcio son factores
ambientales que estan asociados a ladisminucion del desarrollo de la EP (Noyce
et al., 2012; Kalia y Lang, 2015).

La efectiva reduccion de la incidencia en la EP por fumar esta documentada y
es atribuida a la nicotina durante la fase prodromal de la EP. La nicotina es
inmediatamente el candidato de la accién neuroprotectora por su accion como
agonista nicotinico a-7 (Kalia y Lang, 2015); ademas, se ha observado que
dichos receptores sufren dafio en el modelo MPTP de la EP en monos, y que, al
ser tratados con L-dopa, por ello los receptores nicotinicos a-7 tienen un papel
importante (Morissette et al., 2016). Por otra parte, otro mecanismo involucrado
al fumar es la disminucion de la actividad de la monoamina oxidasa B (MAO-B)
en el cerebro. Sin embargo, los cigarros contienen mas de 4,000 componentes
que favorecen el desarrollo de cancer de pulmén, lo cual tiene dafios colaterales

para los pacientes con EP (Quik et al., 2009).
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Por otro lado, consumo de cafeina parece tener un efecto protector contra el
desarrollo de EP, en mayor medida en hombres que en mujeres. Esto debido a
que se ha demostrado que la cafeina ejerce su efecto neuroprotector sobre
modelos experimentales de EP, a través de la participacion de la via del receptor
adenosina A2a (Chen et al., 2001; Palacios et al., 2012).

3.2. Mecanismos moleculares de la enfermedad de Parkinson

A nivel celular, la EP esta relacionada con el exceso en la produccién de ROS,
las cuales desencadenan alteraciones en el metabolismo de las catecolaminas,
especificamente de la dopamina, modificaciones en la funcion del cambio del
transportador de la cadena de electrones mitocondrial o un mayor depdsito de
hierro en la SNpc. El fallo del proceso celular normal puede deberse a la
vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas por el envejecimiento (Schapira
y Jenner, 2011; Rodriguez et al., 2014). La forma familiar de la EP implica
mutaciones asociadas a varios genes, disfuncion mitocondrial, neuroinflamacion
y factores ambientales que incrementan considerablemente la susceptibilidad de
las neuronas dopaminérgicas en la EP, y son caracteristicas de las dos formas

de la enfermedad, la esporadica y la familiar (Figura 6) (Ryan et al., 2015).
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Figura 6. Mecanismos moleculares que contribuyen a la neurodegeneracion
dopaminérgica de la enfermedad de Parkinson (Dexter y Jenner, 2013; Blesa et
al., 2015).

3.2.1. Falla sinaptica en el metabolismo de dopamina

La degeneracion selectiva de las neuronas dopaminérgicas en la SNpc sugiere
que la propia dopamina podria ser una fuente de estrés oxidativo (Segura-
Aguilar et al., 2014). La dopamina se sintetiza a partir de la tirosina por la tirosina
hidroxilasa (TH) y la descarboxilasa de aminoacido L-aromético. Después de
esta, la dopamina es almacenada en vesiculas sinapticas para posteriormente
ser recapturada por el transportador vesicular de monoamina tipo 2 (VMAT2).

Sin embargo, un exceso en los niveles de dopamina citosdlica, la cual esta
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relacionada con la alta concentracion de neuromelanina en las neuronas de la
sustancia nigra, no podra ser capturada en las vesiculas sinapticas y la excesiva
dopamina es metabolizada por la MAO o por la auto-oxidacion por ROS
citotoxicas, causando dafio a la neurona dopaminérgica, lo cual contribuira a la

activacion de la neuroinflamacion en la neuroglia (Figura 7) (Zucca et al.; 2014).
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Figura 7. Modelo de la sinapsis dopaminérgica. Modificado de Nestler et al.,
2009. MAO; enzima monoamina oxidasa, Do 3; receptores dopaminérgicos tipo
dos y tres, COMT; enzima catecol-O-metiltransferasa.

Estos procesos oxidativos alteran la respiracion mitocondrial e inducen cambios
en la permeabilidad de los poros de transicidn mitocondrial de las neuronas.
También, la auto-oxidacion de la dopamina produce dopamina quinona con
deficiencia de electrones o dopamina semiquinona. La dopamina quinona puede
inducir mutaciones en las proteinas relacionadas con la EP, tales como la a-
sinucleina, la parkina, el DJ-1, la superéxido dismutasa 2 (SOD-2); lo anterior se

observa por la inactivacion del transportador de dopamina y la enzima TH, asi
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como la disfuncion mitocondrial por alteraciones y disfuncion de la actividad de

los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial (Blesa et al., 2015).

Por lo tanto, el aumento de dopamina en el estriado elevara los niveles de
oxidacion dopaminérgica, lo cual degenera proporcionalmente las terminales
dopaminérgicas. Esto se ha observado recientemente en un modelo de ratones
transgénicos en los cuales se incrementan los niveles de dopamina y del
transportador de dopamina, resultando en dafio oxidativo, pérdida neuronal y
déficit motor (Masoud et al., 2015).

3.2.2. Agregados de a-sinucleina

La a-sinucleina es una proteina de 140 aminoacidos abundante en las
terminales nerviosas presinapticas; es capaz de unirse a lipidos a través de su
parte amino-terminal cuando se multimeriza y se convierte en una estructura o-
helicoidal. También puede auto ensamblarse a través de dicha region, donde
forma un nucleo de filamentos de hojas-beta en la estructura de la proteina
o—sinucleina (Bendor et al.; 2013). En las terminales nerviosas, la a-sinucleina
se une externamente a la superficie de las vesiculas sinapticas, uniéndose a la
membrana para estar en equilibrio con la forma citosodlica, jugando un papel
sobre la neurotransmisiéon de dopamina. En las terminales presinapticas, la
unién de membrana de las vesiculas sinapticas es inhibida por la agregacion de
a-sinucleina (Burré et al., 2015).

El' incremento de los niveles de a-sinucleina se deriva del catabolismo
defectuoso por parte de los lisosomas y los proteosomas en las neuronas
dopaminérgicas. Dicho incremento promueve una autoagregacion proteica,
interfiriendo con la funcidén proteosomal y lisosomal, o que subsecuentemente
genera una mayor agregacion de la a-sinucleina, por lo tanto, una deficiente
limpieza de los sistemas (Dexter y Jenner, 2013). Ademas, la acumulacion de a-

sinucleina genera la redistribucion de las proteinas de anclaje SNAP-25,
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sintaxina 1y sinaptobrevina 2, con la reduccion de la exocitosis y la subsecuente
limitacion subsecuente de dopamina liberada en la hendidura sinaptica.
También, en el sistema nervioso conlleva a un proceso inflamatorio y de estrés

oxidativo que culminara en la apoptosis (Figura 6) (Zufiiga-Ramirez, 2012).

3.2.3. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es parte fundamental en los procesos relacionados con la
pérdida de las neuronas dopaminérgicas en la EP. Dicho estrés es generado por
el incremento potencial en la generacion de radicales libres, marcadores
expresados en la peroxidacion lipidica (malondialdehido, hidroperoxidos
lipidicos, 4-hidroxinonenal y productos finales de la glicacion avanzada),
oxidacion de proteinas, y oxidacion del ADN (8-hidroxiguanosina) en la SNpc.
En la EP se ha observado una correlacion negativa entre los niveles de urato en
plasma y la progresion de la enfermedad, debido a la alteracion de la actividad
antioxidante, lo cual es reflejo de la disminucion de los niveles de glutation
reducido (con cambios en la catalasa y glutation peroxidasa) (Ascherio et
al.,2009; Cipriani et al., 2010).

El origen del estrés oxidativo en las neuronas dopaminérgicas sigue en disputa,
determinando fuentes neuronales y gliales, pero las causas mas probables son
el incremento en la formacién de radicales libres procedentes de las
mitocondrias e inclusive de reticulo endoplasmico, alterado por la acumulacion
de hierro en la SNpc, cambios en la actividad de los canales de calcio, alteracion
de la protedlisis (proteosomal y lisosomal), cambios en la agregacion de la
proteina a-sinucleina, y la presencia de mutaciones en proteinas (ejemplo, DJ-

1y parkina) (Surmeier, 2007; Schapira y Jenner, 2011; Zuhiga-Ramirez, 2012).
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3.2.4. Alteracion de la funcion mitocondrial

El dano mitocondrial esta estrechamente relacionado con el incremento de la
formacién de ROS en la EP. Esto sucede como consecuencia del mecanismo
de fosforilacion oxidativa, que es un mecanismo que suministra energia para la
actividad neuronal, a través de mecanismos propios de las mitocondrias,
enzimas y la misma energia liberada por la oxidacién de nutrientes para la
formacién de adenosin trifosfato (ATP). Consecuentemente, esta via metabdlica
contribuye a la formacion del anion superoxido y peroxido de hidrégeno, los
cuales llevan a la propagacion de radicales libres que contribuiran a la patologia
(Hall et al., 2012).

Las deficiencias del complejo | de la cadena respiratoria contribuyen
mayormente en la generacion de apoptosis y es considerada una de las
principales fuentes de ROS en la EP. Por lo tanto, la inhibicion del complejo |
resultara en el aumento de la produccién de ROS, los cuales pueden seguir
inhibiendo el complejo I. Esta disminucion de la actividad del complejo | en SNpc
de los pacientes con EP esporadica ya ha sido previamente descrita (Hattingen
et al., 2009).

