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SUMMARY

Active oxygen species are produced continuosly in tissues by the action of the
mitochondrial electron transport system and of reduced nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate oxidase. Support for the hypothesis that metallothionein
isoforms participate in intracelular defense against reactive oxygen is derived from
observations that substances causing oxidative stress, such as ethanol and iron, and
agents involved in inflammatory processes, such as interleucin-l and tumor necrosis
factor alpha, induce the synthesis of metallothionein, suggesting that metallothionein
may play a role in response to stress stimuli. In this thesis we evaluated
metallothionein participation after 1-methyl-4-phenyl-1,2, 3 6-tetrahydropyridine
(MPTP) administration, which is used as model of Parkinson’s deisease and
generating oxidative stress in the brain. We found previous administration with
metallothionein inducers as MnCl2 (1 mg/ml), cadmio (1 mg/ml) and dexamethasone
(5 mg/Kg) increased dopamine levels in corpus striatim by 40% (1 mg/Kg), 48% (at
5 days) and 43% (at 5 days) respectively as compared versus animals treated with
MPTP only. MPTP treatment reduced striatal metallothionein concentration (49%
versus control animals). Dexamethasone and cadmium increased metallothionein
concentrations in MPTP-treated groups, by 77% and 82% respectively. Results
suggest that metallothionein induction provide a significant resistance factor against
the deleterious effect of MPTP.
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RESUMEN

La produccion continua de las especies activas del oxigeno en los tejidos ocurre
por accion del sistema de transporte de clectrones de la mitocondria y de la NADPH
entre otras fuentes. La participacion de la metalotioneina en la defensa intracelular
contra las especies reactivas del oxigeno es apoyada por estudios de la induccion de
su sintesis por sustancias que causan la fuerza oxidativa, como ¢l ctanol, ¢l ficrro,
agentes involucrados en los procesos inflamatorios como la interleucina-1 v ¢ factor
alfa de necrosis tumoral, sugiriendo que esta proteina puede ser importante en
respuesta a un estimulo de estrés oxidativo.  En Ja enfermedad de Parkinson se ha
sugerido la participacion de un mecanismo de daio celular que relaciona la
formacion de radicales libres del oxigeno y mecanmsmos de oxtdacion y se le ha
denominado fuerza oxidativa. Lin este trabajo de tesis se evalud la participacion de
ta metalotioneina después de la administrucion de la -metit-4-femil-1,2,3,0-
tetrahidropiridina (MPTP), usada como modclo experimental de la enfermedad de
Parkinson y que causa fuerza oxidativa en ¢l cerebro. En ¢l modelo de la MPTP
encontramos que fa administracion previa de inductores de la metalotioncina como
¢t MnCl2 (1 mg/ml), el cadmio (1 mg/mi) v la dexametasona (5 mp/ml) son capaces
de incrementar los niveles de dopamina en ¢l cucrpo estriado (CL3) en 40%, 48% y
43%, respectivamente, cuando se compara con animales tratados con fa MPTP. Esta
neurotoxina redujo ta concentracion de ta MT en ¢l CE (49% comparado con ¢l
grupo control), en tanto que fa dexamctasona y ¢l cadmio incrementaron las
concentraciones de la metalotioneina en los grupos tratados con MPTP, en 77% y
82% respectivamente.  Bsos  resultados  sugicren  que  la induccion  de a
metalotioncina es un factor de resistencia contra ¢l efecto daiiino producido por la
MPTP.



SUMMARY

Active oxygen species are produced continuosly in tissues by the action of the
mitochondrial clectron transport system and of reduced nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate oxidase. Support for the hypothesis that metallothionein
isoforms participate in intracclular defense against reactive oxygen is derived from
observations that substances causing oxidative stress, such as cthanol and iron, and
agenis involved in inflanmatory processes, such as interleucin-1 and tumor necrosis
factor alpha, induce the synthesis of metallothionein, suggesting that metallothionein
may play a role in response to stress stimuli. In this thests we  evaluated
metallothionein  participation  after  1-methyl-4-phenyi-1,2,3,6-tetrahydropyridine
(MPTP) admunistration, which 15 used as model of Parkinson’s deiscase and
generating oxidative stress i the brain,. We found previous administration with
metallothioncin inducers as MnCl2 (1 mg/ml), cadmio (1 mg/mb) and dexamethasone
(5 mg/Kg) increased dopamine levels in corpus stratim by 40% (1 mg/Kg), 48% (at
5 days) and 43% (at 5 days) respectively as compared versus animals treated with
MPTP only. MPTP treatment reduced striatal metallothionein concentration (49%
versus control animals). Dexamethasone and cadmium increased metaliothionein
concentrations in. MPTP-treated groups, by 77% and 82% respectively. Results
suggest that metallothionein induction provide a significant resistance factor against

the deleterious effect of MPTD,
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1.INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson es un trastorno neurologico progresivo de la actividad
motora extrapiramidal, caracterizado  por el temblor en las  extremidades,
bradicinesia y rigidez muscular, entre otros.

Fn este padecimiento, ¢l daito se localiza fundamentalmente en las neuronas
dopaminérgicas que constituyen la via nigroestriatal, pero también s¢ lesionan otros
nucleos del tallo cerebral como el locus coeruleus, ¢l rafe y el motor del vago.

Se ha propuesto que la deficiencia de dopamina que se presenta en este desorden
produce aceleracion de la tasa de sintesis de la dopamina cn las neuronas gue
sobreviven, produciendo un exceso de 1202, que llega a convertirse en radicales
hidroxilo, los cuales pueden actuar como neurotoxinas causando estrés oxidativo en
las neuronas del cuerpo estriado que sobreviven (Dexter, DT et al., 1989).

Aungue los mecanismos de defensa, como el glutation y Ia glutation peroxidasa
son antioxidantes importantes en ¢l organismo, se desconoce su mecanismo  de
accion cn el cerebro.  También  se ha propuesto que la proteina metatotioncing
ademas de ser importante en diferentes funciones fisiologicas actta como atrapador
de radicales libres y como agente antioxidante.

La enfermedad de Parkinson se ha asociado a la fuerza oxadativa que indica la
formacton de radicales libres del oxigeno y mecanismos de oxidiacion. Por otro ado,
la metalotioneina es capaz de prevenir la formacion de radicales libres. Por lo tanto,
en este trabajo se evaluo st T alteracion en las neuronas dopaminérgicas del cuerpo
estrindo  producida por la  [-metil-d-tenil-1,2.3 6-tetrahidropiriding - (MPTDP),
relactonada con la fuerza oxidativa, puede afectar los niveles de Ta metalotioneina en

este modelo experimental de 1a enfermedad de Parkinson,



ANTECEDENTES
2. ANATOMIA DE LOS GANGLIOS BASALES

Se denominan ganglios basales al nicleo caudado, nucleo lentiforme (putamen y
globus pallidus), claustrum, complejo amigdalino y se ha enfatizado que pertencce a
este grupo la materia gris ventral del telencéfalo al caudado (Carpenter, M., 1986).

La sustantia nigra (constituida por la pars compacta y la pars reticulata) y ¢l
nacleo subtalimico localizados en ¢f mesencéfalo estan estrechamente asociados con
los ganglios basales.

Bl cucrpo estriado (CE) desempeiia diversas funciones que involucran la
integracion sensorial, la pereepeion y el aprendizaje (Divac. 1Tand Oberg, R., 1982).

Las alteraciones producidas en el CE producen discinesia, balismo, corca de

Huntington vy enfermedad de Parkinson (EP), entre otras. En la clinica neurologica

el término ganglios basales se restringe a los componentes del CL.
3. ENFERMEDAD DE PARKINSON

La EP ftue caracterizada por James Parkinson en 1817 y se desenibio como un
sindrome que se presenta entre la quinta 6 sexta década de la vida, Los sintomas 5
signos predominantes son el temblor en  reposo, rigidez muscular y  bradicinesia,
Fiste desorden esta asociado con fa pérdida de las neuronas  pigmentadas de la pars
compacta de la sustantia nigra. Los axones de estas células nerviosas se condctan
con otras neuronas de fa materia gris de los dos hemisfenos cercbrales. en el Hamado
CE. Estas células conticnen ¢l neurotransmisor dopamina (DA) (Fuxe, K. and

Andén, N-E., 1966; Bedard, P., et al,, 1969) y su deficiencia produce los sintomas



del parkinsonismo. En la EP ustan fesionados varios nlcleos del cerebro que
incluyen ¢l locus cocruleus (Mann, D. and Yates, P.O., 1983), el nicleo del rafe
dorsal (Jellinger, K. et al., 1983), ¢l nicleo basalis de Meynert (Foix, C. and
Nicolesco, J., 1925) y los sistemas dopaminérgicos que incluyen las  vias
nigrocstriatal (Bernheimer, 1. et al., 1973), mesocorticolimbica (Scatton, B. ct al.,
1983) e hipotalamica (Javoy-Agid, F. etal., 1984a). Los datos bioquimicos indican
que no todos los sistemas dopaminérgicos del sistema nervioso central estan dafados
en la EP.

La disminucion de DA en los nicleos caudado y putamen en la EP es del 80-90%,
en el nicleo acumbens, corteza cerebral ¢ hipotilamo es de 50-60% indicando que la
via nigroestriatal c¢s la mas dafinda en la enfermedad. Esta lesion producida en fa via
nigroestriatal (en particular ¢l caudado es ¢l mas afectado comparado con otros
sistemas dopaminérgicas), pucde explicar fa sintomatologia que se presenta cuando
hay deficiencia de ese newrotransmisor. Ein esta via, ta lesion mas importante ¢s en
las newronas dopamindrgica de Ja pars compacta de la sustancia nigra, que degeneran
causando una disminucion severa de la DA en ¢l CE, |

Ha sido reconocido que para que se manifiesten los sintomas del parkinsonismo
debe de presentarse una disminucion de 70-80% de las neuronas de la sustancia
nigray de fa DA en ¢l CE (Birkmayer, W. and Riederer, 1983),

Aunque los lactores responsables  de la disminucion de las  neuronas
dopaminérgicas de ta via nigroestriatal en la EP no estan totalmente entendidos, los
estudios neuroquimicos de animales lesionados (Helt, I et al,, 1980) y los estudios
postmortem cn pacientes con EP (Homykiewickz, O. and Kish, S., 1987) sugicren
quc las nceuronas dopaminérgicas que sobreviven incrementan su tasa de sintesis de
DA generando el peroxido de hidrogeno, que a su vez promueve la formacion de

radicales libres de acuerdo a la siguiente reaccion propuesta (Cohen, G., 1988):



DA +02 + H20 s H202+ NH3 + Aldehido

Las reacciones oxidativas pueden contribuir a la patogénesis de la EP (Dexter, D.
ct al., 1989).

La investigacion sobre la etiologia de la EP indica que no hay factores hereditarios
implicados (Calne, D.B. and Langston, 1. W, 1983), pero se sefiala que su induccion
puede ser por compuestos quimicos neurotoxicos endogenos o exogenos (Snyder,
SHoand D*Amato, R.1L, 1986; Tanner, C. M., 1989),

Experimentalmente  las neuronas de la sustantia nigra pueden deteniorarse por
diversas causas como la exposicion a ciertos wetales (Mena, L et al., 1967), virus
que causan infecciones (Jelinger, K., 1987), entre otros.

Para ¢l estudio de los mecanismos ctiologicos de la EP se han desarrollado varios
agentes quimicos que destruyen sclectivaniente Tas neuronas dopaminérgicas. El
hallazgo mis importante en este campo es el de la neurotoxina - 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) porque es el que se asemeja mas a lo que ocurre

en la EP idiopatica.

4. PARKINSONISMO INDUCIDO POR LA 1-METIL-4-FENIL-
1,2,3,6-TETRAHIDROPIRIDINA (MPTP)

La MPTP produce sintomas clinicos y patologia muy similar a la EP (Davis. G.C.
ct al., 1979; Langston, 1 et al., 1983). Esta neurotoxina s¢ produjo y  distribuyd
como un contaminante intermediario quimico de una droga de abuso producida
ilicitamente, el 1-metil-4-fenil-propionoxiperidino (MPPP) que se forma por la
deshidratacion de un precursor de este compuesto. Los adictos a las drogas que se

inyectaron esta meperidina sintética que contenia MPTP presentaron un sindrome
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parkinsonico permanente (Davis, G.C., 1979; Langston, J. et al., 1983). Ninguno de
esos individuos presentd demencia,  pero se observaron cambios intelectuales
similares a los que se presentan en los pacientes con la EP (Stern, Y. and Langston,
L W., 1985). En otro grupo expuesto a fa MPTP pero asintomitico, se observaron
cambios neuropsicologicos menores (Stern, Y. et al., 1986), asi como disminucion
en el contenido de DA en el CL (Calne, D.B. et al., 1985), sugiriendo que la fase
preclinica puede existir en esos individuos.

En la enfermedad idiopitica hay variaciones de paciente a paciente, algunos
presentan temblor persistente,  acinesia o rigidez predominante. Esta varacion
individual presenta otro paralelo entre el parkinsonismo inducido con la MPTP y la
EP (Langston, J. ¢t al., 1983).

Desde ¢l punto de vista patologico la MPTP produce un daino localizado en ¢l
sistema dopaminérgico de ta via nigroestriatal, como ¢l descrito en ¢l Parkinson
ichopatico.

Los sintomas y signos clinicos  de la intoxicacion por Ja MPTP en pacientes s
semejante a o observado en fa EP, por lo que es justificable que sea usado como un
modelo animal de la enfermedad.

Se ha encontrado que esta neurotoxina produce un modelo similar a la EP cuando
sc administra al mono (Burns, RS, et al., 1983: Langston, LW, ¢t al., 1984a) y ul

raton (Heikkila, R.E. et al., 1984),

4.1 NEUROTOXICIDAD AGUDA DE LA MPTP.

a) Efectos en el comportamiento

La adnunistracion de la MPTP a las ratas produce cambios agudos en la conducta

(Davis, G.C. et al., 1979) incluyendo patrones de comportamiento relacionados con



¢l sistema serotonérgico (Chiuch, C.C. et al., 1984), que pueden revertirse con la
administracion de un antagonista de la serotonina, la metsergida.

Las dosis repetidas de la MPTP a ratones (mas de 50 mg/Kg) producen
immovilidad transitoria, sin diferencias  en la actividad motora después de la
recuperacion de los efectos iniciales. Tin el mono, se presentan temblores agudos,
cambios posturales (incluyendo cola erecta), movimiento rotatorio de los ojos y
actividad similar a la EP idiopatica (Burns, R.S., et al., 1983, Langston, J.W., et al.,
1984), que probablemente no incluya el temblor en reposo. En el mono y en ¢l
humano, el sindrome parkinsonico es seguido de una recuperacion parcial del
comportamicito, sensacion de quemadura en ¢l sitio de inyeccion, sabor medicinal
o metatico, vision borrosa, oscura y alucinaciones ocasionales (Davis, G.C. ¢t al..

1979, Batlard, P.A. ¢t al., 1U83).

b) Efectos bioquimicos

Los cambios bioquimicos agudos después de la administracion de la MPTP estin
relacionados con ¢f metabolismo periférico y central de las catecolaminas (Chiueh,
C.Coet al, 1984), presentindose disminucion de las catecolaminas arteriales y
cardiacas en ratas y ratones (Fuller, R W. et al., 1984).

En los cerebros de rata y raton durante fa fase aguda hay  disminucion del
metabolismo de la serotonina y la DA, Sin embargo, ¢l contenido de la serotonina
aumenta en el nacleo del rafe y en el hipotalamo; los metabolitos de a serotonina y
de la DA disminuyen 15 minutos después de fa administracion de la MPTP. Esto
puede deberse a la disminucion en fa liberacion de las aminas por accion directa de
la MPTP (Schmidt, C.J. et al,, 1984) o por la inhibicion transitoria de la MAO
(Salach, L1 ctal, 1984, Mclamed, E. ct al., 1983).



El analisis de las catecolaminas en el liquido cefalo-raquideo del mono Rhesus
muestra una reduccion en ¢l contenido de acido homovanilico (HVA), acido 5-
hidroxiindolacético y 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol después  del primer dia de
administracion de la MPTP, efecto que permanece durante varias semanas (Burns,

R.S. etal., 1983).

4.2 NEUROTOXICIDAD CRONICA DE LA MPTP

a) Efectos en el comportamiento

Los cfectos cronicos de la MPTP son similires en varias especies sin embirgo, se
presentan diferencias en las manifestaciones'y en la valnerabilidad a los cfectos
toxicos cronicos. En primates, como ¢l mono Rhesus (Burns, R.S. ¢t al., 1983), ¢l
mono ardila (Langston, J.W. ¢t al., 1984) y ¢l titi (Jenner, P. et al., 1984), cl
sindrome se desarrolla entre 3 dias a 3 semanas, agravandose la bradicinesia, ta
ngidez, los episodios de inmovilidad vy el temblor. La variabilidad en el deterioro
motor quc sc presenta esta relactonado con la disminucion del 80% de las neuronas

dopaminérgicas, responsable de ta produccion de los cambios cn la conducta.

b) Efectos bioquimicos

Las cantidades del acido S-hidroxiindolacético y del 3-metoxi-4-hidroxi-fenilglicol
¢ los primates retornan a sus valores normales despuéds de algunos dias de la
administracion de la MPTP, pero los de HVA permanecen bajos (Burns, R.S. et al.,
1983).
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En el raton (Heikkila, R.E. ct al., 1984; Hallman, H. et al., 1984; Mclamced, E. et
al., 1985a), sc produce disminucion severa de la DA cerebral durante un periodo

largo de ticmpo.

En diferentes cepas de raton, las lesiones no se limitan al sistema nigroestriatal
sino que estan disminuidos el contenido de DA en el niicleo accumbens (Jacobowitz,
D.M. et al., 1984), NE cn ¢l CE y cn la cortcza frontal (Heikkila, R. et al., 1984).
Sin embargo, hay recuperacion de las catccolaminas en el cercbro hasta alcanzar los

valores normales (Hallman, 11, ¢t al., 1984).

4.3 CAMBIOS PATOLOGICOS EN ANIMALES TRATADOS
CON LA MPTP

Los humanos que desarrollaron parkinsonismo inducido por la MPTP presentaron
destruccion extensa de las ncuronas de la sustantia nigra, disminucion de la
neuromelanina y una sola inclusion eosindfila intracitoplasmica, similar al cuerpo de

Lewy, no observandose cambios en las células del locus cocruleus.

El parkinsonismo inducido en ¢l mono Rhesus después de administraciones
intravenosas repetidas de la MPTP, produce disminucion casi completa de la DA en
las ncuronas dopaminérgicas de la sustantia nigra en su pars compacta (Jacobowitz,
D.M. et al., 1984), degencracion de las fibras terminales dopaminérgicas en el CE.
Las células del area ventral tegmental A10, sus proyecciones al nucleo acumbens y

el tubéreulo olfatorio presentan daiios cuatro meses despucs de la administracion de
la MPTP.

En el mono ardilla (5-20 afios) hay lesiones patologicas adicionales en el locus

coeruleus, que parccen cuerpos de Lewy (Forno, L.S. et al., 1988) y se han



localizado en el bulbo, nicleo basalis de Meynert, sustancia nigra, locus coeruleus

y nucleo del rafe dorsal en la EP (Forno, L.S. et al., 1986).

4.4 METABOLISMO DE LAMPTP

La MPTP es un compuesto soluble en los lipidos que ficilmente penetra las
membranas, incluyendo la barrera hematoencefilica de monos y ratones (Markey, S.
et al., 1984). Después de su administracion, la MPTP ¢s convertida al ion 1-metil-4-
femilpiridino (MPP+) (Langston, 1. ct al., 1984; Johannessen, 1. et al., 1985), que se
forma en todos los tejidos incluyendo el cerebro. La conversion enzimatica de la
MPTP a MPP+ (Chiba, K. et al.,, 1984, Irwin, J. and Langston, ). 1985) se Heva a
cabo por la enzima monoaminooxidasa (MAO) tipo B (Chiba, K. et al., 1984;
Arora, P. et al., 1988). El efecto protector de los inhibidores de 1a MAO-B sobre la
toxicidad de la MPTP indica que la biotransformacion @ MPP+ es necesaria para que
ocurra el daio celular (Langston, J. et al., 1984),

L.a oxidacion de MPTP a MPP+ ocurre en 2 pasos (figura 1) siendo el 1-metil-4-
fenil-3 4-dihidropiridino (MPDP+) un intermediario que se¢ transforma de manera
espontineia en MPDP y MPP+ o por la accion subsecuernte de la MAO.

El metabolismo de la MPTP en otros tejidos, como el higado, involucra dos vias
adicionales (figura 2): 1) Conversion a MPTP N-oxido por la enzima flavin mono-
oxigenasa (Chiba, K. et al., 1988) y en menor grado, 2) N-desmetilacion por
citocromo P-450 a 4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropirina (PTP) (Weissman, J. et al., 1985),
La mayor parte del MPDP+ generado en el higado por la MAO es convertido por
accion de la enzima aldehido oxidasa a 1-metil-4-fenil-5,6-dihidro-2( 1 H)-piridinona
(MPPyrti2) (Arora, P e al., 1988) que puede oxidarse por citocromo P-450 (Wu, E.
ct al., 1988) a l-mctil-4-fenil-2 (1H) piridinona (MPPyr) (Arora, P. et al., 1988;
Wu, Fi. etal.,, 1988) y reducirse a 1-metil-d-fenil-2-piperidinona (MPPip) (Arora, P.
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FIGURA 1. Oxidacion de la 1-metil-4-fenil-1.2,3,6-tetrabidropiriding (MPTP) al
ion -metil-4-fenilpindino (MPI+), formandose como compuestos intermediarios ¢l
ion  -metil-4-fenil-3 4-dinidvopiridino (MPDP-+), MPDP y radical MPP (MPP.)
(tomado de Sayre. 1989),
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FIGURA 2. Mectabolismo de la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) en
el higado formandose diferentes metabolitos que incluyen MPTP-N-oxido, 4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (PTP), el ion -metil-4-fenil-3,4-dihidropiridina (MPDP+),
el ion l-metil-4-fenilpiridino  (MPP+), el 1-metil-4-fenil-5,6-dihidro-2  (1H)-
piridinona (MPPyrH2), t-metil-4-fenilpiridinona (MPPyr), el 1-metil-4-fenil-
piperidinona (MPPip) (tomado de Sayre 1989).
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et al., 1988). Ninguno de esos metabolitos produce toxicidad neurologica o general.
A nivel periférico el metabolismo de la MPTP actia como un mecanismo
destoxificante (Chiba, K. et al., 1988).

La localizacion de la MAO-B puede ser determinante de la toxicidad de la MPTP.
Sin embargo, csta enzima no s¢ encucntra en gran proporcion en las neuronas
dopaminérgicas (figura 3), sino que predomina cn las ncuronas serotoncrgicas
(Westlund, K. ct al., 1985; Nakamura, S. and Vincent, S. , 1986), cn los astrocitos
(Javitch, J. et al., 1985; Mytilineou, C. and Friedman, L., 1988) y en las paredes de
los vasos sanguineos de algunas especies.

Si la MAO-B esta en altas concentraciones en los capilares o en los vasos
sanguineos, fucra de la barrera hematoencefalica, la conversion de MPTP a MPP+
en este sitio puede limitar la entrada de la toxina al cerebro.

I MPP+ es un compuesto polar que difunde con dificultad a través de las
membranas lipidicas, sin embargo, sale de las neuronas serotonérgicas y de los
astrocitos para concentrarse selectivamente a través del sistema de recaptura de la
dopamina ¢n las neuronas dopaminérgicas (Chiba, K. et al., 1985; Javitch, J. ct al.,
1985, Schinelli, S. et al., 1988) donde es secuestrado (Markey, S. et al., 1984,
Kopin, Y., 19860), localizandose en las vesiculas con la dopamina (Keller, H. and Da
Prada, M., 1985), concentrandose en la mitocondria (Ramsay, R. and Singer, T.,
1986) o uniéndose con alta afinidad a la neuromelanina que esta presente en los
cucrpos neuronales de los mamiferos superiores (D’Amato, R. et al., 1987). Los
inhibidores del sistema de recaptura de 1a DA (por cjemiplo, el mazindol) evitan ¢l
dafio a las neuronas dopaminérgicas (Javitch, J. et al., 1985) indicando que este paso

¢s importante para la toxicidad,
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FIGURA 3. Proceso involucrado en la toxicidad de la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina  (MPTP) a las necuronas dopaminérgicas. fon  1-metil-4-
fenilpiridino (MPP+), radical 1-metil-4-fenilpiridino (MPP+) (tomado de Kopin,
1986).
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4.5 MECANISMOS DE NEUROTOXICIDAD DEL ION 1-
METIL-4-FENILPIRIDINO (MPP+)

El MPP+ es una toxina potente en células mesencefalicas en cultivo (Mytilineou,
C. et al., 1985) y en hepatocitos (DiMonte, D. et al., 1986; Smith, M. et al., 1987,
DiMonte, D. et al., 1988). La administracion directa del MPP+ en diferentes areas
del cercbro (Heikkila, R. et al., 1985; Sayre, L. et al,, 1986; Harik, S. et al., 1987,
Gibb, W. ct al., 1988) cjerce efectos neurotoxicos a largo plazo. Estos hallazgos han
conducido a que el MPP+ se considere el responsable de la toxicidad de 1a MPTP.
Sin embargo, los mecanismos de toxicidad celular debidos al MPP+ se desconocen,
aunque se han propuesto una serie de hipotesis al respecto que a continuacion sc
menctonan.

El MPP+ es tomado in_vitro por la mitocondria, conduciendo a altas
concentraciones del MPP+ en ese organclo (Ramsay, R. and Singer, T. 1986).
Posterionmente, la sustancia toxica es capaz de inhibir la oxidacion de sustratos
ligados a las NADH deshidrogenasas por la mitocondria (Nicklas,W. et al., 1985;
Ramsay, R. et al., 1987). Esos resultados sugiercn que el metabolismo del MPP+ in
vivo puede ser atribuido a la inhibicion de las funciones mitocondiiales y la
subsecuente disminucion del ATP (Mizuno, et al., 1988). Adams y Odunze (1991)
han seilalado que esta inhibicion reversible de la  respiracion mitocondrial
por ¢l MPP+ puede producir toxicidad limitada. Esta hipotesis es fundamentada con
los hallazgos de la disminucion transitoria del ATP después de la administracion de
la MPTP (Mizuno et al., 1988). Esto sugicre la existencia de un segundo mecanismo
de dafio celular que actiia en adicion a la toxicidad mitocondrial y que puedc

explicar los efectos del MPP+ a largo plazo.
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La MPTP es capaz de inducir ta gencracion de radicales libres del oxigeno in vitro
(Poirier, J. and Barbeu, A. 1985) quizids por interaccion con el citocromo P-450
(Sinha, B. et al., 1980), ademas reduce las defensas antioxidantes endogenas contra
los radicales libres (Ferraro et al., 1986). Esos resultados sugieren que la tuerza
oxidativa puede producir dafio celular después de la administracion de la MPTP
(Adams, J. and Odunze, 1., 1991),

Eil MPP+ es capaz de incrementar la peroxidacion de lipidos i vitro (Rios, C. and
Tapia, R. 1987) ¢ in vivo (Rojas, P. and Rios, C., 1993) un proceso que resulta del
ataque de los radicales libres a los acidos grasos politnsaturados. Recientemente se
ha reportado que la deficiencia de la vitamina-E en ratones administrados con la
MPTP incrementa los dienos conjugados en el mesencéfalo (Adams, 1. et al., 1990).
Este resultado sugicre que la peroxidacion de lipidos puede ser un mecanismo de
neurotoxicidad de la MPTP 1 vivo,

Por otra parte. la participacion de una proteina Hamada metalotioneing (MT) ¢s
importante para ¢ estudio de Ta neurotoxicidad de fa MPTP, porque esta asociuda

con la resistencta a vanas formas de fuerza oxidativa.

5.0 METALOTIONEINA
5.1 BIOQUIMICA DE LA METALOTIONEINA

La MT fue descubierta en 1957 por Margoshes, M. y Vallee. B. en ¢l rifon del
caballo, como una proteina responsable de la acumulacion del cadmio (Kiagi. 1. and
Schiiffer, A. . 1988, Vallee, B. and Falchuk, K., 1993),

Por otro lado, los organismos han desarrollo mecanismos para utilizar los

clementos traza esenciales como el zine (Zn) y ¢l cobre (Cu), asi como disminuir la



citotoxicidad de iones de metales de transicion que no son esenciales, como ¢l
-admio (Cd) y el bario (Ba). La capacidad de unir ¢l exceso de metales y limitar la
concentracion de iones libres s principalmente realizada por polipéptidos ricos en
cisteina, como el péptido gama-glutamil {fitoquelatina) encontrado en plantas y las
metalotioneinas encontradas en  animates (Hamer, 1., 1986; Bremner, Y., 1987,

Bremner, Y. and Beattie, J., 1990; Vallee, B. and Falchuk, K.,1993).

