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Número de Páginas: 68 
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El estrés oxidativo es considerado uno de los mecanismos patológicos que provocan la Enfermedad de 
Parkinson (EP). La principal característica patológica de la EP es la degeneración progresiva de las neuronas 
dopaminérgicas. Un desequilibrio en la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y en la 
desintoxicación de intermediarios reactivos genera estrés oxidativo (EO), esto afecta la función celular al 
atacar diferentes macromoléculas. Las neuronas dopaminérgicas son susceptibles al daño oxidativo debido al 
metabolismo inherente de la dopamina, que se oxida y genera ROS. La asociación entre la EP y el estrés 
oxidativo está respaldada por estudios post mortem de cerebros de pacientes con EP, donde se encontró una 
mayor actividad oxidativa en las neuronas dopaminérgicas, así como una disminución de las enzimas 
antioxidantes. Previamente encontramos, en un modelo in vitro de EP inducido con el herbicida paraquat 
(PQ), que las enzimas peroxirredoxinas (PRDX) dependientes de tiol se encontraban en su forma hiperoxidada, 
esta forma es catalíticamente inactiva y perpetúa el estado de estrés oxidativo. Es por lo que quisimos evaluar 
si la sobreexpresión de la PRDX5 puede proteger a las células dopaminérgicas frente al EO y la muerte inducida 
por PQ. Se estableció el modelo celular en la línea SH-SY5Y con el herbicida y se analizó por eastern blot el 
estatus redox de las PRDX 2-Cys típicas. Observamos que el PQ induce un patrón de oxidación e hiperoxidación 
específico para cada una de estas PRDX. Posteriormente se sobreexpresó la PRDX5 mediante un vector 
adenoviral bajo el promotor de CMV y evaluamos el estrés oxidativo en la mitocondria y en el citoplasma 
mediante citometría de flujo usando sondas fluorescentes para detectar ROS de cada compartimento. De 
manera interesante detectamos una disminución del EO en ambos compartimentos al sobreexpresar la 
PRDX5. Se analizó también el efecto de esta sobreexpresión en los cambios oxidativos irreversibles sobre las 
macromoléculas, como la carbonilación de proteínas. Mediante la derivación de DNPH observamos que la 
sobreexpresión de PRDX5 confiere una protección contra estos cambios oxidativos. De forma relevante, la 
disminución del estrés oxidativo en los principales compartimentos subcelulares condujo a una protección 
celular general contra la muerte en este modelo de EP, lo que se demostró mediante citometría de flujo 
utilizando anexina V y 7 AAD. Debido a que la PRDX5 es más resistente a la hiperoxidación que las PRDX 2-Cys 
típicas y se expresa en múltiples orgánulos, como mitocondrias, peroxisomas y citoplasma, es una diana 
terapéutica prometedora para la EP. Además, su sobreexpresión protege a las células de tipo dopaminérgico 
del estrés oxidativo y la muerte, lo que justifica el estudio de este efecto en modelos in vivo de EP, para su 
posterior aplicación en ensayos clínicos.  
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Oxidative stress is considered a pathological mechanism that triggers Parkinson's Disease (PD). The main 
pathological characteristic of PD is the progressive degeneration of dopaminergic neurons. An imbalance in 
the production of reactive oxygen species (ROS) and the detoxification of reactive intermediates generates 
oxidative stress (OS), which affects cellular function by attacking different macromolecules. Dopaminergic 
neurons are susceptible to oxidative damage due to the inherent metabolism of dopamine, which undergoes 
oxidation and generates ROS. The association between PD and oxidative stress is supported by post mortem 
studies of PD patients' brains, which have shown increased oxidative activity in dopaminergic neurons and 
decreased antioxidant enzymes. Previously, in an in vitro model of PD induced by the herbicide paraquat (PQ), 
we found that thiol-dependent peroxiredoxins (PRDX) were in their hyperoxidized form, which is catalytically 
inactive and perpetuates the state of oxidative stress. Therefore, we aimed to evaluate whether the 
overexpression of PRDX5 can protect dopaminergic cells against OS and PQ-induced cell death. The cellular 
model was established in the SH-SY5Y cell line with PQ, and the redox status of typical 2-Cys PRDX was 
analyzed by eastern blot. We observed that PQ induces a specific oxidation and hyperoxidation pattern for 
each of these peroxiredoxins. Subsequently, PRDX5 was overexpressed using an adenoviral vector under the 
CMV promoter, and oxidative stress in the mitochondria and cytoplasm was evaluated using flow cytometry 
with fluorescent probes for ROS in each compartment. Interestingly, we detected a decrease in OS in both 
compartments upon PRDX5 overexpression. We also analyzed the effect of this overexpression on irreversible 
oxidative changes in macromolecules, such as protein carbonylation. Through DNPH derivatization, we 
observed that PRDX5 overexpression protects against these oxidative changes. The reduction of oxidative 
stress in the main subcellular compartments led to a general cellular protection against cell death in this model 
of PD, which was demonstrated by flow cytometry using annexin V and 7AAD. Since PRDX5 is more resistant 
to hyperoxidation than typical 2-Cys PRDX and is expressed in multiple organelles, such as mitochondria, 
peroxisomes, and the cytoplasm, it is a promising therapeutic target for PD. Furthermore, its overexpression 
protects dopaminergic cells from oxidative stress and death, justifying the study of this effect in animal PD 
models for subsequent application in clinical trials. 
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ORIENTATION IN MORPHOLOGY 