Ademas, la disfuncién mitocondrial esta relacionada con el estrés oxidativo y el
dafio de las neuronas dopaminérgicas por mutaciones de genes como el SNCA,
la parkina, el DJ-1 o el PINK1, asociados a la EP (Figura 6) (Zuo y Motherwell,
2013). La Parkina y el PINK1 estan localizados en la mitocondria y sus funciones
estan estrechamente relacionadas con su funcion correcta. El PINK1 se acumula
en la membrana externa de la mitocondria causando un dafio y reclutando
Parkina para la disfuncion de la mitocondria. En humanos, se ha observado que
mutaciones en el gen Parkina ocasiona dafio mitocondrial por el desacople del
complejo | (Muftuoglu et al., 2004; Pickrell y Youle, 2015).
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Por su parte, la acumulacién de la a-sinucleina en las neuronas dopaminérgicas
reduce la actividad mitocondrial del complejo I, elevando la produccion de ROS
que conlleva a la muerte de la célula. El estrés oxidativo promovido por la
acumulacion y oligomerizacion extracelular de a-sinucleina en oligodendrocitos
y la induccién de modificaciones postranscripcionales de a-sinucleina pueden
incrementar la toxicidad de las neuronas dopaminérgicas (Pukass y Richter-
Landsberg, 2014).

Las mutaciones en el gen DJ-1 son otra causa de la EP familiar. De manera
normal, este gen es capaz de unirse a las subunidades del complejo |
mitocondrial y regular su actividad. Sin embargo, una porcion de la proteina DJ-
1 esta entre la matriz mitocondrial y el espacio intermembranal, y su
translocacion hacia la mitocondria es estimulada por el estrés oxidativo (Hayashi
et al., 2009).

Se ha demostrado que el DJ-1 esta involucrado en la respuesta del estrés
oxidativo que lleva a la regulacion positiva del proteosoma, inhibiendo su
actividad, asi como el rescate de proteinas parcialmente plegadas hacia la
degradacion (Moscovitz et al., 2015). El sistema ubiquitina-proteosoma (UPS) es
el encargado de depurar las proteinas agregadas y mal plegadas, que son
altamente toxicas y capaces de inducir la muerte neuronal. La autofagia
lisosomal es otro sistema que complementa dichas acciones de aclaramiento de
los productos toxicos celulares. Estos dos sistemas pueden incurrir en la falla
por la presencia defectuosa de la proteina Parkina aunada a la PINK-1 deficiente
(Xie et al., 2010).

3.2.5. Neuroinflamacion

El cambio inflamatorio en el cerebro en la EP comienza con la microglia HLA-
positiva activada en SNpc. Posteriormente, se han encontrado una serie de
alteraciones en las citocinas como la interleucina 1a (IL-1a), IL-18 y el factor de
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necrosis tumoral a (TNF-a), en el cerebro y el fluido cerebroespinal de pacientes
con EP. Ademas, se ha observado en cerebros post mortem de pacientes con
EP la presencia de oxido nitrico sintasa inducible (iINOS), lo que indica que
tuvieron activacion de la microglia durante la enfermedad. La iNOS es una fuente
de oxido nitrico (NO), que a su vez puede reaccionar con el superéxido de la glia
o fuentes neuronales para la formacion de peroxinitrito altamente reactivo. Esto
puede nitrar proteinas y otras biomoléculas presentes en la SNpc en la EP
(Dexter y Jenner, 2013). Sin embargo, existe evidencia emergente que indica
que la respuesta inflamatoria sostenida por la infiltracion de células T (CD4"y
CD8") y la activacion glial, son caracteristicas comunes en la EP en humanos y
modelos animales de la EP; ambos tienen un rol importante en la degeneracion
de neuronas dopaminérgicas. La microglia es-.uno de los mayores tipos celulares
que estan relacionados con la respuesta inflamatoria del sistema nervioso
central. Esto ha sido comprobado mediante estudios realizados con tomografias
por emision de positrones (PET), observando la presencia de la microglia en
varias regiones del cerebro-de pacientes con EP (Bartels et al., 2010; Wang et
al., 2015).

Por otro lado, se ha propuesto que la activacion de la microglia puede ser
beneficiosa, por lo menos en la fase temprana del proceso de
neurodegeneracion. Por ejemplo, se ha demostrado que la supresion de Jmjd3,
que es esencial para polarizacion de la microglia M2, en la sustancia nigra in
vivo provoca sobreactivacion microglial y muerte exacerbada de neuronas
dopaminérgicas en un modelo de EP animal, lo que indica un papel protector de
la microglia M2 en este proceso (Moehle y West, 2015). Sin embargo, a largo
plazo la sobreactivacion de la microglia en el cerebro de pacientes con EP regula
la expresion de un gran grupo de citocinas pro-inflamatorias incluyendo TNF-a,
IL-1B, IL-6 e IFN-y, que contribuyen a la aceleracion de la degeneracion de las

neuronas dopaminérgicas nigrales (Tang et al., 2014; Wang et al., 2015).
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Ademas, proteinas como la a-sinucleina, Parkina, LRRK2 y DJ-1 se ha reportado
que son capaces de llevar a cabo la activacion de la microglia. La a-sinucleina
liberada extracelularmente de las células neuronales funciona como un agonista
endoégeno de los receptores tipo Toll 2, los cuales activan respuestas
inflamatorias en la microglia. La expresion de DJ-1 es regulada en los astrocitos
reactivos en pacientes con EP. Debido a que DJ-1 regula negativamente las
respuestas inflamatorias de los astrocitos y la microglia, facilitando la interaccion
entre STAT1 y su fosfatasa SHP-1. De tal forma, que las funciones anormales
de la glia son criticas en las mutaciones en la EP, por que incrementan la
vulnerabilidad de la degeneracion de la SNpc relacionada con la inflamacion
(Blesa et al., 2015).

3.2.5.1. Respuesta celular inmune

En el cerebro, el proceso inflamatorio se lleva a cabo por la acumulaciéon de
células inflamatorias de la microglia y mediadores inflamatorios como
interleucinas. Los estudios de los procesos inflamatorios cronicos que participan
en la EP han determinado que la microglia y los astrocitos tienen un papel
importante en la aparicion de la inflamacién. Se han identificado niveles
excesivos de activacion microglial en la SNpc de pacientes con EP y los niveles
de expresion de-iINOS, un importante mediador de estrés oxidativo, se ven
incrementados. La iINOS se co-localiza con la activacion y la multiplicacion de
las'células de la microglia, lo que implica que induce la regulacion positiva de
proteinas y aumenta los niveles de produccion de nitrotirosina. La induccion de
citocinas proinflamatorias del sistema inmunolégico, tales como citocinas IFN-y,
TNF-a e IL-1 inducen la expresion de iNOS agravando la lesion neuronal
dopaminérgica inducida por el NO. Posteriormente, citocinas proinflamatorias
aceleran la activacion de la microglia y su infiltracién a través de la barrera
hematoencefalica, lo que conduce a la activacion en mayor proporcion de
microglia y macrofagos perivasculares residentes, resultando en una respuesta

inflamatoria crénica. Cuando esta respuesta inflamatoria persiste, puede causar
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la progresion de la EP (Figura 8) (Taylor et al., 2013; Yan et al., 2014; Wang et
al., 2015).

Por su parte, los astrocitos son mediadores importantes en la homeostasis del
medio ambiente extracelular de las neuronas, su papel en el cerebro puede ser
protector o perjudicial ya que tiene roles vitales en los  procesos
neuroinflamatarios en la EP. También pueden inhibir el estrés oxidativo, prevenir
el dafio mitocondrial y producir factores neurotréficos. Los astrocitos tienen un
efecto protector sobre las neuronas dopaminérgicas mediante el aumento de los
niveles de expresion de la proteina glial fibrilar acida (GFAP) y glutation
peroxidasa. La alta expresion de GFAP resulta-en cambios estructurales y
funcionales especificos. Sin embargo, activan el factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) de astrocitos
reactivos en la SNpc, lo cual puede conducir a la pérdida de neuronas
dopaminérgicas, esto en una sinergia con la activacion de la microglia (Figura 8)
(Taylor et al., 2013; Yan et al., 2014; Wang et al., 2015).

W
7 4,
o %
Neurona dopaminérgica sana 2 Drd2
05 %, \¢g
. (S 4 g

Mediadores &

proinflamatorios ROS

Degeneracién
neurona dopaminérgica Astrocito reactivo

Mediadores
proinflamatorios,

A
Celulas T SNC . Microglia M1 J% %%‘3,
& %%
s 0 & e
h 4
- - > O ¢
4 . 2 4 ', ot
. Edad, Agregacidn proteinas __-=~ B o )
Mutaciones genéticas Microglia
Factores ambientales M2

BHE
Figura 8. Mecanismo inflamatorio en la enfermedad de Parkinson. Modificado
de Wang et al., 2015. Abreviaciones: BHE, Barrera hemato-encefalica; SNC,
Sistema nervioso central; ROS, Especies reactivas de oxigeno; Arg1, arginasa
1; CD206, Receptor de manosa.
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3.3. Tratamientos para la enfermedad de Parkinson

La EP solo es tratada en la sintomatologia motora y no motora. El objetivo
importante en la investigacion de la EP es el poder desarrollar e implementar
farmacos y/o terapias que logren modificar la enfermedad, con el fin de detener
o retrasar el proceso neurodegenerativo. Las causas del desarrollo de la EP son
heterogéneas, las cuales se deben a multiples procesos celulares, implicados
de forma variable en la neurodegeneracion. Por lo tanto, la estrategia mas
eficiente es la de orientar las vias moleculares disfuncionales de pacientes
especificos, para llevar a cabo un tratamiento con varios medicamentos
especificos. Los blancos farmacoldgicos potenciales para lograr la modificacion
de la EP incluyen la neuroinflamacion, la disfuncion mitocondrial y el estrés
oxidativo, la actividad de los canales de calcio, la actividad de las cinasas
LRRK2, asi como la acumulacion y agregacion de a-sinucleina (AlDakheel et al.,
2014; Tran et al., 2014). Potencialmente se utilizan intervenciones quirurgicas
incluyendo la terapia dirigida a genes, trasplante de células y la estimulacion
cerebral profunda de nucleo subtalamico (Coune et al, 2012; Bjorklund vy
Kordower, 2013; Charles et al., 2014).