5.2 COMPOSICION DE LA METALOTIONEINA

Las metalotioneinas no ticnen funciones enzimdticas conocidas y se han
clasificado de acuerdo a las siguientes caracteristicas: - alto contenido de mctales
pesados (tipicamente de 4-12 atomos/molecula) unidos exclusivamente por grupos
tiol; elevado contenido de cisteina (tipicamente 23-33 mot): residuos de aminodacidos
hidrofobicos, carencia  de  ammodcidos  aromaticos:  bajo  peso molecular
(tipicamente menos de 10,000 Da) (Hamer, D, 1986).

l.os vertebrados examinados hasta el momento contienen 2 o mas isoformas de la
MT, agrupadas en 2 clases denominadas M'T-I y MT-I1. Lin muchos casos, cada
clase consiste de diferentes isoproteinas que se han designado como MT-IA, MT-113,
MT-IC, ete. La clasificacion de Ta proteina, esta en relacion a su homologia
funcional. Recientemente se ha identificado Ja MT-UL una MT especifica del
cerebro, que no ¢s expresada en los tejidos periféricos (Uchida, Y., et al., 1991;
Palmiter, R., et al., 1992) y la M-IV, expresada en muchos tejidos que conticnen

células del epitelio escamoso estratificado (Quaife, C. ¢t al., 1994).



5.3 ESTRUCTURA DE LA METALOTIONEINA

La MT de los mamiferos es un péptido de 61 o 68 aminoacidos que conticne 20
cisteinas, 6-8 lisinas, 7-10 serinas, una sola metionina acetilada en un amino
terminal y ausencia de aminodcidos aromaticos.

La mayoria de los residuos de cisteina estian presentes en secuencias de Cys-X-
Cys y Cys-Cys. [l contenido de metales de la MT purificada es muy variable y
depende del organismo, tejido ¢ historia de la exposicion i los metales pesados. Por
ejemplo, la MT aislada de higado de humano contiene predominantemente zine (Zn),
mientras la M'T de rifion ticne niveles sustanciales de Cd y Cu. Lisas diferencias
probablemente reflejan  la exposicion natural a los metales y la expresion de
diferentes isoformas de la MT.

La MT analizada de organismos que han sido experimentalmente expuestos «
determinado metal contendrda  predominantemente el metal  administrado.  Por
ejemplo, la MT-II de higado de ratas iratadas con cadmio contiene 5 atomos de
cadmio y 2 de Zn.

Los metales de la MT estan unidos a la proteina a través de uniones con ¢l grupo
tiol de los 20 residuos de cisteina. Los metales pueden removerse de la M1 por la
exposicion a un pH bajo produciendo una apotioncina que puede reconstituirse con 7
atomos de zinc.

La distribucion del Zn en la MT es en 2 grupos polinucleares. El grupo A conticne
I cisteinas que unen 4 dtomos de Zn con un dominio alfa-carboxiterminal
extendiéndose desde el aminodcido 31 al 61. El grupo B contiene 9 cisteinas, une 4
atomos de zinc y esta contenido en el dominio B det amino terminal extendiéndose

desde el aminoacido | al 30 (Hamer, D, 1986; Kay, J., etal., 199]).



5.4 FUNCIONES DE LA METALOTIONEINA

El mecanismo exacto de proteccion de la MT contra la fuerza oxidativa se
desconoce. Sin embargo, la MT es capaz de atrapar los radicales hidroxilo_in vitro
(Thoralley and Vasak, 1985). Esta funcion puede involucrar las ramas del grupo
tiol y del metal sin embargo, el daiio molecular a la MT no puede ser reparado por
glutation reducido. Por otro lado. la MT puede disminuir la peroxidacion de lipidos
(Thomas. J., et al., 1986) asi como liberar ¢l cobre y donarlo a las enzimas que

protegen contra la fuerza oxidativa (Bremner, Y., 1987).

La MT esta rclacionada con la homeostasis de varios metales hsiologicos
(Cousins, R., 1983), en la quelacion y destoxificacion de metales pesados (Goering,
P. and Klaassen, C., 1984) asi como una funcion antioxidante (‘Thomas, J., et al.,

1986; Hidalgo, J., et al., 1988).

La MT se ha utilizado como un biomarcador en la formacion de tumores fetales
(Nartey, N, et al., 1987; Kontozoglou, 1., ¢t al.. 1989), teratogénesis (Muioz, B.. ct
al., 1989), disfuncion renal y daiio tubular (Sugihira, N., et al., 1986; Shaikh, Z., ct
al., 1990) asi como de exposicion ambiental a los metales pesados (Shaikh, Z., et al,

1989: Hogstrand , C., et al., 1991).

l.as Mts de los mamiferos son inducibles en respuesta a una gran variedad de
estimulos que incluyen metales pesados (Karin, et al., 1980), glucocorticoides
(Karin, et al., 1981; Karin, ct al., 1980a), endotoxinas bacteriales (Durnam, D. et al.,
1984; Abe et al., 1987), estrés (Oh, S, et al., 1978) y algunos compuestos quimicos
(Kotsonis, F. and Klaassen, C.DD., 1979). Estos efectos son mediados a través de

diferentes promotores y factores de transcripeion.



5.5 DESCUBRIMIENTO DE LA METALOTIONEINA EN EL
CEREBRO

En 1983 ltoh y colaboradores descubrieron en el cercbro de la rata una proteina de
peso molecular bajo que une Zn y su expresion es inducible con la administracion
intracerchroventricular  de sulfato de Zn (Ebadi, M., 1984). Esta proteina  fue

nombrada metalotioneina (M),
El descubrimiento de esta se Hevo a cabo cuando se estudiaba la asociacion entre
fas sacudidas convulsivas y la enfermedad de Pick, un raro desdrden neurologico

producido por la acumulacion elevada de Zn en el hipocampo.

5.6 COMPOSICION DE LOS AMINOACIDOS DE LA
METALOTIONEINA DE CEREBRO INDUCIDA POR LA
ADMINISTRACION DE ZINC

La MT en el higado y cerebro tiene diferentes isoformas, la MT-1y la MT-1l con
60 y 61 residuos de aminoacidos respectivamente. Sin embargo. las isoformas de la
MT-1 y la MT-1I de cerebro tienen 17 y 18 residuos de cisteina  respectivamente,
Estos valores varian ligeramente de 21 residuos de cisteina reportados para la MT-1
hepatica de humano (Kissling, M. and Kagi, J., 1977) a 21 residuos de cisteina de la
MT de rifion de caballo (Kissling, M. and Kigi, 1, 1977), 17 y 21 residuos de
cisteina de las 1soformas de fa MT de higado de rata (Wong, K. and Klaassen, C.D.,
1979); de 20 y 21 residuos de cisteina para las isoformas de fa MT de higado de la
rata (Winge, D., ct al., 1984), 19y 20 residuos de cisteina para las isoformas de la

MT de higado de feto de bovino (Monger, K., ct al., 1985). Sin embargo, se han



reportado 14 residuos de cisteina para la MT-1 de crustaceos (Olafson, R., et al,
1979). En adicion, las isoformas de la MT de cerebro contienen una cantidad mayor

de dcido aspartico y acido glutamico en comparacion con la MT hepitica.

La composicion de aminodcidos de la MT-I1 en el cercbro de animales que fueron
tratados con Zn es similar pero no idéntica a la composicion presente en cerebros de
animales a los que no se les indujo la MT (Saijoh, K., et al., 1989), sugiriendo que
el metal altera la composicion de la MT (Andersen, R., et al., 1989; Saijoh, K., ct al.,

1994),

5.7 LOCALIZACION CELULAR DE LA METALOTIONEINA
EN EL CEREBRO DE MAMIFEROS

Ia localizacion celular de la MT se ha descrito en el cerebro de los mamiferos
(Nakajima, K., et al., 1989; Young, J. ¢t al.. 1991 Nishimura, N., et al,, 1992;

Blaauwgeers, H., ctal., 1993, 1994) de la siguicnte manera,

Los estudios inmunohistoquimicos de la MT en ¢l raton indican su presencia en las
células ependimales. elementos gliales, arucnotdes y piamadre (Nishimura, N, et al.,
1992). En la rata joven la inmunotincion es mayor en ¢l epéndimo, epitelio de los
plexos corotdeos, piamadre y aracnoides (Nishimura, N., ¢t al., 1992). En la rata
adulta la distribucion de la MT es principalmente en las células ependimales, plexos
coroideos, vasos sanguineos (Nakajima . K., et al.. 1989) y en astrocitos (Young, ..
¢t al,, 1991; Young, J., 1994), La inmunorcactividad de la MT en el mono esta
presente en la pramadre, células ependimales y en los astrocitos (Suzuki, K., et al.,
1992, a). En el humano la distribucion es mayor en los astrocitos (Uchida, Y., et al.,

1991, Blanuwgeers, FL, et al., 1994), La MT también ha sido identificada en el
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citoplasma, axones y procesos dendriticos de las neuronas motoras en la médula

espinal ventral,

5.8 METALOTIONEINA EN EL CEREBRO DE LOS
MAMIFEROS EN DESARROLLO

Fixiste variacion ontogenética en la concentracion de la MT en el cercbhro de la rata
(Ebadi, M.,1986b). Las concentraciones de zine en el cerchro, hipotitamo y CE son

mayores a los 20 dias despucs del nacimiento y disminuyen posteriormente.

La concentracion de MT  incrementa en ¢l cercbro después del naciniento de
manera continua desde 0.2 pg en un dia a 3.60 pg de Zn/mg de proteina 50 dias
despudés del nacimiento. Ll incremento en la concentracion de la MT despuds del
nacimiento no esti relacionado con una concentracion baja de la proteina durante ¢l
periodo prenatal (Ebadi, M., 1986b). La MT no se ha detectado en las células
ghales del cerebro de fetos, pero si en las células gliales del cerebro de animales

adultos.

Las concentraciones de tas proteinas que unen Zn en los tejidos de mamiferos en
desarrollo se incrementa, decrece o no se altera. Por ejemplo, la concentracion de la
MT se incrementa en el cercbro y el nivel de tioneina de Zn se incrementa en los
testiculos de ratas en desarrollo. Las concentraciones de la MT hepatica son altas ¢n
¢l higado de fetos, neonatos, en tanto que declina en el humano adulto. El nivel
clevado de ta MT hepatica durante los periodos fetal y neonatal puede participar en
ol almaceén. donacion y utilizacion de clementos esenciales, como el Zn y
posiblemente el Cu, para el metabolismo de los acidos nucleicos, sintesis de

proteinas y otros procesos metabolicos durante un periodo rapido de diferenciacion.



La concentracion de la MT de rifion  no tiene alteracion durante los periodos
prenatal y postnatal.

Son muchos y diversos los factores que regulan la sintesis de la MT en los
diferentes drganos durante los periodos prenatal y nconatal, entre otros. Durante ¢l
periodo neonatal, ¢l requerimiento por el Zn cs alto, la sintesis de ta MT puede estar
sujeta al control hormonal y  ser menos dependiente de la influencia del Zn. Sin
embargo, en la rata adulta, cuando a demanda por ¢l Zn disminuye, la sintesis de la
MT puede estar influida por ¢l Zn y asi la MT podria funcionar para mantener la

homeostasis del Zn (ver Ebadi, M., 1986 y las referencias citadas en ese articulo).

58 EXPRESION DE LA METALOTIONEINA Y LA
RESISTENCIA A LA TOXICIDAD INDUCIDA POR METALES

Un incremento transitorio en la tolerancia a los metales por las células eucanoticas
pucde ser inducido por el pretratamiento con concentraciones subletales de cicrtos
iones de metales, Esta tolerancia coincide con la capacidad de union de los metales a
las células debido a la induccion del gen de la MT (Karin, M. and Richards, R.,
1982, Peterson, M. and Mercer, 1., 1988, Gupta, A., et al., 1993). Una tolcrancia
mds estable puede ser producida por la exposicion de los cultivos celulares a los
metales, Esta tolerancia esta asociada con un incremento del RNA mensajero de la

MT vy de la proteina (Palmiter, R., 1987),

La funcion protectora de ta MT contra los efectos toxicos de los metales, se
analiza en sistemas incapaces de sintetizar la MT. Por ¢jemplo, se ha mostrado
(Ebadi, M., ct al., 1989b) que las células IMR-32 de neuroblastoma son menos

tolerantes o la toxicidad del Cd y ¢l Zn que las eclulas de higado. Se encontré que



cste fenomeno esta directamente relacionado a la capacidad inherente de esas células

de inductr la MT.

5.10 LA METALOTIONEINA COMO AGENTE ATRAPADOR
DE RADICALES LIBRES

i mecanismo de accion de la MT para atrapar los racheales libres del oxigeno no
es claro. Thoralley vy Vasak (1985) sugiricron que los residuos de la cisteina,
particularmente los grupos tiol de la MT, son el blanco primario de la reaccion de
los radicales lndroxtlo con las proteinas, que tiene sitios maltiples para atacar los
radicales hidroxito. Sin embargo, Thomas y col. (1986) argumentan que la
determinante primaria de fa proteccion de la MT  es la liberacion del Zn y su
captura posterior por la membrana (Thomas, J.P. et al., 1986), porque s¢ ha
descubierto que ¢l zine protege contra la peroxidacion de lipidos y estabiliza las
membranas (Chvapil M. et al., 1972). El Zn liberado puede suprimir la peroxidacion
de lipidos a través de diferentes funciones como la captura del fierro (Fe), inhibicion
de lTa NADPH-citocromo ¢ reductasa, induccion de la MT y/o  incremento en ta
actividad de glutation peroxidasa (Coppen, D.E. et al., 1988). Otra posibilidad cs
que la MT quele el Fe o medie su conversion en una forma inactiva, cvitando su
participacion en la reaccion de Fenton (Mello-Filho, A.C. et al.. 1988). La formacion
La MT puede donar un dtomo de hidrogeno a un radical presente en ¢l DNA de la
célula blanco, almacenandolo sin producir daio (Greenstock, C. et al., 1987). Asi

como participar en la degradacton de oxidantes daninos (Matsubara, J. . 1987),
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5.11 LA METALOTIONEINA COMO AGENTE ATRAPADOR
DE RADICALES EN UN SISTEMA DE DEFENSA
ANTIOXIDANTE

Hay una evidencia fuerte de que ta MT puede atrapar radicales libres, pero todavia
hay algunas dudas sobre su papel en los sistemas antioxidantes celulares. El
glutation reducido (GS1) es un importante antioxidante pero la M1 es mas efectiva
que el GSH para prevenir  la degradacion in_vitro det DNA por los radicales
hidroxtlo in vitro (Adcl, J. and Reuiter, No. 1989). Esto sugiere que la capacidad de
la M'T para atrapar radicales libres puede ser comparable a la producida por ¢l GSI
bajo condiciones de fuerza oxidativa, cuando la sintesis de la MT esta aumentada y
tos niveles de GSH estan reducidos.

Algunas enzimas en ¢l sistema de defensa antioxadante biologico son inductdas en
respuesta a la produccion de los radicales libres del oxigeno. Por ejemplo. en ¢l
higado de ratas tratadas con dinitrofenol se encontrd (Dryer, S, et al, 1980) un
incremento tanto en la generacion de radicales libres del oxigeno como de la enzima
mitocondrial superoxido dismutasa (SOD) de mangancso. Los niveles clevados  de
esas enzimas pueden ayudar a proteger fos tejidos de 1a toxicidad inducida por los
radicales. Las células resistentes al Cd son mas resistentes que las edlulas que no
resisten a la fuciza oxidativa sin embargo, no se encontro diferencia en la
descomposicion del peroxido de hidrogeno o de ke actividad dismutante del radical
superoxido (Mello-Fitho, A.C. et al., 1988). La MT pulmonar puede atrapar los
radicales libres producidos por ¢l paraquat y asi proteger contra la toxicidad
pulmonar. Esos resultados apoyan la participacion de fa MT para  atrapar los
radicales libres ¢ indica que las propiedades antioxidantes de las células no se

pucden explicar con cambios en otros sistemas antioxidantes,
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Sin embargo, en la levadura la SOD de Cu/Zn esta coregulada con la MT a nivel
transcripcional, sugiriendo un importante papel de esa enzima como parte de su
actividad antioxidante (Carri, M. et al., 1991).

512 EVIDENCIAS EN CONTRA DE LA ACCION
ATRAPADORA DE LA METALOTIONEINA SOBRE LOS
RADICALES LIBRES

La funcién antioxidante de la MT es muy controvertida. Arthur y col. (1987)
mostraron que la MT de Cuw/Zn estimulo la peroxidacion de lipidos microsomal
iniciada por la xantina y xantina oxidasa _in vitro . Recientemente Miller y col.
(1991) mostraron que el daffo puede ser causado por radicales no identificados y
formados por la MT de Cd contribuyendo al mecanismo de carcinogénesis
relacionado al Cd. La dobreexpresion de la MT no afectd la capacidad oxidativa
producida por la bleomicina o la radiacion, que produce radicales hidroxilo, pero
esto incremento su resistencia a los agentes alquilantes como la mitomicina (Lohrer,

H., and Robson, T., 1989; Karina, B. et al., 1990). La preinduccion in vivo de la MT

por el Zn no previno el incremento de la peroxidacion de lipidos hepatica inducida
por el estrés (Hidalgo, J. et al., 1988). Esos datos no apoyan la hipotesis de que la
MT juega un papel primordial en atrapar radicales libres. Los radicales libres del
oxigeno formados en los tejidos pueden disminuir por si mismos, ser degradados
por un sistema de defensa biol'(')gico como la enzima superoxido dismutasa o
reaccionar con moléculas celulares produciendo dafio al tejido. La vida media del
radical hidroxilo es particularmente corta, 1a MT y otros atrapadores pueden actuar
solo si estan localizades cerca del sitio de produccion del radical y asi interactuar

antes de la reaccion con otros componentes celulares.
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La preinduccion de la MT protege a las células de la citotoxicidad producida por el
tert-butithidroperoxido (Ochi, T. and Cerutti, P.A., 1989) en presencia de una

disminucion de glutation.

Esos efectos pueden ocurrir por mecanismos independientes (Ochi, T. and Cerutti,
P.A., 1989), pero es posible que la reduccion de la GSH y la acumulacion de la MT
son mayores en el citoplasma que en el niicleo. Observandose que 1a localizacion de
la MT en las células es mayor en el citoplasma, aunque se ha reportado su presencia
en el nicleo de células en crecimiento y células regeneradas de ratas sujetas a

hepatectomia parcial (Nishimura, H. et al., 1989; Tsujikawa, K. et al., 1991).

5.13 REGULACION DE LA METALOTIONEINA .DEL
CEREBRO

La induccion de la MT en el cercbro no se prodt;ce después de administracion
aguda (via intraperitoneal) del Zn (Itoh, M., and Ebadi, M., 1982) o por la
administracion crénica (via intraperitoneal) del Zn (Ebadi, 1986a) debido a que este
compuesto no atraviesa la barrera hematoencefalica. Posteriormente, se postuld que
la regulacion de la sintesis de la MT en el cerebro es diferente a la presente en el
higado o rifion (Ebadi, M., 1986b; Ebadi, M., et al., 1989b; Shiraga, H., et al., 1993;
Takeda, A, etal., 1994).

El cerebro sintetiza una cantidad mayor de MT que los tejidos periféricos (Ebadi,
M., 1986a; Paliwal, Y., et al., 1990). Este 6rgano es muy complejo y tiene alrededor
de 30,000 RNA mensajeros y 1/3 parte del genoma de los mamiferos destinado a las
funciones bioldgicas del cerebro (Sutcliffe, J., 1988). Este érgano importante pudo

haber desarrollado procesos unicos para transportar, compartamentalizar, liberar y
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wtilizar el zinc, cobre, calcio y otros clementos esenciales que participan en las

funciones vitales del cerebro en las que la M1 desempefia un papel primordial.

6. HIPOTESIS

Con base cn los antecedentes expuestos en los que se describe la participacion de
la metalotioneina como factor que produce la resistencia a varias formas de fuerza
oxidativa, se sugicre que esta proteina pucde disminuir ta neurotoxicidad inducida

por fa MPTP en el cuerpo estriado del raton,

7.0BJETIVOS

-Evaluar si los cfectos de algunos inductores de la MT del cerebro,  manganeso,
cadmio y dexametasona pucden  disminuir la neurotoxicidad dopaminérgica

inducida por la MPTP en el cuerpo estriado del raton.

-Lvaluar el efecto de Ta administracion de la MPTP sobre el contenido de M1 en ¢l

cuerpo estriado del raton.



8. MATERIALES Y METODOS
PRIMERA PARTE

8.1 PRETRATAMIENTO CON MANGANESO Y
ADMINISTRACION CON LA MPTP (ver articulo No.1 del

anexo)

Todos los experimentos se Hevaron a cabo con ratones machos atbinos con un
peso de 25-30 g y alimentados ad libitum. Los ratones fucron tratados con una
solucion de MnCla.4H20 (0.5 mg/ml o 1.0 mg/mi en ¢l agua de bebida) durante 7
dias. Los ratones control recibieron cloruro de sodio en la misma concentracion gue
el cloruro de manganeso durante 7 dias. Después del tratamiento. los animales
fueron administrados via intraperitoneal con la MPTP (30 mg/Kg), una dosis diaria
durante 3 dias. El tratamicnto oral con MnCl2 fue mantenido hasta el término del
experimento.  Posteriormente, los animales fueron  sacrificados por  dislocacion

cervical 7dias despucés de ta altima administracion con la MPTP.

8.2 PRETRATAMIENTO CON MANGANESO Y
ADMINISTRACION CON MPP+

Un grupo adicional de ratones fue tratado con una sola dosis de MnCl2 (0.4
meg/Kg, subcutanco) y 24 horas mis tarde fucron tratados con MPP+. en ¢
ventriculo lateral derccho como describio Haley y McCormick (1957). Todos fos

animales fucron adminstrados con una solucion de 18 pgen 3 ul de MPP+ Esta
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dosis ha mostrado que produce daio dopaminérgico especifico a los ratones
(Mihatsch, W. et al., 1988). Todos los animales fueron sacrificados por dislocacion

cervical, 48 horas después de la administracion de MPP+.

8.3 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE DOPAMINA
(DA) Y ACIDO HOMOVANILICO (HVA) (ver ariculo No. 1
del anexo)

LLos cerebros fueron removidos rapidamente y el CE de cada uno fue disecado
como describio Glowinski e Iversen (1966). Posteriormente, sc adiciond al tejido
una alicuota (500 pl) de una solucion de metabisulfito de sodio con acido perclorico
(0.1% p/v) y se sonicd con un sistema labsonic Lab-line (Lab-line instruments,
Melrose Park, IL). Las muestras fueron centrifugadas a 4,000 X g durante 10
minutos y los sobrenadantes fueron mantenidos a -70°C hasta que se analizaron,

Los contenidos de DA y HVA ¢n el CE fucron analizados usando un sistema de
HPLC (LC 250 Perkin-Elmer) con un detector electroquimico (Methrom 656) y un
intcgrador Hewlett-Packard 3396-11 como se describio previamente (Garcia, E., ot
al., 1992). Las curvas de calibracion fueron construidas para la DA, HVA y Sus
concentraciones obtenidas por interpolacion en la respectiva curva estandar. Para el
andlisis cromatografico se utilizé una columna analitica de catecolaminas (100 X 4.8
mm con un tamaiio de particula de 3 pm). La fase movil fue preparada con una
solucion amortiguadora de fosfatos (pH 3.2) que contenia 0.2 mM de octil sulfato de
sodio, 0.1 mM de EDTA y metanol 15% (v/v). E! potencial del detector se ajustd a
0.8 V contra un clectrodo de veferencia de Ag/AgCl. Los resultados fueron

expresados en pg del compuesto por gramo de tejido.
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8.4 ANALISIS DE MANGANESO (ver articulo No. 1 del

anexo)

Un grupo adicional de ratones fue tratado con MnCl2. 4H20 (0.5 mg/ml o 1.0
mg/ml de agua) como previamente s¢ describid, durante 17 dias. Los ratones fucron
sacrificados por dislocacion cervical despuds del tratamiento. Para este grupo, el
manganeso fue analizado en el CE como sigue: todo el material de vidrio, tubos de
polipropileno y puntas de micropipeta desechables fucron tratadas durante varias
horas con una solucion concentrada de HNO3 al 5% v/v y posteriormente enjuagados
en agua desionizada y secadas con gas nitrogeno antes de usarse para cvitar
cualquier posible contaminacion. Los instrumentos para la diseccion fucron tratados
con dcido nitrico al 3% (v/v) y enjuagados con agua desionizada. Las muestras de
tejido de CE fueron colocadas en tubos de polipropileno y digeridas en 500 pl de
acido nitrico concentrado (Suprapur, E. Merck) en un bafio de agitacion a 60°C
durante 30 minutos, como describio Bonilla (1978). Después de digerir las muestras
se tomo una alicuota de 100 pl de una solucion clara y diluida de 1:10 o 1:25 (v/v)
con una solucion acuosa de 1% (p/v) de fosfato de hidrogeno diamonio y triton X-
100 al 0.1% (p/v). De esta solucion diluida, se tomaron alicuotas de 20 ul y se
inyectaron cn el horno de grafito para el andlisis de Mn. La curva de calibracion parg
Mn se construyo agregando cantidades conocidas de la respectiva solucion estandar
de manganeso, (Titrisol, E. Merck) para el tejido digerido y diluido como se

describio, con el proposito de disminuir cualquier posible interferencia.

El andlisis de las muestras diluidas se realizo con un espectrofotometro de
absorcion atomica Perkin-Elmer 360 integrado a un horno de grafito HGA-2200. Se
utilizo un corrector de fondo para compensar la sefal de fondo. Tanto para las

muestras como para los estindares sc inyecto una alicuota de 20 pl de cada solugion



dituida final en ¢l horno. E programa del horno fue optimizado por medir la senal
de los estandares a varias temperaturas, tanto para las fases de carbonizacion y

atomizacion de acuerdo al procedimiento de Welz (1976).
8.5 ANALISIS ESTADISTICO

LLos datos fucron analizados estadisticamente usando andlisis de varianza, seguido
por la prucba de Tukey (Steel, R, and Torrie, 1., 1980). Los valores de p<0.05 y

p<0.01 fueron considerados de significancia estarlistica,

MATERIALES Y METODOS
SEGUNDA PARTE

9.1 PRETRATAMIENTO CON INDUCTORES DE LA
METALOTIONEINA (MT) Y ADMINISTRACION DE LA MPTP
(ver articulo No. 2 del anexo)

Los ratones machos atbinos fueron administrados (i.p.) con uno de los inductores
de ta MT, el cadmio (Cd) 6 1a dexametasona (Dex): Cd (1 mg/Kg) 6 Dex (5 mg/Kg)
y posteriormente fueron tratados con MPTP (30 mg/Kg). Los animales estuvieron
agrupados de la siguicnte manera:

Grupo I ammales control tratados con solucion salina; Grupo H: animales
tyectados con Cd; Grupo 11, animales tratados con Dex; Grupo IV: animales
tratados con solucion salina y 5 horas mas tarde con MPTP; Grupo V, animales

inyectados con Dex y 5 horas mis tarde con MPTP: Grupo VI, animales tratados con
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Cd y 5 horas  mas tarde con MPTP. Los tratamientos se repiticron diarniamente
durante 3 0 5 dias consecutivos. Todos los animales fueron sacrificados por
dislocacion cervical 7 dias despuds de la altima administracion y posteriormente sc

analizaron los contenidos de DAy HVA en el CE por HPLC.

9.2 DETERMINACION DE LADAY EL HVA
Como sc deseribid previamente en fa primera parte de materiales y métodos.

9.3 ESTIMACION DE LA METALOTIONEINA EN EL
CUERPO ESTRIADO

Los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical despuds del tratamiento
con la MPTP durante 5 dias consecutivos como se describio  previamente. La MT
fuc analizada en el CE con ¢l método de saturacion de plata (Scheubammer, A and
Cherian, M., 1986) con algunas modificaciones (Scheuhammer, A, and Cherian, M.,
1991) como sigue: todo ¢! material de vidrio, tubos de polipropileno y puntas de
micropipeta fueron tratados durante vartas horas con una solucion concentrada de
HINO3/H20 al 5% v/iv y postertormente enjuagados en agua desionizada y scecados
con nitrogeno gascoso antes de usarse, con la finalidad de evitar cualquicr posible
contaminacion. El material de discccion fue tratado con dcido nitrico al 3% vivy
postenormente enjuagado con agua desionizada antes de usarse. Las muestras fucron
homogencizadas en 500 pl de solucion amortiguadora de fosfatos al 0.05 M (pll 7.0)
constituida de NaCl (0.015M) y KC1 (0.145 M). Posteriormente se adiciond una
solucton acuosa del i0n plata (20 mg/l, 250 uhal extracto de tejido (500 ul) para unir

proteinas citosolicas y otros ligantes incluida ta MT, La hemoglobina de la rata (200
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ul) fue adicionada y las muestras fucron hervidas durante 2 minutos para precipitar
¢l exceso de la plata. Solo la plata unida a la MT permancee en el sobrenadante, este
oltimo paso sc repite 2 veces. La concentracion de la MT fue calculada de a
concentracion de  plata en ¢l sobrenadante. Esta plata se analizé por
espectrofotometria de absorcion atdmica usando un espectrofotometro de absorcion
atomica Perkin-Elmer 360 con horno de grafito HGA-2200. Una alicuota de 20 pl de
cada  muestra diluida fue inyectada en el hormo. El programa del hormo fue
optimizado midiendo la altura de las sefiales de los estandares a varias temperaturas,
para las fases de carbonizacion y atomizacion de acuerdo al procedimiento de Welz

(1976). El limite de deteccion de la MT fue de 5 pg de MT/peso de tejido hamedo.
9.4 ANALISIS ESTADISTICO

L.os datos de DA y HVA fueron analizados estadisticamente usando analisis de
varianza, seguido por la prueba de Tukey (Steel, R. and Torrie, 1., 1980). Los datos
de MT fueron analizados con una prucba de t de student. Los valores de p<0.05 y

p<0.01 fucron considerados de significancia estadistica.

