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Resumen

La toxina tetanica es un polipéptido de 1315 aminoacidos que pesa 150 kDa, de la cual,
se extrae una fraccion no toxica de 50 kDa que tiene la capacidad de cruzar la barrera
hematoencefalica y viaja de forma retro axonal y realiza saltos sinapticos. Estudios in
vivo e in vitro indican que el dominio Gterminal de la cadena pesada de la toxina tetanica
(H-TeTx) tiene propiedades neuromoduladoras, neuroprotectoras y antiapoptoéticas por
lo que existen grandes expectativas sobre su posible empleo en la terapéutica.
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REVIEW ARTICLE

Advances in preclinical research of the
C-Terminal domain of the heavy chain of
the tetanic toxin in neurodegenerative
diseases

Abstract

Tetanus toxin is a polypeptide of 1315 aminoacids of 150 kDa, from which a non-toxic
fraction of 50 kDa is extracted that has the ability to cross the blood brain barrier through
mechanisms that full-length toxin, have developed to throughout its evolution. We refer
to axonal retrograde trip and synaptic jumps. Studies indicate that the C-terminal domain
of the tetanus toxin heavy chain, in vivo and in vitro, has neuromodulatory, neuroprotective
and antiapoptotic properties when confronted with neurotoxic agents such as MPTP,
6-hydroxypamine or methamphetamine. Therefore, there are high expectations about
the therapy with H_-TeTx, and its multiple variants, regarding the neuroprotection they
provide. With all before said, we propose that H. has the potential to be a drug with multiple
applications. Even with this, questions remain to be resolved and more studies are required
to show in detail the aforementioned effects.

Keywords: H_-TeTx, methamphetamine, neurodegeneration, neuroprotection, parkinson’s

desease.

Introducciéon

A lo largo de su evolucion, las bacterias han sido
capaces de adaptarse a situaciones adversas.
Esta adaptacion trajo consigo el desarrollo de
un espectro amplio de componentes como los
flagelos, las adhesinas, la formacion de capsulas, la
esporulacionolasintesisdetoxinas. Tambiénfueron
capaces de crear un vinculo vital con organismos
superiores; en el cuerpo humano habitan una gran
cantidad de bacterias que se localizan en la piel,
en las mucosas de las cavidades nasal y bucal, en
la vagina y el tracto gastrointestinal. Los tejidos
internos son normalmente estériles, sin embargo,
es frecuente que algunos microorganismos puedan
ingresar al huésped vy favorecer la aparicion de

diferentes enfermedades’. Se consideraba que el
sistema nervioso central (SNC) era incapaz de tener
reacciones inmunoldégicas y por ello se decia que
era un sistema inmunolégicamente privilegiado,
caracteristica atribuida, principalmente, por la
barrera hematoencefélica (BHE), la cual es una
interface dinamica, interactiva y adaptable que
existe entre el sistema inmune periférico y el
sistema nervioso central’. No obstante, millones
de afios de lucha entre patégenos y huéspedes
facilitaron el surgimiento de mecanismos
complejos para que los patégenos infectaran a sus
huéspedes. Los estudios han demostrado que para
ingresar al SNC, los patégenos utilizan los sistemas
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de transporte transcelular o paracelular del
endotelio, la maquinaria de transporte retroaxonal
de las neuronas periféricas o bien, células inmunes
fagociticas capaces de atravesar la BHE”*®.Para
esta revision, hemos enfocado nuestros esfuerzos
en el segundo mecanismo referido, debido a
que, en el viaje retroaxonal, se ha encontrado un
mecanismo no invasivo, potencial y prometedor
en la activacion de cascadas de sobrevivencia y
proliferacion celular.

El dominio C-terminal de la cadena pesada de la
toxina tetanica

Las bacterias del género Clostridium son bacterias
Gram positivas, anaerobias estrictas y productoras
de esporas. Las especies tetani y botulinum son
productoras de proteinas neurotdxicas zinc
dependientes que comparten caracteristicas entre
si como la estructura molecular y el mecanismo de
accion. Son causantes de padecimientos distintos
e inversos, esto es: la toxina tetanica (TeTx o
TeNT, del inglés: tetanus toxin o tetanus neurotoxin,
respectivamente) induce tétanos, enfermedad
caracterizada por una contractura muscular vy
espasmos recurrentes; mientras que la toxina
botulinica (BoTx, del inglés: botulinum toxin) causa
el botulismo, afeccion que se caracteriza por una
paralisis flacida generalizada de los musculos
esqueléticos y un fallo parasimpatico. Ambas
toxinas causan la muerte por colapso respiratorio
y asfixia*®,