Los farmacos dirigidos al aumento de las concentraciones de dopamina
intracerebral, o que se encargan de estimular los receptores dopaminérgicos
siguen siendo los principales farmacos de eleccion para el tratamiento de los
sintomas motores. Estos farmacos incluyen el uso de agonistas de la dopamina
como la L-dopa, inhibidores de la MAO-B y, en menor frecuencia, la amantadina.
El uso de este tipo de terapia no es neuroprotector o modificador de la
enfermedad. Por lo tanto, el tratamiento debe iniciarse cuando los sintomas
motores causan incapacidad o incomodidad en el paciente con EP, con el
objetivo de mejorar la calidad de vida. La terapia con agonistas dopaminérgicos
e inhibidores de la MAO-B son sumamente benéficos para la sintomatologia de
bradicinesia y rigidez; sin embargo, para sintomas mas graves o la discapacidad
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progresiva, es necesaria la administracion de L-dopa (Cuadro 4) (Connolly y
Lang, 2014).

Cuadro 4. Tratamientos farmacoldgicos para sintomas motores de la
enfermedad de Parkinson (modificado de Connolly y Lang, 2014).

Tratamiento de sintomas Tratamiento de

motores complicaciones motoras
Monoterapia Adjunto | Fluctuaciones Discinesia
con
Levodopa
Levodopa
L-dopa/Carbidopa + B + -
L-dopa/benserazida + } + -
Agonistas dopamina (no-linea ergotamina)
Apomorfina - + + -
Piribedil + + - -
Pramipexol + + + -
Ropinirol + + + -
Rotigotina + + + -
Agonistas dopamina (ergotamina)
Bromocriptina + + + -
Cabergolina + + + -
Inhibidor MAO-B
Rasagilina + + + -
Selegilina + -2 -2 -
Inhibidor COMT
Entacapona } + + -
Tolcapona } + + -
Otros
Amantadina + + - +
Anticolinérgicos +3 +3 - -
Clozapina +3 +3 - +

Abreviaciones: L-dopa, Levodopa; MAO-B, Monoamino oxidasa tipo B; COMT,
Catecol-O-metiltransferasa; +: eficiente o muy eficiente; -: no eficiente; ™ no
aplica; t: incluye benzatropina, etopropazina, trihexifenidil y otros; #: tratamiento
del temblor en reposo; 2: Insuficiente evidencia, pero en la practica es eficiente.
Todos estos farmacos disponibles para el tratamiento de los sintomas motores
de la EP actuan mediante complejas interacciones neurologicas en el cuerpo

estriado que afectan la actividad motora. Esta interaccion esta designada por la
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convergencia de aferentes dopaminérgicas desde la sustancia nigra, aferentes
glutamatérgicas de la corteza cerebral y el talamo, e interneuronas colinérgicas
estriatales, para influir sobre la actividad de las neuronas GABAérgicas
espinosas medianas, neuronas eferentes principales del estriado. Para que la L-
dopa lleve a cabo su accion, ésta es transportada desde la circulacion periférica
a través de la barrera hematoencefalica y centralmente en la sustancia nigra, es

convertida a dopamina, reemplazando el neurotransmisor deficiente en la EP.

Para garantizar la presencia de la L-dopa en la sustancia nigra, en la circulacion
periférica, son utilizados inhibidores de la dopamina descarboxilasa (DDCIs), los
cuales bloquean la conversion de L-dopa a dopamina, e inhibidores de la
catecol-O-metiltransferasa (COMT) que evitan su degradaciéon a 3-O-metildopa
(3-OMD). Por su parte, en el estriado la L-dopa, los agonistas de la dopamina y
los inhibidores de la MAO-B tienen efectos dopaminérgicos. Ademas, los
farmacos anticolinérgicos y la amantadina actuan sobre los receptores
postsinapticos para la liberacidén de otros neurotransmisores en el estriado. Estos
neurotransmisores se unen'y activan multiples subtipos de receptores diferentes
presentes en las neuronas aferentes presinapticas del estriado, asi como las
neuronas espinosas medianas eferentes postsinapticas (Figura 9) (Connolly y
Lang, 2014).
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Figura 9. Sitios de accion de los farmacos para el tratamiento de los sintomas

motores de la enfermedad de Parkinson. Modificado de Connolly y Lang, 2014.

La limitacidon de los tratamientos es a menudo para los sintomas no motores,
disminuyendo las opciones de tratamiento y respuesta. Sin embargo, en la
clinica existen una variedad de tratamientos disponibles capaces de controlar de
forma eficaz o mejorar la discapacidad de los sintomas no motores, como
psiquiatricos, trastornos del sueio, disfuncion autonémica, depresion, ansiedad
y fatiga entre otras. La depresion en la EP generalmente es el sintoma no motor
mas importante, que es tratado con antidepresivos ftriciclicos, especificamente
clorhidrato de desipramina y nortriptilina. En la practica clinica se usa inhibidores
de la recaptura de serotonina, como el citalopram, escitalopram, fluoxetina,
paroxetina y sertralina. Los farmacos utilizados para el tratamiento de los
sintomas no motores se enlistan en el Cuadro 5 (Seppi et al., 2011; Connolly y
Lang, 2014).
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Cuadro 5. Tratamientos farmacoldgicos para los sintomas no motores de la

enfermedad de Parkinson.

Sintoma

Deterioro cognitivo
Demencia

Sintomas
psiquiatricos
Depresion

Psicosis

Desoérdenes del
suefo

Trastorno de conducta
del sueno REM
Disfuncion
autonémica
Constipacion

Motilidad

gastrointestinal
Hipotension ortostatica

Sialorrea

Otros
Fatiga

Clase de farmaco

Inhibidor
acetilcolinesterasa

Nombre del farmaco

Rivastigmina

Agonistas de dopamina
SSRI

SNRI
Antidepresivo triciclico

Pramipexol

Citalopram, = fluoxetina,
paroxetina, sertralina
Venlafaxina

Clorhidrato de

desipramina, nortriptilina

Antipsicético atipico

Clozapina, quetiapina

Inhibidor Rivastigmina
acetilcolinesterasa

Benzodiacepina Clonazepam
Hormona Melatonina

Laxativo osmoético
Activador canal de cloro

Polietileno glicol
Lubiprostona

Antagonista dopamina

Antagonista dopamina
Mineralcorticoide
Vasopresor

Inhibidor
acetilcolinesterasa
Prodroga de norepinefrina

Domperidona

Domperidona
Fludrocortisona
Midodrina
Piridostigmina

Droxidopa

Anticolinérgico
Neurotoxica

Atropina, glicopirrolato
Toxina botulinica A, B

Estimulante

Metilfenidato, modafinil
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Los tratamientos actuales son carentes y deficientes, por lo cual es importante

la busqueda de nuevas terapias preventivas o correctivas de la EP.

3.4. Acido valerénico, sesquiterpeno de la Valeriana officinalis L.

La Valeriana officinalis L. (V. officinalis) es una planta perteneciente a la familia
de las Valerianaceae (Figura 10). En la medicina tradicional, regularmente se
utilizan los 6rganos subterraneos (rizomas, raices y estolones) de la planta, para
el tratamiento de estados neurotonicos, como casos de ansiedad, trastornos de
suefio y como anticonvulsivo (Villar del Fresno y Carretero-Accame, 2001;
Hadley y Petry, 2003).

Figura 10. Valeriana officinalis L.

Dentro de la composicion quimica de la raiz de la V. officinalis se incluyen
principalmente sesquiterpenos e iridoides, todos de composicidn terpénica. Los
sesquiterpenos son oxigenados de tipo ceténico (valeranona), alcoholes
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(valerianol, alcohol kesilico), ésteres (éster del valerianol), aldehidos (valerenal)
y acidos (valerénico (Figura 11), acetoxivalerénico e hidroxivalerénico) (Villar del
Fresno y Carretero-Accame, 2001). Sin embargo, la disponibilidad de estos
compuestos depende del periodo estacional del cultivo y/o lugar de recoleccién
de la planta (Bos et al., 1998).

NS

HO ~O

Figura 11. Estructura del acido valerénico

Los extractos de la raiz de la V. officinalis se han usado por siglos en la medicina
tradicional para trastornos del suefio y ansiedad principalmente. Sin embargo,
recientemente, se determino su efecto neuroprotector en patologias cerebrales
como Alzheimer (Malva et al., 2004) e isquemia cerebral (Yoo et al., 2015) y EP.
En ensayos in vitro en modelos de la EP, se observo efecto citoprotector en
celulas SH-SYSY de neuroblastoma, inducidas a las caracteristicas de la
enfermedad con rotenona (Oliveria et al., 2009). En otro modelo de EP de
rotenona inducido en Drosophila melanogaster se observd disminucion del
efecto de la rotenona para la induccion del modelo, restableciendo los niveles
del ARNm de la enzima superéxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT), y
aumentando los niveles del gen de la tirosina hidroxilasa (TH), asi como el
incremento en la viabilidad de las moscas (Sudati et al., 2013). Por ultimo, se ha
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observado un efecto benéfico del extracto de raiz de V. officinalis mediante sus
propiedades GABAérgicas y antioxidantes, disminuyendo las alteraciones del

movimiento de masticacion inducido en ratas con reserpina (Pereira et al., 2011).