10. RESULTADOS
10.1PRIMERA PARTE
(ver articulo No. 1 del anexo)

La administracion de MaCl2 a las concentraciones probadas de 0.5 y 1.0 mg/ml no
produjo incrementos significativos en las concentraciones de DA en o CE (ver
figura | del articulo No.1) cuando se compara con el grupo control (sin tratar a los

animales con MPTP o con Mn). Por otro lado, la administracion de la MPTP (ver



figura 1 del articulo No. 1) disminuye la concentracion de DA en ¢l CE (44.3%) de
forma estadisticamente significativa  (p<0.01) como resultado de la accion
neurotoxica del compuesto. En contraste, ¢l efecto dafiino de la MPTP producido en
las neuronas dopaminérgicas del CE, disminuyd parcialmente con el pretratamiento
de Mn a una dosis de 0.5 mg/ml (40%) (ver figura 1 del articulo No. 1),
encontrandose ésta proteccion parcial respecto al grupo tratado con MPTP (p<(.01).
[Zsto significa que el Mn disminuyo ¢l efecto daiino de la MPTP, encontrindosce que
la disminucion de la DA en el CE es menor (30%) respecto al grupo control
(p<0.01). Este efecto protector parcial no fue dosis dependiente, porque Ja dosis oral

de MnCl2 a | mg/m! no protegio mas que la administracion oral de 0.5 mg/ml.

La administracion de MPP+ (ver figura 2 del articulo No. 1 del anexo) produjo una
disminucion en las concentraciones de DA en ¢l CE (50%) cuando se compara con
el grupo control (p<0.01). Los efcctos inducidos por este metabolito toxico de la
MPTP, en las neuronas dopanunérgicas del CE fucron disminuidos parcialmente con
¢l pretratamiento de MnCl2, Indicando un incremento del 33% en la concentracion

de DA en esa region del cercbro después del tratanmiento mencionado.

El pretratamicento con el MnCl2 a los animales parkinsoni zados con MPTP mostro
que ¢l contenido de HVA (principal metabolito de Ta DA en ¢l cercbro) en ol CE
alcanza los niveles mostrados en ¢l grupo control (sin tratamiento con MPTP). Esto
sugicre que la proteccion ejercida por el pretratamiento con ¢f MnCl2 fue completa
(ver figura 3 del articuio No.1). Como en el caso del contenido de DA, Ta dosis
dependencia del efecto det Mn en los niveles de HVA no fue observada (ver figura 3

del articulo No.1).

I:n la figura 4 (ver articulo No.1)se observan tos resultados (ver figuras |y 3 del
articulo No. 1) expresados como la tasa de HVA/DA, un indice o estimacion del

recambio de la DA, con la finalidad de conocer como ¢l Mn puede ejercer sus
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efectos en ol sistema dopaminérgico del CE. El Mn incrementd [a tasa de HVA/DA
en los grupos de ratones tratados con la MPTP y a diferentes dosis de MnCla,

La acumutacion de Mn en el CE después del tratamiento oral con MnCl2 a dos
dosis diferentes (0.5 mg/ml y T mg/mb) es mostrada en la figura S (ver articulo No.
1). A la dosis de 1 mg/ml se encontrod un incremento en el contenido de Mn del 42%
cuando se compara con los valores control (p<0.01). La dosis baja de 0.5 mg/ml
produjo un incremento en la concentracion de Mn en ¢l CE del 14%, pero los

cambios no fucron estadisticamente significativos.

102SEGUNDA PARTE
(ver articulo No. 2 del anexo)

La administracion de Cd 6 Dex durante 3 0 5 dias no modifico el contenido de
DA en ol CE, cuando se compara con sus respectivos valores control (ver tabla 1 del
articulo No.2). )

Por otro lado, ta administracion de ta MPTP durante 3 dias (ver tabla t del anticulo
2) disminuy6 el contentdo de DA en ¢l CE (36% comparada con el grupo control)
como resultado de la accion neurotoxica del compuesto. El efecto neurotoxico de 1a
MPTP en las neuronas  dopaminérgicas del CE producido con 3 dius de
administracion de la toxina fue disminuido parcialmente cuando se preadministra a
fos animales con Cd durante 3 dias (ver tabla 1 del articulo No.2). Esta proteccion
parcial fue de 32% comparado a su respectivo grupo tratado con MPTP; despuds de
realizar un andlisis de varianza seguido de una prucba de Tukey. El mismo
tratamicnto durante 5 dias incremento ¢l contenido de DA en el CE en un 48%
comparado con su respectivo grupo tratado con MPTP (ver tabla 1 del articulo No.

2)

w fa
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El efecto neurotoxico de la MPTP en las neuronas dopaminérgicas del CI:
producido con 3 y 5 dias de administracion de la toxina fue disminuido parcialmente
con el pretratamiento de Dex (ver tabla | del articulo No.2). Esta proteccion parcial
expresada como un incremento en los niveles de DA a 3 y 5 dias de tratamiento fue
del 28% y 43% respectivamente comparado con los valores de animales tratados

solo con MPTP.

El contenido de HVA en ¢l CE después del tratamiento con MPTP durante 3 dias
disminuyo 27.5% (ver tabla 1 del articulo No.2) cuando se compara con ¢l grupo
control, indicando la accion neurotdxica del compuesto. En los grupos pretratados
con Cd, Dex y  parkinsonizados posteriormente con MPTP no se encontraron
diferencias en ¢l contenido de HVA cuando se comparan con el grupo control. Esto

sugicre que ¢l Cd y Dex producen una recuperacion total de los niveles del HVA,

El tratamiento con MPTP durante 5 dias (ver tabla 1 del articuto No.2) disminuyo
¢l contenido de HVA en ¢l CE (56%) cuando sc compara con los valores de
animales control. Los grupos tratados con Cd + MPTP y Dex + MPTIP mostraron un
incremento cn el contenido de HVA (85% y 65% respectivamente) cuando se

compara con los valores del grupo tratado con MPTP.

Por otro lado, el andlisis del contenido de MT en el CE mostrd que ¢l Cd
incremento 2 veces la concentracion de MT en esa region del cerebro (ver figura |1
del articulo No.2) cuando se compara con ¢l grupo control. Asi mismo, los animales
expuestos a la Dex mostraron un incremento de 2 veees en las concentraciones de
MT en el CE (ver figura 1 del articulo No.2), como se observo con el tratamiento de
Cd. Ln contraste, los animales tratados con MPTP mostraron una disminucion del

contenido de MT (49% vs los valores control) (ver figura 1 del articulo No. 2),
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Iz contenido de MT incremento tanto en animales tratados con Cd + MPTP (82%
cuando sc compara con el grupo tratado con MIPTP) y en animales tratados con Dex

+ MPTP (77% cuando se compara a los valores del grupo tratado solo con MPTP).
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11. DISCUSION

) origen de la EP se desconoce pero se ha propucesto la influencia de la edad y ¢
medio ambiente en su patogénesis. La edad s un factor que puede acelerar los
procesos metabolicos endogenos en fas neuronas del CE (McGeer PL1L., et al, 1977
Ricderer, P. andWuketich. S., 1976} y o medio ambicnte puede actuar en las
neuronas del CE a través de neurotoxinas (Calne, D, et al., 1986, Snyder, S, and
Amato, R.. 1986) como la MPTP o bien por algin otro tactor ambiental como es ¢l
uso de herbicidas. pesticidas, metales y agua para beber (Barbeau, AL et al., 1986,

Aquilonius, S.M. and Hartvig, P, 1986).

La incidencia de la EP se incrementa con la edad produciendo disminucion en ¢
niumero de neuronas de la sustancia nigra y en el contenido de DA de los sujetos que
fa padecen (McGeer, Pooet al.. 1977; Homykiewicz, O, 1982). Despuds de la
degenceracion de las neuronas de Ta sustantia pigra, las neuronas que sobreviven
incrementan sy actividad produciendo mas DA para compensar la disminucion del
neurotransmisor producida por ¢l dafio celular. Esta actividad compensatoria
mcrementa la desaminacion oxidativa de las monoaminas, la formacion de perosido
de hidrogeno y otros productos potencialmente toxicos como los radicales hidroxilo

y superoxido (Cohen, G., 1985; Slivka, A, and Cohen, G, 1985),

La disminucion de fas neuronas de la sustancia nigra v el incremento en ol
recambio de la DA observada en individuos vigjos esta asociada con un incremento
en el contenido de la enzima MAO-B, responsable de la biotransformacion oxidativa
de fa DAy otras monoaminas (Cote, L.J. and Kremzner, LT, 1983). La oxidacion

de las monoaminas genera radicales libres y otras neurotoxinas potenciales como la
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6-hidroxidopamina y quinonas que pueden producir daiio celular (Graham, D.G,,
1984).

Los estudios postmortem realizados en la sustantia nigra de pacientes con EP han

dado grandes cvidencias para explicar ¢l dafio, entre estos se pucden mencionar los
siguientes:
1) aumento de la fuerza oxidativa y disminucion de enzimas atrapadoras de los
radicales libres (Kish, S. et al.,, 1985; Perry, T. and Yong, V., 1986) 2) niveles
clevados de ficrro total asociados con la reduccion de ferritina y 3) deficiencia del
complejo I de la mitocondria,

Uno de estos eventos es probablemente ¢l primario, gencrando una cascada
secundaria de cambios que terminan en la mucrte celular de las neuronas de la
sustantia nigra. Este cvento desafortunadamente se desconoce  hasta el momento.
Sin embargo, se ha involucrado recientemente a la fuerza oxidativa mediada a través
de las especies reactivas del oxigeno como factor primordial.

Las especies reactivas del oxigeno son producidas continuamente en los tejidos
por la accion del sistema de transporte de clectrones de la mitocondria (Cadenas, E.
et al, 1977) y la oxidasa NADPH (Wakeyama, H. et al., 1982). Sin embargo, la
fucrza oxidativa no cs solo ¢l resultado de la sobreproduccion de las especies
reactivas del oxigeno, cs también la consecuencia de una disminucion de los
mecanismos  de  proteccion  de las células (Halliwell, B. and Gutteridge, JM.C.,
1985). Estos sistemas de defensa que previenen cl dafio a los tejidos debido a los
radicales libres del oxigeno incluyen una variedad de antioxidantes especificos como
la catalasa para el peroxido de hidrogeno, la superoxido dismutasa para el
superoxido y la glutation peroxidasa para el peroxido de hidrogeno y el peroxido
lipidico, asi como antioxidantes no especificos como es el glutation reducido. la
cerufoplasmina y la transferrina (Sato, M. and Bremner, Y. ,1993). Sin embargo, no

hay mecanismos de defensa especificos contra los radicales hidroxilo, que son los

41



mas reactivos. Recientemente, los cstudios se han enfocado en el papel de la MT en
los mecanismos de proteccion contra los radicales libres (Sato, M. and Bremner, Y.,
1993).

La MT tiene la capacidad de unir cantidades grandes de metales y asi funcionar
como reserva intracelular de elementos esenciales como ¢l zinc y el cobre. Ademas,
esta proteina puede atrapar iones toxicos y mantencr la homeostasis de los metales
(Sato, M. and Bremner, Y., 1993).

La participacion de la MT en la defensa intracelular contra el oxigeno reactivo es
derivada de observaciones de sustancias que inducen la fuerza oxidativa y la sintesis
de la MT (Bauman, J. et al., 1991). Asi mismo, la deficiencia de la MT produce
susceptibilidad a 1a fuerza oxidativa, pero la sobreexpresion de la proteina reduce ta
sensibilidad de las células y los tejidos al dafio inducido por los radicales (Lazo, J. ¢t
al., 1995).

E] interés particular de la MPTP en el estudio de la EP es por su semejanza en la
sintomatologia, bioquimica y patologia con esa enfermedad (Ballard, . et al., 1985).
La toxicidad selectiva de esta neurotoxina para la via nigroestriatal proporciona un
modelo para el estudio de los factores que afectan la susceptibilidad individual,

Las evidencias sugieren que la MPTP es una neurotoxina dependiente de la edad
encontrandose mas daiio por la neurotoxina en los animales mas viejos (Langston, [,
1985). Una posible explicacion de esta observacion se relaciona con la enzima
MAQO-B, que sc incrementa en ¢l cerebro con la edad (Cote, 1. and Kremazner, L.,
1983). Este proceso puede incrementar, como ocurre con otros compuestos, porque
el higado liega a scr menos eficiente en la biotransformacion produciendo que
menos MPTP sea convertida perifericamente por ¢l higado, pasando al sistema
nervioso central.

Hallazgos interesantes han revelado  que ciertos compuestos del medio ambiente

pucden modificar la actividad de la MAO. Una observacion  relacionada con esto



involucra al habito de fumar. El cigarro contiene numerosos compuestos que inhiben
la actividad de la MAO (Yu, P. and Boulton, A., 1987); uno de esos es el 4-
fenilpiridino, andlogo de la MPTP, que previene los efectos neurotoxicos de  esta
neurotoxina (Irwin,I et al., 1987). De esta manera ¢l fumar cigarros representa un
factor ambiental que pudiera prevenir la conversion de ciertos compuestos a
neurotoxinas a través de inhibir la actividad de la MAO. Esto puede ser de
importancia para inhibir la incidencia de la EP  porque se ha observado disminucion

de su frecuencia en fumadores (Irwin, L et al., 1987),

La MPTP es un compuesto que sc une a la melanina (Lyden, A., et al., 1983); la
melanina cutanea podria actuar como un atrapador periférico, capturando y uniendo
dosis toxicas de la MPTP o sustancias similares que son producidas por la
exposicion ambiental. Esta sugerencia se ha fundamento en que la incidencia de la

EP disminuye en individuos de raza negra (Lerner, M. and Goldman, R., 1987).

La acumulacion de la neuromelanina puede reflcjar que los mecanismos de
defensa contra los radicales libres estan limitados porque este compuesto promueve
ta oxidacion de catecoles a quinonas. Asi, 1a neuromelanina per se puede contribuir
a la neurotoxicidad de la MPTP, reaccionar con el MPP+ y generar ¢l radical libre
MPP,

Estas observaciones son especulativas y sugieren la participacion de la fuerza

oxidativa en el dailo celular.

La terapia antioxidante contra los radicales libres puede ser una opcién para hacer
mas lenta la degeneracion de la sustancia nigra y los sintomas clinicos tanto en la
EP como en este modelo de la enfermedad. La atenuacion de los efectos de los
radicales libres a través de un atrapador natural como la MT, fa inhibicion de la
desaminacion oxidativa‘ por un inhibidor de la MAO tipo B como el deprenil, pueden

probarse como terapia complementaria para probar si la degeneracion de la sustancia
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nigra en este modelo esta relacionada con mecanismos mediados por la fuerza
oxidativa.

L.a MT es una proteina intportante en la fuerza oxidativa y debido a su naturaleza
endogena puede inducirse su sintesis y cxpresion con diferentes agentes que
incluyen los metales, como ¢l Mn, Cd, Zn, Cu, esteroides, ctc. (Ebadi, M. and
Babin, D., 1989; Palmiter, R., et al., 1992; Choudhuri, J.M. et al., 1993)

Nuestros hallazgos en ¢l presente estudio muestran que el Mn, inductor de la MT,
administrado exogenamente en ¢l modelo de Parkinson usando MPTP, es capaz de
prevenir parcialmente el efecto neurotoxico de la MPTP/MPP+ en las neuronas
dopaminérgicas del CE como resultado de sus efectos a nivel sinaptico.

El efecto dafiino de la MPTP fue prevenido parcialmente (40%) con el tratamiento
de Mn (ver figura 1 del articulo 1). Esto nos indica que el incremento en la cantidad
de DA de las ncuronas del CE después del tratamiento es por aumento en la cantidad
de neurotransmisor liberado.

Por otro lado, el pretratamicnto con Mn en animales parkinsonizados con MPTP
mostré una recuperacion total de los niveles de HVA en el CE (ver figura 3 del
articulo 1) indicando un aumento del catabolismo de 1a DA. La medicion de este
metabolito sugiere la posibilidad de modificaciones en la liberacion o en el
recambio de la DA en el cerebro (Weiner, N. and Molinoff, P., 1994).

La relacion entre HVA/DA es una forma indirecta de sugerir un aumento o
disminucion en ¢l recambio de la DA, El incremento de la relacion entre HVA/DA
en el CE de los ratones pretratados con Mn y parkinsonizados con MPTP (ver figura
4 del articulo 1) encontrados en este estudio, sugiere la posibilidad de un incremento
del recambio de la DA producida por el pretratamiento con el metal. Asi el Mn
pucde acelerar el recambio de ese neurotransmisor para compensar su disminucion
debida a la muerte celular de las neuronas dopaminérgicas producida por 1a MPTP.

Algunas otras drogas como la amantadina (Rojas, P. et al., 1993), producen un
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aumento del racambio de 1a DA en este modelo experimental de la enfermedad de

Parkinson..

Para poder probar si el efecto del Mn es por aumento en el recambio de la DA ¢s
necesario realizar estudios precisos para su medicion. Este mecanismo pucde
analizarse en el cerebro de acuerdo a la técnica de Diggory and Buckett (1984) que
consiste en la administracion del probenecid, un farmaco bloqueador del transporte
del HVA y otros acidos organicos del liquido cefaloraquideo a la sangre (Tamarkin
et al.,, 1970). Dc esta manera el contenido de HVA en el cerebro incrementa
proporcionalmente al recambio de 1a DA

El incremento inicial en el contenido de DA después de la administracion del
Mn, observado cn este estudio, se ha reportado durante la intoxicacion subcrdnica en
el CE de ratas y ratones (Chandra, S. and Shukla, G., 1981; Bonilla, E., 1980). Sin
embargo, este resultado sugiere que esos cfectos son mediados por el estado fisico

del manganeso in vivo, porque el metal puede ser un antioxidante o un poderoso

prooxidante dependiendo de su estado de oxidacion (Kono, Y. et al., 1976;
Donaldson, J., 1981).

El Mn divalente es un atrapador eficiente de los radicales superoxido (Kono, Y. et
al., 1976; Archibald, F. and Fridovich, Y., 1981), capaz de inducir la sintesis de la
MT y evitar el dafto al DNA producido por la radiacion ionizante. En este cfecto la
MT puede estar participando atrapando los radicales hidroxilo. El exceso de Mn
divalente puede inhibir la produccion de los radicales superoxido e hidroxilo que
estimulan la peroxidacion de lipidos (George, J.D. ct al., 1980). El tratamiento
agudo con cloruro de Mn a ratas neonato  disminuye la peroxidacion de lipidos en
vanas regioncs del cerebro. En el CE se encontrd una reduccion casi completa del
proceso (Donaldson, J. et al., 1982), sugiriendo que ¢l Mn ejerce una actividad
antioxidante cn esa region. En relacion a esto, el efecto protector del Mn en el CE

observado en ¢l presente estudio puede atribuirse a la predominancia del Mn
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divalente durante la administracion aguda y subaguda. Es posible que el Mn
divalente atrape los radicales superoxido (Kono, 1. et al., 1976; Archibald, F. and
Fridovich, Y., 1981; Donaldson, J . et al., 1981) producidos por ¢l tratamiento con
MPTP (Rios, C. et al., 1995) a través de un mecanismo directo o por la induccion

de la MT.

El efecto protector parcial del cloruro de Mn observado en este estudio
aparcntemente no fue dosis dependiente. Este resultado sugiere un proceso de
saturacion en la accion protectora del Mn, Sin embargo, ¢s nceesario estudiar tanto
exposiciones altas como bajas de Mn para concluir sobre la dosis dependencia. El
contenido de Mn en el CE (ver figura 5 del articulo 1) incrementd ligeramente
después del tratamiento oral con MnCl2 a una dosis de 0.5 mg/ml, pero este no tue
estadisticamente significativo, ain asi se observo proteccion contra la MPTP, Esto
sugiere que el contenido total de Mn es un indice grueso del estatus del Mn en el
cerebro, El Mn es acumulado preferencialmente por la mitocondria (Liccione, J. et
al., 1989), quizas el Mn subcelular esta aumentado a esta dosis, pero ¢l incremento
no se refleja en el contenido total de Mn en el tejido que analizamos.  En un estudio
in_vivo se encontrd que el Mn 2+ es captado por la mitocondnia del CE (Liccione, J.
and Maines, M., 1988), organelo que preferencialmente acumula el metal, actwando
como una rescrva del mismo (Kandel, E. and Schwartz, 1., 1985). Cuando el Mn
presente en el cerebro llega a ser clevado, sc acumula preferencialmente en la
mitocondria de los ganglios basales (Suzuki, J. et al, 1975; Fahn, S., 1976;
Autissier, N. et al., 1982), el sitio postulado de la accion toxica del MPP+ (Ramsay,
R. and Singer, T., 1986).

Es interesante mencionar que el Mn es tomado por los astrocitos del cerebro
(Tholey, G. ct al., 1988), el sitio de transformacion de MPTP a MPP+ (Gerlach, M.,
ct al,, 1991). Asi, las acciones protectoras de ese metal pueden atribuirse a una

imterferencia con la bioactivacion de la MPTP en los astrocitos. Los resultados del
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presente estudio indican que.el Mn también protege contra la neurotoxicidad del
MPP+, indicando que estc metal esta actuando directamente en los procesos
neurotoxicos inducidos por el MPP+ mis que en la biotransformacion del MPTP,

El Mn tiene accion en el sistema dopaminérgico (Daniels, A, et al., 1981) en fases
tempranas del desarrollo. Por e¢jemplo, en ratas gestantes la acumulacion del Mn en
el CE esta asociada con el incremento en la actividad de tirosina hidroxilasa
(Bonilla, E., 1980), biosintesis y recambio de la DA (Chandra, S. and Shukla, G.,
1981). Sc ha propuesto que la intoxicacion por ¢l Mn en los humanos puede ser
debido a un incremento en los niveles y/o el recambio de las catecolaminas del
cerebro (Chandra, S . and Shukla, G., 1981).

El mecanismo de accion de la MPTP sc ha relacionado a la deficiencia de los
metales de transicion, En un estudio previo, encontramos una disminucion cn el
contenido de cobre y Mn en el CE después del tratamiento con MPTP (Rios, C. et
al., 1995). Asi mismo, el dietilditiocarbamato, un agente quelante de algunos
metales, incluyendo el Mn, inhibe la superoxido dismutasa y potencia la
neurotoxicidad de la MPTP/MPP+ (Miller, D. et al., 1991). Estos hallazgos pueden
indicar que el tratamicnto con Mn a corto plazo pucde atenuar la fuerza oxidativa en
el CE. El mecanismo exacto no esta todavia entendido y seria muy intercsante

analizar si la MT esta involucrada en este mecanismo de proteccion.

El uso de otros agentes inductores de la MT, como el Cd y la dexametasona, pucde
ayudar a proteger de la neurotoxicidad. Como se observo en este estudio, el Cdy la
dexametasona protegicron parcialmente de la toxicidad inducida por 1a MPTP en las
neuronas dopaminérgicas del CE (ver figuras 1 y 2 del articulo 2). Esta proteccion
parcial evaluada como aumento en la concentracion de la DA en esa region indica
un incremento en fa liberacion del neurotransmisor. Asi mismo, se encontré que el
contenido de HVA en el grupo de animales parkinsonizados a diferentes tiempos y

tratados con los diferentes agentes inductores de la MT (ver figuras 3 y 4 del articulo
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2) incrementaron la cantidad de estc metabolito, lo que indica un aumento en el
metabolismo después de esos tratamientos.

. Es interesante mencionar quc la administracion de Cd o dexametasona en cste
estudio aumentaron cerca de 2 veces el contenido de MT en CE (ver figura 5 del
articulo 2) y esos mismos tratamientos en el modelo de Parkinson inducido con
MPTP protegieron de su neurotoxicidad dopaminérgica (ver figura 5 del articulo 2),
sugiriendo gue accion de esos inductores puede ser mediada por la accion de la MT
como atrapador del radical hidroxilo (Sato, M. and Bremner, Y., 1993).

La MPTP csta relacionada a la fuerza oxidativa porque su metabolito toxico, el
MPP+, es capaz de incrementar la peroxidacion de lipidos (Rojas, P. and Rios, C.,
1993) y de disminuir la cantidad de cobre y el mangancso en ¢l CE después de la
administracion de la MPTP (Rios, C. et al., 1995). Es posible que la MT, que une
metales como ¢l cobre y el manganeso juege un papel importante en proteger las
neuronas dopaminérgicas de los radicales libres inducido por la MPTP,

El analisis del contenido de MT en el CE disminuyo despucs de la administracion
de la MPTP, sugiriendo que una disminucion de los mecanismos de defensa celular
contra los radicales libres relacionados con el grupo tiol, incluyendo la MT. Este
efecto ha sido reportado para la 6-hidroxidopamina (Shiraga, H. et al., 1993),
necurotoxina que daiia la via nigroestiatal.

La MT puedc interactuar con toxinas clectrofilicas regulando el potencial redox
intracelular o actuando como atrapador de radicales libres (Sato, M. and Bremner,
Y., 1993). Apoyando esto se ha encontrado que animales deficientes en los genes de
la MT-1 y MT-II son mas sensibles a la fucrza oxidativa (Lazo, J., ct al., 1995). Asi
se podria esperar que los ratones tratados con MPTP serin incapaces de controlar la
sobreproduccion de especices reactivas del oxigeno, debido a una deficiencia en MT.

La reduccion de los mecanismos de defensa celular relacionados con el grupo tiol

entre cllos la disminucion en el contenido de MT como resultado de 1a accion de la
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MPTP pueden explicar la disminucion observada de cobre y Mn después de la
administracion de la MPTP (Rios, C. et al., 1995), porque csos metales se piensa
que son regulados por la MT.

Como se ha mencionado, la EP ha sido asociada con la fuerza oxidativa (Halliwell,
B., 1989), que incluye disminucion de defensas relacionadas al grupo tiol (Perry,
T.L. et al., 1982), cambios en las concentraciones de metales traza, especialmente
disminucion de cobre (Dexter, D.T. et al., 1991) e incremento en 1a peroxidacion de
lipidos en la sustancia nigra de pacientes postmortem que presentaron EP (Dexter,
D,T. et al., 1989). Todos esos hallazgos sugicren la existencia de mecanismos
similares de daiio tanto en pacientes con la EP y la neurotoxicidad inducida por la
MPTP, los resultados presentados aqui sugieren que una posible alteracion en la MT
de los pacientes podria ser esperado y asi abrir la posibilidad de un papel protector
de los inductores de la MT en la EP.

La importancia de este modelo en el estudio de la EP radica en que factores
ambientales y endogenos, como ya se menciono, pueden estar involucrados en los
mecanismos de toxicidad. Por eso es relevante el estudio de posibles factores que
pucdan ayudar a conocer como se lleva a cabo el dafio celular y asi poder establecer
terapias. De ahi la rclevancia del estudio de la MT que no solo desempeiia
funciones relacionadas con la fuerza oxidativa. Ademas, su sintesis es inducida por
diversos factores ambientales a los que estamos expucstos constantemente.

Los resultados presentados en este trabajo son de relevancia para el estudio de la
etiologia dec la EP, aunque solo se realizé en un modelo de la EP. Asi, ¢l uso de
agentes inductores de la sintesis y expresion de la MT (Mn, Cd y Dex), sugiere la
posible participacion de la MT en los mecanismos de proteccion contra el dafo
producido a las neuronas dopaminérgicas del CE en animales tratados con MPTP.

Por otro lado, esto ay'udarz'l en estudios futuros al conocimiento de 1a funcion de la

MT endogena, presente en el cerebro, asi como su relevancia primordial para
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proteger de los mecanismos de estrés oxidativo que ocurre en las ncuronas

dopaminérgicas del CE en este modelo de la EP y en la enfermedad idiopatica.



12. CONCLUSIONES

1- Los inductores de la MT, manganeso, cadmio y dexametasona protegen contra la

toxicidad dopaminérgica inducida por la administracion de la MPTP.

2-La MPTP disminuye los niveles de la MT en el CE lo que sugierc una disminucion

de los mecanismos de defensa de celular contra la fuerza oxidativa.