7 
 
 

INTRODUCCIÓN 
 

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno clínico que se caracteriza por presentar 

principalmente síntomas relacionados con el movimiento. Los pacientes experimentan 

temblores en reposo, rigidez muscular, lentitud en los movimientos y dificultades para 

mantener el equilibrio. 

En los países industrializados se estima que la EP tiene una prevalencia del 0.3% en la 

población en general, y afecta al 1% de la población mayor de 60 años. Las estadísticas de 

la Organización Mundial de la Salud (OMS) lo posicionan como el trastorno número uno del 

movimiento a nivel mundial y el segundo neurodegenerativo más frecuente, solo después 

de la enfermedad de Alzheimer.  

La fisiopatología de la EP involucra una pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en 

la sustancia nigra de la pars compacta (SNpc) del mesencéfalo, lo que conduce a una 

denervación nigroestriatal y una reducción significativa de la dopamina (DA) a nivel del 

cuerpo estriado. Consecuentemente, la denervación de esta vía lleva a un desequilibrio en 

las vías de salida del cuerpo estriado al globo pálido y de este último al tálamo, que es 

responsable de los síntomas motores mayores.  

Los mecanismos patogénicos moleculares clave incluyen la agregación de proteínas mal 

plegadas, la formación de los característicos cuerpos de Lewy, el deterioro en los sistemas 

de degradación de proteínas, la neuroinflamación, la disfunción mitocondrial y el estrés 

oxidativo (EO).  

Las neuronas dopaminérgicas son particularmente susceptibles al daño oxidativo debido al 

metabolismo inherente de la dopamina, la cual es oxidada generando especies reactivas de 
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oxígeno (ROS por sus siglas en inglés). Durante el EO, las ROS tienen como blanco diferentes 

macromoléculas. Además, el EO y la neuroinflamación ejercen un efecto sinérgico en la 

patogenia de la EP, lo que podría contribuir a la cascada de eventos que conducen a la 

neurodegeneración.  

La asociación más concluyente entre el EO y la EP está respaldada por estudios post mortem 

en cerebros de pacientes con EP, donde se encontró un aumento en la actividad oxidativa, 

evidenciado por el daño de las macromoléculas en las neuronas, así como también una 

disminución de la actividad de las enzimas antioxidantes.  

Las enzimas antioxidantes se encargan de descomponer y eliminar los radicales libres. Entre 

estas enzimas se encuentra la familia de las peroxirredoxinas (PRDX), las cuales son un 

grupo de enzimas tiol dependientes, encargadas de catalizar la reducción de peróxido de 

hidrógeno (H2O2), hidroperóxidos de alquilo y peroxinitrito.  