Ademas, los extractos de la V. officinalis han presentado actividad antioxidante
in vitro a través de la disminucion de la peroxidacién lipidica en la corteza
cerebral y de la degradacion de la desoxirribosa, en cerebros de ratas expuestos
in vitro a agentes pro-oxidantes (Sudati et al., 2009). El efecto del extracto podria
estar relacionado con la presencia de acido valerénico, toda vez que se ha
evaluado su concentracion en los extractos etanolicos. El acido valerénico y los
extractos de valeriana han tenido efecto en la disminucion de moléculas
neurotoxicas como la D-galactosa, la cual en ratas reduce la memoria,
proliferacion celular, diferenciacion .de neuroblastos, los niveles de

corticosterona y la peroxidacion lipidica (Nam et al., 2013).

Dichos efectos podrian estar ligados a la combinacion de sesquiterpenos
presentes en el aceite volatil, los cuales se conforman de los acidos: valerénico,
acetoxivalerénico e hidroxivalerénico, a los cuales se les ha atribuido un efecto
tranquilizante, sedativo, espasmolitico y relajante muscular (Birnbaum et al.,
1978; Boyadzhiev et al., 2004). Por otro lado, también se piensa que el acido
valerénico podria tener efecto anti-inflamatorio, esto debido a su capacidad de
inhibicion de la via de NF-kB (Jacobo-Herrera et al., 2006). Los efectos del acido
valerénico estan mediados a través de la activacion de diversos receptores de
tipo. GABAérgicos, glutamato y serotoninérgicos 5-HT2s 'y 5-HTsa (Dietz et al.,
2005; Khom et al., 2010; Del Valle-Mojica et al., 2011).

El efecto del acido valerénico en el receptor 5-HTsa ocurre mediante su
activacion en astrocitos. Al ser un receptor acoplado a una proteina G inhibitoria,
inhibiria el proceso de gliosis en dichas células, evitando la progresién de la
neuroinflamacion. Ademas es un receptor que se relaciona con la via de

sefalizacion de NF-kB (Jacobo-Herrera et al., 2006; Miyazaki y Asanuma, 2016).
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4. HIPOTESIS

El acido valerénico disminuye el proceso neuroinflamatorio en un modelo de
enfermedad de Parkinson inducido en raton, mediante la activacion del receptor
5-HTsa.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Determinar el efecto del acido valerénico en la modulacion del estadio

inflamatorio en un modelo de enfermedad de Parkinson inducido en raton.

5.2. Objetivos Especificos

Implementar el modelo de enfermedad de Parkinson por inyeccion
intraperitoneal de MPTP en raton para evaluar el efecto del acido
valerénico sobre la funcion motora.

Evaluar la presencia de neuronas dopaminérgicas (TH+) y astrocitos
(GFAP) en mesencéfalo por inmunohistoquimica.

Cuantificar las proteinas TH+ y GFAP mediante Western blot.
Evaluar los cambios en las concentraciones de IL-1, IL-6, IFN-y y TNF-
a por técnica de ELISA.

Determinar los ‘cambios poblacionales de leucocitos periféricos
mediante citometria de flujo.

Estudiar las interacciones del acido valerénico y el receptor

serotoninérgico 5-HTsa por analisis de acoplamiento molecular.
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6. METODOLOGIA

6.1.

6.1.1.

6.1.2.

Equipos y reactivos

Equipos

Aparato de campo abierto (60 x 60 cm)

Aparato para prueba de caminata sobre viga (1 metro)
Pantalla de alambre para fuerza de agarre (40 x 40 cm)
Aparato para evaluacion de fuerza en toma de alimento
Equipo de diseccion

Criostato (Leica CM1850)

Ultra Turrax

Espectrofotometro

Lector de ELISA BioRad 680

Citdmetro de flujo FACS Verse™

Microscopio confocal Zeiss LSM 700

Reactivos

Etanol 70%

Metanol grado HPLC

Acido valerénico

Neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP)
Pentobarbital sddico

Paraformaldehido 4%

Sacarosa 30%

Amortiguador de fosfatos (PBS)

Anticuerpo policlonal anti-TH+

Anticuerpo anti-GFAP

Anticuerpos Alexa fluor 488 y 568

Albumina sérica bovina (BSA)

Inhibidor de proteasas

Revelador de placas fotograficas

Fijador de placas fotograficas

Placas hipersensibles a la luz

Reactivo de Bradford

Medio de cultivo RPMI

Kit's para ELISA para IL-1, IL-6, IFN-y y TNF-a (PeproTech®)
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6.2. Animales y tratamientos

Se utilizaron ratones macho de las cepas C57BL/6J y CD-1, de 8 a 10 semanas
de edad (peso de 25-30 g), los cuales se mantuvieron en ciclos luz/oscuridad
12/12 h a21+2 °C con acceso a agua y alimento ad libitum. Los ratones C57BL/6
son los mas utilizados en investigacion; corresponden a una cepa endogamica
con homogeneidad genética establecida (subcepas comunes: C57BL/6J —
Jackson Laboratory y C57BL/6N-NIH); por otro lado, los ratones CD-1
corresponden a un stock (exogamico), representando variabilidad genética y
menor sensibilidad a MPTP (Hsieh et al., 2017; Carreras et al., 2019; Wang et
al., 2019). La implementacion del modelo de la EP en ratones se realizo
mediante la inyeccioén intraperitoneal de MPTP (Sigma Aldrich, USA) con una
dosis al dia de 30 mg/kg, durante 7 dias. Se suministré acido valerénico (Sigma
Aldrich, USA) para el pre-tratamiento, a una dosis de 2 mg/kg de peso de raton.
Ambos tratamientos se suministraron via intraperitoneal, en su caso, aplicando
primero el tratamiento de acido valerénico y después de 8 h administrando el
MPTP. Los ratones se dividieron en 4 grupos por cada cepa, cada grupo con 8
ratones C57BL/6J o 10 ratones CD-1, dos ratones mas para CD-1 debido a su
mayor variabilidad genética. Se trabajaron los siguientes grupos: 1: control de
ratones sanos, 2: ratones tratados con MPTP, 3: ratones sanos + acido
valerénico (V.A.), 4: pre-tratamiento de acido valerénico + MPTP (V.A. + MPTP).
Los ratones se manejaron de acuerdo con la norma de bioética NOM-062-ZO0-
1999, y el protocolo fue aprobado por el comité de bioética de la Facultad de
Ciencias Naturales de la U.A.Q. (58FCN2016).

6.3. Evaluacion de la funcion motora

Los grupos de ratones de ambas cepas se sometieron a un periodo de
entrenamiento y adecuacion a las pruebas motoras, las cuales se llevaron a cabo
tres dias antes de los tratamientos, realizando tres veces cada una de las
pruebas (caminata sobre viga, campo abierto y fuerza de agarre). Al finalizar los
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tratamientos se efectuaron las pruebas para la evaluaciéon de la funcion motora;

estas pruebas se realizaron por triplicado en el mismo dia de la evaluacion.

6.3.1. Prueba de caminata sobre viga (funcién neuromuscular)

Se realiz6 la prueba de caminata sobre viga de acuerdo al aparato de Brooks y
Dunnett (2009). El aparato esta conformado por dos pedestales, en el primero
esta la plataforma de salida y en el segundo se ubica la caja hogar del raton;
dichos pedestales estan unidos por una viga de madera de.1 m de largo con una
inclinacion de 15°, con un grosor de 20 mm, 10 cm de alto y 75 cm de altura
sobre el suelo (Figura 12). Los animales debian caminar hasta alcanzar su caja
hogar desde la parte mas baja del aparto. Con un cronémetro se midi6 el tiempo
total en que los animales tardaban en cruzar la viga, registrando a su vez, el
numero de caidas de alguna pata del animal o si éste presentaba desbalance.
Los ratones se sometieron a la prueba para el acondicionamiento durante tres
dias (tres pruebas por dia), antes de implementar el modelo de la enfermedad
de Parkinson. Para la evaluacion fueron sometidos a la prueba después de la
implementacion del modelo y de llevar a cabo los diversos tratamientos.
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20 mm

Figura 12. Esquema del aparato de caminata sobre viga.

6.3.2. Prueba de campo abierto (actividad motora en nuevo ambiente)

La prueba proporcion6 una evaluacién sistematica de la exploracion del
ambiente, la actividad locomotora en general, y la visualizacion del
comportamiento relacionado con la ansiedad en roedores. Se utilizé un disefio
de campo abierto de madera, con una camara cuadrada de tamarfio 60 x 60 cm,
paredes con una altura de 30 cm. El campo se dividié en zonas cuadriculadas
de igual tamafio de 15 x 15 cm con lineas dibujadas en el suelo del campo,
dividiendo como zona basal los 4 cuadrantes centrales con un tamafro total de
30 x 30 cm, y zona exploratoria a los cuadrantes externos. Para el procedimiento
se colocaron los ratones uno por uno en el aparato en ensayos separados,
colocandolos en el centro del campo. Se evitaron movimientos o ruidos durante
la prueba para evitar que esto afectara la sesion. Se evalud el tiempo activo

exploratorio del raton (cuadrantes externos) y se comparo entre grupos, tomando
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un tiempo maximo de evaluacién de 5 minutos. Ademas, se contabilizoé el
numero de levantamientos que realizé el raton sobre sus patas posteriores sin
apoyo en las paredes del aparato, esto para evaluar la fuerza motora y el
equilibrio que presentaba el raton. Al final se realizé la sumatoria de las unidades
de actividad para determinar el comportamiento motor de los ratones y el nivel

de ansiedad.