La TeTx es un polipéptido de 1315 aminoacidos
compuesta por dos subunidades: en el extremo
amino terminal, se encuentra la cadena ligera (LC,
del inglés: Light Chain) y en el extremo carboxilo
terminal, la cadena pesada (HC, del inglés: Heavy
Chain). Ambas se encuentran unidas mediante
un puente disulfuro. La LC es la responsable de
causar toxicidad y la HC es la fracciéon no téxica del
péptido.

El dominio HC al ser tratado con papaina, que
produce un corte entre la Ser864 yla Lys865, libera
dos dominios: el que se encuentra en el extremo
aminoterminal, se denominafragmento N-terminal
de la toxina tetanica (H,TeTx) y, el que es derivado
del extremo carbono terminal, es denominado
fragmento Cterminal de la toxina tetanica (H-
TeTx). EI H, es responsable del transporte de
la cadena ligera a través de la membrana de
la vesicula sinaptica hacia el citoplasma, de la
internalizacion de la toxina en la neuronay del viaje
retrogrado. El fragmento H_ es responsable de la
union de la toxina con las neuronas periféricas®”.
A su vez, H_ presenta dos subdominios unidos
por una a-hélice, el del lado N-terminal (HCN)
y el de la porcion CGterminal (HCC) (figura 1)
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Figura 1. Estructura tridimensional de la toxina tetanica. Se
compone de dos cadenas: la cadena ligera constituida por
el dominio catalitico (Rojo), una zinc-metaloproteasa con
actividad endopeptidasa unida por un puente disulfuro con
el dominio de translocacion (azul) y el domino de unidn
a poligangliosidos (verde) que forman la cadena pesada
de 100 kDa. Figura tomada y modificada de Ovsepian,
et al, 2016. Para mas informacion acerca de la estructura
tridimensional de la toxina teténica puede visitarse la
siguiente pagina web: https://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/
icn3d/full.html?&mmdbid=151924&bu=1&showanno=1.
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El primer dominio le permite unirse a carbohidratos,
y se conoce como region lectinica, mientras
que el segundo dominio adopta una estructura
B-trefoil que posee alta afinidad y alta capacidad
por los polosialilgangliosidos como los GD1b,
GT1b y GQ1b'"® o uniones de alta afinidad
y baja capacidad como los GM'™'® que, en
efecto, muestran un acceso limitado a las
neuronas cuando su sintesis es inhibida™"".
La unidén con las membranas se realiza de manera
especifica sobre zonas no mielinizadas de las
membranas del sistema nervioso simpatico vy
central’®'®y esta mediada por balsas lipidicas'®.

Después del reconocimiento de la superficie
neuronal (figura 2), fragmento lleva a cabo un
transporte retrégrado (con una velocidad estimada
proxima a los 7.5 mm/h) mediante endocitosis
por una via dependiente de clatrina®?. La
endocitosis requiere la actividad de la dinamina
y varios adaptadores que incluyen AP2 y AP180,
independientemente de la EPSINA-12°.

Algunos hallazgos sugieren que requiere dos
GTPasas pequefias, la Rab5 y la Rab7 que
interaccionan de manera secuencial en el viaje y
translocacion de las vesiculas que llevan al H -TeTx.
Asi, el fragmento H. transita primero con Rab-5y
posteriormente, se mueve a un compartimento
con Rab-7°9?". El H-TeTx también podria viajar
acompafado de los receptores tirosina quinasa
B (TrkB) y su receptor comun p75N™® cuando se
activan por sus ligandos enddgenos: el factor
de crecimiento nervioso (NGF, del inglés: Nerve
Growth Factor) y/o el factor neurotrofico derivado
del cerebro (BDNF, del inglés: Brain-Derived
Neurotrophic Factor). Esto sugiere que el H-TeTx
utiliza la misma maquinaria que las neurotrofinas
cuando se endocita y transporta'”’t.  Adn
con lo descrito, son necesarias mas pruebas
experimentales paradescribir el viaje retrogrado
de la TeTx y del H_.

