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Neurodegeneracion

ESTRES OXIDATIVO ~ 2dregacion de
proteinas

NeCcrosis

DISFUNCION (?

MITOCONDRIAL degradacion de

Excitotoxicidad proteinas

Inflamacion

metales muerte neuronal




. MUERTE NEURONAL
. ESTRES OXIDATIVO Y NITRATIVO
. DISFUNCION MITOCONDRIAL

. AGREGACION DE PROTEINAS

. DISFUNCION DEL SISTEMA
UBIQUITIN-PROTEOSOMA

. OTROS




Muerte neuronal

en
Neurodegeneracion




* PERDIDA LOCAL DE NEURONAS
Y GLIOSIS REACTIVA

* NEURONAS SOBREVIVIENTES
- forma y tamano alterados

- reduccion de prolongaciones

- fragmentacion de organelos

- vacuolizacion y condensacion
de cromatina

* INCLUSIONES INTRANEURONALES




MUERTE NEURONAL DISCRIMINADA

* Poblaciones neuronales especificas
- Areas especificas funcional y

anatomicamente
conectadas aunque estén separadas

Ej. Degeneracion Transneuronal
en ALS: motoneuronas de corteza y
medula espinal

Por que?



UBICACION Y EXTENSION DEL DANO

En la mayoria de las Enf. ND
se conoce la localizacion, pero NO
la extension de la lesion




Establecer la EXTENSION ha sido dificil

- examen incompleto,
- cuantificacion no rigurosa

- las neuronas enfermas pueden perder
marcadores usados para identificarlas
y contarlas

Estimacion de DISTRIBUCION Y MAGNITUD
de muerte debe hacerse con cuidado




MUERTE NEURONAL




Tipos de
celulas en  owodendrocye
el cerebro

£ efinet

o &

Microglia Endothefial cells




Cendrites

/\ Cell body

direction

Mucleus /

Fatty coating

Una neurona!




. POR QUE MUEREN LAS NEURONAS?

* En una enfermedad particular
NO se conoce QUE lleva a la
muerte

* No se sabe si la DIVERSIDAD de

DISFUNCIONES celulares son
PRIMARIAS O SECUNDARIAS




El' proceso de MUERTE en
|la celula ocurre porque:

° Se dispara un programa
autodestructor

° Es danada por otras céelulas

° Es danada por neurotoxicos




FACTORES QUE CONTRIBUYEN
A LA MUERTE NEURONAL

- Estres oxidativo: aumenta ROS y/o
disminuyen antioxidantes

- Disfuncion mitocondrial/falla
metabolica

-Sobrecarga de calcio intracelular

- Excitotoxicidad




TIPOS DE MUERTE NEURONAL

* Muerte celular programada o

Apoptosis
caspasa dependiente
caspasa independiente (AlIF)

* Necrosis




APOPTOSIS vs. NECROSIS




APOPTOSIS

“Proceso de autodestruccion celular determinado
geneticamente, caracterizado por
fragmentacion del ADN nuclear, que elimina
ADN danado o superfluo y células danadas, no
queridas o no necesarias”

“Serie normal de eventos en una célula que
lleva a su muerte”




“Parte normal del desarrollo,

las celulas mueren en respuesta a
una serie de estimulos, de manera
regulada, ordenada’

“La celula tiene papel activo en su
propia muerte” (suicidio celular)

La célula quiere o necesita
morirse...
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NECROSIS

“Proceso patologico causado por
accion degradativa enzimatica,

asociado con severo trauma celular.
Hay edema mitocondrial, floculacion

nuclear, liSis celular descontrolada,
respuesta inflamatoria y muerte”




“Muere una porcion de
tejido afectado por:

pérdida de aporte sanguineo,
corrosion, quemadura o

lesion local por enfermedad”

Ej. “el infarto”

La célula NO se guiere morir...




MECANISMOS QUE INDUCEN NECROSIS

1.

Hipoxia/isqguemia inhiben respiracion aerobica:
disminucion de ATP

Generacion de especies oxigeno reactivas
(ROS)

Defectos en la permeabilidad de la membrana:
dano de la membrana

Alteracion de la homeostasis del calcio:
entrada de calcio




NECROTIC PATHWAYS to NEURONAL DEATH

Excessive entry of Ca ions

I.r
L=Arginina 2 -H' <.ﬂ
. A. Decrease in
z\' )‘K [' \ energetic reserves (ATP)
L-citrulling 4 ] )

B. Alterations and dysfunction
(e-g. - Calpains} of various proteins and enzymes

Lytic Enzymes
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{peroxinifrite)

NEURONAL DEATH




En la Neurodegeneracion ocurre
apoptosis y necrosis

Pero,
predomina
la APOPTOSIS




APOPTOQOSIS
Céelula
muriendo

Cambios
morfologicos

[Leplasa
Se constrine

NUcleo
("onrl#n

15 )

narr
o

,.r] ra™




: Spider Cells

Cromatina
gondensad

Células
apoptoticas




Apoprosis




* Para ser fagocitadas las células
apoptoticas disparan la respuesta
de macrofagos traslocando
fosfatidilserina al exterior de la
membrana

* Los macrofagos remueven las
células apoptoticas limpiamente




White blood cell

Apoptotic cell Fagocitosis de
célula apoptoética

15, Mational Librarny of Medicihe




Proceso APOPTOTICO

1. La célula recibe senales apoptoticas

2. Serie de cambios bioquimicos y
morfologicos

3. Activacion de caspasas
3.1 rompen proteinas estructurales
3.2 activan ADN asas




Proceso APOPTOTICO

Cellular changes observed with apoptotic cell death
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INDUCCION DE APOPTOSIS

1. Estimulos extrinsecos

Ligandos a receptores de muerte
Granzima de linfocitos T citotoxicos

2. Estimulos intrinsecos
ESTRES CELULAR (via mitocondrial)

2.1 ESTRES OXIDATIVO (acumulacién de radicales)
2.2 Disminucion de factores neurotroficos

2.3 Radiacion, quimicos, infeccioén viral




INDUCCION DE APOPTOSIS
1.