3-Los inductores de la MT, cadmio y dexametasona incrementaron parcialmente los
niveles de la MT en animales tratados con MPTP  sugiriendo la participacion de la

proteina en los mecanismos de defensa celular contra la fuerza oxidativa.

4- La MT puedc desempeilar un papel importante en proteger a las neuronas
dopaminérgicas del dafio celular producido por los radicales libres en este modelo

experimental de la enfermedad de Parkinson.

5-Estos resultados apoyan las evidencias de la participacion de 1a fuerza oxidativa

como mecanismo de dafio celular en este modelo de Parkinson.

6-La MT e¢s una proteina relacionada con la fuerza oxidativa y debido a sus

propiedades antioxidantes puede actuar como un mecanismo de defensa celular en

esta patologia.

7-Sc¢ requicren de mas estudios para explorar la naturaleza antioxidante de la MT y

sus implicaciones en la neuroproteccion en diferentes enfermedades, entre ellas la

enfermedad de Parkinson.
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Short-Term Manganese Pretreatment Partially Protects
Against 1-Methyl-4-Phenyl-1 2.3,6-Tetrahydropyridine

Neurotoxicity

Patricia Rojas' and Camilo Rios'
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L-Methytd-phenyl- 1,2, Vo teindigdiopyridine (MIFFP) ds 2 neurotoxin ihat induces parkinsonism
i hutan and on-duanan pomates s iechanisim of action is not fully elucidated. Recently, the
particapation of dtace metals, such ay manganese, on its REUFoloxic achon has been postulated. tn
this wirk, we studied the effect of manganese administration on the neurochemical consequences
of MIFTI neurorone achon Male Swiss afbing mice were treated with manganese chloride (MLl
ALY, 05 m/my o EOomgaul of diaking water) tor 7 days, follawed by tiree MPTE adnun-
istrations €30 mpKp, intapentaneally). Seven days after the last MPTP adininistration, wice were
sacrifived and dupasiune and bomoyanillic acid comrtents in corpes stiiatnn were analyzed. Sinatal
concentration of dopanine was Toubsd increased by 60% in mice pretreated with 0.5 my/ml and
529% an the group treated of 1O mgmt as compared versus antmals weated with MPTE only.
Homovamtise actd conten i both graups treated with inanganese was the same as those in cuntrol
amnals, The resulls indicate that manganese oy interact with MR, producing an enlancement
ol siriatal dopanine Wwrnuver, as the protective effect of manganese way more pronounced in the
inetabulite thian 10 the acurotiransoniter,
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nution of these substrates mnd irreversible brain damange
with neuralogical signs resembling those of Parkinson’s
disvase are observed (2-11).
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Stabshically deiberem Fromy ¢omtrnl, p o U Tukey's tesd *® Stabists-
catly debterens taw cotral g+ Q.00 Tokey's test Mo asuganiese,
M by b phienyipyindiom

shown e Die 1o stahishicadly  stpmbicant seduenon
10 300 i DA devels in MPTER-treated miee (po- . 0
was fTouid s result of the newratoxic achion of the
cutepaund by contrast, admeistration of Moo MPPER-
treated aninals (Figure 1) panttally prevented (60%)
MITTPandiced DA lowening effect as compared to
MP T dreated proup (p <2 0.01). This protechive etfect
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test. Mn = nanganese; MPTP = L.meihyl-4-phenyl-1.2,3 6-1etrahy-
dropyinhne,

seems 1o be not dose-dependent, as the | img/ml dose
didd nut protecied more than the 0.5 mg/ml oral admm-
astration. Even a higher dose of 2 my/mi applied as oral
pretreatiment o ammals rested with MPTP was only
parfially protective agiinst neorotaxicity (62% vs control
antmials; dati not shown),

As seen fron Fig. 2, there was a decling in stnatal
DA cantent (50%) o mice treated with MPEP* as com-
paredd apgmnst conirol group {p << 0.01). Mn pre-treat-
ment antagonized the effect induced by MPP* on the DA
concenmratian (33%) i corpns strianom indicating partial
protection by Mu teeatinent.

Protection exerted by manganese pretreatment on
striatatl HIVA content in corpus siriaiun was complete
(Frg. 3y, thus retunmng the TIVA levels 1o the values
uhserved e the groups not treated with MPTE. As
the case of DA content, dose-dependence of the Mn ¢f-
fect on HIVA levels wis nor observed (Fig. ).

FFig. 4 shows the resnlts (shown in Figs, 1 and J)
expressed as the HVA/DA rate, an estimation of DA
wrnover, i order to clanty the effect of Mn on stratal
dapaminergic systeins. Muo mereased the HVA/DA ratio
i the groups of mice treated with MPTP and at the
different duses of Mi, soggesting that the main effect of
M s case was o doee acinerement inthe DA
IrBOYEr Fitle 1 Corpus striahnn.

The concentration-related accumulation of Ma i
corpis Striatom at the wo concentrations of Mn in the
deinking water (0.5 mg/mi and 1 mg/ml) is shown in
FFig. §. Al the lughest dose there was an increase {(42%)
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as catmpared with control values (p < B.01) The lower
dese iduced an mereased stratal Mo concentration by
1%, bat the change was not ststically sipndicant,

IHSCUSSTON

Our results show that exngenously  adininistered
manganese chloride is able to shghily prevent the do-

Rojas anid Rios

pamine-towering effect of both MITP and MPP admin-
istrations wosmce. Remarkable increase e HVA content
i corpus steatum (Figaee 3) aitained by Mn pretreat-
prent shppests that Mo can alse enhiance DA turnover in
MPTP-Resioned striatum.

The tmtiad increase in striatal dopamine tevels ob-
served alter mmanganese admistaation bas been previ-
ously reported during subchironic manganese intoxici-
von i the corpus striatum of rats and mice (6,9), and
this result may indicate that these effects are mediated
by the physical state of manganese in vivo. This metal
can be an antioxidant or a powerful prooxidint depend-
P o its axidation state (4,45)

Pavalent manganese is an effective scavenger ol su-
peroxide radicals (45,46). Additionally, since superoxide
raddicals, as well as hydroxyl radicals, stunulate lipid per-
axubistion {(47), excess divatent smimganese would likely
inhibit the production of radicals that stimulates lipid
peroxidaton (47). Acate treatment with  manganese
chloride to neonatid rats decreases hipid peroxidation in
various brain regions with almost complete reduction of
this process in the corpus stnatum (12), indicating the
potent antioxidant activity of manganese on this region,
I connection with this Ma-induced effect on lipid per-
oxidation, the protective effect af Mu in the corpus stria-
tn observed in the present study could be attributed to
the predominance of divalent manganese during acute
and subacute adimimisiration, It is possible that divalem
manganese effectively scavenges superoxide radicals
(45,46,48) produced by MPTP remtment (36).

The partial protective effect of manganese chloride
observed i tns study was apparently not dose-depend-
ent. Flus result suggest a saturaion process in the pro-
tective action of Ma, However, its is necessary to study
higher and tower exposures to manganese in orders to
conclude about dose-dependency. Stratal content of
manganese wirs found shightly but non-significantly aug-
mented atter 0.5 mg/mi orsl treatment to mice, yet sig-
miicant protection agaipst MPTP was observed at this
dose, sugpesting that perhaps total manganese comtent (s
a pross index of the manganese status of brin cells. As
incoming nanganese s accmuated preferentially by
autachondria (49), perhaps subcelular manganese is in
fact increased at this dose, but this accumulation is still
not reflected by total tissue manganese ineasured by us,
Aller experimental exposure in vivo, M has been
found to be taken up into mitochondria of liver (50) and
braun: corpus strivtum (31), which prefercntially aceu-
mulates Mn, acting as & bulter reservoir of the metal
(52). Thus, as brain Mn becomes elevated, it accumy-
Jutes preferentially in basal ganplia mitochondria (53—
55), the postulated site of toxic action of MPP* (56).
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Manganese PPrevents MPTE Newrotovicity

Hors amterestng 1o note i manganese 15 iken wp
by bramn astrocytes (57), the putative site for NPT in-
otrnsiormation (o MPPC SR, thus, sanganese protee-
nve actions could he atibuted 10 an mierference with
MPTE iaichivation by astrocytes. Nevertheless, resulis
of the present sty docicate that smanganese also pro-
tects agaunst MY pearotoxaeity, indicating that the
mentl s actig directly on MPP -induced nenratoxie
pracesses rather than in MPTE biotrapstormation.

Manganese caninteract wili other trimsition metals,
such as ron, zine, and copper (59 1o the partiealar ease
of copper, manganese averfoad increases ats striatal con-
tent, and theretore an enhanced participatuon ol enpper
i tree radieals overprodochion enuld be expected (660),
that expluns panganese pratective effect agamst MYVEY
ad MPE neurotodenty.

The acrease of stnaad HVA/DA vahoom METP-
preated aice and pre-teeated with Maodicates the pos-
sthibity ot i merensed tumover of DA produced by the
mnetal pre-treatment. Sane other drugs, sach as aman-
tdine (613, produces a stabar etfeer o MPT-dened
THIN

Pxperimental stadies bisve attempied 1o characterize
the stctron al Mo o the dopusminergie systet (62). They
suppested that o weanhng s, the early stape (Tt
moith) of Mo acewnutlateon i the basal gangha (globuys
palldos, potimen and coudate mleus) s assnciatel
with anincreised osynthests s thirmover of briin da-

pattie as evidenced by an weeeased st cmment of

DA amd THIVA (6,01) and a transient stimalaary effect
o the actsvaty of bran tyrosine hydroxylase (64 1t s
been praposed tat Miatoxication in funnans might be
dire toancreased levels and/or tursover of brin catecho-
fannnes (6.

One svechvmsin of achon oF MIPTE has heen relaned
i transhion wetals deficieney  Inoa previous study, we
Tound deceeises of copper aed manganese i siecm
afer MIPYEE neannem of mice (38). Addmonally, die-
thyldithocarbamate, a chelating agent of sowme metals,
tctuching M, mbubis superoxade dsmtase, and poten-
tates MIFE and M nenrotaxieity (G5)

FEas mteresting to note 1t in post-mortem i
shhes, changes e trace menals such as copper, -

wathese d tran huve been selited 1o the pathopenesy

of Farkinson’s disease and other nevradepenerative Jis-
ocders Il case of M, a shpht Tawetig ot the meiat
s heess reporied e corpies st and substanbi oi-
pen thes change was, hawever, nun stabistically sl
aib (3% The present Bindusgs may ambeate thal
short-tesm Mas treaunent can attenuate oxidative stress
e the strbuuem. The exact mechanism anderdying the
Muo-mediated etfects remains 1o be chicidated.
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ROLE OF METALLOTHIONEIN IN MPTP NEUROTOXICITY
Patricia Rojas and Camilo Rios

Departamento de Neuroquimica, Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, "Manucl
Velasco Sudrez" | S8, Insurgentes Sur No. 3877, México 14269, D.F.. México.

Summary

MPPTR s a drug that induces parkinsonism in human and non-human primates. Free
radicals are thought to be involved in its mechanism of action. Recently, the
participation of metallothionein as scavenger of free radicals has been proposed. In
this work, we studied the effect of metallothionein inducers in MPTP neurotoxic
action. Male swiss albino mice were pretreated either with cadmium (1 mg/kg) or
dexamethasone (5 mg/kg), two well-known inducers of mctallothionein synthesis,
and 5 hours later with an MPTP administration (30 mg/Kg). Treatment schedule
was repeated daily for either 3 or 5 consecutive days. All animals were killed 7
days after the last administration, and striatal dopamine and homovanillic acid
contents were analyzed as an end-point of MIPTP neurotoxicity. Striatal dopamine
content of cadmium plus MPTP-treated animals (3-days) increased by 32%. and
48% (S-days) vs MPTP-alone animals . Dexamethasone plus MPTP-treated group
also showed increased dopamine levels 28% (3-days) and 43% (S-days). MPTP
treatment reduced striatal metallothionein concentration (49% vs control animals),
Dexamethasone and cadmium increased metallothionein concentrations in MPTP-
treated groups, by 77% and 82% respectively. Results suggest that metallothionein
induction provide a significant resistance factor against the deleterious effect of
MPTP,

Key words: [-methyl-d-phenyl-1.2 3 6o-tetrabydropyridine: Parkinson's disease: Metallothionein:
Cadmium; Dexamethasone; Striatum

Metallothioncin (MT) is a low-molecular-weight, sultur-rich, inducible protein which exhibits
high atfinity for cadmiun, zine and other heavy metals (1) This protein is thought to be involved
in regulating the metabolisin of physiologically important trace metals, such as copper and zine,
detoxification of toxic metals, free radical scavenging and antioxidant role (2). The mammalian
MT family is grouped in four isoforms: MT-1 and MT-11 are expressed in many tissues: MT-111
isoform is  oxpressed  in human  and mouse  braims (3. 4). and
Camilo Rios, Phi). Departamento de  Newroquimica, Instituto Nacional de  Neurologia v
Neurocirugia, “Manuel Velasco Suirez”, SS. lnsurgentes Sur No. 3877, México 14269, DF.
Mexico. Telephone and Fax (5) 606 4040,



MT-1V s expressed o stratified  squamous  epithelia (5). MT in the rat brain was
identified. and characterized its properties (6, 7).

Although liver is the most responsive organ to MT induction, MT is also induced in other
organs including brain, by various inducers as heavy metals, ghicocorticoid hormones, acute
stress, some organic chemicals, physical stress, and infection (4, 8, 9). Only MT-1 and MT-1I
isoforms are induced by such agents,

On the other hand, it is well-known that -methyl-4-phenyl- 1,23 6-tetrahydropyridine
(MPTP) when administered to non-human primates and mice produces hypokinesia and ncuronal
damage similar to that observed in idiopathic Parkinson's disease (10).

MPTP also produces depletion of striatal dopamine and cellular degencration of the
nigrostriatal pathway, mimicking that observed in Parkinsow's disease (11). The neurotoxic effect
of MPTP is assesed by the DA and HVA depletory action of the neurotoxin (10). MPTP is
biotransformed to the l-methyl-4-phenylpyridinium ion (MPP+), its toxic metabolite, by type-B
monoamine oxidase (12). MPP+ is then accumulated into dopamincigic neurons by the high
aftinity dopamine uptake system (13).  ‘The neurotoxic mechanism of the MPTP metabolite is
unkitown, but its toxicity has been related to MPP+ inhibition of site 1 mitochondrial respiration
{(14. 15) and/or to oxidative stress induction (16).

In previous studies, we found enhanced lipid peroxidation afler MPPt administration to mice
(17. 18), a process dependent of free radicals overproduction, and also a depletion of trace mictal
content in the MPTP model (19). MT is a protein related both with oxidative stress and trace
metals, therefore, the purpose of the present study was to examine if the effects of MT inducers
(cadmium and dexamcthasone) can modulate MPTP ncurotoxicity.  Cadmivm (Cd) and
dexamethasone (Dex) were selected for the present study because they are both good inducers of
MT and they are thought to mediate MT synthesis through different mechanisms (20, 21).

Mecthods

Adult male swiss albino mice (25-30 g) NIH bred in-house were used in all the experiments.
Animals were fed with Purina chow (Puring, México) and drank  water freely. MPITP
hydrochloride was obtatned from Rescarch Biochemicals (Wayland, MA, U.S A). methanol was
purchased from VLT, Baker, México, KH2PO4, CdACl 2, and sucrose were purchased from
. Merck, México and all other reagents were from Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, U.S.A).

MY inducers pretreatment and MPTE administration

Malc swiss athino mice were injected ip. with one of the MT inducers: Cd (1 mg/kg) or Dex
(5 mg/kg) and allocated for MPTP intoxication (30 mg/Kg. i.p) into one of the following groups
of mice: group 1. control animals treated with saline solution; group 11, animals injected with Cd:
group HE, animals injected with Dex; group 1V, animals treated with saline solution and 5 hours
later with MPTI, group V., animals injected with Dex and 5 hours later with MIPFP; group VI,
animals treated with Cd and $ hours later with MPTE. Freaument schedule was repeated daily for
either 3 or 5 consceutive days. All animals were killed by dislocation 7 days after the last
administration and the striatal dopamine  (DA) and homovanillic acid (HVA) contents were
measured by HPLC system.



Determination of DA and HVA

We analyzed striatal DA and HVA concentrations. Mice brains were removed quickly and their
corpora striata were dissccted out upon ice as described by Glowinski and Iversen (22). An aliquot
(500 pl) of antioxidant solution containing 0.1 6 w/v Na2S205 in 0.05 M perchloric acid was
added to the tissue and sonicated with a Lab-line ultratip Labsonic system (Lab-line instruments.
« . ose Park, L), Samples were centrifuged at 4, 000 X g for 10 min and the superatants were

=t =70°C until analyzed.

Striatal contents of DA and HVA were analyzed using HPLC- system (L.C 250 Perkin-Elmer)
with electrochemical detector (Metrohm 656) and  Hewlett-Packard  3396-11 integrator as
previously described (19).

Calibration curves were constructed for DA and HVA, Sample concentrations were obtained
by interpotation in the respective standard curve. An Alltech Associates, Inc. (Deerfield. 11.),
adsorbosphore catecholamine analytical column of 100 X 4.8 mm with 3 pm particle diameter was
used. The mobile phase consisted of agueous phosphate buffer (pH 3.2) which contained 0.2 mM
sodium acetyl sulfate, 0.1 mM EDTA, and 15 % v/v of methanol. Water and methanol were
HPLC-grade reagents. Flow was 1.6 ml/min. The detector potential was adjusted to 0.8 'V vy,
Ag/AgCl reference electrode. All samples were analyzed n duplicate.

Striatal estimation_of MT proteins

The MT proteins concentration of each tissue sample was estimated by the silver-saturation
method (23). This method measures all MT isoforms (MT 1, 1L L and 1V). Mice were Killed by
dislocation after MPTP treatment for 5 consecutive days as described above. MT protems were
analyzed in corpus striatum, as follows: all laboratory glassware, polypropylene tubes and
disposable micropippete tips were immersed for several hours in 3% v/v concentrated HNO3/H20
thoroughly vinsed in deionized water and nitrogen gas dried before use. to avoid any possible
contamination. Stainless steel dissection material was cleaned with a rapid immersion in 3% v/v
nitric acid and thoroughly rinsed with deionized water prior to its use. Tissue samples ol corpus
striatum were homogenized in S00 pl of ice-cold 0.05 M phosphate buffer (pH 7.0) containing
0,015 M NuCl and 0.145 KCL Silver ion aqueous solution (20 mg/L. 250 pl) was added to tissue
extract (S00 gul) to bind cytosolic proteins and other ligands including MT proteins. Rin
hemoglobin (200 pi) was added and samples boiled for 2 minutes to precipitate  silver excess.
Only silver bound to MT proteins is left in the supernatant afier two repeated hemoglobin-boiling
treatments. MT proteins concentration was caleulated from silver concentration in the supernatant
as determined by atomic absorption analysis using a Perkin-Elmer 360 Atomic Absorption
Spectrophotometer with HGA-2200 graphite furmance. A deuterium are background corrector
was used to compensate background signal. For both samples and standards, a 20 ul aliguot of
cach final diluted solution was injected into the furnance. Fumance program was optimized by
measuring the standards signal height at several temperature settings, for both char and
atomization stages. according to the procedure of Welz (24). MT proteins detection limit was
about 5 pug MT g wet tissue.

analysis of variance (ANOVA). followed by Tukey's test. Results of MT proteins were analvzed



by onc-way analysis of variance (ANOVA) [ollowed by Dunnet's test. Values of p-0.05 and
p-~0.01 were considered of statistical significance.
Results

We obsernved no change in either weight gain, water and food consumption in any treatment
group.

Neither Cd nor Dex administrations during 3 or 5 days changed dopamine content in striatum
as compared to values of respective control mice (Table 1).

A significantly decrease in striatal DA was observed in the group of mice with 3 days of MPTP
treatment (Table [), as a result of the neurotoxic action of the compound. Administration of Cd
plus MPTP 10 animals for 3 days, partially protected (32% compared to respective MPTP group)
animals against the neurotoxic effect of MPTP (Table ). ‘The same treatment for 5 days increased
DA content by 48% as compared with the respective MIMIP-alone group (Table 1),

Dexamethasone-pretreated mice plus MPTP showed significant protection both in the 3 and §
days of teatment groups, expressed as enhanced DA levels of 28% and 43%, respectively |
against MPTP-treated mice vahies (Table 1),

The HVA content in the striatum of mice with 3 days (Table 1) of MPTP treatment decreased,
no differences were found in the HVA levels of all other groups. ‘The TIVA contents in the striata
of mice with 5 days of treatment (‘Table 1) was found decreased significantly in MPTP-alone group
when compared with values of control animals, Cd ¢+ MPTP and Dex + MPTP groups showed
increased striatal HVA levels (85% and 65% respectively) as compared with respective MPTP-
treated group values,

Mice exposed to cadmium showed a two-fold inerease in their striatal MT proteins
concentration {figure 1). Mice exposed to Dex had also an approximately two-fold increase in
their stristal MT proteins concentration (figure ). In contrast, the levels of MT proteins were
redneed (49% vs control group values) in the striata of MPFP-treated mice (figure 1).

Cd + MPTP treatment resulted inoa significant increase in MT proteins content, A marked
clevation (77% as compared to MPTP-alone values) of MT proteins concentriation was also
observed in the striata of mice with Dex -+ MPTP treatiment.

Discussion

The present study shows for the first time that Dex and Cd, both metallothionein inducers.
can protect mice against MPEPR nearotoxicity, measured as dopamine depletion. Even when DA
depletion aller MPTE was not severe. it is interesting to note that the protection of MT inducers
wirs more important (in percentage) at the highest MPTP dose used. The MT-inducers protection
to nice observed i the present study could be due 1o the putative action of methallothionein as
hydroxyl radical scavenger (25), as eytotoxic hydroxyl radicals are overproduced in vivo by MPTP
administration to rodents (26). 1tis interesting to vemark that both Cd and Dex administrations to
mice enhanced MT stnatal content by a sintilar amount. and that these treatments protected alimost
by the same extent against MPEP neurotoxicity, suggesting that protective eftects of Cd and Dex



are mediated by M

TABLE 1.

Effect of metaliothionein inducers on MPTP neurotoxicity after cither 3 or S days of treatment.

DA % of change HVA % of change
Control (3 days) 9.30 +/- 0,30 - 0.83 +/- 0.035 -
Control (5 days) 9.52 +/- 0.51 - 0.90 +/- 0.030 -
Cd (3 days) 9.02 +/- 0.47 - 0.75 +/- 0.057 -
Cd (5 days) 10.02 +/- 0.46 . 0.75 +/- 0.070 .
Dex (3 days) 9,72 +/- 0.35 - 0.78 +/- 0.042 -
Dex (5 days) 8.80 /- 0.30 - 0.60 +/- 0.060 -

MPTP (3 days)

MPTP (S days)

597 H-0.55 ++ (-36%)
vs control
R (_550/")

vs control

4.22 +/- 0.37

0.60 +/-0.040 + (-27.5%)

vs control
0.40 +/- 0.020 ++ (-56%)

vs control

MPIP 1 Cd (3 days) 7.88 +-0.50 * (+32%) 0.72 +- 0.018 .

vs MPTP
MIPTP  Cd (S days)  6.224/-0.53 *  (+48%) 0.74 +/- 0.040 ** (+85%)

vs MPTP vs MPTP
MPTP + Dex (3 days)  7.65 +/- 0.33 % (+28%) 0.79 +/- 0.062 -

vs MPTP
MPTP+ Dex (5 days)  5.95 /- 037 *  (+43%) 0.66 +7- 0.030 ** (+65%)

vs MPTP vs MPTP
Results arc expressed as pg of DA or HVA/ g of wet weight. Mean -/~ one standard error mean

of n=5-7 mice per group. * Different versus MPTP p<0.05, ** Different versus MPTP p-:0.01. -
Different versus comtrol p-0.05, ++ Different versus control p<0.01, p<0.01, Tuhey's test.
Cd =cadmium, Dex=dexamethasone.



50 e e e e e At e o et e A e 1 e
40 Bk ok
2 50 1
R
[9)]
=
s
o 20
b §
- ¥ i
10 o
S S
0 —
Fig. 1
.Control ﬂ:ﬂ Cd D Dex
LimpTP CIMPTP+Cd [LIMPTP+Dex

Metallothionein concentrations (ug MT/g tissue). Results are mean
+/- SEM. of n=87 mice. ** Different from contral p<0.0t,
+ Different from control p<0.05, Dunnet's test. Dex=dexamethasone.

Recent obscrvations suggest that M1 might participate in intraccliular defenses, as a response
against reactive oxygen species overproduction in brain. 1t has been reported that chemicals that
produce oxidative stress can induce the synthesis of MT (27).

MPTP is related to oxidative stress sinee its toxic metabolite, MPIP+ | is able to increase lipid
peroxidation (17, 18) , and to decrease copper and manpanese in corpus stristum afier MPTP
administration (19). It is possible that MT, that binds metals such as copper and zine, plays an
important role in protecting dopaminergic neurons from free radicals induced by MPTP,

Oxidant stress is not only the result of reactive oxigen species overproduction, it is also the
consequence of decreased mechanising of cells’ protection (28). A constant finding in the kiterature
is that MPTP ncurotoxicity is associated to a decreased brain concentration of reduced
gluthathione (29), a well-known thiol-dependent cellular mechanisin of defense against oxigen
reactive species (28). In this regard, it is interesting to note that stristal MT contemt was also
tound decreased in the present work, as a result of MPFPR treatment to mice, suggesting decreased
thiol-related defenses against free radicals, associated to MPTP action. 6-hydroxydopamine also



reduces MT concentration in the striatimn (30). the same effect we observed in this study for
MPTP. ‘

It has been proposed recently that the nucleophilic sulfhydryl groups in M can interact with
clectrophilic toxins and, by regulating the intracellular vedox potential, may also act as an
scavenger of free radicals (2). A deficiency in MT-1 and H genes produces enhanced sensitivity to
oxidative stress (31), it is expected a low ability of MPTP-treated mice to control reactive oxygen
species overproduction.

In addition to reduce thiol-related detense mechanisms of cells, decreased striatal content of
MT as a result of MPTP action can  explain in part the observed depletion of copper and
mangancse striatal contents produced by MPTP in mice (19), as both transition metals are thought
to be regulated by MT,

The effect of MPTP on striatal MT content remains to be explained. however, data presented
here sugpest that MPTR interferes with MT synthesis, as both basal and induced (by Cd and Dex)
MT contents were reduced by MPTP treatment to imice.

Parkinson's discase has been associated with oxidative  stress (32). reduced thiol-related
defenses (33) and also to changes in trace metals concentrations, specially depletion of copper
(34). Both increased lipid peroxidation and copper depletion have also been reported in the
existence of similar mechanisims of damage both in idiopathic Parkinson's discase patients and in
MPFP-induced neurotoxicity, thus, results presented here suggest that a possible alteration of M7
in such patients could be expected.
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Abstract—Many, but not all, zinc-contining neurons in the brain are a subclass of the glutamatergic
newrons, and they are found predominantly in the telencephalon. These neurons store zinc in their
presynaptic terminads and release it by a calcium-dependent mechanismy. These “vesicular™ pools of zine
are viewed as endogenous modulators of ligand- and voltage-gated ion channels. Metallothjoneins (MTs)
are low molecular weight zinc-binding proteins consisting of 25-30% cysteine, with no aromatic amino
acids or disulfide bonds. The areas of the brain coutuning high contents of zine such as the retina, the
pineal gland. and the hippocampus synthesize vracue oforms of MT on a continuous basis. The four MT
isoforns ase thought to provide the neurans and vl clements with mechanisins to distribute. donate, and
sequester zinc at presynaptic termunals; or bufter tne excess 2ne at symaplic junctions. fn this cause,
glutathione disulfide may participate in releasing zine from MT. A simifar nucleotide and amino acud
sequence has made it difticult to obtain cDNA probes and anubodies capable of distinguishing indisputably
among MT isoforms. MT-I and MT-1 isoforms are found in the brain and in the peripheral tissues; MT-
11 isoform, possessing an additional seven amino acids, 1s expressed mostly in the briun and to a very
minute extent inthe intestine and pancreas ; whereas MT-1V isoform is found tn tissues comtamung stratified
squamous epithelial cells. Since MTs are expressed in neurons that sequester zine ia their synaptic vesicles,
the regulation of the expression of MT isoforms is extremely important m ternis of maintaning the steady-
state level of zinc and controlling redox potentials. The concentration of zine his been shown to be altered
in an extensne number of disorders of the central nervous system. including aleoholism, Alzheimer-type
dementia, annotrophic lttera! sclerosis, Down's syndrome, epitepsy, Friedreich’s ataxia, Guillane-Barré
syndrome, hepatic encephalopathy, multiple sclerosis, Parkinson's disease, Prek's disense, retininis prgment-
osi, retinal dystrophy, schizophrenia, and Wernicke-Korsakoff syndrome. The status of MT isoforms and
other fow molzcular weight zinc-binding protetns in these conditions, diseases, disorders, or syndromes is
being delineated at this time. Since several of these disorders, such as amyotraphic fateral sclerosis, are
assochited with oxidative siress. and stnce MT is able to preveat the formation of free radicals, it 1s believed
that cytokine-induced induction of MT provides a long-lasting protection to avert oxidative diamage.