Bases moleculares del fragmento H_-TeTx en SNC
Se ha mostrado que el fragmento tiene un
alto potencial trofico debido que actla sobre
receptores de membrana con actividad tirosina
cinasa como el Trk A, la via de sefializacion PLCy-
1/PKC vy la fosforilacion de las quinasas reguladas
por sefiales extracelulares (ERK1/2, del inglés:
Extracelular signal-Regulated Kinases 44 vy 42;
kDa) en sinaptosomas de encéfalo de rata’

Figura 2. Esquema del transporte retroaxonal del fragmento
H_-TeTx. Elfragmento H_-TeTx se une alos polisialoganglidsidos
y a las proteinas glicosilfosfatidilinositol (GPI) para poder ser
internalizado por endocitosis y viajar de forma retrograda
al soma neuronal procediendo a salir al espacio sinaptico y
repetir el proceso de internalizacion a la siguiente neurona,
este proceso se denomina “salto sinaptico”. INM: inyeccion
neuromuscular; CSD: compartimiento somatodendritico.
Modificado de Ovsepian, et al.*' 2016.

Dendritas

transporte retrogrado
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Resulta importante destacar que el H_ tiene una
potencia similar a la TeTx para inducir la activacién
de los receptores Trk, tanto en sinaptosomas como
en cultivo primario de neuronas corticales de
cerebro de rata, especificamente, la fosforilacion en
Tyrd90y Tyr674/Tyr675'%%, Estos resultados dieron
las primeras evidencias de que, in vitro, el fragmento
H.-TeTx actla de manera similar a las neurotrofinas
porque activa la misma cascada de transduccion de
sefiales, especificamente: la via p21Ras/proteinas
quinasas activadas por mitégenos (MAPK, del inglés:
Mitogen-Activated Protein Kinase) que involucra a
ERK1/2 (con fosforilacion en Thr202 y Tyr204) vy la
via PI-3K/Akt, que inhibe a las proteinas glicogeno
sintasa cinasa-33 (GSK3[, del inglés: Glycogen
Synthase Kinase 3 beta), BAD, vias implicadas en la
induccién de la apoptosis®®?/ (figura 3).

PI3K Ras/MAPK
Akt J PI3K
| PKC/ERK-1/2
BAD-14-3-3
Y
Liberacién > Supervivencia
del CitC Neuronal

Figura 3. Via de sefalizacion del fragmento H_-TeTx. Al
interaccionar con los receptores tirosina cinasa (Trk)
de tipo A y/o By el receptor de neurotrofinas p75. Las
vias mostradas son: fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K/Akt),
fosfolipasa-c (PLC/PKC), vy la protefna cinasa % activada
por mitégenos (MAPK). Todas estas rutas conducen a la
supervivencia neuronal.

La caracterizacion de la interaccién proteina-
proteina y proteina-membrana a nivel molecular
ha dado luces para ampliar la concepcion del
mecanismo neuroprotector del fragmento. Se
sabe que el H. puede ejercer diferentes efectos
dependiendo de la ruta de sefializacion que
module, segin la proteina, o bien, la membrana
con la que interaccione. Estudios realizados por
el grupo de Aguilera y colaboradores, sugieren
que la administracion del fragmento H_TeTx,
posee actividad en el sistema nervioso, a través
de la modulacion de las vias de sefializacion de
los receptores Trk*#. Asimismo, estos estudios
han dado las pautas para continuar estudiando
los mecanismos moleculares y, con base en ellos,
la comunidad cientifica se motivd a investigar los
receptores enddgenos del fragmentoy su captacion
por endocitosis (tema de gran importancia desde
el punto de vista de la neurobiologia que no se
abordara en la presente revision). Otro asunto que
se ha planteado resolver es conocer la capacidad
antigénica y, con ello, sustituir la vacunacion por
medio del toxoide (TeTx atenuado).

Finalmente, se ha propuesto al fragmento H_-TeTx
como vehiculo de diferentes farmacos, debido a
que tiene la capacidad de evadir la BHE, andlogo
a un “caballo de Troya". Estas tres propuestas en
cuestion hacen del fragmento un xenobidtico
atractivo que podria brindar oportunidades
terapéuticas en el futuro.