Senales extrinsecas 2

Via Receptores [y Sefiales intrinsecas
de Muerte Via mitocondrial

Estres
oxidativo,
Reduccion fact.
nheurotroficos

radiaciones,
quimicos,
virus,

grazima
(cels T)




VIAS DE APOPTOSIS

1. Receptores de muerte
2. Mitocondria
3. Reticulo endotelial
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Vias de Muerte celular programada

2

Mitochondrial

pathway Death receptor
pathway

o
- =

gaSPase-g Executioner
gEpass caspases

1. Extrinseca receptoresTNF
2. Intrinseca mitocondrial

3. Asociada a reticulo
endopldsmico (ER) Muerte neuronal




n RECEPTORES DE MUERTE

Disparan apoptosis en segundos

1. TNF1: Apoptosis,
Activacion genes proinflamatorios
y genes inmunomoduladores

2. CD95 o Fas: Apoptosis
en sitios privilegiados (SNC)

3. TRAIL (DR4-DR5): Apoptosis




RECEPTORES | ' o
n DE MUERTE bl

(Superfamilia

de genes TNF)

s
membrane

Trimerizacion

, Death
Proteinas Domain

adaptadora

Procaspasa 8

l TRAF-2 L
Caspasa 8
l Induccion

Signalling genes
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Casp 9 'd““& proinflamatorios




Proteina
adaptadora
FADD

1.2
Receptores
CD95 o FasL

Via apoptotica

Procaspasa 8

pro-caspase B ¢

Caspasa 8

!

Caspasa 3




VIA MITOCONDRIAL

Mitochondria

MITOCONDRIAS: organelos citoplasmaticos
donde
ocurre la fosforilacion oxidativa y produccion de

ATP




Via INTRINSECA MITOCONDRIAL

ANTES
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Via INTRINSECA MITOCONDRIAL
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APOPTOSIS

Staurosporin

) Trané ocaiion -
Apoptosis- V2

inducing let crelease g
factor F ,
(AIF) s
> Procaspase-8
Caspase-9 Caspase-8

N

Procaspase-3
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("executioners")
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La SENSIBILIDAD
de la celula a
Estimulos Apoptoticos
depende del:

BALANCE

de
proteinas PRO y ANTI-apoptoticas




FAMILIA PROTEINAS Bcl2

1. Pro: Bax y Bad (citosol)

Sensores de dafo o estrés celular
Se cree forman POROS transmembrana
en la mitocondria

2. Anti: Bcl2 y BcIXL (mitocondria)
Evitan que las Pro formen el poro




En APOPTOSIS
las proteinas Pro y Antiapoptoticas
interactuan sobre la membrana mitocondrial
forman PORQOS
Y

desencadenan
CASCADAS

CASPASA dependiente

Y
CASPASA independiente




CUANDO SE ABRE UN PORO EN LA MEMBRANA
MITOCONDRIAL:

1. Pérdida del potencial de membrana
(Vm mt)

2. Eflujo de citocromo C
(via caspasa dependiente)

3. Eflujo de Factor inductor de apoptosis
(AIF) (via caspasa independiente)




Bcl2

BcIXL

Anti-
apoptoticas

PORO trans-
membrana (PT):

* Eflujo Cit Cy i .
- X l;‘.l'ﬂi""‘

.AI.F : o AN rTEoe 1:1':I""’r"ﬁt
* Disminucion 316

Vm mt
-

& .7 Factor inductor
& apoptosis AlF




apoptosoma

First stage of apoptosome formation

Apafl

Citocromo ¢
&

Recruitment of
procaspase-9

APAF-1 ©

Procaspasa 9

Caspase Activation




CASPASAS

Cisteina proteasas que se activan luego de
induccion

de apoptosis

1. Via Receptores de Muerte:

caspasas 8y 10

2. Via Mitocondria
caspasa 9

3. Via estrés Reticulo endoplasmico
caspasa 12

Caspasas ejecutoras:

3 y 7 inhibe reparacion ADN por clivar PARP
6 condensa cromatina, fragmenta el nucleo




1. Via Receptores de Muerte:

Activan caspasas Iniciadoras 8 y 10

gue activan a las Efectoras 3,6 y 7 que clivan
proteinas estructurales responsables de cambios
morfologicos y fragmentacion nuclear