6.3.3. Prueba de fuerza de agarre en rejilla (funcién neuromuscular)

La prueba de fuerza de agarre se realizo con el test de Kondziela’s de acuerdo
con Deacon (2013). Se fabric6 una pantalla invertida, la cual consistié en un
marco cuadrado de 40 x 40 cm, con una malla de alambre que consiste en
cuadrados de 12.5 mm, con alambre de 1'mm de diametro (Figura 13). El marco
esta rodeado por soportes profundos de madera de 4 cm (que evitan que el ratdon

ocasionalmente intentara subirse o dar vuelta hacia la parte posterior del marco).

Para todas las pruebas que se realizaron, se llevaban a los ratones al cuarto de
pruebas de 5 a 20 min antes de su realizacion para asegurase que se
encontraban adecuadamente activos. Se utiliz6 como regla general permitir la
recuperacion de la fuerza muscular entre las repeticiones, colocando a los

ratones en la jaula después de cada prueba motora para que descansaran.

El procedimiento fue el siguiente, colocando al raton en el centro de la pantalla
de malla de alambre, se inici6 el crondmetro, inmediatamente se invirti6 la
pantalla, realizando un giro de 180°, quedando la cabeza del ratén en declive.
Se mantuvo la pantalla en la misma posicién, con una altura de 40 a 50 cm por
encima de una superficie acolchonada. Se midié el tiempo que tardd el raton
sostenido de la rejilla, hasta un maximo de 90 s para cada prueba.
Inmediatamente se anot6 el tiempo de permanencia sin caerse, de acuerdo con

los valores del Cuadro 6.
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Cuadro 6. Valores de evaluacién en prueba de fuerza de agarre en rejilla.

Caida del raton del aparato (segundos)

Evaluacion 1 min Evaluacion 2 min maximo
maximo
1-10 1-10 1
11-25 11-25 2/
26 - 60 26 — 60 =i 3
Después de 60 61-90 AC)U 4
Después de 90 5

Figura 13. Aparato para realizar la prueba de fuerza de agarre (Deacon, 2013).

6.4. Diseccion de tejidos

Los animales se sacrificaron 24 h después de haber concluido las pruebas
motoras, de acuerdo con los protocolos de bioética (NOM-062-Z00-1999). Los
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ratones se anestesiaron con pentobarbital sodico (40 mg/Kg) via intraperitoneal

antes de ser sacrificados.

Los animales que se utilizaron en los ensayos de inmunohistoquimica se
perfundieron con paraformaldehido al 4% en PBS, seleccionando 4 ratones por
grupo de la cepa C57BL/6J y 5 ratones CD-1. Se llevo a cabo la extraccion del
encéfalo e inmediatamente se realizé la diseccion cortando el encéfalo por la
mitad y tomando la parte posterior para realizar cortes coronales de la zona del

mesencéfalo.

Para las técnicas de Western blot y ELISA, los ratones se sacrificaron por
decapitacién para que los tejidos estuviesen frescos, posteriormente, de los
encéfalos se disectaron las areas de interés, en este caso mesencéfalo,
guardando los tejidos a -80 °C para posteriormente llevar a cabo la extraccidon
de proteinas, para estas técnicas se utilizaron 4 ratones.

6.5. Inmunohistoquimica

Para la deteccidn por inmunohistoquimica de las proteinas TH+y GFAP se utilizo
la region del cerebro situada de -2,65 mm a -3,85 mm posterior a bregma.

6.5.1. Fijaciony crioproteccion de tejidos

El tejido se coloco en paraformaldehido al 4% en PBS, durante 16 h a 4 °C para
su_post-fijacion. Posteriormente, después de haber realizado la fijacion, los
tejidos se lavaron con PBS tres veces y se colocaron en una solucion de
sacarosa al 30% en PBS para su crioproteccién, durante toda la noche. Después
se colocaron en cajas de papel aluminio con medio congelador de tejidos tissue

freezer medium® y se guardaron a -80 °C hasta su utilizacion.
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6.5.2. Corte de tejidos

Los cortes de cerebro se realizaron en un criostato (Leica CM1850), de manera
coronal plano longitudinal de 15 ym, para después colocarse en laminillas
perfectamente identificadas, que se conservaron en congelacion a -20 °C hasta

su utilizacion en la técnica de inmunofluorescencia.

6.5.3. Inmunofluorescencia

Se seleccionaron laminillas de los cortes de mesencéfalo, después se colocaron
dentro de una camara humeda con tapadera y se les realizaron tres lavados con
PBS de 10 min cada uno. Después de cada lavado se desecho el exceso de
PBS y se agreg¢ el siguiente lavado, teniendo la precaucion de no desprender
el tejido de la laminilla.

Al término de los lavados, se le agreg6 a cada laminilla 300 pl de tratamiento
bloqueador de albumina sérica bovina (BSA) al 3% en PBS, durante 2 h. Se
retiré el bloqueo y se hicieron tres lavados con PBS 1X, para proseguir a agregar
los anticuerpos primarios anti-tirosina hidroxilasa+ hecho en conejo (Millipore
AB152, 1:1000) y anti-GFAP fabricado en ratén (Millipore MAB360, 1:500),
dejandose en incubacion toda la noche (16 h o mas).

Al dia siguiente se retiraron los anticuerpos primarios, se realizaron tres lavados
con PBS 1X y se les agrego los anticuerpos secundarios Alexa Flour® 568-
conjugado anti-conejo 1gG producido en burro (Invitrogen A-10042, 1:1500) y
CF™ 488-conjugado anti-raton 1gG generado cabra (Sigma SAB4600238,
1:1500), posteriormente se incubo durante 2 h a temperatura ambiente. Después
de transcurrido este tiempo se hicieron tres lavados con PBS 1X con el fin de
retirar el exceso de anticuerpo. Finalmente, se fijaron los tejidos con una gota de
glicerol y se observaron las laminillas en el microscopio confocal de

fluorescencia Zeiss LSM-700.
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6.6. Extraccion y cuantificaciéon de proteinas

6.6.1. Extraccion de proteinas

Una vez que se obtuvieron las muestras del encéfalo (mesencéfalo y cuerpo
estriado), se almacenaron a -80 °C; posteriormente se les agregé 5 ml de
amortiguador de extraccidn de proteinas totales (50 mM Tris-HCI pH 9.0-9.5) por

cada ml de muestra.

La homogenizacién se llevd a cabo utilizando el equipo ultra Turrax durante 30
s en posicidon ‘17, en presencia de inhibidores de proteasas. La extraccion se
realizé durante una hora a 4 °C, con agitacion magnética (en hielo). Concluida
la hora, se centrifugd durante 15 min a 3,000 rpm, se recogi6 el sobrenadante y
éste se volvio a centrifugar durante 15 min a 12,000 rpm; se tom6 nuevamente
el sobrenadante, el cual se guardd en alicuotas de 200 ul hasta su analisis en
las diversas técnicas (Western blot'y test de ELISA).

6.6.2. Cuantificacion de proteinas totales

Después de obtener los homogenizados de cerebro, se realizo la cuantificacion
de proteina total contenida en cada una de las muestras, utilizando el ensayo
para proteinas de Bio-Rad basado en el método de Bradford (Bradford, 1976).

Se prepararon cinco diluciones por triplicado de una proteina estandar (Albumina
sérica bovina (BSA) 0.1 yg/ml) a partir de la cual se elabord la curva de
calibracion; las diluciones que se elaboraron, se muestran en el Cuadro 7
(considerando que el rango lineal para BSA sera de 1.2 a 10 pg/ml). El colorante

que se empled es una solucion acida de azul brillante de Coomassie.
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Se cuantificaron las proteinas de las muestras, midiendo 800 pl de cada muestra
a los cuales se agregaron 200 pl de colorante. La cuantificacidon se realizé en
ensayos por triplicado y las muestras se diluyeron 1:10, solo en los casos
necesarios. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente por 5 min'y su

absorbencia fue leida a 595 nm.

Con las absorbancias obtenidas y haciendo uso de la curva de calibracién, se

obtuvieron las concentraciones de las proteinas de las muestras.

Cuadro 7. Diluciones para la preparacion de la curva de calibracion de

cuantificacion de proteinas.
TUBOS (por BSA Estandar BSA H:0 (L) Reactivo de
triplicado) (ng/ml) (0.1 mg/ml) Bradford Bio-Rad

(u1)

Blanco 0 0 800 200
1 2.5 25 775 200
2 5 50 750 200
3 10 100 700 200
4 20 200 600 200

6.7. Semi-cuantificacion de las proteinas TH+ y GFAP mediante Western
blot

6.7.1. Electroforesis SDS-PAGE

Se llevé a cabo la separacidn de las proteinas de concentraciones conocidas de

las muestras, mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato

sédico (SDS-PAGE). Se calculd el volumen necesario para tener 150 ug de
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proteina en cada pozo; este volumen se completé con el amortiguador de la
muestra para tener un maximo de 30 pl por pozo (en peines de 10 pozos).