La peroxirredoxina 5 (PRDX5), es el único miembro de esta familia que pertenece al 

subgrupo de las peroxirredoxinas 2-Cys atípicas. Tiene una amplia localización subcelular, 

encontrándose principalmente en las mitocondrias, los peroxisomas y el citoplasma; sin 

embargo, su expresión es relativamente baja en las neuronas, lo que puede contribuir a la 

vulnerabilidad de estas células frente a los ataques nitro-oxidativos que ocurren durante la 

EP. 
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ANTECEDENTES 
 

ENFERMEDAD DE PARKINSON 
 

La EP es un trastorno neurológico complejo y dinámico. Desde su descubrimiento hace dos 

siglos, ha sido descrita en el contexto de sus manifestaciones clínicas características, que 

corresponden a síntomas motores, su asociación a la formación de cuerpos de Lewy y la 

pérdida de neuronas dopaminérgicas [1]. Sin embargo, actualmente se sabe que los 

pacientes con EP, presentan también síntomas no motores (cognitivos y conductuales), así 

como también síntomas asociados a la disfunción del sistema nervioso autónomo [2]. De 

igual forma, ahora se sabe que su patología implica extensas regiones del sistema nervioso 

central (SNC), además de diversos neurotransmisores más allá de solo la dopamina [3].  

La EP es un trastorno universal, con una tasa de prevalencia de 0.3% de la población general 

en países industrializados y una incidencia bruta de 4.5 a 19 pacientes por cada 100 mil 

habitantes por año [4]. Con el aumento en la expectativa de vida, se estima que la 

prevalencia de EP a nivel mundial se duplique en las próximas dos décadas [5]. La incidencia 

y la prevalencia de la EP incrementan con la edad, aumentando la primera de 5 a 10 veces 

entre los 60 y los 90 años; y la segunda elevándose de menos del 1% en personas menores 

a 45 años a 4% en mayores de 85 años [6]. En México 14.9 de cada 100 mil habitantes 

padecen EP [7]; sin embargo, dado que su diagnóstico certero es un desafío, se estima que 

esta cifra se puede duplicar por los casos diagnosticados erróneamente [8].  

Los síntomas motores clásicos de la EP que se han identificado como elementos destacados 

de la enfermedad incluyen: bradicinesia, rigidez muscular, temblor en reposo y alteraciones 
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posturales y de la marcha [9]. Además de los síntomas motores, se observan características 

no motoras como la disfunción olfatoria, el deterioro cognitivo, los síntomas psiquiátricos, 

los trastornos del sueño, la disfunción autonómica, el dolor y la fatiga [10]. Estos síntomas 

suelen ser más frecuentes en etapas iniciales de la enfermedad y su presencia se ha 

asociado a un deterioro marcado de la calidad de vida [11]. Sin embargo, la presentación 

de estas características clínicas es muy heterogénea entre los pacientes, lo que ha llevado 

a la clasificación de la EP en subtipos [12]. La evolución y el pronóstico de los pacientes es 

diferente para cada subtipo, siendo la variante con predominio de síntomas no motores la 

que se asocia a una progresión más rápida y un peor pronóstico [10].  

Se cree que el proceso patogénico que provoca la EP se encuentra activo durante la fase 

premotora, afectando tanto a regiones del sistema nervioso periférico como central, así 

como a las neuronas dopaminérgicas de la SNpc [13, 14] (Figura1).  