El fragmento TeTx-H_ ha sido probado en diversas
condiciones, in vivo e in vitro, para determinar
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sus probables propiedades neuroprotectoras,
antiapoptdticas y antiautofagicas. Especialmente,
se ha estudiado en el contexto de las enfermedades
neurodegenerativas.  Estos  desdrdenes  son
frecuentemente asociados con la atrofia progresiva,
esporadica o hereditaria de estructuras del SNC
o periférico por lo cual se han utilizado diversas
estrategias a fin de reducir la sintomatologia de
estas enfermedades, proteger del dafio neuronal o
impedir su desarrollo.

En la presente seccién tratamos de dar una
breve resefia acerca de trabajos puntuales que
ejemplifican los mecanismos que dieron pauta a
distintos regimenes terapéuticos y, mas adelante,
se describiran los resultados obtenidos en el
estudio del H_ frente a modelos experimentales
de neurodegeneracion mediada por agentes
farmacoldgicos como el 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), la 6-hidroxidopamina
(6-OHDA) vy la metanfetamina (METH), estudios en
los que nuestro grupo de trabajo ha sido pionero.

Avances en el estudio preclinico del fragmento
H.-TeTx

Bizzini, et al.’® propusieron al fragmento, por
primera vez, como un acarreador de moléculas
de gran peso molecular con propiedades tréficas,
pero incapaces de atravesar la BHE. Entre estos
agentes se encuentran la superéxido dismutasa
(SOD-1, del inglés: superoxide dismutase); los
factores neuronales derivados de la glia (GDNF, del
inglés: Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Factor) y
del cerebro; la proteina anti-apoptética leucemia/
linffoma 2 de células B (Bcl-X, del inglés: B-cell
leukemia/lymphoma extra large protein) y el factor
de crecimiento insulinico de tipo 1 (IGF-1, delinglés:
Insulin-like Growth Factor 1)?83°.

la atrofia
amiotroéfica

Dos enfermedades relacionadas con
muscular son la esclerosis lateral

(ELA) v la atrofia muscular espinal (AMS). Ambas
enfermedades estan asociadas a la mutacion de
un gen: las proteinas SOD y de supervivencia de
motoneuronas (SMN1, del inglés: survival motor
neuron 1), respectivamente. Para el primer caso,
la. administracion del constructo SODS**-H %/, o la
administracion de un plasmido con la informacion
del H-TeTx*, en tanto que para el segundo
mostraron disminuir la atrofia muscular. Este
efecto, en la ELA, fue asociado con la inhibicién
las caspasas-1 y -3 en la médula espinal y con la
activacion de la proteina Akt. Por su parte, en la
AMS, en la médula espinal se redujo la autofagia y
la regulacion de proteinas apoptdticas como BAXy
caspasa-3, y en el muUsculo esquelético se produjo
una disminucién en la expresion del marcador
para autofagia L3 a un rango basal. Resultados
semejantes fueron encontrados en un estudio
realizado por el grupo de Armagan en el que, a los
sujetos experimentales se les causé una lesién en
la médula espinal, que provoco la desmielinizacion
axonal muerte neuronaly degeneracion del tracto
retrégrado; el tratamiento con el H-TeTx redujo los
efectos neurotdxicos sobre neuronas corticales
en la sustancia gris mediante la regulacién de
proteinas proapoptéticas, antiapoptdticas vy
autofagicas: bax, bad, bak, caspasa-3 y Ask1; Bcl-2
y Bcl-xl; LC31IB, mTOR, y Atg5, respectivamente™.

Por otro lado, estudios in vitro mostraron que
Bcl-2 inhibe la muerte celular en tejidos sin
factores de crecimiento, tejidos hipoglucémicos,
tejidos hipoxémicos o tejidos con alta cantidad de
radicales libres, el grupo de Nakashima fusiono
esta proteina con el fragmento H. para averiguar
si el H. podria fungir como un transportador,
desde la periferia hasta el SNC, de proteinas
con peso molecular pequefio vy, de ser asi, si la
fusién realizada conservaria las propiedades
neuroprotectoras del H_, de superviviencia
neuronal del Bcl-2 y antiapopdticas de ambos.
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Ademas, fusionaron a la proteina Bcl-2 con 204
residuos aminoacidicos del fragmento H_ (referido
como HCC) para comprobar si esta fraccion
mantenia las propiedades tréficas de la toxina, o
bien, del fragmento H_.