2. Via Mitocondrial

A través del complejo apoptosoma

se forma una rueda de 7 moléculas

de cada componente que activan caspasa 9
que activa la Efectora 3




EFECTOS NUCLEARES DE CASPASAS

1. Inactivacion de enzimas que reparan ADN:
PARP polimerasa poliADP ribosa

. Inactivacion de enzimas implicadas en
replicacion:
ADN topoisomerasa Il

. Destruccion de proteinas nucleares
estructurales:
Laminin

. Fragmentacion ADN
activan CAD (ADN asa) que fragmenta el
nhucleo




EFECTOS NUCLEARES
Fragmentacion nucleosomal de ADN

B{tm caspasas
Caspasas 1CAD Y 4

activan T tCAD
C

)\ ) AL

CAD ADNasa
Fragmentan el
ADN

LM raesment
S

PARP sintetiza

PAR que
\
regara ADI - CASPASA 3

Caspasa 3 cliva PARP
INACTIVA REPARACION DE ADN




Apoptosis contagiosa y disfuncion celular

Una célula apoptotica libera factores toxicos y ROS
que afectan a células vecinas sanas.
Cuando llegan al umbral letal la célula muere.




Apoptosis

* Es la forma predominante de muerte en ND

* Se activan proteasas que destruyen moléculas
gue se necesitan para sobrevivir

* El citoplasma y nucleo se condensan, mitocondrias,
ribosomas y cromatina se agregan




Apoptosis

* Los cuerpos apoptoticos y el ADN cromosomico

son clivados en fragmentos internuclosomales
de 180 bp

* Disminuye el potencial de membrana de la
mitocondria

* Hay acidificacion intracelular, generacion de ROS
y externalizacion de residuos fostatidilserina para
permitir fagocitosis por macrofagos




En 2% ALS hay mutaciones del gen SOD1
gue llevan a la muerte de motoneuronas

APOPTOSIS EN
MOTONEURONAS

Condensacion de
cromatina




APOPTOSIS en modelo de ALS

Motoneuronas
Cromatina
condensada

--—-r-——--'ﬁ.,ldj-“
45 kDa -

- - Procaspasa-T
S0 kDa = -

= = < Caspase-7

Condensacion de cromatina motoneuronas asta anterior med. esp.
Movilizacion de BAX de citosol a membrana mitocondrial
Movilizacion citocromo c a la inversa

Caspasa 7 activada en el curso de la enfermedad




Apoptosis en Alzheimer

| INTRINSIC PATHWAY | | EXTRINSIC PATHWAY

Low levels ol AR < =m ]ir-arnjduld BT High levels of AP




Ischemic penumbra
{gradient af necrotic death,
apoptotic death, and tissue survival)

Necrosis y Apoptosis g
Gradiente de perfusion ,
tisular establece un umbral | § opererion cenebel
entre necrosis, apoptosis y :

tejido que sobrevive

)i

Middle cerebral
artery




Necrosis

* En isquemia aguda o trauma

* Colapso bioguimico generacion de
excitotoxinas, ROS y aumento de calcio

U

* Edema nuclear y mitocondrial, disolucion de
organelos y condensacion de cromatina
alrededor del nucleo




Necrosis

* Ruptura de membranas nuclear y
plasmatica, lisis

* Degradacion de ADN por cortes al azar

* Ocurre rapidamente, dificil de tratar o
prevenir
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INFLAMACION FAGOCITOSIS
Keconocimiento de cuerpos apoptoticos

NO INFLAMACION




* MUERTE CELULAR EINFLAMACION

lLa inflamacion local es causada

por microglia y astroglia no solo
en necrosis sino en apoptosis




MECANISMOS MOLECULARES
QUE

CONDUCEN A LA MUERTE
NEURONAL




MECANISMOS PATOGENICOS EN ND

CENTRALES
1. Estres oxidativo
2. Disfuncion mitocondrial

OTROS

3. Acumulacion y agregacion de
proteinas

4. Disfuncion del sistema ubiquitin-
proteasoma

5. Excitotoxicidad

6. Inflamacion

7. Alteracion homeostasis de metales




Causas,
Consecuencias,

Combinaciones???

¢El huevo o la gallina?




ESTRES OXIDATIVO




ESTRES OXIDATIVO (EO)

Acumulacion de radicales y especies
oxigeno reactivas (ROS) inadecuadamente
neutralizadas con antioxidantes,

gue causa dano a macromoleculas,

y que se ha asociado con envejecimiento




El EO resulta de:

-aumento de ROS
-disminucion de ANTIOXIDANTES

-falla en reparar el dano causado por
ROS




NON

Entidades moleculares que ocasionan

DANQO al reaccionar con
componentes celulares

Radicales

Aniones reactivos

Moléculas que tienen atomos de
oxigeno que pueden producir
radicales libres o son oxidadas por

ellos




Oxidacion

- Pérdida de electrones de un atomo
- Adicion de oxigeno o remocion de
hidrogeno de una molecula




Radicales

Atomo o 4&tomos que tienen uno

0 mas € no pareados y que son
ALTAMENTE reactivos




Oxygen Atom (O)

Inner ghesll
{2 alactrons)

&

Outer shell 1 protons
(B slactrons) (+)

(-]

[protans = slectrones)

El atomo de oxigeno tiene 2 e- no pareados
en Orbitas separadas que lo hacen
susceptible ala formacion de radicales




El atomo o molecula que no tenga completo
el numero de e- en su orbita externa es

INESTABLE y altamente REACTIVO hasta que
complete los electrones y se convierta en inerte




MOLECULA DE OXIGENO 02

@)

Molecula estable, cada atomo con 8 e-
en la orbita externa, comparten cada uno 2 e-