Aunque actualmente la etiología de la enfermedad no se conoce por completo, se sabe que 

la EP resulta de una compleja interacción entre factores genéticos y ambientales que 

afectan a numerosos procesos celulares fundamentales. Además, estudios recientes 

sugieren que el propio envejecimiento sumado con el estrés ambiental, específicamente la 

exposición a ciertas toxinas y el abuso de drogas, promueven un proceso de inflamación 

crónica en el cerebro [15]. Aunque generalmente la causa de la EP es idiopática, alrededor 

del 15% de todos los casos diagnosticados presentan una historia familiar de EP, y el 5% 

presenta una herencia mendeliana [16]. Se han vinculado alrededor de 20 genes con el 

desarrollo de la EP, denominados genes PARK. La mutación en algunos de estos genes suele 

ser autosómica dominante, por ejemplo SCNA, LRRK2 y VPS32, o autosómica recesiva para 
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otros como es el caso de PRKN, PINK1 y DJ-1 [17]. 

 

Figura 1. Cronología de la progresión de los síntomas clínicos en la enfermedad de Parkinson (Traducido y 
modificado de Castilla-Cortázar I 2020 [18]). Esquema representativo de los síntomas motores y no motores 
de la EP a través del tiempo. El tiempo 0 corresponde al momento del diagnóstico, lo cual coincide con la 
aparición de los síntomas motores y la pérdida de más del 50% de las neuronas dopaminérgicas. Los síntomas 
no motores pueden presentarse incluso 20 años antes del momento del diagnóstico. 

 

A menudo, a nivel macroscópico no se observan muchas diferencias en el cerebro de los 

pacientes con EP comparado con el cerebro de sujetos sanos; sin embargo, se ha reportado 

que existen cambios relacionados a atrofia cortical en el área frontal, así como dilatación 

ventricular [19]. La alteración morfológica más notoria en el cerebro de las personas con EP 

se evidencia en secciones transversales del tronco cerebral, donde se observa una pérdida 

de la pigmentación en la SNpc y el locus coeruleus. Estos cambios en la pigmentación se 
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a b 

correlacionan directamente  con la pérdida de las neuronas dopaminérgicas en esta área 

del mesencéfalo [20] (Figura 2). Los rasgos clínicos motores predominantes de la EP son 

secundarios a la pérdida de alrededor del 70% de dichas neuronas dopaminérgicas y sus 

proyecciones a los núcleos de la base [21].  Esta muerte celular se limita a un tipo específico 

de neuronas dopaminérgicas que contienen neuromelanina, llamadas neuronas A9 [22]. 

 

 

 

 

  

 
 
 
 
 
 
Figura 2. Cambios más evidentes en el cerebro de los pacientes con enfermedad de Parkinson. a) 
Representación esquemática del mesencéfalo, donde se observa la proporción normal de neuronas 
dopaminérgicas de la SNpc (izquierda), y la pérdida de éstas durante la EP (derecha). (Inferior) Microfotografía 
de una neurona dopaminérgica con los característicos cuerpos de Lewy citoplasmáticos. b) Micrografía de un 
corte transversal del mesencéfalo donde se observa la pérdida de la pigmentación de la SNpc de un cerebro 
con EP (derecha) en comparación con un cerebro normal (izquierda).  

 
 
 

Sin embargo, no solo la SNpc se ve afectada durante la progresión de la EP. Se ha observado 

una pérdida generalizada de células en múltiples núcleos subcorticales y de la base [23], de 

igual forma se sabe que la dopamina no es el único neurotransmisor involucrado en la EP 

[24]. El hallazgo microscópico característico en la EP es la presencia de depósitos 

citoplasmáticos anormales de α-sinucleína, estos agregados proteicos se denominan 
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cuerpos de Lewy (LB por sus siglas en inglés) [25]. Las inclusiones intracitoplasmáticas de LB 

incluyen un núcleo granular y fibrilar con un halo circundante (Figura 2). El tamaño de LB 

puede variar de 5 a 30 µm de diámetro, y se puede encontrar más de un LB en una sola 

neurona.  Además de α-sinucleína, los LB contienen otros tipos de proteínas, como 

ubiquitina, proteínas de citoesqueleto, proteínas nitradas y oxidadas, así como elementos 

lisosomales [26]. Además del cerebro, se ha logrado localizar la α-sinucleína fosforilada los 

pacientes con EP en órganos periféricos como retina, útero, piel, ventrículos cardiacos e 

intestino [27].  