NEUROANATOMY OF ZINC-CONTAINING NEURONS unigque synaptosomal pool of zine designated the “ves.
icular pool of zine™. This latter and restricted pool of
zinc Is found in zinc-containing neurons of the limbic,
cerebrocortical, and corticofugal systems. These zinc-
containing neurons are able to concentriate zinc in
their terminals and redease it in o cololum- and
impulse-dependent wmanner (Perez-Clausell and Dan-
scher, 1986). The denervition of these neurons reduces
the concentrutions of zine in the distal boutons (Haue
et al., 1971). The high athnity uptake of zine takes
place i the axonal boutons (Howell and Fred-
crickson, 1984). The preponderance of the zine-con-

With the exception of calcium and magnesium, zine
is the most abundant cation in the brain. In addition
to protein-bound zine destgmitted as the “structural
pool of zine™ and enzyme-bound zinc designated as
the “metabolic pool of zine”, the brain contitins a

* This is one of ten onzimal mapusenpts on the subject of
“"metallothionein®™. Professor M. Ebadi (University of
Nebraska Medical School) acted as orgamser and execu-
tive editor in the referecing of these articles,

t Authar 10 whom all correspondence should be addressed.

$ Present address: Depanment of Newrology, University of

Tenpessee College of Medicine, 855 Monroe Avenue,
Room 415, Mumnphis. TN 35163, US.A

taining axonal boutons dwre found in the caudate-
putamen, cerebral cortex, and associated Himbic nucle
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of the telencephalon (Frederickson, 1990, Fred-
erickson et al., 1992; Frederickson and MoncrielT,
1994).

ASSOCIATION OF ZINC-CONTAINING NEURONS AND
GLUTAMATE-CONTAINING NEURONS

No zinc-containing somata are found among chol-
inergic pathways (Howell and Frederickson, 1989
Slomianka et al., 199C fowell ¢t al., 1991; Chri-
stensen ef al., 1992, Mandava eral., 1993), Incontrast,
glutamatergic pathways are zinc-containing piathways
and zinc and glutamate are co-localized in the same
boutons {Frederickson and Danscher, 1988, 1990,
Howell and Frederickson, 1989 ; Frederickson, 1990,
Slomianka e al., 1990; Howell er al., 1991 ; Beaulieu
et al., 1992; Christensen ¢f al., 1992 ; Mandava et al.,
1993 ; Moos, 1993). Moreover, zinc is an endogenous
modulistor of ligand- and voltage-gated ion channels.
The AMPA receptor-mediated EPSC is unafTected by
300 xuM Zn’*, whereas the NMDA recepior is com-
pletely blocked by Zn**. The GARA, recepior-
mediated I1PSC is unaltered by Zn**, whercis the
IPSC of GABAjg receplor is enhanced by 300 uM
Zn** (for a review and references see Harrison and
Gibbons, 1994). '

NEUROCHEMISTRY OF ZINC

Zinc is an integral component of numerous
proteins, influencing all aspects of molecular and
cellular biology, and regulating events over a wide
range of physiological parameters (Vallee, 1988). This
development owes much to advances in the instru-
mental analysis of zinc, that have generated extra-
ordinarily low detection limits, and to the advent of
high-resolution methods for the isolation, puri-
fication, and characterization of macremolecules such
as zinc fingers, and other transcription factors, More-
over, a lurge and diverse number of zinc-containing
enzymes and proteins have been recognized to par-
ticipate in the metabolism of proteins, nucleic acids,
carbohydrates, and lipids. ldentification of these zine
molecules and the elucidation of their biochemistry,
together with information generated in the areas of
nutrition, physiology, medicine, and pathology, have
converged to establish a consolidated body of knowl-
edge on the importance of zinc metabolism (Vallee
and Falchuk, 1993; Ebadi e al., 1994, Walsh erf al.,
1994).

ZINC AND METALLOENZYMES

Zinc is required for the optimum function of as
many as 300 enzymes (Vallee and Auld, 1990). The

role of zinc in these metalioenzymes includes par-
- tion in catalytic functions, maintenance of struc-
_stability, and regulatory functions (Vallee, 1988).
Zinc metatloenzymes are involved in the formation or
hydrolysis of each of the major classes of endogenous
compounds {proteins, lipids, carbohydrates, etc.) and
includes representatives from each of the six categories
of enzymes of the International Union of Biochem-
Istry.

ZINC AND NUCLEIC ACID METABOLISM

The interaction of zinc with proteins helps explain
another critical function of zinc in biclogical systems,
the regulation of DNA and RNA synthesis {(Wu and
Wu, 1987; Evans and Hollenberg, 1988 ; Berg, 1990,
South and Summers, 1990). By coordination with
cysteine and histidine residues in certain proteins, zinc
confers on the complex a tertiary structure which has
an affinity for unique stretches of DNA in promoter
gene regions. The configuritions include zine fingers,
the most common zinc motif, and the mare recently
characterized zine thiolate cluster, seent in GAL4 (two
2ing, six cysteine), A model of the three dimensional
interaction of a zinc finger-binding protein with DNA,
based on X-ray crystallographic analysis, has been
published (Pavietich and Pabo, 1991). The z-helix of
the finger loops was found to sit in the major groove
of J-DNA (one loop per groove) with the primary
contact at a three base-pair subsite. Binding at these
sites enhances DNA transcription and increases syn-
thesis of the protein product of that messenger RNA
sequence. Quantitative analysis for zinc content has
definitively established the presence of zinc in the
DNA-binding proteins, TFILA, the glucocorticoid
receptor, GAL4, und g32P. The amino acid seqquences
of many other DNA-hinding proteins (estimated at
more than 150) contain homologous cysteine- andjor
histidine-containing sites, suggestive of a critical struc-
tural role for zinc (Walsh er al., 1994 for a review),

ZINC AND SYNAPTIC EVENTS

Recent evidence indicates that zinc plays a mod-
ulating role in synaptic transmission by interacting
with specific sites on ijonotropic neurotransmitter
receplor proteins, For example, Celentano ef ol
{1991) have demonstrated in spinal cord neurons that
extracetlular - zinc  inhibits  y-aminobutyric  acid
(GABA) receptor function by an allosteric mech-
anism. Zinc has also been shown to interact with the
N-methyl-n-aspartate (NMDA) receptor at a unique
extracellular site distinet from other modulators like
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magnesium of glycine. In cultured hippocampal
peurons, zine, in micromolar concentrations, acts as
a noncompetitive antagonist of NMDA-induced
increased membrane conductance (Westbrook and
Mayer, 1987). Zinc, in nomal physiological
conditions, is believed to affect synaptic transmission
in certain arcas of the central nervous system, such as
the hippocampus where it is concentrated in pre-
synaptic vesicles, and on release inhibits GABA,
receptor activation (Xie and Smart, 1991). Therefore,
the normal role of zinc in the brain is clearly complex,
since it acts as an inhibitory modulator at receptors
for both inhibitory (GABA) and excitatory (glu-
tamate/NMDA) neurotransmitters.

ZINC AND PROTEIN KINASE C

Protein kinase C (PKC), a phospholipid- and cal-
cium-dependent protein kinase, plays crucial rofes in
transmitting biochemical signals from the surface and
transducing them 1o the interior of cells. PKC pur-
ticipates in a wide spectrum of neuronal processes
including neuronal development, modulation of ion
channel activity and signal transduction system,
neurotransmitter synthesis and release, and synaptic
plasticity. The PKC family consists of the originally
described a-B-, By-, ¥ PKC (Group A enzymes) and
the recently identified, but less characterized 6, &, {,
and p(L) PKC (Group B enzymes). PKC possesses a
regulatory domain with one or more zinc finger-like
structures and a basic pseudo substrate prototype.
Various growth factors, neurotransmitters and hor-
mones elicit the breakdown of inositol 1,4,5-tri-
phosphate to produce diacyiglycerol and inositol
1.4,5-triphosphate, which results in mobilization of
calcium form intracellular stores. Group A enzymes
are uctivated by calcium, phospholipid, and diacyl-
glycerol, whereas the Group B enzymes are calcium-
independent. Zinc enhances the activity of PKC and
activation of PKCleads to induction of MT messenger
RNA (Ebadi er al., 1993 for a review), .

ZINC AND OXIDATIVE REACTIONS

Active oxygen radicals are continually produced in
tissues by the action of the mitochondrial electron
transport system and of reduced nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase. Several
antioxidant defense systems prevent damage to the
tissues by oxygen radicals, These systems include a
range of specific antioxidunts such as catalase for
hydrogen peroxide, superoxide dismutase for super-
oxide, and glutathione peroxidases for hydrogen per-

oxide and lipid peroxide, and nonspecific antioxidants
such as reduced glutathione, ceruloplasmin and trans-
ferrin (Sato and Bremner, 1993).

By using eleciron spin resonance spectrometry
(ESR) and mouse brain mitochondna, Hiranatsu et
al. (1994) have shown that 6-hydroxydopamine, a neu-
rotoxic substance which destroys dopaminergic
neurons, produces oxygen free radicals. Since MT is
able to regulate the intracellular redox potential, we
have undertaken a group of experiments to see
whether or not 6-hydroxydopamine could alter the
level of zinc and MT, 6-Hydroxydopamine (8 ug in 4
#l 0.02% ascorbic acid) reduced the level of zinc and
MT in the striatum, but not in other brain regions
tested. Dopamine plus selegiline increased the syn-
thesis of MT in Chang ceils as judged by enhanced
incorporation of [MSleysteine into MT. The effect of
6-hydroxydopamine in stimulating the synthesis of
MT was similar to that of zinc, known to enhance the
synthesis of MT, and to that of H,0, and FeSO,,
known to generate free radicals. The results of these
experiments prove additional evidence that zinc or
zine MT are altered in conditions where oxidative
stress has taken place (Shiraga er al., 1993). Moreover,
arcas of brain, such as striatum containing high con-
centrations of iron, but low levels of MT are par-
ticularly vulnerable to oxidative stress (Rojas-
Castaneda et af., 1994).

BIOCHEMISTRY OF METALLOTHIONEIN

Muetallothionein (MT) was discovered in 1957,
when Margoshes and Vallee identified, in equine
kidney, a protein responsible for accumulation of cad-
mium (for a historical review and references, see Kigi
and Schiiffer, 1988 ; Vallee and Falchuk, 1993). Since
then, it has been learned that all living organisms have
developed efticient mechanisms to utilize essential
trace elements such as zine and copper in expressing
their biological functions, and to minimize the cylo-
toxicity of nonessential post-transition metal ions
such as cadmium and barium, The ability to bind
excess metals and to flimit concentration of “*free” ions
is achieved mostly by cysteine-rich polypeptides such
as y-glutamy! peptide {phytochelatin) found in plants,
and MTs found in animals (Cousins, 1985; Hamer,
1986, Bremner, 1987 ; Kigi and Kojima, 1987 ; Kagi
and Hunziker, 1989, Bremner and Beattie, 1990
Vallee and Falchuk, 1993).

COMPOSITION OF METALLOTHIONEIN

Since MTs have no enzymatic functions. they have
been traditionally classified according to their strue-
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tural features, including possessing the Tollowing
characteristics: high content of heavy metals (1ypi-
cally 4-12 atoms/molecule) bound exclusively by clus-
ters of thiolate bonds; high content of cysteine
(typically 23-33 mol%) and paucity of aromatic and
hydrophobic amino acid residues; low moleculur
weight (typically less than 10,000 Da); and dem-
onstrited structural or functional homology to mam-
malian metatlothionein (Hamer, 1986).

All vertebrates examined contain two or more dis-
tinct metallothioncin isoforms, which are grouped
into two classes designated MT-1 and MT-11 depend-
ing on the elution position from DEAE-ccllulose. In
many cases, each class actually consists of several
different soproteins which are designated MT-1,,
MT-1g, MT-I¢, etc. Classificittion of proteins as mem-
bers of the MT-1 or MT-II class is based upon struc-
tural or functional homology, especially when
comparing proteins from divergent species, such as
rodents versus primates (Hamer, 1986). MT-11I, a
brain-specific MT, is not expressed in the peripheral
tissues (Uchida er al., 1991 ; Palmiter et al,, 1992).
MT-1V is expressed in tissues containing stratified
squamous epithelial cells (Quaife es af., 1994),

POLYMORPHISM OF METALLOTHIONEIN

MT is defined as a metal-binding protein containing
several specific features, such as a low molecular
weight, a high metal content, a high cysteine content,
no aromatic amino acid, and the spectroscopic fea-
tures of metal thiolates. This broad definition provides
three classifications for MTs as phenotypically-related
metal thiolate polypeptides. These are:

Class I Polypeptides with locations of cysteine
closely related to those in equine renal
MTs;

Polypeptides with locations of cysteine
only distantly related to those in equine
renal MT, such as yeast MT ; and
Atypical, non-translationally, synthesized
metal thiolate polypeptides, such as cady-
stin, phytometallothionein, or phylo-
chelatin.

Class |1

Class 11

All Class 1 and Class Il MTs characterized thus far
are single chain proteins with chain lengths weighing
approximately 6000 Da. The metal composition of
MT is high, usually a total of six or seven equivalents,
and varies from tissue to tissue (Kigi and Kojima,
1987).

AMINO ACID SEQUENCES OF METALLOTHIONEIN

All Class | and 1 MTs characterized thus far are
single chain proteins. Mammalian forms contain 61~
62 amino acid residues ; chicken and sea urchin MTs
contain 63 and 64 residues, respectively. Shorter
chains are found in nvertebrates and in certain fungi.
The shortest one, with 25 residues, has been detected
in Newrospora crassa. Class {H MTs are often ohi-
gomeric structures made up of two or more poly-
peptide chains of variable lenpth. Amino  acid
sequences are now known for at least 36 Class 1 met-
allothioneins, for 4 Class 11 metallothioneins, and for
2 homologous sets of Class HI metasllothioneins (Kiigi
and Kojima, 1987).

STRUCTURE OQF METALLOTHIONEIN

The structure of MT has been studied by a variety
of biophysical and biochemical techniques including
UV, CD, ESR, and NMR spectroscopy, amino acid
sequencing and partial proteolysis and, most recently,
by X-ray crystallography (see Hamer, 1986, for a
review and references). Mammalian MT is a 61- or
63-amino acid peptide containing 20 cysteines, 6-8
lysines, 7-10 serines, a single acetylated methioninie at
the amino termunus, and no aramattic aminoe acids or
histidine residues. The majonty of cysteine residues
are present in Cys-X-Cys and Cys-Cys sequencies. The
metal content of purified MT is highly vanuble and
depends on organism, tissue, and history of heavy
metal exposure, For example, MT isoluted from
human liver autopsy samples contains zinc almost
exclusively, whereas MT from kidney contains sub-
stantial levels of cadimium and copper. These differ-
ences probably reflect both the natural heavy metal
exposure of the organs and the expression of different
MT isoforms. MT isolated from cells or organisms
that have been experimentally exposed to inducing
levels of heavy metals contain predominantly, but not
exclusively, the administered metal. For example,
MT-1l isolated from the liver of cadimium-treated rats
contains 5 atoms of cadmium and 2 of zinc,

Metals are associitted with MT exclusively through
thiolate bonds to all 20 cysteine residues. The metals
can be removed by exposure to low pH and the result-
ing apothionein can be reconstituted with 7 atoms of
2inc.

The zinc in MT are contained in two distinct, poly-
nuclear clusters whose existence was initially inferred
from '"“Cd-NMR studies. The A cluster contains 11
cysteines, binds 4 atoms of zinc, and is contained
within the carboxy-terininal a domain extending from
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aminoacid 31 to 61, The B cluster conlains 9 cysteines,
binds 4 atoms of zinc, and is contained in the amino-
terminal # domain extending from amino acid | to 30
(Hamer, 1986, Kay et al,, 1991).

MOLECULAR BIOLOGY OF METALLOTHIONEIN GENE
EXPRESSION

The MT genes have been isolated from a number
of organisms and the molecular analysis of their
expression has been completed. MT genes are expre-
ssed in most tissues of most organisms studied (Karin
et al., 1984 ; Taplitz et al., 1986; Andrews er al., 1987;
Mokdad er af., 1987 ; Palmiter, 1987; Wilkinson and
Nemer, 1987; Blaylock er af., 1988 ; Peterson et al.,
1988 ; Peterson and Mercer, 1988; Sadhu and
Gedamu, 1988; Huibregtse er al., 1989; Schroeder
and Cousins, 1990; Kille et al., 1991 ; Huckle et al.,
1993 ; Turner et al., 1993).

In some cells they are transcriptionally inactive,
apparently as a consequence of DNA methylation.
In those cells that can express MT genes, they are
transcriptionally regulated by metals, glucocorticoids,
and/or several polypeptide hormones. However, MT-
{11 and MT-1V are less responsive to inducing agents
and have a more restricted pattern of expression (Pal-
miter et al.,, 1992; Kobayashi et al., 1993 ; Quaife et
al., 1994). Moreover, in certain tissues the induction
of MT is a highly specific phenomenon, For example,
in the bone marrow, the expression of MT is depen-
dent on dictary zinc but not on interfeukin-1 or inter-
tfeukin-6 (Huber and Cousins, 1993). Some of the
DNA sequences that allow a response of these stimuli
have been identified in the §' Banking region of the
MT genes. Because the MT promoter can direct a
high level of metal-inducible expression in a varicty of
cell types, it has been linked to many different struc-
tural genes and these fusion genes have been intro-
duced into tissue culture cells and into the germline of
animalis, *“The analysis of metallothionein gene regu-
lation and its applications to genetic engineering have
introduced this fascinating system to a much wider
scientific community” (Palmiter, 1987). For example,
MT-111 is expressed in neurons that sequester zine in
their synaptic vesicles (Masters et al., 1994). MT-1i1,
a brain-specific member of the metallothionein gene
family, binds zinc and may facilitate the storage of
zinc in neurons. The distribution of MT-UI mRNA
within the adult brain was determined by solution and
in sitie hybridization and compared to that of MT-]
mRNA. MT-II mRNA is particularly abundant
within the cerebral cortex, hippocampus, amygdala,
and nuclei at base of the cerebellum. Transgenic mice

generated using 11.5 kb of the mouse MT-11 5 flank-
ing region fused to the E. coli lacZ genc express fi-
galactosidase in many of the same regions identified
by in situ hybridization. MT-11I mRNA was present
in readily identifiable neurons within the olfactory
bulb, hippocampus, and cerebellum, and f-gal-
actosidase activity was focalized in neurons through-
out the brain, but not to glia, as determined by
costaining with X-Gal and neural- and glia-specific
antibodies. There is marked correspondence between
the neurons that are rich in MT-1II mRNA and those
neurons that store zinc in their terminal vesicles. MT-
Il is found complexed with zinc in vive and ils
expression in cultured cells leads to the intracellular
accumulation of zinc and enhanced histochemical
detection of zinc (Masters et al., 1994).

GLUTATHIONE. AND METALLOTHIONEIN

Glutathione and other y-glutamyl compounds func-
tion in a number of important cellular processes,
which include maintaining the acuvities of important
enzymes such as y-glutamyltrans-peptidase, y-gluta-
mylcyclotransferase,  S-oxoprolinase, y-glutamyl-
cysteine synthetase, glutathione synthetase, di-
peptlidase, glutathione S-transferase, glutathione
peroxidase, glutathione reductase, and rans-
hydrogenases. In addition, glutathione participates in
amino acid transport, in protection from harnful oxi-
dative species; and in detoxification of xenobiotics
{Meister, 1983).

Maret (1994) has provided evidence that plu.
tathione disulfide releases zinc from MT. To what
extent glutathione and MT coparticipate in zinc-
related synaptic events remains to be delineated.

DISCOVERY OF METALLOTHIONEIN IN BRAIN

The discovery of a low molecular weight zinc-bind-
ing- and zinc-inducible protein in the rat brain in our
taboratory (ltoh et af., 1983) and its designation as
a metallothionein-like protein (Ebadi, 1984) was a
fortuitous observation that took place while attempt-
ing to comprehend the mechanism of convulsive seiz-
ures associated with Pick’s disease, a rare neurological
disorder, which allegedly results in higher than normal
accumulation of zinc in the hippocampus, causing
inhibition of GABA transmission. In ene study. lioh
and Ebadi (1982) showed that the intra-
cercbroventricular {i.c.v.) administration of zine sul-
fate (0.3 pmol/10 ul) coused seizures that were
prevented by GABA, but not by other putative trans-
mitters. During the course of our investigation, sone
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interesting observitions were made. The admin-
istration of substantiafly larger doses of zinc sulfate
(up to 100 mg/kg), given either intravenously (i.v.)
or intraperitoncally (i.p.), did not cause convulsive
seizures in rats. Since the convulsive dose of 0.3 um/10
al of zinc sulfate was considerably lower than the
concentrations of zinc found in 14 regions of rat brain
(Ebadi e al., 1981), we postulated that most of the
zinc in the brain was bound and did not existin “free”
form. Based on these observations and conclusions,
we searched for and identified metallothionein in the
rat brain and characterized its properties (Ebadi and
Pleiffer, 1984; Ebadi er ol., 1984, 1989a, 1994a.b,
Ebadi, 1986a,b, 1991 ; Ebadi and Hama, 1986 Ebadi
and Swanson, 1987; Ebadi and Babin, 1989).

INDUCTION OF RAT BRAIN METALLOTHIONEIN
USING SURGICALLY INPLANTED MINIPUMP

The i.p. adminisiration of zinc sulfate (7.5 mg'kg)
given either in a single dose (Itoh et al., 1983) or daily
for 10 days (Ebadi, 1986a) does not stimulate the
synthesis of brain MT. On the other hand, the ic.v,
administration of zinc sulfate (0.20 umol/ul/h for 48
h) not only induces the synthesis of brain met-
allothionein, but also induces the synthesis of hepatic
MT (Ebadi, 19864 ; Table 1).

The efflux of excess zine from the brain and its
induction of hepatic MT adds further credence to the
hypothesis that the steady-state concentration of zinc
in the brain is regulated firmly. Similarly, Nishimura
etral. (1992) reported that the s.c. injection of cidmium
or zinc did not significantly increase the level of MT
immunoreactivity in the rat brain. The lack of induc-
tion of brain MT by i.p. administration of zinc orig-
inally reported by Hoh et al. (1983) has been confirmed
by Heilmaier and Summer (1985), Arvidson and
Tjilve (1986), Hidalgo er al. (1991), and bano ef af.
(1991). The choroid plexus, whose MT is induced by

heavy metals (Itano er al., 1991, Zheng et al., 1991)
plays a major role in guarding against penetration and
accumulation of excess metal in the brain.

Since the i.p. administration of zinc sulfate does not
stimulate the synthesis of brain MT, this protein is
induced by administering zinc sulfate i.c.v. using a
surgically implanted minipump. In addition to
implanting a single pump for delivery of zinc sulfate
(test) or saline (control), a dual pump system may be
implanted, wherein one pump may deliver zine sulfate
and the second pump may deliver {**S)eysteine ; or one
pump may deliver zinc sulfate and the second pump
mity deliver a protein synthesis inhibitor such as acti-
nomycin D. By using this technique, we have learned
that the protein that incorporates [**S]cysteine and
binds ®*Zn have identical profiles (Figs ! and 2).

PROPERTIES OF BRAIN METALLOTHIONEIN

The areas of brain that possess a high concentration
of zinc also synthesize MT on a continuous basis. For
example, MT has been isolated from zinc-untreated
bovine hippocampus (Paliwal and Ebadi, 1989), bov-
ine retina (Takihashi er al., 1988), and bovine pineal
gland (Awad et al., 1989). However, in the brain, in
addition to MT, there are other low molecular weight
zinc-binding proteins of unknown nature. For exam-
ple, the zinc-untreated bovine retina comains a low
molecular weight zinc-binding protein which exhibits
an elution volume (¥ /V,) of 1.9 on gel perieation
chromatography. Furthermore, this protein seems to
be similar to the zinc-induced hepatic MT on gel per-
meation chromatography, but produces only one iso-
form on a reverse phase high performance liquid
chromatography with a retention time of 16.67 min,
while the rit zinc-induced hepatic MT-1I produces a
similar protein peak with a retention time of 16.47
min. On the other hand, the retina contains at least
two other mijor zinc-binding proteins with retention

Tuble 1. ERects of ZnSO; injecied i p. and i.c.v. on the synthesis of hepatic and brain MT

MT in brain MT in liver
Treatmen (418 Zn/mg protein) £ values {y¢ Zn mg proicin) P values
Saline 152012 02+000
ZnSO, (7.5 mg/kg/d/i-p.) 144018 54103 P <00)
ZnS0, (5.0 mg/kg/d/10 d/i.p) 1610158 ND
ZnS0, (0.22 pmol/silf48 hjic.v.) 741060 P <00l 1.2+0.18 P < 005

Rats were injecied i.p. with 7.5 mg/kg ZnSO, and decapitated 18 b posi treatment. [ order to test the chronic effects of
inc, another group of rals were injected i.p. with ZnS0, (5.0 mg/kg/d/10 d) and decapitated 8 h after the lust injection.
For comparison, ZnSO, was adyministered i.c.v. by surgically implanted minipumps at a rate of 0.22 gmotulh, and
the rats were decapitated 48 b after the implantation of 1he mimpuinps. The brains and the livers were analyzed for
metallothionein. Each value represents the mean + SEM of at least 6 seis of experiments using hetween 3 and § rats

d i:; cach set. The bepatic metallothionein was not anulyzed (ND) following 10 J of zinc.

= day.
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Fig. 1. The incorporation of cysteine into brain MT. Rats were injected ic.v. with 2inc sulfate (0.22
pmol/z/h/24 hy and [PSleysteine (0.5 pCifplih/24 h). The control group received saline and ["Sjcysteine.
The brains were then homogenized in § vol. of 0.05 M Tris-acetic acid bulfer (pH 7.5). The high speed
(100,000 g) supernatant was applied to columns of Sephadex G-75, and the MT was cluted at 4°C. The
MT was further purified by applying anion exchange chromatography using DEAE-A25 Sephadex, and
the MT isoform was eluted with a linear gradient using a Tris—-acetate butfer (0-200 mM. pH 7.5). The
zinc-induced MT incorporates a large quantity of {¥Sleysteine in comparison 1o the saline-treased group.
Furthermore, the protein that incorporates [*S]cysteine and the one that binds **Zn have identical elution
profiles.

times of 18.4 and 19.71 min, which appear on the
chromatograph when absorption is recorded at 220
nm. Similar zinc-binding proteins do not appear in
the chromatopraph exhibiting the zinc-induced hep-
atic MT-11. The biochemical properties ol retinal zine-
binding proteins with retention times of 18.4and 19.71
min are not known (Takahushi er o, 1988).

AMINO ACIHD COMPUSITIONS OF ZINC-INDUCED
BRAIN METALLOTHIONEIN

Both the bruin and liver have MT isoforms [ and 11
that have 60 and 61 residues, respectively. However,
the brain MT isoforms Fand H have 17 and 18 cysteine
residues (Table 2), respectively, values which vary
slightly from 21 cysteine residues reported from
human hepatic MT 1 (Kissling and Kitgi, 1977), from
21 cysteine residues reported for equine renal MT

(Kissting and Kiigi, 1977), from 17 and 21 cysteine
residues reported for the rat hepatic MT isoforms
(Wong and Klaassen, 1979), from 20 and 21 cysteine
residues reported for the rat hepatic MT isoforms
(Winge ef al., 1984), and from 19 and 20 cysteine
residues reported for bovine fetal hepatic MT iso-
forms (Munger ef al,, 1985). However, 14 cysteine
residues have been reported for crustacean MT-1
(Olafson er al., 1979) and 15 cysteine residues have
been reported for rabbit MT jsoform 1 (Nordberg o1
al., 1972). In addition, in comparison with the hepatic
MT, the brain MT isoforms contain considerably
higher amounts of aspartic acid and glutamic acid
(Table 2). ,

11 should be noted that the amino acid composition
of zinc-induced brain MT-1I isoform is sinular, but
not exactly identical, to the induced amino acid com-
position of the ¢IINA clone isokited from a4 non-
induced britn ¢cDNA librury (Saijoh er af., 1989), sug-
gesting metals and brain-specific alteration of met-
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METALLOTHIONEIN ISOFORMS
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Fig. 2. Comparative HPLC profiles of zinc-binding proteins isolated from brains of zinc-treated (top panel)

and control rats (bottom panel). The rats were administered ZnSO,i.c.v. (0.22 umol/ul/h/48 h) using Alzet

minipumps. The control rats were given saline, but otherwise received identical treatment, The zinc-binding

proteins were determined by HPLC. The MT isoforns and other zinc-binding proteins were analyzed for
zinc using atomic absorption spectrometry and for protein.