Reactive oxygen species (= unpaired electrons)

ﬁ::ﬁ 'ﬁ'::ﬁ 'EI'::H' 'ﬁ"

Oxygen  Superoxide anion Peroxide  Hydroxyl radical

* Reduccion secuencial (adicion de e-) del
oxigeno molecular lleva a la formacion de ROS

Hydroxyl ion

OH




NON

Radicales: anion superoxido O,

oxido nitrico NO

radical hidroxilo OH

Otros: peroxido de hidrogeno H-0,
peroxinitrito ONOO"




La mayoria de ROS se genera durante la
reduccion metabolica incompleta de
oxigeno a agua (aceptacion de
electrones)




El anion superoxido -0, puede
reaccionar con oxido nitrico
(NO) que viene de la conversion
Arg a Cit por accion de NOS

para dar peroxinitrito ONOO-

0, + NO — ONOO*




Reaccion de Fenton

H,0,+ Fe++ _,  -OH

De los ROS, el °0OH es el mas danino,
reacciona con una serie de compuestos
organicos y lleva a producir mas radicales




GENERACION DE ROS

. MITOCONDRIA respiracion aerobica

. SOBREPRODUCCION
. DEGRADACION GRASAS peroxisomas

. OTROS




1. MITOCONDRIA
Respiracion aerobica normal

En una neurona rata/dia se procesan:

102 O, reducidasa H,0

2% del O2 reducido parcialmente
consumido genera 20 billones de:

° Aniones superoxido
° Peroxido de hidrogeno

El CEREBRO utiliza 25% del O, respirado
aunque solo es 5% del peso corporal




2. SOBREPRODUCCION
° INFECCION
Los fagocitos generan aumento de
NO, 002"1 H202
para matar los agentes infecciosos

° HIPOXIA/HIPEROXIA
© RADIACIONES IONIZANTES

3. DEGRADACION DE GRASAS
Se produce H,0,




4. OTROS

1. Oxidasa NADPH y Xantina oxidasa
Transfieren un e- a O, para dar O,°-

. Flavoproteinas
Transfieren 2 e- a O, para dar H,0O,

. SOD

4. Peroxidasas usan H,O, para dar mas ROS
*5. MAO, TH producen H,O,
“6. Autoxidacion de CA: DA-quinonas, H,0,

*7. Activacion de receptores de NMDA da 0,°-y
°0OH

8. Oxidacion de hidroquinonas y thiol dan O.,°-
9. Otros: CIGARRILLO y metales libres (Fe y Cu)




e- e-
—— .
SOD HZOZ Catalasa

Glutation

peroxidasa
Fenton




Especies nitrogeno reactivas (RNS)

o'NO + o 0'2 ., ONOO- poderoso oxidante

ONOO- + H* —— ONOZ + oOH mas dadino

ONOO- >°°- NO,* ., Nitracion de Tyr




REACCIONES COMUNES DE ROS Y RNS

RS-NO
Nitrosation

Oz
NADPH oxidase NO
xanthine oxidases
ymitochondria, etc

—_— * QU274+ -NOQ —="00NO + COz = CO3" + NOy» ——»

\‘ T
i Urate
Enzimas o ) CI, Br, I, NOz~ Nitrotyrosine

CrOH, Br-OH, |-OH, NO3-OH

Anion superéxido
Peroxido de hidrégeno
Peroxinitrito

Dioxido de nitrégeno
Radical carbonato




DANOS CAUSADOS POR ROS

. Oxidacion de proteinas
Altera Sitios activos de enzimas
Altera conformacion de proteinas estructurales

. Oxidacion de acidos grasos insaturados

Forma peroxidos lipidicos, estos alteran
membranas

. Oxidacion de ADN

Lleva a mutacion que puede afectar replicacion




Oxidacion de Acidos Grasos Insaturados
(Peroxidacion de Lipidos en Membranas)

SR ORI

H-C-C-C-C-C-C=C-C-C=C-C-C-C-C-C-C-C-Co0H
N T T T O I A I
HHHHH HH HHHHHHHH

H H
I |

——[:ZZ[:—-F-— I
H H ~H *0: H
Ac. graso Radical 10

Insaturado organico
peroxyl

radical

)=
L ] L ]

+ ¥

+ &
)=
L ] L ]

+0:H
hydroxyl
radical OHYEEN




Los radicales interactuan con otras

moléculas hasta ganar configuracion estable
de e-

La molécula blanco queda convertida en
radical

La reaccion en cadena termina al encontrarse
dos radicales y formar un enlace covalente

Estas uniones en las macromoléculas
deforman las membranas por enlaces entre
lipidos, lipidos y proteinas y entre proteinas




PEROXIDACION DE LIPIDOS

Oxidacion en cadena en acidos grasos
cercanos dana las MEMBRANAS celulares y
mitocondriales

1. Aumenta rigidez de la membrana

2. Disminuye la actividad de enzimas
(bombas)

3. Altera actividad de receptores

4. Aumenta la permeabilidad




MARCADORES

de
Estres Oxidativo

1. 4-HNE (Iipidos) 4-hidroxynonenal
2. MDA malondialdehido
3. 8-OHdG (ADN) 8-hidroxi 2 guanosina




MECANISMOS ANTIOXIDANTES

1. ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Superoxido dismutasa (SOD)
Catalasa
Glutatione peroxidasa

2. ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS
Glutathione es el mas importante

Vitamina E
Vitamina C




ENZIMAS ANTIOXIDANTES

1.Superoxido dismutasa
Cu-Zn (citoplasma) Mn (mitocondria)

2H+ + 2:0,295, 0, + H,0,

2. Catalasa (peroxisomas)

2H202_> 2H20+ Oz

3. Glutathione peroxidasa (Se)
igual a catalasa




PHS
P450
PO

S Froe Radical
B e s rmediats

Y

iZuimone
Y S

G--FDH
}c'ﬁ'P | - Phasphogluconate

-

NADY NADPH

G5%H Reductase

GEH G556

*@;
(5%H Peroxidase

enlace covalente
a ADN y proteinas




Glutathione (GSH)
Glu-Cys-Gly

Glutamate

ATP Cysteine
ADP + Pi

1-Glutamylcysteine

MPD/«— Glycine

ADP + Pi

o

o9
C—NH—CH—C—NH—CH;
CH, OO

CH- ]
| @  Glutathione
CH—NH;
| o
cO0

=}

REDUCIDA

|

(le_CDC]E
OXIDADA alH;
Glutathione disulfide [GSSG)




ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

1. GLUTATHIONE (Glu-Cys-GIn) (GSH)

* La Cys del tripéptido tiene un grupo SH libre que es
muy reactivo y da un BLANCO abundante para el ataque

de radicales

* La reaccion con radicales oxida a GSSH que vuelve a
GSH en un ciclo redox que involucra glutathione
reductasa

GSH reductasa
GSH + radical = GSH oxidada ——— Glutathione (GSSH)




2. Vit E

Principal antioxidante lipidico
Atrapa radicales peroxy en las
membranas celulares

3. Vit C

Es antioxidante soluble en agua
Reduce radicales de varias
fuentes, parece reciclar radicales

de Vit E




BALANCE ACCION ANTIOXIDANTE/ OXIDANTE

HOMEOSTASIS REDOX

[.'IIISEAE:E PEOTECTION

f

+FR f f;

HEIMEEI STASIS

‘ B _AQX

]JISEA‘;E




Oxidative stress| 4= - Antioxidant defense

BALANCE

T Celldeath T




BALANCE REDOX

Ceneration of Cxidative Stress

Antioxidant defences

\

y

ﬂ'-.:l:FEltF.rE Stress
o

Cell, organelle and
mecuartumover




ROS AUMENTAN POR:

. Aumento de recambio de CA

. Aumento de Fe libre

. Funcion mitocondrial deteriorada

. Disminucion de glutathione

. Disminucion de Enz. Antioxidantes

. Disminucion de Antioxidantes dieta:
- Vit E, Vit C

- Carotenoides, flavonoides, uratos




ESTRES OXIDATIVO

Y LA
ENFERMEDAD NEURODEGENERATIVA




ESTRES

. Alto nive
. Bajo nive

OXIDATIVO EN EL CEREBRO
NORMAL

. Alto metabolismo
. Alta proc
A

uccion diaria de ROS y RNS
de acidos grasos insaturados
de antioxidantes

Cuando la generacion de ROS y RNS excede a
los mecanismos antioxidantes hay deterioro de
macromoléculas que lleva a muerte neuronal




EL CEREBRO
ES

MUY

VULNERABLE

AL
ESTRES OXIDATIVO

Sobre todo + 65 aﬁos! I




ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

NO se sabe si el Estrés Oxidativo es
el evento inicial

Pero hay evidencias de su
implicacion en dano celular

El Estres Oxidativo esta en el centro
de un ciclo de eventos




PRODUCCION DE ROS EN LOS EVENTOS QUE LLEVAN A ND




lonising Aerobic Radical
radiation m etabolism generators

H,0, 10, O, 0, OH RO2

' X

DNA Gene Protein
Damage Activation  Nodification

v

Heart disease Cancer _ Neuradegenerative
atherosclerosis aging : Disorders




*Hay MARCADORES de estrés oxidativo
(4-HNE, MDA) en areas cerebrales
de ND:

Sustancia negra - Parkinson
Cortex, hipocampo - Alzheimer
LCR - ALS

* ROS aumenta alteraciones de proteinas
aberrantes:
B amiloide en AD

a synucleina en PD ;
SOD1 en ALS Lewy

Cuerpos




DANO OXIDATIVO PRODUCIDO POR
RADICALES GENERADOS EN MITOCONDRIA

Phospholipid

- Ll'pidOS Cell Membrana

* Proteinas

Mitocondria
BLANCO de ROS




Mitocondria BLANCO de dano oxidativo

1. No hay reparacion de ADN mt
2. ADN mt no esta protegido por histonas
3. ADN mt esta cerca de donde se produce ROS

4. El numero de mitocondrias defectuosas se
acumula con el envejecimiento

* Disminucion de ATP

- Aumento de ROS
- Disfuncion mitocondrial




* Las macromoléculas danadas
deterioran arquitectura celulary
llevan a la muerte

* Se ha demostrado que Vit Cy E,
vy quelacion de metales protegen
al SNC




ESTRES OXIDATIVO EN ALZHEIMER

Reduccion de ENZ. ANTIOXIDANTES

Aumento de ROS

Aumento de peroxidacion de lipidos
Aumento de Zn
Causa aumento RAPIDO de agregados de AP