Sin embargo, la agregación de α-sinucleína no es el único mecanismo molecular involucrado 

en el desarrollo de la EP. Se sabe que existe disfunción de los sistemas de degradación de 

proteínas, disfunción mitocondrial y estrés oxidativo participando en la progresión de la 

enfermedad. Estos eventos interrelacionados, se conocen como “el triángulo de las 

Bermudas” de daño que subyace a la muerte celular (Figura 3) [28]. 

  



14 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. El “triángulo de las Bermudas” de modificaciones moleculares conduce a la muerte de neuronas 
en la EP. (Modificado de Malkus, K. A E., et al.  2009). Los factores de riesgo conocidos para el inicio de la EP 
incluyen influencias ambientales, genéticas y endógenas como el envejecimiento. Las contribuciones de estos 
factores de riesgo desencadenan estrés oxidativo, disfunción mitocondrial y deterioro en los sistemas de 
degradación de proteínas. 

 

 

ESTRÉS OXIDATIVO 
 

Por definición, se dice que el EO es “un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes en 

favor de los oxidantes, lo que conduce a una interrupción de la señalización redox y daño 

molecular” [29]. 

En condiciones de homeostasis, el organismo humano mantiene un equilibrio constante de 

oxidación y reducción, asegurando la estabilidad entre la generación de prooxidantes, 

producto del metabolismo celular, y los mecanismos de defensa antioxidante. El 

desequilibrio en este proceso de oxidación y reducción conduce a un estado de estrés 

oxidativo [30].  

Todas las células tienen varios mecanismos antioxidantes de defensa, diseñados para 
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mantener la homeostasis en respuesta a factores de estrés oxidativo. Las ROS y las especies 

reactivas de nitrógeno (RNS por sus siglas en inglés) representan una amplia gama de 

moléculas químicamente definidas, las cuales se producen durante procesos enzimáticos y 

no enzimáticos en todas las células. Entre ellas podemos encontrar el anión superóxido 

(O2⋅
—), oxígeno singlete (1O2), hidroxilo (OH⋅), peroxilo (RO2⋅), ozono (O3), alcoxilo (RO⋅), 

anión peroxinitrito (ONOO–), hidroperoxilo (HO2⋅), ácido hipocloroso (HOCl), ácido 

hipobromoso (HOBr), peróxido de hidrógeno (H2O2), entre otras [31]. El anión superóxido 

es altamente reactivo, se produce en los complejos mitocondriales I y III; además se ha 

demostrado que el complejo III libera O2⋅
— hacia ambos lados de la membrana mitocondrial 

interna , para después reducirse a H2O2 [32].Por su parte, el H2O2 también puede ser 

producido por los peroxisomas durante la oxidación de los ácidos grasos, para luego ser 

degradado por acción de la catalasa, que es la enzima peroxisomal más abundante, es por 

eso que el peroxisoma desempeña roles fundamentales en la homeostasis redox celular 

[33]. Las ROS y las RNS tienen papeles vitales en muchos procesos biológicos, incluyendo 

crecimiento celular, señalización, respuestas inmunes, síntesis de moléculas biológicas, 

entre otras [34]. El balance entre la producción de ROS y los sistemas antioxidantes puede 

alterarse en distintas magnitudes. En el EO leve las defensas antioxidantes como la 

superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatión peroxidasa (GPX), glutatión 

reductasa (GR), glutatión S-transferasa (GST), tiorredoxinas (TRX) y peroxirredoxinas (PRDX) 

[31], aún son suficientes para restablecer dicho balance. Sin embargo, si el estatus oxidativo 

permanece o se agrava, se producen alteraciones severas en el metabolismo celular. Dentro 

de estas alteraciones se incluyen rupturas en las cadenas de ADN, aumento en la 
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concentración del calcio intracelular, descompartamentalización de Fe+2 y Cu+2 catalíticos, 

daño a las membranas y transporte de iones y proteínas específicas, así como peroxidación 

de lípidos. El daño por EO puede ser reversible o irreversible, dependiendo de diversos 

factores como el tiempo de exposición al estrés, la funcionalidad de los sistemas 

antioxidantes, la edad celular, condiciones nutricionales y factores genéticos [35-37]. 