La adicion de Bcl2-HCC previno parcialmente la
muerte de las células de una manera dependiente
de la concentracion (40 nM 0 400 nM). EI'H_también
mostro ligeras propiedades citoprotectoras, pero
esta actividad parecio alcanzar el punto mas alto a
una concentracion mas baja (40 nM). Asimismo, la
cantidad de liberacién de citocromo C en las células
tratadas con la fusion del Bcl-2 y la fraccion del H.
fue menor que la observada para células tratadas
con H, o sin tratamiento, lo que sugiere que la
proteina de fusion redujo la apoptosis®.

AUn con los datos mostrados aqui y los que se
detallan mas adelante, algunos investigadores han
afirmado que el viaje retrégrado del fragmento H_
no es tan efectivo como el de la toxina completa.
Por esta razdn, se ha propuesto probar una
toxina mutante de longitud completa pero
enzimaticamente inactiva (TeTIM, del inglés: TeTx
Inactive Mutant). En un estudio realizado por Saak
se usaron proteinas fusionadas compuestas por
los fragmentos de la TeTx (HC y HCC) y al mutante
inactivo unida a un nucleo de estreptavidina (CS,
del inglés: core streptavidin) con el fin de comparar
la unidbn a neuronas, endocitosis, transporte
retroaxonal vy transferencia transinaptica en
neuronas cultivadas de la médula espinal de ratas.
Los resultados indican que el CS-TeTIM demostrd
ser mas eficiente viajando que los fragmentos H_y
HCC. Es posible que la toxina completa tenga mas
de una fraccion de unién a las neuronas, por lo
cual, el mutante de la toxina estaria aprovechando
todos esos recursos que le faltan a cualquiera
de los fragmentos, o bien, que los fragmentos
sean digeridos durante el trasporte vy, por ello, se

encontré menor reactividad a estos. Segun este
mismo autor, el neurotropismo inferior y el trafico
axonal de los fragmentos de la TeTx, podrian
atribuirse a la desnaturalizacion parcial, a los
métodos de produccién, o la separacion de TeTx
por escision proteolitica.

Este estudio resulta interesante sobremanera,
ya que demuestra las ventajas de usar el TeTxIM
sobre las fracciones respecto al trafico retroaxonal
que con ello, puede perfilarse como un eficiente
transportador de farmacos que no atraviesan la
BHE. Queda, no obstante, un largo camino por
recorrer para demostrar que el TeTIM tiene las
altas capacidades quiméricas, antiapoptoticas
y antiautofédgicas que muestra el H_-TeTx**"

El fragmento H_-TeTx en los modelos para la
enfermedad de Parkinson

Por el numero de personas afectadas, la
enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda
enfermedad neurodegenerativa mas frecuente.
En la EP hay un desorden progresivo del
movimiento, es de orden idiopatico y esta
asociado al envejecimiento. Se estima que la
EP se presenta entre el 0.3 y 2% de la poblacion
mayor de 60 aflos*. Esta patologia se caracteriza
por inducir afectaciones motoras como temblor,
inestabilidad postural y bradicinesia y no motoras
como falta de suefio y depresion, entre otras.

La neuropatologia es resultado de la deficiencia
de dopamina (DA) debida a la muerte progresiva
de neuronas dopaminérgicas de la sustancia
nigra pars compacta (SNpc), las cuales envian sus
proyecciones hacia el NE, caudado y putamen
involucrados en el control de habilidades
motoras®44,

Existen farmacos como la L-DOPA vy los agonistas
dopaminérgicos que son capaces de disminuir
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los sintomas motores de la EP pero, no existe una
terapéutica que logre la restauracion del sistema
dopaminérgico y que aumente la produccion de
DA en el NE para mejorar las conductas motoras®.
Para el estudio de la EP dos de los neurotdxicos
mas utilizados son el 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina y la 6-hidroxidopamina. El MPTP
es metabolizado por la enzima monoaminooxidasa
B (MAO-B), que genera el metabolito activo el
1-metil-4-fenilpiridinio  (MPP*); mientras que |la
6-OHDA, posee una gran similitud estructural con
la DA. Asi, ambos se unen al transportador de
dopamina (DAT, del inglés: Dopamine Transporter)
para introducirse a las neuronas dopaminérgicas.