Disminucién de ACIDO URICO

Aumenta la Nitracion de Tyr que es uno de los precoces
marcadores de Alzheimer




Nitracion de Tyr marcador
precoz en Alzheimer, Parkinson y ALS

RS-NO
Nitrosation

Oz
IADPH oxidase NO
xanthine oxidases
itochondria, etc '

NQ =+="00ONO + EDE —=CO3~+ NOy —»

T
Urate
Bl Br i", NOg™ Nitrotyrosine
H202 C
Flavoproteins _,/
& oxidases

Hay Nitrotirosina en a synuclin
Ratones SIN iNOS son mas resistentes
a toxicidad por NMDA y MPTP

CrOH, Br-OH, |-OH, NO3-OH




Mormal Aging

Presenilin E‘I:I {IE
Mulalions .

AP polymerization
=1

Reactive Oxygen Species

Flasma
Membrane

Oxidation and Release
of Fatty Acids
r

Induction of Tau
Filamant Formation
A
J_‘_f" Neuronal =
.~ Dysfunction _“.

e [
1 N




ESTRES OXIDATIVO Y PARKINSON

Evidencias de que la Sustancia Negra esta sometida
hormalmente a un aumento de Estrés Oxidativo y
deterioro del mecanismo antioxidante (disminucion

GSH):

1. AUTOXIDACION DE DA
Formacion de DA quinonas, presencia de
neuromelanina y ROS

2. DEGRADACION DE DA POR MAO
Produccién de H,0, y GSSH (disminuye GSH)

3. AUMENTO DE HIERRO

La reaccion de Fenton produce radical °OH




*|La via DA nigro-estriatal es sensible a toxicos:
6-OHDA, MPTP que producen ROS

*La L-DOPA produce un estrés oxidativo
adicional al existente

En modelos animales aumenta la
toxicidad de 6-OHDA y de MPTP!!!
por aumentar ROS adicional

[-DOPA espada de doble filo




ENFERMEDAD DE PARKINSON

PERDIDA DE NEURONAS Y CUERPOS DE LEWY

Healthy individuals Incidental Lewy body Advanced PD
disease (presymptomatic PD)

Lewy bodies Lewy bodies
Some cell loss Severe cell loss
Nmr‘nal dapaming concantrations dmm mncuﬂll'.ﬂ
. Glmaﬂ'im:a
Ferritin
Iron
LA formaton
Lipid hiydroparoxides
B-Hydroxydeogyguanosing
[ 1 Normal S0D
5-S-cysteinyldopamine
EI Decreased AE-EUTE'C acid
& ix-1ocophanral
B incroased Catalase
Glutathione peroxidase
-Glutamyliranspeptidass

INICIO TARDE

Disminucion GSH Disminucion de DA
Dano de Complejo |
Aumento de Hierro
Macromoléculas danadas




Possible neurotoxic action of [excessive)
extracellular cystein in dopaminergic neurons:

o,
=

Inhibition of complex 1

Neuron

dipepu:ises E‘

Glial cell




ESTRES OXIDATIVO Y PLEGAMIENTO DE
PROTEINAS EN PARKINSON

La oxidacion de DA, y el hierro libre pueden
estar implicados en oxidacion de a synuclein

a synuclin oxidada libera DA al citoplasma
lo que aumenta la oxidacion de DA

a synuclina oxidada no es reconocida por el
sistema de degradacion de proteinas, se
acumula y agrega en Cuerpos de Lewy




Consecuencias de OXIDACION en una neurona DOPAMINERGICA

Mitochondria . T@N
Ini( ibidores (6) Oxidacion

tocondriaIeS@ o asynuclein

m

Muerte
programada
2

Dopamine




ROL CENTRAL PERO NO INICIAL DE PROCESOS OXIDATIVOS

Oxidacion/nitracion

v

Oxidation and ﬁkylatwn of nucle’apmles Inhibman of mitesehaﬂﬁﬂa“i respiraibﬁ
decline of glutathione levels, || decline in oxidative ﬂhesﬂmwiat@n
reducing equivalents,and | | ~and ATP levels
antioxidant capacity -

b
[Diease |

EN LA PATOLOGIA DE PARKINSON




ESTRES OXIDATIVO EN ALS

* En modelos de ALS SOD1 hay peroxidacion de
lipidos, oxidacion de ADN y nitracion de
proteinas

* Parece ser por “ganancia toxica” de SOD, la cual
actua como peroxidasa y superoxido reductasa
aumentando peroxinitrito

anion superoxido + NO ﬂ ONOO-




* La expresion de iNOS en la glia aumenta la ND en
modelos animales de ALS y MPTP
El bloqueo de iNOS con MINOCICLINA lo evita

* En ALS hay disminucién de proteinas chaperonas (HSP).
Esto llevaria a aumentar proteinas oxidadas danadas
resistentes a la degradacion.