Todos los organismos tienen la capacidad de adaptarse al EO, lo cual puede ser llevado a 

cabo por un aumento en los niveles de enzimas antioxidantes y chaperonas moleculares 

[38]. De manera fisiológica, las ROS están involucradas en vías de señalización mediadas por 

los grupos tioles de proteínas que tienen el potencial de regular la transcripción, como por 

ejemplo en la vía de señalización NF-κB, la cascada de MAPK y la vía PI3K-Akt [39, 40]. 

Existe relación entre la presencia de niveles elevados de EO y el desarrollo de muchas 

condiciones fisiopatológicas y diversas enfermedades, incluyendo el cáncer, diabetes, 

aterosclerosis, obesidad, enfermedades cardiovasculares y enfermedades 

neurodegenerativas. Aunque aún no está claro si las especies reactivas contribuyen 

iniciando el proceso patológico o son una causa del mismo [41]. 

El cerebro humano es responsable del consumo del 20% del oxígeno en el cuerpo y, por lo 

tanto, está sometido a niveles altos de ROS derivadas del metabolismo [42, 43]. Una 

creciente cantidad de evidencia sugiere que el EO está implicado en la etiología y 

patogénesis de los trastornos neurodegenerativos [44]. El cerebro es rico en ácidos grasos 

polinsaturados, por lo tanto, es altamente susceptible a la peroxidación lipídica, un proceso 

complejo que implica la interacción de los ácidos grasos con los radicales libres dando lugar 

a la generación de aldehídos reactivos electrófilos. Esta peroxidación lipídica ocurre en 
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muchas de las enfermedades neurodegenerativas [45]. La evidencia del impacto del EO en 

estas enfermedades se apoya además en el aumento de la oxidación de las bases del ADN 

y ARN, y en el daño oxidativo que sufren las proteínas en ciertas regiones del cerebro [46]. 

La destrucción de algunos componentes de la célula induce una diversidad de respuestas a 

través de la generación de especies reactivas secundarias, y finalmente conduce a la muerte 

celular por apoptosis o necrosis [47-49].  

La mitocondria es el principal centro de producción de ROS. Cerca del 90% del consumo de 

oxígeno en los mamíferos es mitocondrial, esto hace a la mitocondria particularmente 

importante en las neuronas debido a su alta demanda de energía [50]. Este hecho junto con 

la observación de que la disfunción mitocondrial ocurre en muchas enfermedades 

neurodegenerativas sugiere que son enfermedades mitocondriales [48].  

La asociación más concluyente entre la EP y el EO está apoyada por el aumento de la 

actividad oxidativa y el daño en las macromoléculas, lo cual se ha observado en las neuronas 

dopaminérgicas en la SNpc en estudios post mortem de cerebros de pacientes con la EP [51, 

52]. 

 

PEROXIRREDOXINAS 
 

Las peroxirredoxinas fueron identificadas inicialmente en 1987 en levaduras y se 

nombraron “antioxidantes tiol-específicos” (TSA) [53]. Son una superfamilia de enzimas 

antioxidantes tiol-dependientes que se encuentran evolutivamente conservadas en 

prácticamente todas las especies vivas, incluyendo organismos anaerobios [54]. Son 

responsables de reducir alrededor del 90% de los peróxidos celulares [55]. Sin embargo, es 
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llamativo que las peroxirredoxinas no tengan homología en su secuencia con otras enzimas 

antioxidantes como la catalasa, la superóxido dismutasa y algunas peroxidasas [56]. 

Es importante destacar que las peroxirredoxinas se caracterizan por carecer de cualquier 

cofactor redox, como hemo, flavina o iones metálicos, y su actividad peroxidática se basa 

únicamente en los residuos de cisteína [57]. 