El mecanismo de toxicidad de dichos neurotéxicos
esta relacionado con la inhibicién de los complejos
mitocondriales y el colapso del potencial
membranal, la produccion de especies reactivas de
oxigeno y de nitrégeno (ROS y RNS), disminucion
del sistema antioxidante y disminucion de la
proteina ferritina, asi como con la activacion glial,
la lipoperoxidacion y la nitracion proteica, entre
otros*®=".

Uno de los primeros hallazgos que permitio
sugerir a la H-TeTx como a neuroprotector fue
realizado por Chaib-Oukadour, et al.°® en 2009,
mostrando que el H_ indujo la fosforilacion de
BAD, que esta relacionado a una regulacion por
Bcl-XL y que regula la translocacion de BAX en la
mitocondria; inhibe la liberacion del citocromo-c,
inhibe de la activacion de caspasa-3 y regula la
translocacion del factor de transcripcion NFkB
hacia el nucleo. En suma, que el fragmento H-TeTx,
en una concentraciéon de 10 nM, es suficiente para
disminuir la muerte por apoptosis en los cultivos
celulares de neuronas granulocorticales de rata.

producidos por la administraciéon intracraneal
del fragmento H-TeTx y la subsecuente infusion
de MPP* en el NE de ratas Wistar. Se administro,
intraestriatalmente, 1 pL de H-TeTx a una
concentracion 2 uM mediante cirugfa estereotaxica
y a continuacion, se administraron MPP*[10 pg/1
pL]l. Los hallazgos fueron alentadores, puesto
que se mostré que una sola aplicacion de H-
TeTx redujo el numero de giros contralaterales
y mejord las habilidades motoras finas de los
sujetos lesionados. Por otro lado, experimentos
recientes en ratas Spraw-Dawley lesionadas en el
estriado con MPP* y tratadas periféricamente con
H. refuerzan la propuesta sobre sus propiedades
neuroprotectoras®.

En segunda instancia, se estudié al modelo de
degeneraciondopaminérgicainducidocon6-OHDA.
Por tres difas consecutivos, a ratas Wistar se
les administraron diferentes dosis del H_-TeTx
(0.1, 1, 5,10, 20 pg/kg; i.m. Una dosis por grupo)
y después, se les administrd, unilateralmente, el
toxico 6-OHDA [16pg/2 uL] en el NE dorsolateral
mediante cirugia estereotaxica®. Posteriormente,
se evalud el efecto en la respuesta conductual,
celular y neuroquimica de los sujetos tratados.
Los resultados a nivel conductual indicaron que
el fragmento protegi¢ al sistema del deterioro
motor, manifestado como la disminucién de la
asimetria motora y no presentaron la conducta de
giro inducida por metanfetamina. Los resultados
neuroquimicos parecieron correlacionarse con
los datos conductuales; se encontré un elevado
numero de células Tirosina Hidroxilasa-positivas
(TH+) y una alta concentracién de DA, asi como
una menor proporcion de células argirofilicas o
inmunotefiidas con la caspasa-3. También, en el
grupo lesionado y tratado con H_ disminuyé la
astrogliosis determinada por medio de la proteina
acida glial fibrilar (GFAP, del inglés: Glial Fibrillary
Acidic Protein).

Mendieta L., et al*°, estudiaron los efectos
bioquimicos, neuroquimicos y conductuales
Vol 25 « Num 1+ 2020 - 68
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Con el propdsito de comprender las acciones
antioxidantes y antiinflamatorias del fragmento
HsTeTx y en sinergia con otros farmacos como
el pramipexol (PPX) que es un agonista D2/D3, a
ratas Wistar se les administrd 6-OHDA en el NE
dorsolateral, y se administré H-TeTx (20 pg/kg
i.m. cada 24 h) durante 3 dias; PPX (1 mg/kg p.o.,
cada 12 h) durante 30 dias. Tanto H-TeTx como
PPX mejoraron los déficits motores, evaluado
en el modelo del cilindro, y neuroquimicos,
determinados por la cantidad de células TH+
inducidos por la lesion 6-OHDA; sin embargo, la
combinacion de los dos farmacos no fue superior
a la administracion individual. Ademas, se reiterd
que el H. es capaz de disminuir la astrogliosis
y, como datos experimentales novedosos, el
fragmento disminuyd la activacién microglial,
las ROS y la lipoperoxidacion, aunque no tuvo
ningun efecto en la modulacion de la enzima SOD.
Con estos resultados, se justifica una evaluacion
adicional de diferentes concentraciones de H_-TeTx
y PPX como una posible intervencion en la EP®.