Table 2. The amino acd composition of zinc-induced brain MT-like
isoforms

Isoform | Isoform 11

Amino acids Ressdues % Tolal Residues % Tolal

Aspartic yod 5 84 4 6.5
Threonine k] 5.0 i ] 49
Sermne 8 13.3 9 14.8
Glutamic acid 3 50 4 6.6
Proline 2 1) 2 33
Cilycine 7 1.7 5 8.2
Alamine 4 6.7 h) 8.2
Valine 2 1} l 1.6
Cysteine® 17 283 18 9.5
Metlioninet I 1.7 l £6
Isoleucine - —_ — -
Lysine 8 133 9 14.8
Histidine — — — —
Arginine ~- -- — —_—
Leucine - —— — ——
Tyrosine - — — —
Phenylalunine - - — —
Total 60 100 6l 100
Minimuny molecular weight} 6900 83 076,10

* Delerntined as cysteic acid.
t Determined as methionine sulfone.
t Assumes no tryptoplisn.

allothionein {Andersen ¢t al., 1989; Saijoh et dl.,
1994). '

CONSTITUTIVE EXPRESSION OF METALLOTHIONEIN
IN MAMMALIAN BRAINS

The constitutive levels of MT and MT mRNA vary
in different tissues (Paliwal e al., 1990 ; Choudhuri e/
al., 1993, Blaauwgeers ef al.,, 1994). For example,
Paliwal et al. (1990} showed that 6 h lollowing i.c.v.
administration of zinc sulfate, in a dose of 0.1 or 0.5
pmol/10 gl, the total concentrations of zine in the
brain increased from a control value of 15.8 to 25.8
and 3.5 up/p tissue, respectively. The same treatments
enhanced the concentration of zine in the liver from a
control value of 31.76 1o 38.8 and 42.35 ug/g lissue,
respectively. In previous studies, we have shown that
i.c.v. administered zinc sulfate in a dose of 0,22
pmol/ul induced the synthesis of MTs in the brain
from a conlrol (saline) level of 1.5 to 7.4 ug Zn/mg
protein (Ebadi, 1986a), whereas the zinc sulfate
administered i.p. in a dose of 7.5 mg/kg stimulated
the synthesis of MTs in the liver from 0.3 to 4.0 ug
Zn/mg protein (Itoh et al., 1983).
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INDUCTION OF BRAIN METALLOTIBONEIN 1] mRNA
BY ZINC

The i.c.v. administration of ZnSO, in doses of .1
and 0.5 gmol/10 pl increased the poly A RNAin the
brain from a control value of 6.6 to 8.0 and 9.6 /g
brain tissue, respectively. Furthermore we probed
the poly A' RNA with [“Pllabeled 180 pair
BamH 1/Pvull restriction fragment containing the
c¢DNA for human MT-I from phMT-II, plasmid.
Slot blot analysis of poly A* RNA revealed that
administration of zine increased brain MT-11 hybrid-
izable RNA. In comparing the association between
the tissue concentrations of 2ane and induction of MT-
[T mRNA in the liver and brain, it becomes apparent
that although the constitutive level of MT-11 mRNA
is higher in the brain, the slope of the augmentation
of MT-I mRNA synthesis as a function ol increasing
tissue concentration of zinc, 1s nmch steeper in the
liver when compured to the same eriterion in the brain,
This phenomenon is apparent when one compitres a
computer analytical model contrasting the relation
between the levels of MT-ITmRNA and the doses of
zine given i.c.v. between the levels of MT-H mRNA
and the tissue concentrations of zine and between the
fevels of MT-TT mRNAs and the percentage variation
in concentrations of zine (Paliwat ¢r al., 1990).

Northern blot analysis of poly A" RNA, extracted
from the brain and hver of control rits using {#P)
labeled cDNA, which is a BamH 1 -Pyvull fragment
of PHMT-1I; as a4 probe, showed a major band of
_ hybridization of approx. 700 bases in both liver and
brain, suggesting that the sice of messuge in both
tissues is similar. Furthermore, the RNA blots for
ver and brain were compared 6 h following zinc
injection, the brain MT-1 mRNA becansie shortened
from 700 to 500 bases, wheress the liver MT-HEmRINA
became curtailed from 700 to 400 bases. The mech-
ansm(s) for the differential and somewhat sfower rate
of degradation of briin poly A* RNA tiel, which may
in turn be responsible for the constitutively directed
higher basai level of MT-HEmRNA in the brain, is not
understood (Paliwal er al., 1990).

In additian te a variaton in the tissue level of MT
MRNA, there exists o vast dilference in the species
fevel of MF and its mRNA. For exanple, Chaudhuri
et al (1993 have reported i 20-fold difference in M T-
I gene expression in the brains of mice and rits.

REGIONAL DINTRIBUTION OF BRAIN
METALLOTIHONEIN | mRNA IN RAT BRAIN

Lo et al. (1994), by having employed the MT-1
CDNA s a probe, soupht to gain additional insight

into the function of MT by discerning the regional
distribution of its mRNA. Northern blot analysis of
brain mRNA revealed that the administration of zine
sullfiste enhanced MT-1 mRNA (570 bp). The in sity
hybridization study revealed that MT-1 mRNA was
localized in several areas of brain including dorso-
faterat geniculate nucleus, hippocampus, internal
capsule, caudate-putamen, insulir cortex, intralimbie
cortex, lateral septum, paraventricular  thalumic
nucleus, medial habenular nucleus, posterior com-
missure, central gray, infenor colliculus, 2nd cere-
bellur  lobule, 3rd cerebellur lobule, and crusi
ansiform fobule (Figs 3 and 4).

CELLULAR LOCALIZATION OF METALLOTHIONEIN IN
MAMMALIAN BRAINS

The cellular locatization of MT in the mammalian
brain has been carried out in several elegant studics
(Nakajima er af., 1989, 1991 ; Nishimura et al., 1990,
1992 ltano ef al, 1991; Young er al., 1991 ; Suzuki
et al., 1992a,b; Blaauwgeers er al., 1993, 1994),

In the mouse brain, MT immunostaining is found
in ependymal cells, glial elements, arachnoid, and pia
matter {Nishimuraeral., 1992). Inthe young rat hrain,
MT immunostaining is found in ependyma, choroid
plexus epithelium, pia matter, and arachnoid (Nish-
imura e al., 1990, 1992). {n the adult rat, MT immu-
noreactivity is found in ependymal cells, choroid
plexus, blood vessels (Nakajima e al., 1989), and in
astrocytes throughout the briain (Youny et «f., 1991,
Young, 1994). In the monkey brain, MT immu-
noreactivity is found in pia matter, ependymal cells,
and astroeytes (Suzuki e af., 19920,b). In the human,
MT immunoreactivity is found mainly in the astro-
cytes (Nakajima er al, 1991; Uchida er al., 1991 ;
Suzukietal, 19920.b; Bluauwgeers ez al., 1993, 1994).
A study by Kasarskis er al. (1993) has identified MT
in the cytoplasm and axons and dendritic processes of
motor neurons in the ventral spinal cord.

METALLOTHIONEIN IN DEVELOPING MAMMALIAN
BRAIN

The ontogenic variation in the concentration of M1
has been studied in the rat brain (Ebadi, (986b). The
concentyations ol zine in the cerebelium, hypo-
thalamus, and basal ganglion are highest at 20 diys
alter birth and decline thereafter. On the other hand,
the concentrations of zine in the cerebrum and hip-
pocampus do not seem to exhibit developmental alter-
ations. Gel permeation ciromatography on Sephidex
(i-75 columns has shown that the concentration of
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atic MT during fetal and neonatal periods has been
interpreted to indicate that the MT may play a role
in the storage, donation, and utilization of essential
elements, such as zinc wnd possibly copper, for nuclvie
acid metabolism, protein synthesis, and other metu-
bolic processes during a period of rapid differentiittion
and growth.

Unlike that in the hepatic MT, the concentration
of the MT in the kidney does not undergo the rapid
and dramatic alteration during prenatal and neonatal
periods. Furthermore, the MT in the kidueys of the
newborn rat is a zinc-containing protein, whereas in
the adult v, it is predominantly a copper-containing
problem.

The factors reguliting the synthesis of MTs in
different organs miy be dissimilar duning prenatal,
neonatal, and other periods. During the neonatal
period, when demand for zine is high, the synthesis of
MT would be mare subject to hormonal controt and
less dependent on zine influence. However, in the
mature rat, when the demand for 2ine dimmishes, the
synthesis of MT would be influenced by zine. and
MT would function to maintain zinc homeostasis (see
Ebadi, 1986b and the references cited within this
article).

METALLOTHIONEIN GENE EXPRESSION N
MAMMALLAN BRAIN

The high degree of homology among MT isoforms.
with respect to nucleotides and nino acid sequences,
has made it untenable o obtain ¢DNA probes or
antibodies capable of distinguishing the various 1so-
forms of MT (Durnam and Pualmiter, 1981 Searle ¢
al., 1984; Saijoh er al., 1989, 1994). The traditional
MT-1 and MT-H isoforms are expressed in several
areas of brain (Ebadi, 1991 Hao et af, 1994). On
the other hand, a unique MT isoform, labeled as the
growth inhibitory factor (GIF) or MT-HI, has
recently been identified from human brain (Uchida et
al., 1991 Tsupi er al., 1992) and hunan and mouse
brain {(Palmuer et al., 1992). The deduced anuno acrd
sequence of MT-TH exhibits greater similarity to the
MT-U isoform than to the MT-lisoform. In addition,
MT-HI1, which is expressed mostly in the brain and
not in the peripheral tissues, contains an addivional 7
amino acids, therefore possessing a total of 68 amino
acid residues (Uchida er al., 1991 Palmiter et al.,
1992),

GENERAL FEATURES OF THE INDLUCHION OF
METALLOTIRIQNEIN

The regulation of MT gene expression, namely cis-
trany regulation, has been well documented. That s,
binding of trany elements to ofy sequiences in the §
flanking region, the promaotor sequence, of MT genes
produces an increase in transenption of MT mRNA,
Stress signals, such as heavy metals and gluco-
corticoid, are tnvolved in such mechanisms, but sev-
eral other siular inducers. such ws endotoxin (De et
al,, 1990), interfeukin-t (Kikucht er of, 1992, 1993),
and N-irradiation (Shiraisht er af, 1989) have been
studied. Although the promoter sequence is highly
homologous in vartous species (Varshney ez ol 1950),
the level of transenption of MT gene most probably
vartes in different tssues (Garg er o, 1989). There-
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fore, the availability of frans-clements and utilizition
of inducers may influence the differential expression
of MT in various tissuces (Saijoh ¢f al., 1994).

INDUCTION OF MEFALLOTHIONEIN IN ASTROCYTES
BY CYTOKINES

Since the synthesis of metallothionein is induced by
interleukin-1 and tumor necrosis factor, MT is now
considered an acute phase protein. Astrocytes do con-
tain MT (Itano e al., 1991; Nakajima er af., 1991,
Young et al, 1991 Nishimura ez al., 1992 ; Suzuki e
@l 1992a,b; Kikuchier al., 1993 ; Sawada et al., 1994
Young, [994). In addition, they contain interleukins-
l, -2, and -6, tumor necrosis factor, interferon, and
pranulocyte. macrophage colony stimulating factor,
which play a role in growth and differensintion of
microglial and astroglial celis (Goetzl er al., 1990,
Brenneman et al., 1992 Benveniste, 1993 ; Sawada ¢f
al., 1993). Since the growth of astrocytes by inter-
leukin-1 (Sawada ef al., 1994) is associated with pro-
duction of interleukin-6 (Frei et of., 1989; Kasahara
et al., 1990, Aloist et al., 1992; Lee et al., 1993a,b),
interleukin-8 (Aloisi ef al., 1992}, tumor necrosis fac-
tar (Gadient et al.,, 1990 ; Spranger ¢s al., 1990), nitric
oxide synthase (Lec er al., 1993a,b), and prostaglandin
E, (Katsuura et af,, 1989), it is thought thatt the pro-
duction of interleukin-1 by astrocytes takes plice
when injury or inflammation occurs in the CNS
(Woadroofe et al., 1991; Yuan ¢t al,, 1992), Inter-
leukin-1 and heavy metals induce the synthesis of MT
and its mRNA for a prolonged period of time (Kiku-
chietal, 1992, 1993). Therefore, Sawada et of. (1994)
believe that manflammation, the level of interlenkin-
I increases. This. in turn, induces the synthesis of long-
acting MT, and hence protects against free radicals
and oxidative stress caused by inflammation and tisste
jury in the CNS.

EXPRESSION OF METALLOTHIONFEIN AND
RESISTANCE TO METAL-AINDUCED TOXICITY

A transient increase in metal tolerance of eukaryolic
cells can be induced by prior treatment with sub-lethal
concenlrations of certain metal ions. This tolerance
comcides with cellular metal binding capacity due to
transcriptional induction of the MT gene (Kurin and
Richards, 1982 Richards et of., 1984 Peterson and
Mercer, 1988, Peterson er al., 1988 ; Gupta ¢t al.,
1993). A more stable tolerunce can be cuused by
exposure to cell cultures 1o stepwise increase in metal
ion concentrattons. This tolerance is associaled with
an ncrease in MT gene copy number and o cor-

responding increase in MT mRNA, and MT proicin
(Palmiter, 1987). Genomic rearrarrcments involving
amplification of MT genes have been reported in
metal-tolerant eukaryo.es (Gupta ¢f wf., 1993).

It is generally beheved that metals are more toxic
in a system which is less capable of synthesizing MT.
For example, in a study we (Ebadi et al., 1989b) have
shown that neuroblastoma IMR-32 cells exhibited less
tolerance to the toxicity of both cadmium and zine
than Chang liver cells, Furthermore, we found that
this phenomenon was direcily refated to the inherem
ability of these cells to produce MT (Fabie 3).

The control Chang liver cells or the human neuro-
blastoma IMR-32 cells, untreated with either zine or
cadminm, were able to incorporate {¥Sjeysteine and
synthesize MT. The incubation of Ching liver cells
with 100 M zine for 24 h stimulated 6.7-fold over the
control value the incorporation of {*S)cysteine into
MT over the control group, whereas the incubation
of neuroblastoma cells with an identical amount of
zine and under identical conditions, stimulated the
synthesis of MT only 2.3-fold over the control vilue,
The incubation of Chang liver cells with 1 M cad-
mium lor 24 h stinalated 5.0-fold over the control
value the incorporation of [¥S]cysteine into MT,
whereas the incubation of neuroblastoma cells with
an tdenbical amount of cadmium and under identical
conditions, stimulated 1he synthesis of MT oniy 2.25-
fold over the control vajue.

The minimum tested concentration of cadmium

Tuble 3. The dose-dependent toxic effects of cadnium and 2 on
the viability of Ching liver cells and neuroblastoma IMR.12¢

Catlmium concenttaiion Chaog Neuroblastoma
of the medium liver cells IMR-32

1 uM 0 0
25uM 0 Ay

5 uM 0 X

7.5 uM A b

HY M A

Zine concenbration Chang Neuwroblustoma
of the medium liver cells IMR-32
100 M 0 0

120 M 0 X

150yt X

*Allcells were incubated in the presence of various concentralions of
either cadimivm of zne far 24 h, and their morphologies were
examined after 24 h of exposure to the metals,

0 Denotes that the cells survived with ne apparent morphalogival
alterations.

£ Denotes that the cells survived, but their morphologies became
allered by the appeazance of granules in e coarsened cytoplasm,

N Denotes that the shape of the celis chauged from an eliploid
configurution to g circular one, and the dead cells were Boating
m the medium
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stimulating the synthesis of MT in the Chang liver
cells was | M, and 7.5 uM caused cell death. The
minimum tested concentration of zine stimuilating the
synthesis of MT was 100 M in the neurobluastoma
IMR-32, and 150 uM caused cell death. The neuroblas-
toma IMR-32 exhibited a lesser degree of tolerance to
the toxic effects of either cadmium or zinc and
demonstrated susceptibility to morphological damage
or lethal effects with substantially smaller amounts of
the metals (Table 3).

THE USE OF OQLIGONUCLEOTIDES TO PROBE THE
FSSENTIALITY OF METALLOTHIONEIN GENE

Antisense refers to the use of chemical or biological
agents which interact with ceflular nucleic acid targets
in a sequence-specific fashion. This interaction resuits
in disruption of the transfer of genetic information
within the targeted cells. Potentiol targets for antisense
agentsinvolve madification of the integrity of genomic
DNA, modification of transcription, processing,
transport, stabilization, splicing, and translation
(Stein and Cohen, 1988 ; Toulme and Helene, 1988
van der Krol er al., 1988 ; Zon, 1988 ; Dolnick, 1990).

Iversen and Ebadi (1992) synthesized an antisense
oligodeoxyribonucleotide  with  sequence  comp-
lementary to the mRNA coding for human MT-1I
(Fig. 5) and tested its ability to inhibit both consti-
tutive and cadmium-induced MT protein synthesis in
neuroblastoma IMR and Chang liver cells in culture.
The sense oligonucleotide was also prepared and
tested as a control for its sequence-specific effects.
Oligonucleotide entry into cells was enhanced through
the use of & polybrene carrier so that nearly 30% of
a 10 uM dose of oligonucleotide was shown to be

5 NH,

1,2 3

1. ANTISENSE MT
2. SENSE MT
3. ANTISENSE SDMT

associated with cells (Fig. 6). The antisense oligo-
nucleotide inhibition of MT protein synthesis ren-
dered both cell types more sensitive to cadmiun
toxicity. However, the sense oligonucleotide had no
effects on either MT protein synthesis or sensitivity to
cadmium toxicity. Similar results were obtained by
using hamster lung V79 cells in cuiture (Iversen ef af.,
1992).

Furthermore, Takeda ef al. (1994) have prepared a
synthetic antisense oligodeoxyribonucleotide to the
mRNA specific for human c-mye and tested its poten-
tial to regulate MT synthesis in Chang liver cells in
culture. The results of this study revealed thai the ¢-
myc antisense oligodeoxyribonucleotide led to greater
induction of zinc-promoted but not cadmivm- or
dexamethasone-induced synthesis of MT. These data
were interpreted to suggest that c-myc acts as i
repressor of at least one of the six human M T isoforms
and demonstrates a unique mode of regulation cap-
able of discriminating between zinc- and dexa-
methasone-induced synthesis of MT.

The myc family of oncogenes codes for nuclear pro-
teins that are believed to function as transcription and
replication factors (Chomezynski and Sacchi, 1987;
Dang, 1991). This family consists of four weil-char-
acterized members, including c-mye. N-mye, l-mye,
and b-myc (Jakobovits et al., 1985; Zimmerman et
al., 1986 ; Ingvarsson eral., 1988 ; Semsei et al., 1989).
Studies in rat and mouse have shown that c-mye and
b-myc are expressed in a vanety of cell types, whereas
N-nmiye and I-myc transcripts appear predominantly in
brain, kidney, and heart. ¢-mypc has been cloned from
the rainbow trout and shown to be expressed in the
liver (Van Beneden et al., 1986). The amount of b-
nye that is expressed in the pituitary increases as

COOH J

y B

5' - GGCGCAGGAGCAGTTIGGG - 3
5'- CCCAACTGCTCCTGCGCC - 3
5'- GGAGAATGGCCGCCGC - 3

Fig. 5. Diagrammatic representation of the MT-1 gene. The three exons are showa as boxes with coding

regions shaded. The three exons are separated by two ntrons shown as single lines connecting the boaes.

The sequence of the oligonucleotides tested and their locations within the exon | of the MT gene are shown
below the gene.
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Fig. 6. An autoradiograph of [¥Sleysteine metabolically labeled cultured cells. The cetlular cytosalic

proteins were carboxymethylated and separated through a 17% polyacrylamide gel. Lanes | and 3 are

mock transferred cells; lanes 2 and 6 are antisense oligonucleotide transfected cells; lanes 3 and 7 are cells

that were treated with 50 4M of ecadmium; and lanes 4 and B are cells that were treated with antisense
oligenucicotides plus 50 uM of cadmium,
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the organisms approuach sexual maturity (Panno and
McKeown, 1993).

in our studies (Takeda et af., 1994), the antisense
phosphorothioate corresponding to the c-myc onco-
gene effectively reduced the cadmium-induced toxicity
in the Chang fiver cell cultures which were pretreated
with zinc. Zinc is known to protect against cadmium-
induced toxicity in different systems, ineluding cad-
mium-induced cytotoxicity in hepatocytes (Kiigi e al,,
1992). Our data confirm the non-antisense-mediated
protection of the culture by zinc from cadmium-
induced toxicity. The addition of the c-myc-specific
antisense phosphorothioate oligonucleotide increased
cadmium tolerance more than 2-fold. One possible
mode of action of the antisense in the zinc-treated.
cells would be the derepression of MT synthesis by
zincas an inducer : c-myc expression may be a possible
component for MT repression. The results of ¢-mye
inhibition on the cadmium- and dexamethasone-pre-
treated cultures indicate that c-myc does not act sig-
nificantly as a transacting factor for MT induced by
these compounds, This agrees with the view that the
mechanism of MT induction by each inducer is highly
specific, involving dissimilar inductive mechanisms.

In humans, a family of at least 12 MT genes exists,
The analysis of the regulation of the human MT-1and
MT-11 genes has revealed differences in their response
to zinc and dexamethasone (Ebadi et al., 1989b). Fur-
thermore, Peterson and Mercer (1988), by studying
the regulation of the closely linked endogenous sheep

L

MT-la, MT-Ib, MT-Ic and MT-1], have shown that
only the synthesis of MT-1l mRNA increased in
response to dexamethasone,

Since c-mye gene is able to transform normal cells
into malignant cells and since overexpression of MT
represents one mechanism of resistance to some clini-
cally important antineoplastic agents (Kelly et al.,
1988 ; Takeda et al., 1992, Yang er al, 1994), the
delineation of the precise mechanism regulating the
induction of MT may have some important thera-
peutic implications,

DIFFERENTIAL AND UNIQUE REGULATION OF BRAIN
METALLOTHIONEIN

It has been recognized for a long period of time that
the peripherally administered metals, including zine,
do not readily traverse the blood-brain barrier, and
hence do not alter the steady-state concentration of
metals in the brain. After discovery of MT in the
brain (Itoh er al., 1983) and after recognizing that its
synthesis in the brain could not be induced following
cither a single large i.p. administration of zine (itoh
and Ebadi, 1982) or chronie daily i.p. injection of zinc
(Ebadi, 1986a), it was postulated that the regulation
of synthesis of MT in the brain most probably ditfered
from those operating in the liver or kidneys (Ebadi,
1986b ; Churchich et al., 1988 ; Ebadi ef al., 1989a,b,
1992; Paliwal et al,, 1990; Hao er «l., 1993; Shiraga
et al., 1993, Takeda er af., 1994 ; Table 4),
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Table 4. Unigue regubition of bram MT

15

Paragmeters tested

Syntheiis following i.p.
administration of zinc given
cither acitely or chronically

Synthesis stimulated

following i.c.v, administration

of zinc

Basal level of MT

Basal MT-H mRNA and its
Jegradation

Synthesis stimulated
fullowing ethanol

Synthesis in neuroblastoma
IMR-32 cells stumulated by
zine or Cd**

Synihesis in neusoblastoma
IMR-32 stimulated by
dexamethasone

Neonatil fevel of MT

lsoforms

Amino acid residues

Cysteine restdues

Immunoreactivily

Rat hepatic MT and Chang
biver celis

et i AR - . b S = i g P Ab e 0

Yes

Yes

Very low but stimulated
dramatically

Liver Jower andd faster than
the brain

Rt bramn MT and
neurablastoma EMR-12
ceily

Yes

Retatively high but
stimulated rather modestly

Brain higher and stower
than the liver

Yes Na
Yes Yes
Yes No

High in liver and dechines
Two in liver
60,60

2020

Low in hrin and wcreases
Foue in brain
60,6}

17,18

Havine hippocampat MT crass-reacts with antibody
formed against sheep and hepatic MTs

Involvement in oxidative
stress and scavenging free
radicals Yes

Activition of pyridoxal
kimase hy MT Yes

Yes

Yes

In view of the fact that higher than phystological
concentrations of essential elements such as zinc and
copper, and even a minute amount of non-essential
elements such as cadmium and barium are quite toxic
{(Ebadi and Hama, 1986; Yokoyama er al., 1986),
several mechanisms may be operational simul-
tancously to avert deleterious neurotoxicity. First,
exposure to metals induces the synthesis of hepatic
and renal MTs rapidly to effectively bind additional
amounts of metals, Furthermore,’ the blood-brain
barrier guards actively against the massive transport
of any trace elements into the brain. {n addition, the
brain synthesizes MT in a higher constitutive level
than the peripheral tissues and on a continuous basis
(Ebadi, 19864 ; Paliwal et al., 1990). Finally, and most
importantly, a complex structure such as brain, pos-

sessing an estimated 30.000 mRNAs and having one
third of the mammalian genome exclusively dedicated
to its functions (Sutcliffe, 1988), may have developed
unique processes for transporting, comparimenting,
reteasing and utilizing zinc, copper, caicium and other
essential elements, commensurite with the diversified
and vital functions endowed and invested to its vari-
Ous regions.

-

ZINC METALLOTHIONEIN-INDUCED ACTIVATION OF
PYRIDOXAL KINASE

Pyridoxal phosphate is not supplied by diet and
must be synthesized in the body. The naturally occur-
ring B, derivatives, namely pyridoxine, pyridoxal, and
pyridoxamine, are absorbed efliciently and rapidly

FALLA DE GHIGEN
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from the gastrointestinal tract. On the other hand, the
phospharylated derivatives, pyridoxine phosphate,
pyridoxal phosphate, and pyridoxamine phosphate,
are not transported o any great extent across most
cellular membranes. In the body, the absorbed pyni-
doxine, pyridoxal, and pyridoxamine are converted
to pyridoxine phosphate, pyridoxal phosphate, and
pyridoxamine phosphate, respectively, by pyridoxal
kinase (ATP: pyridoxal 5-phosphotransierase, EC
2.7.1.35,; McCormick et al., 1961).

The activity of pyridoxal Kinase is unevenly dis-
tributed throughout the brain, ranging from 94 to
248 jumol pyridoxal phosphate formed/g tissue/h. The
highest kinase activity is shown in olfactory tubercle
> basil  pangha > superior  colliculus = olfuctory
bulb = inferior colliculus = hypothalamus,
mediate activity was seen in cerebellum = thalamus
> cerebrum;  whereas  medulla > pons == hippo-
campus > spinal cord reveal the Jowest pyridoxal
kinase activity. Similarly, the concentration of pyri-
doral phosphate is non-uniform  in  discrete
regions of brain ranging-from 0.859 to 1.965 ug/g
tssues. The highest pyridoxal phosphite con-
centration is shown in inferior colliculus, superior
colliculus > thalamus = olfactory tubercle,  Cere-
bellum = hypothalumus > medulla == cerebrum >
basal ganglia = hippocampus possessed intermediate
levels, Olfactory bulb > spinal cord contain the
lowest amounts of pyridoxal phosphate (Ebadi and
Bifano, 1978).

Among the divalent cations tested (Co?*, Cu't,
Fe'* Mgt , Mn?*, Ni**), Zn** was the most efiective
activator of hepatic pyridoxa) Kinase (McCormick ef
al., 1961). Furthermore, the human hepatic pyridoxal
kinase exbibits n complete dependence on zine (Merril)
etal,, 1984}, Moreover, zinc activates pyridoxal kinase
in the rat brain, and the EDy, values for stimulation
in the cerebellum, superior collicnlus, and hippo-
campus are 5.5, 8.5, aud 17.0x10°* M respectively
(Ebadi et al., 1981). Finally, Churchich et ol (1988)
have shown that MT activated pyridoxal kinase iso-
fated from sheep and pig brains. On the other hand,
apoprotein of MT inhibited the activity of pyridoxal
kinase. This fact supports the contention that zinc
activates pyridoxal kinase according 10 the following
mechanisms {Churchich ef al., 198R).

Zn-metatiothioneine—Zn’* + metallothionein
0t + ATP-Zn-ATP
Zo-ATP + pyridoxal kinasee Zn-ATP-pyridoxal
kinuse
Similarly, Hao et al. (1993) found that MT stimuluted
the activity of pyridoxal kinase in trout brain.