El mecanismo catalítico general de las peroxirredoxinas consiste en la reducción de 

peróxidos mediante la oxidación del grupo tiol de un residuo de cisteína conservado 

(cisteína peroxidática, CysP), originando un residuo de Cys-ácido sulfénico (Cys-SOH) que 

reacciona con otro residuo de cisteína (cisteína de resolución, CysR) y forma un disulfuro 

que posteriormente es reducido por un donante de electrones para completar el ciclo 

catalítico [58]. Los puentes disulfuro intra e intermoleculares formados durante este paso 

del ciclo catalítico de las peroxirredoxinas son reducidos por las tiorredoxinas (TRX), lo que 

permite que las cisteínas funcionales alcancen estados de tiol reducidos catalíticamente 

activos [59]. Si las condiciones oxidativas persisten, la Cys-SOH es blanco de una reacción 

de oxidación por una segunda molécula oxidante a Cys-ácido sulfínico (Cys-SO2H); en este 

punto, la reducción de la PRDX depende de la acción de la sulfiredoxina (SRX) [60]. Sin 

embargo, si este sistema reductor es sobrepasado, las peroxirredoxinas pueden ser incluso 

hiperoxidadas a Cys-ácido sulfónico (Cys-SO3H) de manera irreversible, llevándolas a un 

estado catalíticamente inactivo (Figura 4) [61]. La alta reactividad de la CysP de las 

peroxirredoxinas con los peróxidos es debida a su bajo pKa en el sitio catalítico; además, el 

ambiente del sitio catalítico promueve la ionización del grupo tiol a anión tiolato [61].  
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Figura 4. Ciclo catalítico de las peroxirredoxinas 2-Cys típicas. La PRDX se encuentra en su estado reducido, 
en su residuo de cisteína peroxidática (CP-SH). En este estado, la enzima es capaz de reaccionar con el peróxido 
de hidrógeno (H2O2) (1) o con otros peróxidos orgánicos. Durante la reacción antioxidante, la CP-SH reacciona 
con el sustrato peróxido, lo que resulta en su oxidación y la formación de un ácido sulfénico (CP-SOH) (2), que 
posteriormente se unirá a la cisteína de resolución (CR-SH) de una PRDX idéntica, formando un enlace disulfuro 
intermolecular (CP-S-S-Cr) (3). Esto conduce a la resolución del peróxido y la regeneración de la PRDX en su 
estado reducido por acción de la tiorredoxina (4). Cuando las ROS se encuentran elevadas, las 
peroxirredoxinas pueden sufrir una reacción adicional de oxidación formando ácido sulfínico (Cp-SO2H), que 
puede ser revertida por la sulfiredoxina (5). Sin embargo, en estados de EO la PRDX se hiperoxida formando 
ácido sulfónico (Cp-SO3H), y esta reacción es irreversible e inactiva a las peroxirredoxinas (6).  

 
 

Las peroxirredoxinas son diferencialmente susceptibles a la oxidación e hiperoxidación, 

estas diferencias se pueden atribuir a su estructura, a sus propiedades fisicoquímicas y a la 

disponibilidad de agentes reductores dependiente de su localización subcelular [62]. 

Las seis isoformas de peroxirredoxinas en mamíferos se clasificaron en 3 subfamilias 

basándose en el mecanismo de resolución y en la ubicación o ausencia de los residuos CysR 

[54]. Las subfamilias se designaron como peroxirredoxinas 2-Cys típicas, peroxirredoxinas 
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2-Cys atípicas y peroxirredoxinas 1-Cys. Las peroxirredoxinas 2-Cys típicas, tienen dos 

residuos de Cys (extremo N-terminal y C-terminal), necesarios para el mecanismo catalítico 

y separados entre sí por 121 residuos aminoacídicos, e incluyen las peroxirredoxinas 1, 2, 3 

y 4. Dentro de las peroxirredoxinas 2-Cys típicas, las PRDX1 y PRDX2 tienen localización 