En otro trabajo, se propuso administrar el
fragmento H_TeTx (20 pg/kgi.m. por tres dias) en el
noveno dia posterior a la lesion con 6-OHDA a ratas
Wistar. Tal como se esperaba, se encontré que los
animales lesionados presentaron una asimetria
motora que progresé conforme transcurria el
experimento. Asimismo, la asimetria motora de
los SE tratados con H-TeTx no fue progresiva,
sino que se mantuvo en el mismo rango durante
todo el experimento. Esto fue confirmado al
realizar el andlisis bioquimico de la TH en donde
se determind una mayor inmunoreactividad en
el NE y un mayor nimero de neuronas TH+ en la
SNpc respecto al grupo lesionado. En conjunto,
estos resultados indican que el tratamiento, con
tres aplicaciones, del fragmento H_ posterior a la
lesion dopaminérgica establecida, pudo reducir el
proceso degenerativo Yy, si bien no hay un efecto

restaurador, es posible mantener la funcionalidad
de las neuronas remanentes a la toxicidad de la
6-OHDA®,

Siguiendo el esquema de lesién tardiay asumiendo
que la eficacia de la terapéutica con L-DOPA es
limitada, debido a que, luego de algunos afios de
tratamiento, los pacientes presentan tolerancia
al farmaco que posteriormente, causa problemas
motores como las discinesias, la pregunta a
resolver fue si era posible prevenir los efectos
adversos inducidos por L-DOPA. Para explorar
esta cuestion, se realizd un estudio para evaluar el
efecto del post-y pretratamiento con el H-TeTx en
un modelo de discinesias en ratas inducidas con
un tratamiento crénico de [-DOPA®%,

Se emplearon tres grupos experimentales
independientes; discinesias con un tratamiento
crénico de L-DOPA en las siguientes dosis; baja,
6 mg/kg;, media, 10 mg/kg y alta, 25 mg/kg. Los
resultados indicaron que la administracion del
H-TeTx con 6 0 10 mg/kg de -DOPA no reduce
la severidad de las discinesias, mientras que el
grupo tratado con H-TeTx y 25 mg/kg de L-DOPA
mostrd una atenuacion temporal de movimientos
discinéticos. Sin  embargo, no se observo
ningun efecto restaurador de las neuronas
dopaminérgicas en la SNpc ni una disminucién de
la expresion del factor de transcripcion FosB/AFosB
en el NE dorsal, el cual es un importante marcador
discinetogénico. Es muy probable que el fragmento
H-TeTx no tenga un efecto tréfico o restaurador
una vez iniciado el proceso degenerativo. Por
ello, se decidié administrar el fragmento tres dias
previos a la lesion en el MFB. Los resultados indican
que hay una ligera recuperacion motora evaluada
en el modelo del cilindro y conducta rotatoria.
Ademas, se comprobd que la administracion de H -
TeTx disminuye los MIAs, al inicio del tratamiento
con L-DOPA v, aungque no se observo un efecto
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neuroprotector de neuronas dopaminérgicas
en la SNpc, si se encontré una disminucion de la
expresion de FosB/AFosB en el NE dorsal de ratas
discinéticas. Este Ultimo evento resulta novedoso,
aungue no esta claro como el fragmento H-TeTx
podria participar en la regulacion de este factor
de transcripciéon. Por ello, resulta necesario
realizar una investigacién mas detallada sobre la
sefalizacion que puede inducir el fragmento H -
TeTx, porque la activacion de los Trk asociados al
H. participa como activador del promotor para la
expresion del gen fosby lavia ERK1/2 esta implicada
en el desarrollo de discinesias. Los experimentos
con un modelo de discinesias en rata, representan
un reto muy grande para el fragmento H_ ya
que, la pérdida neuronal en la SNpc es casi total,
ademas de que las maodificaciones en los ganglios
basales que se generan durante el tratamiento
crénico con L-DOPA, hacen que la funcionalidad
de estos animales sea diferente. Sin embargo, en
estos experimentos se descubrié que si bien el
H-TeTx no inhibe completamente el desarrollo
de discinesias, si podria hacerlo al inicio del
tratamiento con L-DOPA. Resultara, pues, de alto
interés poder entender de qué modo, el fragmento
H-TeTx, regula la expresion de diferentes genes
durante la degeneracién dopaminérgica®®3%4,