La induccion farmacoldégica de HSP con ARIMOCLOMOL
enlentece la progresion de ALS en modelos animales




ESTRES OXIDATIVO (ROS y RNS)

Y

Disfuncion mitocondrial
Mal plegamiento de proteinas

Deterioro de la degradacion de proteinas




DISFUNCION MITOCONDRIAL




MITOCONDRIA

S8 Organelo que genera

@" T8 energia para la célula

. ‘-- ‘-‘l—;

o

SR

Mitochondrial Compartments

Cristae mitochondriales Outer m em br ane

FOSFORILACION

OXIDATIVA } ) l l | | Wr

rlhnsnmes
Inne:r membrane




Oxidacion:
Remocion de H* o0 e- de una molecula

Reduccion:
Adicion de H* o e- a una molécula

Fosforilacion
Aporte de fosfato a una moléecula




FOSFORILACION OXIDATIVA

Acoplamiento de:

1. remocion de H* de una
molécula y

2. aporte de fosfato a otra




;Como estan organizadas las mitocondrias
para ser Generadores de Energia?

S gars

Amino \

A Ye(-1d]
Acd
CIS COA

(zlucoseis converted into
pyruvate hy glycolysisin
cytoplasm (anaerohic
metabolism). Then pyruvate
enters mitochondria and is

converted into Acetyl Co-A.

Acetyl Co-A joins
with oxaloacetate to
form citric acid and

thishegins the

Ereh 's cxcle




Metabolismo energetico

| glicolisis

Glucose w el - Pyruvite . - Pyeoyile
A

- mAle
1.1 H NADH PdHe
WA MALIH
gy

Lactate

Mitochondrion I--mn.‘

: ¢

Fosforilacion
oxidativa




CADENA RESPIRATORIA

5 complejos enzimaticos:

| NADH ubiquinona oxidoreductasa

Il Succinato ubiquinona oxidoreductasa
Il Ubiquinona Citocromo c reductasa
V' Citocromo c oxidasa

V ATP sintetasa

2 transportadores de electrones:

Ubiquinona o Coenzima Q
Citocromo C




Cadena de transporte NADH y FADH2 del
de e- Ciclo de Ktrebs

Cristae I
-

Cadena de transporte de e-
Bombas sacan H+ de la matriz

i Gran gradiente EQ del H*
m. interna m.externa mueve la ATP sintetasa a

la sintesis de ATP




gradiente
de pH
adentro
alcalino

Sintesis de
ATP
movida por
la fuerza de
H+

Potencial
eléctrico
adentro

negativo

ESPACIO .
INTERMEMBRANA

Membrana int




FOSFORILACION OXIDATIVA

CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES
Establecimiento de gradiente de H+

nH? | Sintesis de ATP

ATP synthase

@uﬂase

_ NADH ] $ i 2 N
Dehydrogenase _A— : E’.;tﬂt‘]ﬂ‘nme "I

Matrix

ADP +Pi

| Ubiquinona

Elem entary
ATP Particle

NAD = y2 02 + 2H+ = HZO | (F1 particle)

vHT Matrix fosforilacion
oxidacion




Citoplasma @

Mitochondrial
Outer Membrane

Espacio entre
membranas

s Y f YT g
S |/ Yo
Matriz (!I I

_ NADH § " O

FADH, HaO A
Succinate

ATP
NADH va a | Pate Succinyl-Co-A
L-Malate Ciclo u-Ketoglutarate

FAD Il va a ll | NADF Krebs WG Defpchogencse

H Oxaldacetate cx-Ketoglutarate
e Dekjro AcetylCET G . aﬁ.eA
- cetyl-Co- &Wﬁﬂ!’ﬂ c;b-am‘-_'lsg{ﬁtf NADH

3 A




El CEREBRO necesita:
Glucosa
Oxigeno

Mitocondrias

v

ATP
v

Alto consumo energetico
de las
neuronas




* Las Neuronas son altamente
dependientes del metabolismo
energeético oxidativo

* Se ha propuesto la
Disfuncion mitocondrial como
mecanismo patogénico
unificador para ND




La FOSFORILACION OXIDATIVA
genera la mayor parte de ATP

El deterioro para producir energia
puede tener consecuencias
catastroficas:

1. Disminuye ATP
2. Aumentan ROS
3. Se altera homeostasis del calcio




ENF. POR DISFUNCION MITOCONDRIAL

* El ADN mt codifica para un pequeno numero de
proteinas para Respiracion Celular, algunos ARN ribosémicos
y ARN transportadores

* El ADN mt solo se hereda de la madre, se divide y replica
independientemente del ciclo celular y se distribuye al azar

* Las mutaciones en ADN mt tiene que afectar alto porcentaje
para causar alteraciones funcionales pues la mayoria de las
Enf. Mitocondriales por mutaciones son recesivas




ENF. POR DISFUNCION MITOCONDRIAL

* Mutaciones de ADN mitocondrial
Tipicamente heterogeneas y multisistémicas
Encefalocardiomiopatias (tej. dependen energia)

* Mutaciones ADN nuclear
cuyos productos van a la mitocondria

Ataxia Friederich
Enf. Wilson

* De causa desconocida y asociadas a
mutaciones no mitocondriales

La MAYORIA de Enf. ND




; ENF. NEURODEGENERATIVAS
UBICACION INTRAMITOCONDRIAL DE PROTEINAS MUTADAS




ENFERMEDAD NEURODEGENERATIVA

Y
DISFUNCION MITOCONDRIAL




DISFUNCION MITOCONDRIAL EN ALZHEIMER

Presynaptic INICIO en sinapsis?

terminal

Depolarisation
Oedema

Damage of
mitochondria

P S,

Inflammation

Oxidative stress » Membrane
B-amyloid | damage

Exposicion a B amiloide: disregula calcio, activa caspasas, genera
ROS y NO, reduce Vmt, apoptosis




DISFUNCION MITOCONDRIAL EN
PARKINSON

Falla del Complejo |

(NADH oxidoreductasa)

Aumento de ROS
Disminucion de ATP




Compjejoil
NADH, oxidoreductasa

K
=
A.'