Inter-

ZINC AND GLUTAMIC ACID BECARBOXYLASE

Zine alters the activity of glutamic acid decar-
boxylase (GAD)Y (Wu and Roberts, 1974 Wu et al.,
1976). Both zince deficiency and zine excess have been
reported to produce epiteptiform seizures (Ebadi and
Pleiffer, 1984). In a series of experiments, [toh and
Ebadi (1982} established that at physiological con-
centrations, zince stimulates the activity of pyridoxal
Kinase (50% sthnulation 1.7x 107 M), enhancing the
formation of pyridoxal phosphite, which is required
for glutainic acid decarboxylase, In pharmacological
concentrations (50% inhibition of 6.5 x 104 M), zinc
inhitbits GAL by preventing the binding of pyridoxal
phosphate to Holo GAD (lteh and Ebadi, 1982, Fig.
7). :

Zinc binding proteins suchas M T, by donating zinc,
stimulate the activity of pyridoxal Kinase, stimulating
the formatton of pyridoxal phosphate, and are able to
enhance the formation of GABA. Morcover, when
the cytoplasmic concentration of zinc is perturbated
and is becoming in excess, by virtue of the fact that
MT is induced by zinc, it is able 1o bind additional
amounts of zinc and hence prevent it from inhibiting
GAD, a sulfhydryl containing enzyme.

inastudy, Denner and Wu (1985) showed that two
forms of GAD are found in the rat brain. One lform,
GAD A, does not require exogenous pyridoxal phos-
phate for activity whereas another form, GAD B,
does. Furthermore, the ratio between GAD A and
GAD B is non-uniform throughout the brain area,
and the hippocampus contains twice 4s much GAD B
as GAD AL

The involvement of MT in protecting glutamic acid
decarboxylose may not be unique for GABA-con-
taining neurons, since S-adenosylinethionine decar-
boxylase, histidine decarboxylase, acetoacetate
decirboxylase, and t-orithine decarboxylase also
contain sulfhydryl groups and are hence inhibited by
higher than physiological concentrations of zinc.

SUMMARY AND CONCLUSION

As an essential trace element necessary for the pro-
per functioning of more than 300 enzymes, zinc is
indispensable for the growth and development of the
CNS.

The interaction of zine with proteins helps expliin
another critical Munction of zine in biological systems,
the regulation of DNA and RNA synthesis. At least
three types of zinc-binding motifs, namely zinc fingers,
zinc twists, and zine clusters ocecur in various families
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of DNA-binding proteins, which differ from those of
enzymes.

The areas of brain containing high concentrations
of zinc such as the hippocampus, pineal gland, and
retina also synthesize metallothionein (MT) isoforms
on a continuous basis.

The ocular MT and zinc may play an important
role in regulating the activity of zinc enzymes such as
retinal dehydrogenases, a-mannosidase, carbonic
anhydrase, and corneal collagenases, and lens amino-
peptidase.

The mammalian MT family consists of four similar
but distinct isoforms designated as MT-I-MT-IV. MT-
I and MT-II are expressed in many tissues ; MT-I11 is

expressed only in the brain; and MT-1V isexpressed in.

tissues containing stratified squamous epithelia. Gene
knock-out experiments have shown that MTs-I and
Il protect against metal-induced toxicity, whereas
MT-III regulate zinc homeostasis. The expression of
MT-IIT is absent in glia rich white matters, whereas
that of MT-1 is abundant. Although the CAJ portion
of the hippocampus express bolh MT-I and MT-I11,
MT-11! is abundant in areas of brain containing **ves-
icular poo! of zinc.” The presence of MT-11l in neu-
rons that sequester zinc in their synaptic vesicles
portends of an extremely important or perhaps unique
function for MT to be delineated in future studies.

Acknowledgements—The authors extend 1heir heartfelt
appreciation to Mrs Dorothy Panowicz and Mrs Lori Clap-
per for their excellent seeretarial skills in preparing this

manuscript. The studies cited were supported in part by a
grant from USPHS (ES03949).

REFERENCES .

Aloisi F., Care A, Borsellino G, Gallo P., Rosa S.. Bassani
A., Cabibbo A, Testa U.,, Levi G. and Peschle C. (1992)
Production of hemolymphopoietic cytokines (IL-6, IL-8,
colony-stimulating factors) by normal human astrocyles
in response to [L-1# and tumor necrosis factor-z. J.
Immun. 149, 2358-2360.

Andersen R. A, Daae H. L., Mikalsen A, and Alexander J.
(1989) Occurrence of various forms of metallothionein in
the rat after a short-term cadmium injection regimen.
Comp. Biochem. Physiol. 93C, 361-315.

Andrews G. K., Gallant K. R. and Cherian M. G. (1987)
Regulation of the ontogeny of rat liver metallothionein
mRNA by zinc. Eur. J. Biochem. 166, 527531,

Arvidson B. and Tjilve H. (1986) Distnbution of '®Cd in
the nervous syster of rats after intravenous injection. Acta
Neuropath. 69, 111-116,

Awad A, Govitrapong P.. Hama Y, Hegazy M. and Ebadi
M. (1989) Presence of metallothionein-like protein in the
bovine pineal gland. J. Neurol. Transm. 76, 129-144,

Beaulieu C., Dyck R. and Cynader M. (1992) Enrichment of
glutamate in zine-containing terminals of the cal visual
cortex. Neuroreport 3, 861-864.

Benveniste E. N. (1993) Astrocyle-microglia interactions. In:
Asirgcytes: Pharmacology and Functivn (Murphy S., ed.),
pp. 399-436. Academic Press. San Diego.

Berg J. W. (1990) Zinc finger domuins: Hypotheses and
current knowledge. Ann. Ree, Biophys. Chem, 19, 405421,

Blaauwgeers H. G, T., Sillevis Smitt P. A, E.. de Jong J. M,
B. V.and Troost D. (1993) Distribution of metatlothionein
in the human central nervous system. Glia 8, 62-70.

Blaauwgeers H. G. T, Sillevis Smitt P. A, E., de Jong 1. M.



18 M. Ebadi ¢1 al.

B.V.and Troost D). (1994) Localization of metallothionein
in the mammalian central nervous system. Riol. Signaly 3,
181-187.

Blaylock T. L., Dunn M. A. and Cousins R. J. (1988) Met-
allothionein gene expression in rats: Tissue-specific regu-
lation by dietary copper and zinc. J. Nurr. 188, 222-228.

Bremner 1. (1987) Nutritional and physiotogical significance
of metullothionein. Experientia (Suppl) 52, 81 -107.

Bremner 1. und Beattie J. H, (1990) Mctallothionein and the
trace punerals. Ann. Rev. Nutr. 10, 63-8).

Brenneman . E., Schultzberg M., Bartfai T, and Gozes |
{1992) Cytokine regulation of neuronal survival. J. Neu-
rochent. §9, 454-461).

Celentano J. J., Gyenes M., Gibbs T, T. and Farb D. H.
(1991) Negittive modulation of the y-aminobutytic acid
response by extracellular zinc. Molee. Pharmac. 40, 766-
773.

Chamczynski P. and Sacchi N. (1987} Single-step method
of RNA isolation by acid guanidium thiacyanate-phenol.
chloroform extracion. Anafvi. Biochem. 162, 156-159.

Choudhuri S., McKim J. M. Jr. and Khiassen €. D, (1993
Differential expression of the metallothionein gene in liver
and briin of mice and rats. Toxic appl. Pharmae. 119, 1~
10.

Chnistensen M.-K., Frederickson C. J. and Danscher G.
{1992) Retrograde tracing of zinc-containing neurons by
sclenide ions: A survey of seven selenium compounds. J.
Histochem. Crlochem. 541, 2-6.

Churchich J. E.. Scholz G. and Kwok F. (1988) Modulation
of the catalytic activity of pyridoxal kinase by met-
allothionein. Biochem. Int. 17, 395-403.

Cousins R. J. (1985) Absarption, transport, and hepatic
metabolism of copper and zinc: Special reference to met-
allothronein and ceruloplasmin. Physiol. Rev. 65, 239-309.

Dang C. V. (1991) c-myc oncoprotein function. Biochim.
Biophvs. Acta 1072, 103-113.

DeS. K., McMaster M. T. and Andrews G. K. (1990) Endo-
toxin induction of munne wetallothionein  pene
expression. J. biol. Chem. 268, 15.267-15,274.

Denner L. A and Wu . Y. {1985) Two forms of ral brain
glutamic acid decarbaxylase differ in their dependence on
free pyridoxal phosphate. J. Newrochem. 44, 957.-965.

Dalnick B. J. (1990) Antisense agents in pharmacology.
Biochem. Pharmac. 40, 671-675.

Durnam D. M. and Palmiter R. D. (1981} Transcriptional
regulation of the mouse metatlothionein-1 gene by heavy
metals. J. biol. Chem. 256, 5712-5716,

Ebadi M. {1984) The presence of metablothionein-like protein
(MLT) in rat brain. Fedn. Proc. 43, 3317

Ebadt M. (1986a) Characterization of 4 metallothionein-like
protein in ral brain. Biol. Trace Elem. Res. 11, 101-116.

Ebadi M. (1986b) Biochemical alteration of a metallo-
thionein-like protein in developing rat brain. Biol. Trace
Elem. Res. 11, 117-]28. :

Ebadi M. (1991) Metutlothionein and other zine-binding pro-
teins in brain. Meth. Enzym. 208, 363387,

Ebiadi M. and Bubin D. {1989) The amino acid composition
of zinc-induced metatlothionein isoforms in rat brain. Neu-
rochem. Res. V4, 69-73,

Ebadi M. ind Bifano J. (1978) The synthesis of pyridoxal
phosphate in rat brain regions, Int. J. Biochem. 9, 606-
6il.

Ebadi M. itad Hama Y. (1986} Zine bindling proteins in the
brain. Ade. exp, Mvd. Biol. 203, 557-570.

Ebudi M. and Pleiffer R. (1984) Zinc in neurological dis-

orders and in experimentally-induced eprleptic seizures,
Neurol. Neyrobiol, 1R, 307-324.

Ebadi M. and Swanson S. (1987) Characterization of met-
allathionein-like protem in rat brain. Experientia (Suppl.)
52, 289-29],

Ebadi M., lloh M., Bifuno J., Wendt K. and Earle A (1Y81)
The role of Zn** in pyridoxal phosphate mediated reguo-
lation of glutamic acid decarboxylase in brain. /e, J.
Biochem. 13, 1107- 1112,

Ebadi M., White R. J. and Swanson 8. (1984) The presence
and functions of zinc bindig protens in developing and
mature brains. Newrol. Neurohiol 1JA, 39 57,

Ebudi M., Paliwal ¥V, K., Takakashi T. and hersen P L
(198%4) Zinc metalothionein i mammalian brain, YCLA
Svenposia Maolec. Cell. Biol. 98, 257-261.

Ebadi M., Takahashi T. and Tuamins P, (1989b) The stimu-
lation of metallothionein synthesis in newroblaston
IMR-32 by aine and cadisium but not by dexamethasone,
Biotl. Trace Elem. Res. 22, 233-246. ’

Ebadi M., Pleiffer, R, F. and Hufl A. (1942) Differential
stimulation of hepatic and brain metallothionem by etha-
nol. Newrochem. Int. 2, 555-562,

Ebadi M., El-Sayed M. A and Aly M. HL M. (1993) Actions
and regulation of protein kinase Cin brain. Newrvendocrin,
Lett. 15, 6938,

Ebadi M., El-Sayed M. and Aly M. (1994a) The importance
of zinc and metallothionein in the brain. Biol. Signals 3,
123-126.

Ebadi M., Hao R, Cerutis D. R., Blaxall H. §., Pleiffer R,
F., Radriguez-Sierra J. F., Norgren R. B, Jr, Strauss J.
and Ei-Sayed M. A. (1994b) Zinc, metallothionein, zine
fingers, and neurotrophic activity in  newroimmuno-
endocrine system. In:  Pathophysiology of Imnume-
neuroendocrme  Commmnication  Circwit (Gupta D,
Wollmann H. A, and Fedor-Freybergh P. G., eds), pp.
J 1-47, Mattes Verlag, Heidelbery,

Evans R. M. and Hollenberg S. M. (1988) Zinc fingers : Guiht
by association. Cell 82, 1-3.

Frederickson C. J. (1990) Neurobiology of zinc and zinc-
contiuning neurons. Ini. Rev. Neurohiol. 31, 145218,

Frederickson C. 1. and Danscher G (1988) Hippocampal
anc, the storage granule pool: Loculizavon, physio-
chemistry and possible function. In: Nuritional Maodu-
lation of Newral Function (Morley §. E., Stermian M.
and Walsh . H, eds), pp. 289-306. Academic Press, New
York.

Frederickson C. J. and Danscher G. (1990) Zinccontaining
neurons in the hippocampus and related CNS systenss.
Prog. Brant Res. 83, 71-84,

Frederickson C. J. and Moncrieff D. W. (1994) Zinc con-
taining neurons. Biol. Signals 3, 127-139.

Fredenckson C. )., Rampy B. A, Reamy-Rampy 8. and
Howell G. A (1992) Distsibution of histochemically reac-
tive 2inc in the forehrain of the rat. J. Chemt. Newroanas,
5, 521-530.

Frei K., Malipicra U. V., Leist T. ', Zinkernagel R, M.,
Schwaub M. E. and Fontana A. (1989) On the cellular
source and function of interleukin 6 produced in the cen-
tral nervous system in viral discase. Eur. J. Immun. 19,
HX9-639,

Gadient R. AL, Cron K. C.und Otten U, (1990) Interleukin.
I and tumor oecrosis fuctor-a synergistically stimulate
nerve growth factor (NGF) release from cultured rat astro-
cyles. Newrosei. Lert. 117, 335--340.

Garg L. C., Dixit A, Webb M. L. and Jacob §. T. (1989)



Zinc and metaliothionesn in the CNS 19

Interaction of a positive regulatory factor(s) with a 106
base pair upsteeam region controls transenption of met-
allothtonetn-1 gene in the liver. 4. biol. Chem. 2064, 2134
2138,

Goetzl E. ), Adelman D. C.and Sreedhiran S, P (1991))
Neurohnmunology. Adv. Immun. 48, 161190,

Gupta A, Morby A. P, Turner 1. S, Whition B. A, and
Robinson N. J. (1993) Deletion within the metaliothionein
focus of cadmivwm-tolerant Synechococens PCC 6301
involving a highly iterated palindrome (1HP1). Molec.
Micrabiol. 712, 189-193.

Hao R, Pleilfer R, F. and Ebadi M. (1993) Purification of
characterization of metatlothionein and its activation of
pyridoxal phosphokinase in trout brain. Comp. Biochem,
Physiol. 104, 293- 298,

Hao R., Cerutis R., Blaxall 1L 8., Rodriguez-Sierra J. F |
Pfeiffer R. F. and Ebadi M. (1994) Distribution of zine
metatlothionein E mRNA in rat brain by in situ hybnid-
ization. Newrochem. Res. 19, 761-1a7,

Hamer D. HL (1986) Metallothionein, Ann. Rev. Biochem.
55,913-951.

Harrison N. L. and Gibbons 8. 1. (1994) Zo'* - an endogen-
ous modulator of tigand- and voltige-gated jon channels.
Neuropharmacelogy 33, 935-952.

Haug F.-M. S, Blackstad T. W., Simonsen A, H. and
Zimmer J. (1971) Timm's sulphide silver reaction for zine
during expenmental anterograde degeneration of hip-
pecampal mossy fibers. J. comp. Newrol, 142, 2332,

Hetmaier H. E. and Summer K. . (1983) Mettlothionein
content and zine status in virious tissues of rats treated
with iodoacetic acid and zing, Archs Toxic, 56, 247-251.

Hidalgo J., Campmany L., Marti O. and Armario A, (1991)
Metallothionein-1 induction by stress in specific brain
areas. Newrochem. Res. 16, 11451148,

Hiramatsu M., Kohno M., Mori A.. Shiraga H., Pleifler R,
F. and Ebadi M. (199-) An ESR study of 6-hydroxy-
dopamine-generated hydroxy! radicals and superoxide
anions in brain. Newroscience 20, 129-138.

Howell G. A. and Frederickson C. J. (1984) Electrical stimu-
lation facititates zinc turnover n hippocampat slices, in:
The Neurobinlogy of Zine (Fredenickson C, )., Howell G.
A.and Kasarskis E. 3. eds), Vol A, pp. 141-156. AR Liss,
New York.

Howell G. A. aad Frederickson C. 1. (1989) A retrograde
transport method for mapping anc-containing fiber sys-
tems i the bram. Bran Res. 518, 277-284.

Howell G. A., Perez-Clauselt ). and Frederickson C. ). (1991)
Zinc contaiming projections to the bed nucleus of the stria
terminalis. Broin Res, 862, 131189

Huber K. L. and Cousins R, L. (1993) Metallothionein
expression in rat bone marrow is dependent on dictary
zine but not dependent on interleukin-1 or intericukin-6.
J. Nutr 123, 642-648.

Huckle J. W, Marby A, P, Turner J. S. and Robinson N. I
(1993) {solation ol a prokaryote metallothionein locus
and analysis of transcriptional conteot by trace metal ions.
Molec. Microbiel. 7, 177187,

Huibreptse 3. M., Engetke D0 R, and- Thiele D J. (198Y)
Copperinduced binding of cellufar factors 10 yeust met-
allothivnern upstream activation sequences. Proc. nam.
Acad. Sei. U7.5.4. 86, 6569,

Ingvarsson S.. Asker C., Axelson 1., Klein G. and Sunieg
1 (1988} Structure and expression of B-myve, a new member
of the mye gene famdy. Molee. Cell. Biol. 8, 3168 -3174,

ano Y., Noji S., Koyama E., Taniguchi §., Taga N, Tak-

ahiashi T., Ono K. and Kosaka F.(1991) Bacterial eado-
toxin-induced expression of metallothionein genes i rat
brain, as revealed by in st hybridization. Newrosei. Lett.
124, 13-16.

Hoh M. and Ebadi M. (1982) The sefective intubition of
hippocampal glutamic actd decarboxylase in zine-treated
epifeptic seizures. Neurochem. Rex 7, 12871298,

ltoh M., Ebadi M. and Swanson S. (1983) The presence of
zine binding proteinsin bratn. J. Newrochem. 41, 823--829,

lversen P L. and Ebadi M. (1992) Antisense oligonucleotide-
mediated inhibition of metallothionein protein synthesis
i1 neuroblastoma MR 32 and Chang liver cells in culture,
Biol. Signals 1, 57-64.

tversen P L, Mata )0 E. and Ebadi M. (1992} Synthetic
antisense oligonucleonde probes the essennality of met-
allothionein gene. Biol. Signals 1, 293--299,

Jakobovits A, Schwab M., Bishop J. M. and Martin G. R.
(1985) Expression of N-mycin tetratocarcinoma stem cells
and mouse embryos. Nanre 318, 188-191.

Kigi J. H. R, and Hunziker P. (1989) Mammalian met-
allothionein, Biol. Trace Elem. Res. 21, 111118,

Kigi J. H. R, and Kojima Y. (1987) Chennstry amd hio-
chemistry of metallothionein, Experientia (Suppl) 82, 25-
a1,

Kigi J. H. R and Schiiffer A. (1988) Biochemistry of met-
allothionein, Biochemistry 27, 85098315,

Kaji T., Mishima A, Koyanagi E., Yamamato C., Sakamoto
M. and Kozuka H. (1992) Possible mechanism for zine
protection against cadinium cytotoxicology in cultured
vascular endothelial cells. Toxicology 16, 257270,

Karin M. and Richards R, L. (1982) Hhuman metallothionein
genes-—Primary structure of the metaliothionein-Il gene
and a related processed gene. Nature 299, 797-802.

Karin M., Eddy R, L., Henry W. M, Haley L. L., Byers M.
G. and Shows T. B. (1934) Human metallothionein genes
are clustered on chromosome 16. Proc. nan. Acad. Sci.
US. 4. 81, 54945498

Kasahara T., Yagisawa H., Yamashita K., Yamaguchi Y.
and Akiyama Y. (1990) 1L.-1 induces proltferation and 1L.-
6 mRINA expressian in a human astrocytoma celt line—
Positive and negative modulation by cholera toxin and
CAMP. Biochem. hiophys. Res. Conmun. 167, 12421248,

Kasarskis E. J., Ehmann W, D. and Markesbery W, R.
(1993) Trace metals in human neurodegenerative diseases.
Prog. clin. Biol. Res. 380, 299-310.

Katsuura G., Gottshall P.E., Dahl R. R. and Arimura A.
(1989) interleukin-1 beta increases prostaglandin E, in rat
astrocyte cultures: Modulatory effect of neuropeptides.
Enducrinology 124, 3125-3127,

Kay L. Cryer A, Daike B. M., Kille P, Lees W, E, Norey
C. G and Sark J. M. (1991} Naturally occurring and
recombinant metallothioneins:  Structure,  inwnuno-
reactivity and metal-binding functions. {nt. /. Biochem,
23,15,

Kelly S. L., Basu A., Teicher B. A., Hacker M. P, Hamer
D. H. oand Lazo L. 8. (1988) Overexpression of met-
allothionem conters resistance to anticancer drugs. Scicnce
241, 1813-1815,

Kikuchi Y., lriec M., Ikebuchi H., Sawada J. and Terao T.
(1992) Wenutication of metaliothionein in cuhiured cells
by immunobotting and immunofluorescence using i new
monuctonat antibody. Hybridoma L, 2935-301).

Kikuchi Y, Irie M., Kasahara T., Sawada J. and Terao T,
(1993} Induction of metallothionein in a human astro-



20 M. Ehudi e al.

cytoma cell line by interleukin-1 and heavy metals. FEBS
Letr 317,22-26.

Kille P., Swephens P. E. and Kay 1. (1991} Elucidation of
c¢DNA sequences for metatiothionems from rainbow trout,
stone Joach and pike liver using the polymerase chain
reaction, Biochim. fivphys. Acta 1089, 407-410.

Kisshing M. M. and Kiigi ). H. R. (1977) Primary structure
of human hepatic mctuiluthionr.-.in. FEBS Lett. 82, 2M47-
250.

Kobayuashi H., Uchida Y., Ihara Y., Nakajima K., Kohsaka
S., Miyatake T. and Tsuji S. (1993) Molecular cloning of
rat growth inhibitory factor cDNA und the expression in
the central nervous system. Molec. frain Res. 19, 188-194,

van der Krol A. R., Mol N. M. J.and Stntje A R, (1988)
Maodulation of eukaryolic gene expression by comp-
lementary RNA or DNA sequences. Bial. Tech. 6, 958--
976.

LeeS. C., Dickson D. W., Liu W, and Brosnan C. F.(1993a)
Induction of nitric oxide synthase activity in human astro-
cytes by interleukin-1ff and interleron-y. J. Newrotmmun,
46, 19-24,

LeeS.C., LiuW., Dickson D. W, Brosnun C. F. and Berman
1. W.(1993b) Cytokine praduction by human fetal micro-
glta and astrocytes: Differential induction by lipopoly-
saccharide and IL-18. J. Immun. 150, 2659-2667,

Mandava P., Howell G. A. and Frederickson C. ). (1993)
Zinc-containing neuronal innervation of the septal nuclei,
Brain Res, 608, 115-122.

Marzoshes M. and Vallee B. L. (1957) A cadmium protein
from equine kidney cortex. J. Am. Chem. Soc. 79, 4813~
4814,

Maret W, (1994) Oxidative metal release from met-
allothionein via zinc-thiol/disulfide interchange. Proe.
natn. Acad. Sei. U.S5. 4. 91,237-241.

Masters B, A, Quaife C. ), Erickson J. C, Kelly E. J.,
Froclick G. J., Zambrowicz B. P., Brinster R. L. and
Palmiter R. 3. (1994) Metallothionein 1 is expressed in
neurons that sequester zinc in synaplic vesicles, J. Newro-
sci. 14, 5844-5857.

McCormnick D. B., Gregory M. E. and Snell E. E. (1961)
Pyridoxal phosphekinase. 1. Assay, disteibution, puri-
fication and propertics. J. biol, Chem. 236, 2076-2084.

Muister A. (1983) Sclective modification of glutathione
metabolism. Science 220, $72-477.

Merrill A. H., Henderson J. M., Wang E., McDonald B. W.
and Millikan W. J. (1984) Metabolism of vitamin B, by
human liver. J. Nutr. 14, 16641674,

Mokdad R., Debec AL and Wegnez M. (1987) Met-
allothionein genes in Drosophila melunogaster constitile a
dual system. Proc. nam. Acad. Sci, U.5.4. 84, 2658- 2662,

Moos T. (1993} Simultaneous application of Timm's sul-
phide silver method and immunoftuorescence  histo-
chemistry. J. Neurosci. Meth. 48, 149 56,

Munger K., Germann U. A., Beltramini M., Niedermann

D.. Banella-Eberle G, Kigi J. H. R. and Lerch K. (1985)
{Cu, Zn)-Metallothionuins Irom fetal bovine liver. J. biod.
Chem. 260, 10.032-10,038.

Nakwima K., Adichi M., Kimura M., Kobavashi K. and
Suzuki K. (1989) Immuenocytochemicul studies of met-
allathionein [in brain, retina, peripheral nerve and para-
neuron. J Trace Elem. Exp. Med. 2, 104,

Nakujima K., Svzuki K., Otaki N, and Kimura M. (1991)
Detection of metatlothionein in brain. Merh. Enzym. 208,
387-195.

Nishimura N, Nishimura H. and Tohyama C. (1990) Met-

allothionein locahization in cadminm-treated rat hrain, J.
Histochem. Cytochem, 38, 1023,

Nishimura N., Nishimura H., Ghaffar A, and Tohyama C.
{1992) Localization of metallothionein in the britin of rat
and mouse. J. Histochem. Cytochem. 40, 309-31 5.

Nordberg G. F., Nordherg M., Piscator M. and Vestirberg
0. (1972) Separation of two forms of rabbit met-
Mlothionein by isoelectric focusing. Biochiem. J. 126, 491~
498,

Olafson R. W, Sim R. G. and Boto K. G. (1979) Isolation
and chemical characterization of the heavy metal-binding
protein metallothionein from marine invertebrates. Comp.
Biochent. Physiol. 62, 4(7-416.

Pabwal V. K. and Ebadi M. (1989) Biochemical properties
of metallothionein isoforms from bovine hippocampus.
Exp. 8rain Res. 75, 477-482.

Paliwal V. K., Iversen P. L. and Ebadi M. (1990) Regulition
of zinc metallothionein IE mRNA synthesis in rat brain.
Newrochen. Int. 17, 441-447.

Palmiter R. D, (1987) Molecular biology of metallathionein
gene expression. Experiontia (Suppl ) 32, 63-80.

Palminer R. D, Fidley §. D, Whitmore T. E. and Durvam
1. M. (1992) MT-11, a brain-specific member of the met-
allothionein gene family. Proc. nain. Acud. Sei. U.S.A. 89,
6333-6337.

Panno J. P. and McKeown B. A. (1993) Expression of the
mye photo-oncogene in the rainbow trout, Oncorhynchus
mykiss. Comp. Biachem. Physiol. 104b, 649-652.

Pavletich N. P. and Pabo C. (1991) Zinc finger-DNA ree-
ognition: Crystal structure of a Zif268-DNA complex at
2.1 A. Science 252, 809-817.

Perez-Claosell 1. and Danscher G, (1986) Release of zing
sulphide accumulations into synaptic clefts after in vivo
injection of sodium sutphide. Brain Rres. 362, 358-361,

Peterson M. G and Mercer J. F. B, (1988) Differcnnal
expression of four linked sheep metallothionein genes. Fur,
J. Biochem. 174, 425-429.

Peterson M. Gi., Haonan F. and Mercer J. F. B, (1988) The
sheep metallothionein gene family : Structure, sequence,
and evolutionary relatioaship of five linked genes. Eur. J.
Biochem. 174, 417-424,

Quaife C. 1., Findley S. )., Erickson 1. C,, Forelick G. ),
Kelly E- )., Zambrowicz B. P. and Palmiter R. D. (1994)
Induction of a new metallothionein isoform (MT-IV)
occurs during differentiation of stratified squamous
eptthelia. Biochemistry 33, 7250-72%9,

Richards R. 1., Heguy A and Karin M. (1984) Structural
and functional analysis of the human metallothionein-i,
gene: [ifferential induction of metal ions and gluco-
carticonds. Celt 37, 2732175,

Rojus-Castaneda P, Cerutis D. R., Blaxafl H. §., Happe H.
K., Murrin L. C. and Ebadi M. (1994) Protective effects of
zinc and metallothionein in oxygen free radical-mediated
oxidative stress in brain. Soc. Newrosci. Abstr. 24, 2.

Sidhu C. and Gedamu L. (1988) Regulation of human met-
altothionein (MT) genes. J. biol. Chem. 263, 2679-2684,

Saijoh K., Kuno T., Shuntoh 7., Tanaka C. and Sumino K.
(1989) Molecular clomng of ¢cDNA for rat brain met-
allothronein-11 und regulation of its gene expression. Phar-
nae. Toxic. 64, 463-168.

Siwjoh K., Kutsuyama H. and Sumino K. (1994) Brain mel-
allmlnosnen gene expression and regulation. Biol. Signals
3, 150156,

Sato M. and Bremner 1. (1993) Oxygen free radicals and
metallothionein. Free Rad. Biol. Med. 14, 325-317.



Zinc and metaliothionein in the CNS 21

Sawada M., Suzuinura A, Hoh Y. and Marunouchi T (1993)
Production of interfeukin-3 by mouse astrocyles and
microghia in culture. Newrosci, Lert. 185, 175-178.

Sawads 1., Kikuchi Y., Shibutani M., Mitsnmaori K., Tnoue
K. oand Kasahara T, (1994} Induction of metallothionein
in astrocytes by cytokines and heavy metals. Biel. Signals
3, 157168,

Schrovder 3. ). and Cousins R. 3 (1996) Interleukin-6 regu-
Jates nietallothionein geae expression and zine metabolism
in hepatocyte manolayer cultures. Proc. natn. Acad. Sci.
{/.5.4.87, 3137-3141.