Posteriormente, las muestras se calentaron a 100 °C durante 5 min.

Se trabajo con geles de poliacrilamida al 10% en condiciones reductoras,
utilizando peines de 10 pozos, en los cuales se colocaron las muestras (30 pl
tomando en cuenta una proporcion 1:1 con amortiguador de carga, como
maximo) y los marcadores de peso molecular (10 pl), dispuestos en los pozos
de cada extremo. Las muestras se corrieron a un voltaje constante de 100 V los
primeros 15 min y posteriormente a 150 V durante el tiempo necesario para que
la muestra llegara hasta el final del gel (aproximadamente 40 min).

6.7.2. Electrotransferencia de proteinas

Una vez separadas las proteinas en funcion de su diferente peso molecular, se
transfirieron del gel a una membrana de nitrocelulosa. Se les aplicé un campo
eléctrico de 200 mA durante una hora; de esta manera las proteinas son
transferidas fuera del gel de poliacrilamida hasta la superficie de la membrana
donde quedan fuertemente adheridas; de esta manera el patron de proteinas
que se tenia-en el gel de poliacrilamida no cambié al ser transferido hacia la

membrana.

Posteriormente, se realizaron tres lavados de 10 min en PBS para retirar los
restos de poliacrilamida, después se bloqued la membrana para evitar la union
inespecifica a la superficie de los anticuerpos utilizados para la deteccion de la
proteina de interés. La membrana se bloqued durante una hora en leche (Bio-
Rad) al 3% en una solucion de PBT 0.5%. Después de bloquear la membrana,
se realizaron tres lavados en PBS.
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Se prosiguio a incubar las membranas de nitrocelulosa toda la noche con los
anticuerpos primarios anti-tirosina hidroxilasa+ producido en conejo (Millipore
AB152, 1:1000) y anti-GFAP fabricado en ratén (Millipore MAB360, 1:1500),
todos se diluyeron en leche al 1% en PBT 0.5%. Transcurrido ese tiempo, se
realizaron tres lavados en PBS, posteriormente se incubaron las membranas con
sus respectivos anticuerpos secundarios conjugados con HRP (peroxidasa de
rabano picante) y anti-raton 1:750 and anti-conejo 1:500 de Life Technologies,
segun fue el caso, dejandose incubar durante dos horas. Enseguida, se
realizaron tres lavados mas en PBS para proceder. al revelado con
quimioluminiscencia. Como control de carga (proteina de referencia) del ensayo
de Western blot se utilizé anticuerpo anti-beta actina (Santa Cruz Biotechnology,
1:1000) con su anticuerpo secundario anti-cabra 1:500 de Invitrogen.

6.7.3. Revelado con quimioluminiscencia

El revelado con quimioluminiscencia (ECL, por sus siglas en inglés) se realizo
en un cuarto totalmente oscuro. Se prepararon las siguientes diluciones: 35 ml
de fijador GBX (Carestream dental, USA) en 160 ml H>O destilada y 35 ml de
revelador GBX (Kodak, USA) en 160 ml de H20 destilada.

Se midieron volumenes iguales (10 ml de c/u) de las soluciones A y B para la
preparacion del sustrato para quimioluminiscencia ECL, elaborado de manera
casera por el grupo de investigacion del laboratorio (Rodriguez-Cruz, 2013); se
mezclaron las soluciones y posteriormente las membranas se sumergieron
durante 1 minuto en dicha mezcla. Se utilizaron placas fotograficas
hipersensibles para revelado (Amersham General Electric) y una lampara de luz

roja ajustable (Kodak, modelo B).

La membrana de nitrocelulosa se presiond contra la placa de revelado en un

“hypercassette” durante 1 minuto. Luego, la placa fotografica se sumergié en el
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revelador, enseguida se realizd un lavado en agua destilada, después se
sumergio en el fijador y por ultimo se enjuagd con agua destilada; sumergiéndola
1 minuto en cada una de las soluciones. Se obtuvieron como resultado las placas
con patrones de bandeo. Estas bandas se evaluaron por medio del analisis
densitométrico con el software Quantity One de Bio-Rad.

6.8. Cuantificacion por ELISA de IL-$, IL-6, TNF-a e IFN-y .

Se cuantificaron las concentraciones de las citocinas pro-inflamatorias IL-§, IL-
6, TNF-a e IFN-y mediante la técnica de ELISA con los kits de PeproTech®, en
las muestras de homogenizados de proteinas de los cerebros de los cuatro y
cinco ratones de las cepas C57BL/6J y CD-1 respectivamente de cada grupo
evaluado. Este analisis se realizo para observar el efecto y la relacion de dichos
tratamientos con la disminucion del proceso inflamatorio en el cerebro con el

modelo de EP y la expresion de las citocinas proinflamatorias.

Siguiendo la metodologia de los kit de PeproTech® de ELISA-sandwich-ABTS
para cada una de las citocinas proinflamatorias evaluadas, las soluciones y
anticuerpos utilizados eran parte del kit. Primero se diluyo el anticuerpo de
captura con PBS hasta la concentracion de 1ug/ml e inmediatamente, se
adicionaron 100 ul en cada pozo del plato de ELISA. Posteriormente, se sell6 el
plato y'se incub6 a temperatura ambiente toda la noche. Al dia siguiente, se
aspiro y removio el liquido de los pozos y se lavaron cuatro veces, cada lavado
consistié en adicionar 300 ul de solucion amortiguadora de lavado por pozo,
seguido de la aspiracion del liquido y después de cada lavado se removi6 el
residuo invirtiendo el plato soble una toalla de papel. Enseguida se adicionaron
300 pl de soluciéon amortiguadora de bloqueo en cada pozo y se incubd durante
1 h a temperatura ambiente, transcurrido ese tiempo se realizaron cuatro lavados

mas.
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Los estandares de la curva de calibracion se diluyeron, se colocaron 100 pl de
cada estandar o muestras en cada pozo, por triplicado y se incubd a temperatura
ambiente durante 2 h. Al finalizar la incubacion se realizaron cuatro lavados, se
colocd 100 pl del anticuerpo de deteccidn (biotinilado) a una concentracién de
0.5 pg/ml y se incubé a temperatura ambiente durante 2 h. Despues de la
incubacion se hicieron cuatro lavados, se agregé 100 pl por pozo de un
conjugado de avidina-HRP diluido 1:2000 en amortiguador del kit y se‘incub6 30

minutos a temperatura ambiente.

Finalmente, al concluir el tiempo de incubacion de la avidina-HRP se realizaron
cuatro lavados, se agregaron 100 pl por pozo de solucién sustrato ABTS, se
incub6é a temperatura ambiente hasta presenciar el cambio de coloracion e
inmediatamente se ley6 la placa a 405 nm en un equipo de ELISA con una

correccion de la longitud de onda a 650 nm.

6.9. Citometria de flujo

Con el fin de conocer si existia infiltracidn de leucocitos periféricos, los cuales
representan un proceso inflamatorio que es nocivo para las neuronas, se
prosiguio a evaluar los cambios poblacionales de leucocitos periféricos. De los
grupos de ratones CD-1 se tomaron muestras sanguineas por puncion cardiaca
cuando_se sacrificaron, realizando la extraccion antes de la perfusion con
paraformaldehido. Este estudio solo se realizé sobre la cepa CD-1, ya que al no
encontrar diferencias en los resultados en dicha cepa ya no se prosigui6é con la
otra cepa asumiendo que los patrones del estadio inflamatorio se encontraban
similares en ambas cepas. Las muestras sanguineas se les separo el suero por
centrifugacion y la técnica Ficoll-Paque™ (GE Healthcare, Alemania), la cual
consistié en tomar la muestra con anticoagulante y mantener su preservacion a
4 °C, se diluyd la sangre en una proporcion 1:1 con PBS 1X o solucién salina.
Posteriormente, en un tubo conico de 15 ml y se le agregaron 3 ml de Ficoll-
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Paque y 4 ml de muestra de sangre previamente diluida. Después, se procedio
a centrifugar de 30 a 40 min a 12,000 rpm, después de la centrifugacion se
formaron 4 fases en el tubo en el siguiente orden de abajo hacia arriba:
eritrocitos, ficoll, células nucleares y plasma. Se tomé con una pipeta nueva la
capa de las células mononucleares caracterizado por ser un anillo blanco y-se
re suspendieron en una proporcion 1:3 en PBS 1X en un tubo nuevo. Se
volvieron a centrifugar durante 10 a 15 min a 12,000 rpm y se removio el
sobrenadante y al final se resuspendieron en PBS 1X.

Las muestras se evaluaron en el citometro de flujo BD FACS VERSE, y se
observaron los cambios porcentuales de las poblaciones de leucocitos por
grupos, evaluandolos por tamafo y granularidad.