Dado que la depresion es un sintoma no motor
de la EP, se realizd un estudio para determinar
si el H-TeTx posee propiedades antidepresivas
y si el BDNF o el factor de necrosis tumoral
alfa también se ven afectados. Grupos
independientes de ratas Wistar-Kyoto, fueron
tratadas con 20, 40 y 60 pg/kg, i.m. y se evalud
su desempefio en las tareas de campo abierto
y nado forzado. Los resultados indican efectos
antidepresivos de larga duracion de una sola
dosis (60 pg/kg) de H.-TeTx, asi como el aumento
de BDNF en la corteza frontal y el hipocampo vy
la disminucion del TNF-alfa en las mismas areas.

Estos resultados sugieren la posible utilidad de H.-
TeTx en la comorbilidad de la depresion de la EP®.

Todos estos hallazgos son alentadores para
futuros enfoques clinicos en el tratamiento de la
EP. Los avances en las tecnologias de imagen y la
identificacion de marcadores genéticos para esta
enfermedad deberian conducir a un diagndstico
mas temprano Yy brindar la oportunidad de
una intervencion terapéutica con H-TeTx en
una etapa en la que un ndmero significativo de
neuronas dopaminérgicas permanecen sanas.

El fragmento H_-TeTx y la toxicidad inducida por
metanfetamina

La metanfetamina (METH) es un estimulante
tipo anfetaminico, cuyo uso prolongado puede
causar un deterioro conductual severo y déficit
cognitivo®>®’,  Segun estudios epidemioldgicos,
individuos que consumen METH crénicamente,
presentan alteraciones del sistema nigroestriatal
y tienen de dos a tres veces mas riesgo de
padecer la EP®/7% La METH es un agente capaz de
inducir alteraciones de tipo neurodegenerativas.

En roedores, el tratamiento de METH
produce la degeneracién de las terminales
dopaminérgicas del NE. Recién, se describio
que dosis repetidas de METH (3x5 mg/kg o
3x10 mg/kg) causan una neurodegeneracion
de las terminales estriatales al igual que los
cuerpos neuronales de la SNpc. La toxicidad de
la METH involucra la disfuncién mitocondrial,
la activacion glial’*’?, la excitotoxicidad, el
estrés oxidativo y nitrosativo, asi como la
activacion de vias apoptoticas y necroéticas’> >
Por lo anterior, resulta de suma importancia,
en primer lugar, prevenir el consumo de la
METH vy, en ese sentido, auxiliar tanto a los
nuevos consumidores como a los de antafio
para que tengan un mejor estilo de vida.
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Por lo dicho, perfilamos al fragmento H_-TeTx como
un agente para disminuir la acciéon neurotdxica
causada por la administracion de dosis repetidas
de METH en un modelo en ratén C57BL/6)’°. Estos
recibieron tres inyecciones de METH (4 mg/kg, i.p;
tres horas de intervalo entre inyecciones) y, 1, 48
y 72 h posteriores a la de METH se administro el
fragmento H_-TeTx (40 pg/kg).

Los hallazgos indican que el fragmento H_-TeTx
disminuye significativamente la degeneracion
de las terminales dopaminérgicas causadas
por la METH en los dias 1, 3y 7 subsecuentes a
la administracion de la droga, mostrados con
marcadores dopaminérgicos como la TH vy el
DAT en el NE, datos que fueron contrastados
con el uso de la técnica (Ag/Cu) vy, a su vez,
acompafiados de una menor inmunoreactividad
para la sintasa neuronal del o&xido nitrico.

Ademas, el fragmento no causd modificaciones
sobre la activacion de la microglia que se genera
en el primer dia posterior a la administracion de
METH. Finalmente, los ratones que recibieron
el fragmento H_TeTx mejoraron las tareas de
conducta motora y coordinacién en el campo
abierto y el rotarod respecto a los grupos
control. Definitivamente, este estudio permitid
encontrar una nueva utilidad farmacolégica
para el fragmento H_-TeTx por su alto potencial
neuroprotector a nivel del sistema dopaminérgico
y determinar su eficacia a nivel conductual.
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