Searle P, T, Davison B, L., Stuart G. W, Witkie T. M.,
Norstedt G.oand Patmiter R DL (1984) Regulation, link-
age, and sequence of mouse metallothionein band T genes.
Molee. Cell. Riol 4, 12211230,

Semsei L, May 8 and Cutler R G (198% Differentaal
expression of the apre protooncogene funily thioughout
the lifespan of the CSTBL, 61 mouse stran. Oncagone 4,
465-470.

Shirapga H., Preiffer R.Foand Ebadi M. (1993) The eftects
of 6-hydroxydopamine and oxwdittve stress an the fevel of
brain metallothionein. Newrochem. fng. 13, 561 -566.

Shiraishy N., Hayashi H., Hiraki Y, Hiaki Y., Aono K.,
fano Y., Kosaka ., Nop S, and Tuniguchi S, (1984
Elevation in metallothionein messenger RNA in rif tissues
after exposure to X-trradiation. Toxie, appl. Pharmac. 8,
S01-506.

Slomianka L., Banscher G. and Fredenickson C. 1 (1990)
Labeling of the seurons of origin of zinc-containing path-
ways by intraperitoneal injections of sadinm sefente, New-
roxcivnce 38, 843-854,

South T. L. and Swmmers M. F. (1990) Zine fingers. Adr.
[HUF.(]. Bm.x:lwm. 8. 199 ":43.

Spranger M., Lindholm D, Bandtlow C., Heamann R,
Gnahn M. Niher-Noe M. and Thoenen H. (1990) Regu-
Lution of nerve growth factor (NGEY svnthesis in the rat
central nervous system : Corupanison between the effects
of interfeukin-1 and various growth Factors in astrouyte
cultures and i rivo. Eur, J. Neurosci. 2, 69--76,

Stein C. A and Cohen 1§ (198%) Olicodeosynucleotides as
inhibitors of gene expression: A review, Cuneer Res. 48,
2659-2068.

Sutcliffie §. G, (1988 mBNA in the mammaldian central per-
vous system. Amn, Rev. Newraxed, 1L, 157 198,

Suzuki K., Nakajitna K., Kawaharada U, Hara F., Uchara
K., Otaki N, Kimura M. and Tamura Y. (19920) Local-
tzatton of metallothionetn i the briwn of Macaea fas-
vicularis. Acia Histochem, Cytochem. 25, 609 616,

Suzuki K., Nakajima K., Kawaharada U, Uehara K., Hara
F., Otaki N, Kimura M. and Tamura Y. (1992b) Met-
allothionein in the human brain, dcie Histochem. Cyta-
chem. 25,617-622.

Suzuki K., Nakajima K., Otaki N. and Kimura M. (1994)
Metalothionen in developing human brain. Biol. Sigaals
318192

Takahashi T, Pabiwal V. K. and Ebadi M. (198%) Subcethatar
distribution of 2in¢ and the presence of 4 metallothionein-
fike protetn in bovine retina. Newrochenm Int. 13, 525-530.

Takeda A, Sato T., Tamano H. and Okada $. (1992) Glev-
ation of hepatic fevels of metallothionein and zine in mice
bearing experimental tumars, Biochem. biophys. Res. Com-
mun, 18Y, 645 649,

Takeda AL, Nornis J. S, dversen P L. and Ebadi M. (190:4)

Antisenise oligonucieotide of c-miye discrimtinates between

zine- and dexamethasone-induced synthesis of metallo-
thronein, Pharmacology 48, 119126,

Taplitz 8. 1, Catame K. L. and Herschman Ho R (1986)
Adternative inducers of the rat metallothinnein [ gene cause
distinet changes in chronittin structure in the 57 region of
the gene, Molee. Cell. Biof. 6, 25762581,

Toulme 1§ and Helene € (1988) Antimessenger oligo-
deoxyrbonucieotides : Au alternative to antisepse RNA
for artificial regulation of gene expression, A review. Gene
72, 51-38.

Tsujt S., Kobayashi H., Uchida Y., Thara Y. and Miyatake
T. (1992) Molecubir clomng of human prowth inhibitor
factor ¢cONA and its down-regulation i Alzheimer's
disease. EM B TV, 45434850,

Turner LS. Morby AL P, Whitton B. A Gupta A, and
Raohinsan N L (1993) Construction of Zn® * /Cd* ™ hyper-
senstive cvanohacterial matants lacking a funchional met-
allothionem locus, J. biok, Chem. 268, 4494 4198,

Uichida v Takio Ko Titani Ko Bhara Y. aod Tomonaga M,
(191 The growth inhibuory factor that is delicient in the
Alzbeimer’s disease hrwn is a2 68 amino acid  met
allothuonein-like protemn. Newron 7, 337-347.

Vallee B. L. (198%) Zme: Biochemisity, physiology, toai-
cology aud climical pathology. Biofactors t, 31-36.

Valtee B L and Autd DS, {19960) Zine coordination, func-
uon, and siructure of zine enzymes aml other protems,
Biochemisiry 29, 36475659,

Vallee B. L. and Falchuk K. H. (1993) The biochemical basis
of ane physiology, Physiol. Rev. 73, 79118,

Vin Beneden ROE, Watson D KL, Chen T. T, Lauteaberper
T. AL and Papas T. S, (1986) Cellular mive (c-mye) in fish
{rambow trout). Prac. natn. Acad. Sci. U5 4 8, 3698
3702,

Varshiney U, Iahroudi N, Foster R. and Gedamu L. (1986)
Structure, orgamzation and regulation of human met-
allothtonein gepe: fferenttal and  cell-type-specific
expression in response to heavy metals and gluco-
corticoids, Molee. Cell. Biol. &, 26-17.

Walsh C. T, Sundstead HH., Prasad A S, Newberne P M.
and Fraker P J (1994} Zine : Health effects and research
priogities for the 19490s, Envir. Health Perspect. 102, 5-46.

Westbrook, G. L. and Mayer M. L. (1937) Micromolar con-
centrations of Zn** antagonize NMDA and GABA
responses of hippocampal neurons. Narure 318, 640643,

Wilkinson D, G, and Nemer M. (1987) MetaHothionein
genes MTa and MThexpressed under distinet quantitative
and tissue-specttic regulation i sea urchin embryos,
Maolee, Cell. Biol 7, 48-38.

Winge 1) R, Nielson K. B, Zeikus R D and Gray W.
R. {1984) Structural characterization of the soforms of
neanatitand adult ratliver metallothionein. J. biol. Chem.
259, 11 419-11,025.

Wone K -L. and Khussen C. D, (1979) {solation and charac-
terization of metallothionemn which is highly concentrated
in newbarn rat liver. J, biol. Chem. 254, 12,3992 403,

Woadraofe M.N Sarna G. S, Wadhwa M. Hayes G
M., Loughlin A3, Tinker AL and Cuzner M. L. (199D
Detection of interleuhin-d and interleukin-6 in adult rat
brain, following mechamical injury, by in cuo migro-
diutysis - Evidence of a role for microglia in cytoking pro-
duction. J. Newroimpuen. 33, 227-236.

Wu F.Y-Hoand Wa C-W (1987) Zine in DNA replicatton
and transeription. dan. Rer. Nur, 7, 251-272. .

Wi 1 Y. and Raberts E. (1974) Properties of brain t-glu-



22 M. Ebadi et ul.

tamic decarboxyluse : Inhibition studies, J. Newrochent. 23,
759767,

Wu ). Y., Wong E., Suito K., Roberts E. and Schousboe
A. (1976) Properties of L-ghitamate decarboxylase from
brains of adult and newhorn mice. J. Neurochem. 27, 653~
659,

Xie X. and Smart T. G. (1991) A physiological role for
endogenous zainc in rat hippocampal synaptic neuro-
traonsmission. Narure 349, 521-524,

Yan H. Q.. Banos M. A., Herrogodis P., Hooghe R. and
Haoghe-Peters E. L. (1992) Expression of interleukin (I1L)-
1f, 1L-6 and their respective receplors in iz v rmal rat
brain and alter wjury. Eur. J. lonnun. 22, 250, 2971

Yang Y.-Y., Woo E. 8., Reese C. E., Bahnson R, R, Saijo
N.and Lazo J. 8. {1994) Humnan metallothionemn isoform
gene expression in cisplatin-seasitive and resistant cells,
Molec. Pharmae. 45, 453 -460).

Yokoyauma M., Koh t1 and Chei D0 W, {i986) Bref
exposure (0 2nc is tosic to corlical neurons, Newroses.
Let T, 351-155,

Young 1 K. (1994) Glial metallothionein. #iol. Signals 3,
169-175.

Young J. K., Garvey 1. S, and Huang P C. (1991) Glial
tmimunoreactivity for metallothionein in the rat brain, Glia
4, 602-610.

Zheng W., Perry D F Nelson Y. L. et Aposhian V. (1991)
Choroid plexus protects cerebros .o fluid against toxic
metals, FASEB J. S, 2188-2193.

Zimmernan K. AL, Yancopoulos G. D, and Collum R. G,
(1986) Diflerential expression of myr fumily genes during
murine development. Nanire 319, 780783,

Zon G. (1988) Ofligonucleotide analogues as potential
chemotherupeutic agents. Pharmac. Res, 8, 539-549,



ANEXO 4



Arch inst Nac Neurol Neurocir (MEX) 1994; 9: 73-77 Articulo de Revision

Mecanismos de Neurotoxicidad de la
1-Metil-4-Fenil-1,2,3, 6-Tetrahidropiridina
(MPTP)

MC. Patricia Rojas, Quim. Camilo Rios
Departamento de Neuroquimica, Instituto Nacional de Newrologia y Neurocirugia
"Manuel Velasco Sudrez”. 5.5.

RESUMEN: La neurotoxina 1-metil-4-lenil-1,2,3 6-letrahidropiridina (MPTP) produce toxicidad a las neuronas
dopaminérgicas de 1a via nigroestriatal, come en la enfermedad de Parkinson idiopatica. El mecanisimo de dano
celular causado por esta loxina se desconoce, sin embargo, se han propuesio una serie de hipdtesis: el daho a
la mitocondria y la fuerza oxidativa. El 1-metd-4-lenilpiridino (MPP+), el mayor metabolito activo de la MPTP es
caplado por la mitocondria, en donde se acumula e inhibe la oxidacion de sustratos unidos al NADH de la
itocondria causando una disminucion del ATP. Esto sugiere que la toxicidad del MPP+ puede atribuirse a la
inhibicion de las funciones de 1a mitocondria. Sin embargo, esta disminucion ha sido observada durante pocas
horas. Esto sugiere un segundo mecanismo de daiio i las neuronas que pueda explicar los eleclos a largo plazo
del MPP 4+ La MPTP genera la formacion de radicales libres del oxigeno asi como también reduce las defensas
antinxidantes endagenas y el glutation para combalir los rudicales libres. La toxicidad de la MPTP es disminuida
por una variedad de antioxidantes y por el acido ascorbico que pueden reducir los cambios bioguimicos
producidas por el ratamiento con ta MPTP. Esos resullados sugierenque la fuerza caidativa puede productr dano
o las neuronas despues de la administracion de s MPTP.

Palabras clave: MPTP, MPP+ Enfermedad de Parkinson, Neurotoxicidad,

ABSTRACT:1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-telrahydropyridine (MPTP) has been demonstrated to cause selective
cytoloxicity to dopaminergic netrons in the midbrain and their projections into the striatum, as in Parkinson's
disease. It has been speculated that the mechanisin underlying the deleterious effects of MPTP involve at least
two potential cornponents: mitochondrial damage and oxidative stress. 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+), the
major metabolite of MPTP, is taken up by the mitochondria to inhibit the oxidation of NADH-linked substrates by
milochondria. This suggests that MPP + toxicily might be attributed to ils inhibition of mitochondrial funclions, and
subseruent ATP depletion. However, this depletion has been observed for only afew hours. This result suggesls
a second mechanism of cell damage which explains the long-tenn effects of MPP+, acling in addition to
mitochondnal toxicity. MPTP induces oxygen free radical generation and also reduces endogenous antioxidant
delences against ree radicals such as glutathione. MP TP toxicily is altenuated by a variety of antioxidants, and
ascorbic acid can redtce the biochemical changes in the brain consequent to MPTP treatment. These resulls
sugqgest that oxidative siress may act lo produce cell damaqge after MPTP administration.

Key words: MPTP, MPP+, Parkinson’s diseasa, Neurotocity,

aentermedad de Parkinson es indesorden  uscular’. Esto es causado por la degeneracion y

neurodegenerativo, ~progresiva, con ypuerte de las neuronas dopaminérgicas de la via
caracleristicas patoldgicas y clinicas bien

conncidas. Fue descrila por prisnera vez en detalle por mgro&.s.l_ndlal » que producen tna dismtm‘maon en el
James Parkinsonen 1817 y sele conacid comopatdlisis co_nlenfdo de doparina en el cuerpo estriado. En la
agitante. En esta patologin se presenta un cuadro elivlogiade la enfennedadde Parkinsonno hay factores
clinico caracterizado por bradicinesia, temblory rigidez  ereditarios implicaclos pero se ha senalado que pueden
participar compuestos quimicos nheuroldxicos
] . 3.7 .
Cottespondencia: Patricia Rojas, Departamenio de ©NUdogenos y exdgenos™ . Para el estudio de los
th;uroq‘:irc\i:a. |mg!ulo Nalc:onnl dn Neurologia y Neurocitugia  mecanisimos etiologicos de la enfermedad de Parkinson
“Ma iraz”, 2 ; ]
mt::: R Sz - nargentes Sur No. 3877, Deleg.  se han desarrollado varios modelos. El hallazgo mas
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importante en los anos recientes es el de la toxina
1-metil-4-fenil-1,2,3 6-tetrahidropirichna (MPTP), gue
produce sintornas clinicos y patologia muy sirmilar a la
de I enfermedad de Parkinson®?. Esta neurotoxina
fue producidia como un contaminante intermediarno de
una droga de abuso producida ilictamente, el
1-metil-4-tenil-4prapionoxipendino (MPPP), que se
forma por la deshidratacion de un precursor de esle
compuesto. Cuando los adictos a las drogas se
administraron esla meperidina sintética que contenia la
MPTP presentaron un sindrome parkthsanico

pmmanentea"g. asi como cambios inlelectuales
sitnilares a los que se presentan en los pacientes con

la enfermedad de Parkinsontardia’®. Se ha encontrado
que esta neurotoxina reproduce las caracteristicas
patologicasy bioquirnicasdela enfermedad enhurmanos
asi como cuandao se admitstra en el mono y en el
raton. La MP TP produce hipocinesiay dafo especilico
en e sisterna dopaminérgico nigroestriatad similar al

. . oy . [}
descrito para ta enfermedad de Parkinson idiopatica '

La alteracion es acompanada por una disminucion el
contenido de la dopamina en el cuerpo estriado. Es
amphamente reconocido que la  administracion de
METE es el mejor modelo expentental con el que se
cuenta para el estudio de los cambios newroquimicos

que se presentan en la enlermedad de Parkinson™,

METABOLISMO DE LAMPTP

La MPTPE es un compuesto soluble en lipidns que
faciimente penetiatas membranas, incluyendolabarrera
hermatoencetalica. Después de su administracion, 1a
MPTF esconverida alionl-mett-d-fenilpiriding (MPE ),
que se forma en todos los lejidos incluyendo al cerelig,
esla hiotransformacion [ zquiere de la enzima
ionoamina-oxiisa (MAQ-B). El efecto protector de
los mtitndores de la MAO-H sobre ta toxicidad de Ia
MPTP sugiere que la biotransformacion a MPP+ es

necesanaparaqueocurraeldaio' '3 La oxidacion de
ta MPTP a MPP + ocurre en 2 pasos siendo el 1-metbil-
4-4enil-3,4-dihidropiridino (MPDP+) unintermediano que
se transforina de manera espontianea en MPDP y
MPP + apaorla accion subsecuente de laMAD EIMPP,
permanece en el cerebro del mono por varios dias (la
vidamedia se ha caleulado en 10 dias), pero desaparece
rapidiamente del cerebro del ratan. El metabohsimo de
laMPTE enalios tejidos, como el higadoinvolucra vias
adicionales que generan metatiollos gue no producen
toxicidad heurologica o qgeneral y a nivel penlerico el
metabolismo de la MPTE actda como un mecamismo
destoxificante' . La localizacion de la MAQ huede ser
deterrninante para la toxicidad de la MPTP Sin em-
bargo, esta enzima no se encuentia en gran canhidad
en las neuronas dapatingérgicns, sino que predomina
iz

en las nearonas serotoninérgicas, en los astroctos

1517 v en las paredes de los vasos sanguineos de

algunas especies. Sila MAO-B esla presente: en altas
concentraciones ¢n los capilares 0 en 0S vasos
sanqguineos, luera de la barrera hematoencelalica, la
conversionde MPTP a MPP+ en este sitio puede hmitar
la entrada de la toxina al cerebro. El MPP+ es un
compuesto polar que difunde con dificultad a lraves de
las membranas lipidicas; sin embargo, sale de las
neuronas serotoninergicas y de los ashiocitos para
concentrarse selectivamente por el sistemade recaptura
de la dopamina en las neuronas dopaminérgicas' 9
donde es secuestrado, localizandose enlas vesiculas
sinaplicas con la dopimina, concenlfiandose en la
mitocondria o uniéndose con  alta afinidad a la
newromelaning que esta presente en los cuerpos

4L
newonales delos mamileros :.U(mnum‘.? L2 Gisndan
mhthidores del sistema de recaptura de ka dopamina
(porejemploelmazindol), se eviivel dahodilas nevronas

3

. . . i .
dopaminérgicas”” indicando que este paso es

inportante paa su loxicidiad

MECANISMOS DE NEUROTOXICIDAD DEL ION
1-METIL-4-FENILPIRIDINOG (MPP+)

La adrinistracion directa del MPP + endiderentes dareas
cercbrales ejeice sus efectos neurotoxicos a largo
plazo Eslos hallazqos hanconducido a que etMPP + se
considere el responsable de la toxicidad de la MPTP,
Sin embargo. los mecanisinus de dano celular debidos
al MPPy se desconocen B prither mecanisino de
toxicdad consaderado para el MPP + fue el de un estres
redox. cotho elque ounrre con el paraquat (unamnlecula
estructuralmente parecida al MPP+), formandose
durante este ciclo radicalen del oxigeno que son
cnatoxicos. Por otro velo. se encontra que el MPPP
inhube Lt cadena tespratona, por suacumutacion enla
mitocondria lo que  provocaria la disminucion en la

. 24 05 -
produceion del ATP?Y %y como consecuencia el dafo
celular

INHIBICION DE LA RESPIRACION MITOCONDRIAL
POR EL MPP+

Una de las hipotesispara exphcarlatoxicidad del MPP +
esla enrelacion a los recientes hallazgos que sugieren
que esa neurotoxina es un inhibidor del ransparte de
electrones en la milocondria a nivel del complejo |
(NADPH-CoQ reductasa), esto se ha demostrado en
preparaciones de mitocondna delcerebrode fa rata, del

. . 2 .
raton o en higado de rata®®, asi como en rebanadas del

cuerpoestnadade larata Seha reportadoque el MPP+
inhibe casicompletamente lauxidacion de los sustratos
oxidados por et NAD+ como son el piruvato/malito y

FALLA DE ORIGEN
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glutamato/malato, que ceden equivalentes reductores
hacia lacadena defransporte de electrones atraves del
complejo I. Mientras la oxidacion del succinato que
involucra el paso de equivalentes reduclores a la
coenzima Q (CoQ) via el complejo I, no esta inhibida.
Para que los efeclos mencionados puedan llevarse a
cabo es necesario yue el MPP+ se concentie en fa
mitocandria. Esta concentracion se lleva a cabo par un
sistema de transporte dependiente de energia. Se ha
sugendo que el MPP+ no inhibe la reduccion del
leticianuro indicando que el sifio de inhibicion del
MPP+ en el complejo | esta entre el potencial mas alto
del grupo Fe-S de la NADH deshidiogenasa y la CoQ,
probablemente cerca o en el sitio de union de fa

rotenona’ 28 Ya que administrados estereo-
taxicamente enel mesencefalode laratalos inhibidores
delsitiol como larotenona, los barbittricos y laprericiding
A. producen el dano a las neuronas dopamingrgicas
como sucede con el MPP +. Por otro lado, los iones de
calcio tambicn intetieren con la captura del MPP,
cuando se anahza en mitncondrias de la rata detido a
que esle calion puede cotpelir por el mismo gradiente
electroquimico. En olios estudios se ha encontrado
que el MPP+ praduce cambios metahbdlicas (ejermpin
acurmulacion de laclato) en rebanadas de neoestniado
delarata, que conducen ala disminucion de la energin
almacenada #%3% Se ha demostiado que los electos
citotoxicos de la MPTPMPP+ producen disminucion
del ATP, evenlo que ocurre antes de la muere celular.
Tainbien e ha observado que aunque el MPP+ y el
pataqual tenen aclividades citotoxicas similares, los
mecanismos fue conducen a la muerte celular puerdon
ser distintos.

Estudios recicntes en hepatocilos sugieren que
los eventos bioquirnicos fue directamente conducen a
la muerte celular son debido a cambios en la
concentracion de calcio intracelutar coma son un
incremento del calcio citasdlico y una disminucion del
calcio en la mitocondria, que disminuye la satida del
cation a través de la membrana celutar®',

Este hallazgo sugiere que el desequilibrio en la
entrada o salida de calcio puede ser el mecanisimo de
muerte celular producido por la MPTP. Pocos
experithentos han investigado los electos n vivo de la
MPTP en la funcion mitocondrial.

Sin embarqgo, la inhibicion in vivo de la respiracion
milacondrial por la MPTF puede ser de duracion coita
(unas pocas horas) con un retoro total de la tuncion
pacos dias después del lratamiento. Un estudio ha
reportado cambios en las milocondrias del cerebro

despugs de la administracion de la MPTP a monos3?.

Esos cambios no son similares a los observadas
en el raton, es posible que estos sean transitorios y no
pueden explicar completamente los efectos a largo
plazo.

HIPOTESIS DEL ESTRES REDOX

A conlinuacion se delallan eviddencias a favor y en
contia de esta hapotesis La lormacion de radhcales
fthres es un mecanistmo mediador de los etectoslaxcos

de una granvariedad de sustancias®® La sunibitud enla

eshivclura del MPP+ y ol paraqual sugere que los
mecanismos de loxicidad pueden ser similares. Se ha
propuesto que los efectos 6xicos del paragual son
mediados por un estrés redox y que en presencia del

oxigeno seforman radicales superaxitio " Despucs de
la disminucian en los antioxidantes protectores
endoyenos, selonman radicales hidroxilo_superdxido y
el peraxido de hdrageno, que causan b peroxidacion
de lipidos de ln membrana, que danan el DNA y ol HINA,
o bien inactivan enzimas vitales. En el metabolismo
notinal las enzimas superdxdo disigtasa, la catakisg
y la giutaticn peroxidasa previcnen la acamglacion de
radicales ibres. Debido a iy analoga estractural del
paraquat (PQYy el MPP v <o ha propaeslo fque este
uthimo puede mediar sutoxcdad porel et redox En
el caso def paraquit 1 molecuta se teduce formando
tacheal PQ. ¢, que es reoxsdadoa PQ 2y porlamoléoula
de oxigeno fonmandose el adical superodo El
supieroxido es converlido a peraxdo de ndrogeno y
subsecuentemente a radical hidroxifo, conduciendo @
la peroxidacion de: lipulas de las toembtanas celuares
La hipolesis estrés redor para by toxicidad del MPP
relacionalaformacionde radicales lities y mecamsmos
oxidativos que pueden ser responsables de fa
disrinucion de ks nedronas de la sustancia nigra con
ta edad™. Las evidencias o tavor de un papetdel cutres
redox del MPE'y son indirectas. Se ha demostiado fa
tortniicion de radicales hibres en presencia de: MPTP,
MPDP+ y MPP+. En la translormacion del MPDP a
MPDP radical, se puede reducin eloxigeno y asi formar
elradical superoxifo EIMPDP prochuice MPFP radhcal en
presencikt de MPP+ A suvez enla reduccion de MPE
a MPP radical se forma el radical superoxido, ¢ bien se
forma el radical hidroxilo y taimbién el superdxido en
presencta de citocromo P-450 recuctana™t En el
caso de la MPTP, se torma el radical superoxido en
presencia de imefales reactivos. £l MPDP + reacciona
con la melaning y calaliza la forrmacion del radical
superdxidoindicando fue el MPP v es capaz de patticipar
enelcclo redoxy que el MPDP+ puede estar involucrado
en sy iniciacion. El peroxido de hidisgeno es un
compuesto impontante porque media la forimacion de
radicales libres. En el caso de la MPTP, cuando se
metaboliza aMPP + se produce etperdxidode hidrogeno
en los astrocilos, neuronas seroloninérgicas y celulas

endoteliales'>¥ La produccion de peroxido de

hidiégeno puede generar especies reaclivas del
oxigeno, como son los radicales hidroxilo. El potencial
oxidativo de! peroxido de hidrégeno puede explicar la
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toxicidad en astrocitos y encélulas endoteliales inducida
porlaMPTP®. Uninhibidor de la superoxido dismulasa,
el dietilditiocarbamato, polencia la neuroloxicidad de la
MPTP. Este efeclo puede indicar que la superoxido
dismutasa es crilica para la proteccion de la toxicidad
de la MPTP, probablemente por la destoxilicacion del
radical superdxido. Los anhioxidanles protegen de la
neurotoxicidad sistémica de ia MPTP. Con uno de los
antioxidantes mas importantes, la vitamina E, se ha
demostrado que en animales con deliciencia de esta
vitamina tienen elevadas lasas de generacion de
radicales superdxido después de la administracion de
la MPTP. Por otra parle, la toxicidad de la neuroloxina
se ha enconlrado que se polencia en animales

deficientes envitamina 2%, Esto puede eslarindicando

que la MPTP induce dafno oxidativo.Otro antioxidante
inportante es la vitamina C, del que se ha demostrado

st efecto protector contra ta loxicidad de fa MP TP La
administracion de (-)-2-oxo-4-tiazolidine carboxilato,
precursor de la sintesis de glulation, incrementa jos
niveles en cerebro del aminoacido y atenta la
disminucion de la dopamina en el cuerpo estriadoy sus
melabolitos inducida por la MPTP. Eslodemuesira que
el ghnation es un factor critico en 1a toxicidad de la
MPTP. De Ia misma manera, se ha reportado que la
MPTP disminuye los niveles de glulation en el

mesencéfalo, pero no en el cuerpo estriado®'. La
peroxidacicn de lipidos puede ser una secuela de la
fuerza oxidaliva, especialmente enanimales deficientes
envilamina E. Una medicionindirecta de la peroxidacion
de lipidos in vivoes la acumtdacionde la lipoluscina; se
ha encontrado que hay un incremenio en esle lipo de
depdsito en la sustancia nigray enla relina despues de
la administracion de la MPTP. Se encontre que en el
cerebro el MPP+ estimula la peroxidacion de lipidos,
pero la MPTP inhibe ese proceso 1243, Ot hallazgo
interesarnte es que se ha encontrado que el MPP
induce un incremento en dos indices de peroxidacion
delipidos en elcuerpo estriadoy en el mesencéfalo que
eslan involucradas en el dano reportado por la toxina.
Estos resultados sugierenque la fuerza oxidativa puede
acluar para producir daho celular después de la
administracion de la MPTP**_ Sin embargo, hay olras
evidencias en conlra de la parnicipacion de los radicales
libres enla neurotoxicidad de la MPTP, Algunos grupos
de invesligacion no encuentran proteccion con
antioxidantes. Sin embargo, los datos en la lileralura
muestran que los resultados negativas conla vitamina
E, vitamina C. bela-caroteno, N-acelilcisteina y otros
antioxidanles son preliminares, porque no se demostrd
la enlrada de los anlioxidantes en el cerebro antes de
probar el efecto de estos sobre la loxicidad de la MPTP.
En células de mesencélalo se ha demostrado que los
antioxidanles no prolegen contra la toxicidad de la
76

MPTP o el MPP+. Quimicamente, es imposible que el
MPP+ participe en el ciclo redox, porque para que se
fleve a cabo tisiologicamente la reduccion de MPP+ y
asi se lormen los radicales libres, se necesita de un
potencial electroquimico elevado. Eldietiditiocarbamato
produce retencion de la MPTP y el MPP+ en el lejidoy
esto puede produci la toxicidad. La MPTP y el MPP+
no inducen fuerza oxidativa en hepatocilos. La
admmistracion sistemica de MPTP no forma perdxidos
lipidos medidos a través de la lécnica de dienos
conjugados. La administracion de algunas drogas que
incrementan el conlenido de glutation intracelular no
protegen de la neuroloxicidad de la MPTP. Estas son
las principales hipdlesis que se han planteado como
posible mecanisimo de dafio celular producido pot la

toxicidad de la MPTP/IMPP 436
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