6.10. Acoplamiento molecular de la interaccion del acido valerénico con
el receptor serotoninérgico 5-HTsa

Para realizar el acoplamiento molecular fue necesario contar con la estructura
tridimensional del receptor 5-HTsa, la cual no se habia resuelto
experimentalmente y, por lo tanto, se uso la secuencia candnica del receptor 5-
HTsa en Mus musculus (UniProt P30966) para modelar la proteina con el
servidor web GPCR-I-TASSER (Roy et al., 2010; Yang y Zhang , 2015; Zhang
et al., 2017), utilizando el mejor modelo predicho por el servidor para calculos
adicionales. Las estructuras 3D de los ligandos, como la serotonina, la
dietilamida del acido lisérgico (LSD) y el acido valerénico, se obtuvieron de
Pubchem (numeros CID: 5202, 5761 y 6440940) (National Center for
Biotechnology Information, 2019a, 2019b, 2019c). Posteriormente, la raiz
torsional y las ramas de los ligandos, asi como las cargas parciales de Gasteiger,
se asignaron utilizando MGLTools 1.5.6, lo que permite la flexibilidad de todos
los enlaces rotativos, excepto el enlace amida (MF Sanner, 1999; Morris et al.,
2009).
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Los calculos de acoplamiento se realizaron utilizando AutoDock 4.2.6 (Morris et
al., 2009), utilizando un cuadro de cuadricula de busqueda de X: 76.185, Y:
80.375 y Z: 81.624 con un espaciado de cuadricula de 0.375 A centrado en el
dominio transmembrana del receptor. El algoritmo genético lamarckiano se uso
como un meétodo de busqueda para un total de 25 ejecuciones con un-numero
maximo de 5,000,000 de evaluaciones de energia con 150 conformadores como
la poblacion inicial. EI mejor modo de union para cada conformacién se analizé
utilizando Maestro publicado en 2019-1 (Schrodinger, LLC) (Schodinger, 2019).

7. ANALISIS ESTADISTICO

Para encontrar diferencias significativas en las pruebas motoras se llevaron a
cabo pruebas de ANOVA de dos vias con sus respectivas pruebas post hoc
(Bonferroni). También se realizaron las pruebas de ANOVA y post hoc
(Bonferroni) para las concentraciones de las citocinas proinflamatorias. La
comparacion entre cepas se analizo con la prueba post hoc Sidak-Bonferroni. El
analisis de datos de la técnica de Western blot se llevo a cabo mediante el
software Quantity One-de Bio-Rad, para evaluar la densidad Optica de las
marcas generadas en las placas fotograficas. Los datos obtenidos en los analisis
por citometria de flujo se evaluaron con el software BD FACsuite™. En todos los

graficos generados se represent6 la media =+ el error estandar.

8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Pruebas de funcién motora

De acuerdo con las pruebas motoras realizadas (fuerza de agarre en rejilla,
prueba de cruzamiento de viga, movilidad en campo abierto y levantamiento de
las patas posteriores), los grupos de MPTP para las dos cepas de ratones
presentaron una implementacion adecuada del modelo de EP (Nagarajan et al.,
2015), y el grupo de acido valerénico no presentd ningun efecto y/o afectacion
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de la condicion motora en comparacion con el grupo control; este
comportamiento se observo en todas las pruebas motoras realizadas (Figura
14). Por otro lado, el grupo de la EP (MPTP) present6 una puntuacién reducida
en la prueba de fuerza de agarre en rejilla; sin embargo, el grupo de MPTP con
el tratamiento previo con acido valerénico (V.A. + MPTP) presenté aumento-en
el tiempo evaluado (el puntaje de ajuste de tiempo evaluado segun Deacon,
2013). Esta proyeccion movil de agarre se presenta de manera similar para
ambas cepas (Figura 14A). Ademas, el grupo con tratamiento previo de acido
valerénico, V.A. + MPTP, present6 disminucion significativa en el tiempo de
cruce en la prueba de caminata sobre la viga con respecto al grupo de MPTP;
esta condicién de recuperacidon del equilibrio .y caminata estaba presente en
ambas cepas de raton, siendo la cepa C57BL/6J mas sensible al tratamiento
(Figura 14B). Alternativamente, en la prueba de campo abierto, se observd
mejora de la movilidad en el grupo de V.A. + MPTP, respecto al grupo con EP
(MPTP), aumentando el tiempo de movilidad en ambas cepas (Figura 14C). Por
ultimo, hubo aumento significativo-en el numero de levantamientos de las patas
traseras en el grupo tratado V.A. + MPTP en comparacién con el grupo de la
enfermedad (MPTP), lo que resulté en una mejora en el manejo y dominio del
cuerpo al aplicar el tratamiento previo con &acido valerénico, con un

comportamiento similar en ambas cepas de raton (Figura 14D).
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Figura 14. Pruebas de funcion motora. A. Fuerza de agarre. B. Caminata en
viga. C. Campo abierto (movilidad). D. Levantamientos en patas posteriores. Las
letras diferentes representan diferencias significativas (letras minusculas,
comparacion entre grupos de la cepa C57BL/6J; letras mayusculas,
comparacion entre grupos de la cepa CD-1), ANOVA de dos vias — post hoc
Bonferroni, p>0.05. ¢, representa diferencia significativa, Multiple t-test — post
hoc Sidak-Bonferroni, p>0.05.

Los resultados presentan consistencia en la implementacion del modelo de
MPTP. de EP reportado en la literatura, ésto al mostrar disminucion en la
capacidad motora en las cepas de ratones C57BL/6J y CD-1. Ademas, los
ratones de la cepa C57BL/6J presentaron mayor sensibilidad a la neurotoxina,
lo que resulté en un mayor déficit motor en comparacion con la cepa CD-1. Esta
observacion en la diferencia en la sensibilidad a la toxina MPTP en la
implementacién del modelo de la EP, es consistente con lo reportado por
Muthane et al. (1994) y Vidyadhara et al. (2017), quienes mencionan que los
ratones de la cepa C57BL/6J muestran mayor neurodegeneracion

dopaminérgica en comparacion con los ratones CD-1 en su evaluacidn
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inmunohistoquimica. Por lo tanto, los resultados presentados en las pruebas
motoras de nuestros estudios (Figura 14) muestran la afectacion locomotriz en
el modelo de la EP en ambas cepas. Se logré determinar que el tratamiento con
acido valerénico es efectivo en cepas que difieren en la expresion de enzimas
hepaticas (Wang et al., 2019).

8.2. Inmunofluorescencia y Western blot del analisis de TH+ y GFAP.

De acuerdo con las imagenes obtenidas de inmunofluorescencia'y el analisis del
Western blot, la proteina tirosina hidroxilasa positiva en el mesencéfalo mostro
disminucion significativa en el grupo de MPTP (Figuras 15y 16A). En el caso del
grupo V.A. + MPTP, los datos mostraron aumento con respecto al grupo MPTP,
que puede comprobarse en el analisis ‘del Western blot, no obstante, la
observacion no es concluyente para la evaluacion por inmunofluorescencia, a
falta de pruebas de significancia estadistica. La expresion de GFAP en el
mesencéfalo de ambas cepas se incrementd en el grupo de MPTP y disminuyd
en el grupo V.A. + MPTP segun las imagenes de inmunofluorescencia y el
analisis de densitometria de los Western blot (Figuras 15y 16B), con diferencias

significativas para el analisis de proteina.
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Control MPTP V.A. + MPTP V.A.

GFAP

TH +

Figura 15. Deteccion por inmunofluorescencia de las proteinas TH y GFAP en
el cerebro medio. Expresion de la tirosina hidroxilasa (TH+) y proteina acida
fibrilar glial (GFAP) en el mesencéfalo. Imagenes representativas de las
repeticiones de las dos cepas (C57BL/6J y CD-1).

La tirosina hidroxilasa es un marcador de células especializadas en la sintesis
de catecolaminas, como lo son las neuronas dopaminérgicas; la disminucion de
la proteina tirosina hidroxilasa, evidenciada por Western blot y por
inmunofluorescencia concuerda con el fenotipo para el modelo de enfermedad
de Parkinson enratén, como se observo en las pruebas motoras para los ratones
tratados con MPTP (Figura 14). Por otro lado, la activacién de células gliales,
particularmente astrocitos, esta implicada en el proceso de neuroinflamacion,
que también esta asociado a la EP, por lo que el aumento en la cantidad de
proteina GFAP, evidenciado por ambas técnicas, coincide con el modelo de
dicha enfermedad. El tratamiento con acido valerénico inhibié la disminucion de
proteina tirosina hidroxilasa y el aumento de proteina GFAP en mesencéfalos
del grupo de ratones tratados con MPTP (Figuras 15y 16), por lo que se sugiere
que tiene un efecto protector contra el dafio de la neurotoxina. La atenuacion del
proceso neuroinflamatorio es importante, y al evaluar el acido valerénico

podemos observar que disminuye el dafio probablemente en parte por la
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atenuacioén de la inflamacion cerebral (Taylor et al., 2013; Yan et al., 2014; Wang
et al., 2015).
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Figura 16. Cuantificacion de la expresion de las proteinas TH y GFAP en cerebro
medio por Western blot. A. Inmunoblots representativos de la expresion de las
proteinas TH y GFAP en el cerebro medio. B. Analisis semi-cuantitativo de la
expresion de TH en ambas cepas de raton. C. Analisis semi-cuantitativo de la
expresion de GFAP en ambas cepas de ratdén. U.A.D.O, Unidades arbitrarias de
Densidad Optica. Las letras diferentes representan diferencias significativas
(letras minusculas, comparacién entre grupos de la cepa C57BL/6J; letras
mayusculas, comparacion entre grupos de la cepa CD-1), ANOVA de dos vias —
post hoc Tukey’s, p>0.1. Multiple t-test — post hoc Sidak-Bonferroni, p>0.1, entre
cepas.