A TPt ]
EE} fq Iﬂmﬁ f

NADH NAD

ESPACIO |
INTERMEMBRANA

membrana interna




INHIBICION DEL COMPLEJO |

. Disminuye funcion mitocondrial (disminuye ATP)
. Aumenta el estrés oxidativo (aumenta ROS)

. Aumento de DA en citoplasma porque no es
cargada dentro de la vesicula (se necesita ATP)

. Se generan mas productos de oxidacion de DA

. Se oxida a sinucleina, se agrega y aumentan
Cuerpos de Lewy




DISFUNCION MITOCONDRIAL EN PARKINSON

Factores ambientales toxicos
inhibidores selectivos Complejo |

MPTP. (MPP+)

ROTENONE
PARAQUAT

Producen:
Cuerpos

° Inclusiones con a synuclein de Lewy

% Muerte Neuronas DA




MPTP

Al inicio de los anos 80 adictos a narcoticos
subitamente se volvieron parkinsonianos!!!

El responsable fue MPTP un intermediario
en sintesis de meperidina
El metabolito activo es MPP+




Neuron

dopamine transporter

Astrocyte

MPP+ es selectivamente tomado en N. DA
No hay defecto sistémico de complejo | por lo que
se considera no es buen modelo de Parkinson




, Metabolism via MAO Peripheral
and other enzymes tissues
— EBEB

MAD-B
inhibitors MPTP

[
|

I S Free radicals
Liptak [
|nﬁ|b|1;r-> MPP+ Dopamine +

L Je Membrane
I damage

- “‘\
!/'/ MF'F'+ P @ u'E"ilclf'\

e Breakdown of
calcium homeostasis

H"'"'_'_-___'_"'“"x..,,_ Dopaminergic
e .,

terminal
Mitochondrion

Aumenta ROS, disminuye ATP, aumenta DA
en citoplasma, aumentan productos
oxidados de DA que se unen a GSH y dan
GSH-DAQ que inhiben Complejo |




ROTENONE

* Es un insecticida y veneno para peces

* Causa parkinsonismo en ratas por
administracion cronica iv

* Produce inhibicion sistémica de complejo |

* Bloquea transferencia de e- en la NADH
reductasa, previene su uso como sustrato para
|la fosforilacion oxidativa

* Es considerado un mejor modelo de Parkinson




Estructura diferente a MPTP

Rotenone

Pero, ;poOr que sélo dafia N. DA
nigroestriatales si su accion es
sistémica?




PARAQUAT

* Herbicida comun que causa intoxicacion
inadvertida mortal y también es agente en
suicidios
Muerte horrible por falla sistémica de 6rganos!!!

* Tiene estructura similar a MPTP
Afecta también a neuronas DA

Glial
MMAO-B




Possible neurotoxic action of [excessive)
extracellular cystein in dopaminergic neurons:

+ — '
[ cys I
Inhibition of complex 1

Neuron

5.Cys-DA es un derivado

del metabolismo de DA Neuron
‘que inhibe el Complejo | @[ cys L"'l
-

Mitocondrial
dipeptidases '_(.:;_SH

Glial cell




DISFUNCION MITOCONDRIAL EN PARKINSON

Complex | dysfunction

Y ATP A Free radical

;

Neuronal depolarization
¢ ‘for.—Synuciein aggregatio
Excitotoxic activation
of NMDA receptors /

Proteasomal dysfunction <—>Active proteasome

4/ Cell survival

Cell death




DISFUNCION MITOCONDRIAL EN ALS
MODELO DE ALS SODI

1. Motoneuronas con degeneracion mitocondrial
HESIZ!

2. Disminuye actividad de cadena respiratoria
mitocondrial

3. La Cu-Zn SOD esta en citosol y en el espacio
intermembranas mitocondriales, la SOD podria
danar directamente la mitocondria

4. Activacion temprana de via mitocondrial
apoptotica




DISFUNCION MITOCONDRIAL EN HUNTINGTON

MODELO DE HUNTINGTON (huntingtin mutada Htt )

1. Mitocondrias cerebrales tienen un bajo potencial
de membrana y tendencia a despolarizarse a

bajos niveles de calcio

2. La proteina Htt mutada interacciona con
factores de trascripcion criticos en el
metabolismo energético mitocondrial y en la
apoptosis via mitocondrial




A pesar de muchas evidencias del
dano funcional mitocondrial en estas
enfermedades, todavia hoy continua

el dilema:

QUIEN ES PRIMERO




Asi que, hasta ahora tenemos que en
Las ENF. NEURODEGENERATIVAS

Hay APOPTOSIS

Y estan implicados:

El ESTRES OXIDATIVO que aumenta con la edad
La DISFUNCION MITOCONDRIAL que lleva a
disminucion de ATP y aumento de ROS

Y entre ellos hay RELACION...




, —»  DISFUNCION
ESTRES OXIDATIVO| «—— | MITOCONDRIAL

APOPTOSIS




el siguiente...

Il parte Mecanismos Patogenicos
Moleculares