8.3. Evaluacion de citocinas proinflamatorias IL-1p, IL-6, TNF-o e IFN-y.

Después de analizar la concentracion de citocinas proinflamatorias en el cerebro
medio de las cepas de raton, se observo aumento en todas las citocinas (IL-1p,
IL-6, TNF-a e IFN-y) en el grupo de MPTP en comparacién con el grupo control

en ambas cepas. Hubo disminucion de las citocinas en los grupos V.A. + MPTP,



mientras que en el grupo de V.A., no cambié con respecto al grupo control
(Figura 17). Las unicas diferencias entre las cepas fue en los grupos control al
evaluar IFN-y (Figura 17D).
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Figura 17. Cuantificacion de citocinas proinflamatorias por ELISA. (A) IL-1-8. (B)
IL-6. (C) TNF-a. (D) IFN-y.). Las letras diferentes representan diferencias
significativas (letras minusculas, comparacién entre grupos de la cepa
C57BL/6J; letras mayusculas, comparacion entre grupos de la cepa CD-1).
ANOVA de dos vias — post hoc Bonferroni, p>0.05. ¢, representa diferencia
significativa entre grupos de la misma cepa, Multiple t-test — post hoc Sidak-
Bonferroni, p>0.05.

El proceso neuroinflamatorio es un mecanismo que juega un papel muy
importante en la EP. Una de las la vias moleculares que generan

neuroinflamacion en la EP es la de NF-«xB, la cual al estar activa, aumenta el
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proceso neuroinflamatorio mediante la activacion de la proliferacion de las
células microgliales (IFN-y), produciendo aumento en la neurotoxicidad de las
neuronas dopaminérgicas debido a la secrecion de citocinas proinflamatorias de
la glia, tales como TNF-a, IL-18 e IL-6 (Arcuri et al., 2017; Sominsky et al., 2018).
Ademas, se ha observado aumento de la actividad de NF-xB en las neuronas
dopaminérgicas cuando se presenta la EP (Hunot et al., 1997),lo que quiere
decir que dicha via es primordial en la atenuacion de la EP. Por otro lado, se ha
demostrado que la modulacién mediante la inhibicion de la via NF-kB podria ser
un potencial blanco para evitar la progresion de la neurodegeneracion en la EP
(Boireau et al., 1997; Ghosh et al., 2007; Flood et al., 2011).

En el presente trabajo, los grupos que presentan |la EP (grupo MPTP) mostraron
aumento en las citocinas proinflamatorias evaluadas (IL-13, IL-6, TNF-o. e IFN-
v) en el homogenizado proteico de cerebro medio en comparacion con los grupos
control, en ambas cepas evaluadas (Figura 17); dicha observacion en ratones
es consistente con lo observado en los trabajos de Yao y Zhao (2018) y Kabel
et al. (2018). Sin embargo, cuando se suministro el acido valerénico en ambas
cepas (C57BL/6J y CD-1) como tratamiento preventivo ante la induccion de la
EP con MPTP (grupos V.A.+MPTP), las concentraciones de todas las citocinas
proinflamatorias evaluadas disminuyeron significativamente en comparacion con
las del grupo de la EP (MPTP). Esta observacion nos podria indicar que se esta
presentando una atenuacion del proceso neuroinflamatorio en la EP por accién
del acido valerénico, que muy probablemente estaria relacionado con su accién
en la inhibicion de la via NF-kB. La relacion de la inhibicién del acido valerénico
sobre la via NF-kB es debido a que se ha reportado que el acido valerénico es
inhibidor de dicha via (Jacobo-Herrera et al., 2006). La disminucion en las
citocinas proinflamatorias evaluadas en ambas cepas tiene una relacion cercana
con la disminucién en el proceso neuroinflamatorio, que se ha asociado como
una medida importante en el proceso de neuroproteccion en la EP; se esperaria
que posteriormente se active la microglia M1 generando la liberacion de
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citocinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-a e IFN-y), que se encargan de
promover la produccion de iINOS, agravando la lesién neuronal dopaminérgica
inducida por el NO. Posteriormente, las citocinas proinflamatorias aceleran la
activacion de la microglia y su infiltracion a través de la barrera
hematoencefalica, lo que conduce a la activacion en mayor proporcion de
microglia y macrofagos perivasculares residentes, resultando en una respuesta
inflamatoria crénica. Cuando esta respuesta inflamatoria persiste, puede causar
la progresion de la EP al dafiar neuronas dopaminérgicas (Gelders et al., 2018;
Lee et al., 2019).

8.4. Anadlisis de leucocitos periféricos mediante citometria de flujo.

Se realiz6 el analisis por citometria de flujo de la poblacién de leucocitos en los
diferentes grupos de la cepa CD-1, esto con el fin de observar si existia algun
cambio en la migracién y/o activacion del sistema inmunoldgico a nivel periférico.
De acuerdo con los datos de la Figura18, no se presentan cambios en el modelo
de la enfermedad (MPTP), asi como tampoco existe cambio estadistico en el
porcentaje presentado en los demas grupos con respecto al control y entre estos.
Por lo tanto, la migracion de leucocitos del sistema periférico hacia al cerebro no
se presentd en _ningun grupo; esto debido a que no existe un cambio en el
porcentaje de estas células en sistema periférico, lo cual nos indica que en
ninguno de los casos, el proceso inflamatorio se extendio al sistema periférico
(Figura 18), manteniéndose el proceso inflamatorio en cerebro, evitando que el
dafo fuese mas nocivo por la infiltracion de linfocitos periféricos (Hirsch y Hunot,
2009; Calabrese et al., 2018).
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Figura 18. Citometria de flujo de leucocitos periféricos. Porcentaje de leucocitos
periféricos en la cepa CD-1. A) Control. B) MPTP. C) MPTP +A.V. D) A.V.
Diferencia significativa, letras diferentes. Analisis de Kruskal wallis, p<0.05%.
A.V., acido valerénico.

8.5. Resultados del acoplamiento molecular del acido valerénico con el
receptor 5-HTsa.

Posteriormente, se queria saber qué via de senalizacion podria activar el acido
valerénico para llevar a cabo su efecto anti-neuroinflamatorio, la posible
inhibicion de NF-kB y por consiguiente, su efecto neuroprotector. Se sabia que
el acido valerénico podria unirse como un agonista parcial al receptor
serotoninérgico 5-HTsa; por lo tanto, se decidié confirmar la interaccion mediante
ensayos de acoplamiento molecular. Los resultados mostraron que el acido
valerénico se une al receptor 5-HTsa como agonista (Figura 19). De acuerdo con
los calculos de acoplamiento, la interaccion principal de la serotonina con el

receptor 5-HTsa se lleva a cabo en la Tyr338 mediante la interaccién - con el
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anillo aromatico de serotonina y un hidrégeno unido a un grupo hidroxilo, asi
como contactos cercanos con los residuos 70-79 y 338-345 (Figura 19A). Para
el LSD, la interaccién principal es llevada a cabo por una interaccién n-n de los
anillos aromaticos con el residuo Phe341 y contactos cercanos con los residuos
70-79 y 338-345 (Figura 19B). Finalmente, el acido valerénico presenta su
interaccién principal por un enlace de hidrégeno entre Phe71 y el acido
carboxilico del ligando, asi como contactos cercanos con los residuos 61-65, 71-
79y 338-345 (Figura 19C). La evaluacion se realizo con los programas AutoDock
4.2.6 (Morris et al., 2009). Utilizando el mejor modo de unién para cada
conformacién, analizado en el programa: Maestro, publicado en 2019-1
(Schodinger, 2019).
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Figura 19. Resultados de los calculos del acoplamiento molecular.
Diagramas de interaccion relevante ligando-proteina del receptor 5-HTsa y
los modelos de estudio. A. serotonina, B. LSD, C. acido valerénico.

Estos hallazgos del acoplamiento molecular confirman los estudios
experimentales de la union agonista del acido valerénico presentados por Dietz
et al. (2005). Esto nos lleva a sustentar la teoria de que el acido valerénico podria

unirse a los receptores 5-HTsa expresados en los astrocitos, inhibiendo la
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acumulacion de AMPc y suprimiendo la reactividad. Esta disminucion podria
atenuar el proceso neuroinflamatorio de la enfermedad y con ello disminuir la
pérdida neuronal dopaminérgica (Carson et al., 1996). De la misma manera que
los receptores serotoninérgicos 5-HT1a, los cuales se han propuesto en los
astrocitos para el tratamiento de la EP, el posible mecanismo de acciéndel acido
valerénico seria mediante la unidn a los receptores 5-HTsa seria parte del
mecanismo de la modulacion del proceso neuroinflamatorio a través de
astrocitos, junto con la inhibicibn de NF-«xB, que tendrian un efecto
neuroprotector (Miyazaki y Asanuma, 2016). De acuerdo con la informacion
recabada en los diferentes experimentos se construy6 una propuesta de la via
de sefializacion del efecto del acido valerénico, la cual se presenta en la Figura
20.
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Figura 20. Propuesta de la via de senalizacion del acido valerénico en la
disminucion del proceso neuroinflamatorio (modificado de Rodriguez-Cruz et al.,
2020).
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9. CONCLUSION

En conclusién, el trabajo presentado evidencia que el acido valerénico (el
componente principal del aceite esencial de V. officinalis) tiene un efecto
regulatorio en la disminucién de los procesos neuroinflamatorios en la EP,
utilizando un modelo de ratén, inducido por la neurotoxina MPTP. El mecanismo
de accion por el cual el acido valerénico reduce la neuroinflamacién podria ser
mediante la activacion del receptor 5-HTsa, y la inhibicion de NF-xB en los
astrocitos. Es necesario realizar mas pruebas que garanticen su inocuidad y
nula toxicidad, antes de poder ser propuesto como un coadyuvante de los
tratamientos farmacologicos de la enfermedad de Parkinson existentes.
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