citosólica, la PRDX3 se encuentra sólo en la mitocondria y la PRDX4 en el retículo 

endoplásmico y el espacio extracelular; la forma activa de estas peroxirredoxinas es como 

homodímero [56]. A la subfamilia 2-Cys atípica pertenece la PRDX5, que se localiza en el 

citosol, peroxisoma y mitocondria. La subfamilia 1-Cys contiene solo una Cys, la CysP en la 

región N-terminal y está integrada por la PRDX6 (Figura 5) [58]. Los patrones de expresión 

de las seis peroxirredoxinas en el cerebro muestran una distribución diferente dependiendo 

de la región cerebral y del tipo celular [63]. La PRDX1 se ha localizado principalmente en los 

oligodendrocitos y la microglía, la PRDX6 en astrocitos, mientras que las peroxirredoxinas 

2, 3, 4 y 5 se encuentran exclusivamente en las neuronas (Tabla 1).   
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Figura 5. Clasificación de las peroxirredoxinas en subfamilias y su localización subcelular. a) Clasificación de 
las peroxirredoxinas en 3 subfamilias de acuerdo con la localización relativa y presencia o ausencia de su 
cisteína de resolución. b) Esquema representativo de la localización subcelular de las peroxirredoxinas.  

 

Tabla 1.- Comparación de los patrones de expresión de las peroxirredoxinas en el cerebro 

del ratón. 

Tipos celulares PRDX1 PRDX2 PRDX3 PRDX4 PRDX5 PRDX6 

       
Neuronas - + + + + - 

neuroglia:       

Oligodendrocitos ++ - - ++ - + 

Astrocitos - - - - - + 

Microglía + - - - - - 

       

Abundancia relativa (++) alta; (+) moderada a baja; (-) indetectable [63].
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Existe evidencia de la asociación entre la expresión anormal de peroxirredoxinas y el 

desarrollo de diversas patologías, como el cáncer, enfermedades inflamatorias y trastornos 

neurodegenerativos [64]. 

 

PEROXIRREDOXINA 5 
 

La PRDX5 fue la última de las peroxirredoxinas en ser identificada, es la única 

peroxirredoxina 2-Cys atípica en los mamíferos. De acuerdo con su secuencia de 

aminoácidos, es la que tiene menor homología con las demás peroxirredoxinas, ya que 

comparte solo el 28% de similitud con las peroxirredoxinas 2-Cys típicas y 1-Cys [65].  

El gen PRDX5 humano se encuentra en el cromosoma 11q13 y consta de seis exones y cinco 

intrones que abarcan aproximadamente 3,7 kb [66]. Existen estudios que reportan que 

PRDX5 tiene una expresión constitutiva en casi todos los tejidos de mamíferos, aunque en 

diferentes niveles, según el tipo de célula [67]. 

En comparación con el resto de las peroxirredoxinas, la PRDX5 exhibe la distribución 

subcelular más amplia, encontrándose en la mitocondria, peroxisomas, citoplasma y en 

algunos tipos celulares se encuentra incluso en el núcleo. De acuerdo con el estudio de las 

peroxirredoxinas 2-Cys atípicas, se estima que los niveles de la PRDX5 en los tejidos, 

también oscila entre 0.2 y 1.3 µg/mg [68, 69]. Además, se ha encontrado que en ratones 

que carecen de la expresión de PRDX1, hay una sobreexpresión de PRDX5 en núcleo y 

citoplasma como mecanismo compensatorio para controlar el aumento de ROS [70]. 

Inicialmente, la PRDX5 se describió como una proteína de unión a DNA capaz de suprimir la 
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transcripción dependiente de la RNA polimerasa III de los retrotransposones Alu [71]. 

Posteriormente, se investigó su efecto citoprotector antioxidante tras caracterizarse como 

una peroxidasa debido a su presencia en mitocondrias y peroxisomas, las dos principales 

fuentes de ROS en las células [72].  

Al igual que el resto de las peroxirredoxinas, la PRDX5 cataliza la reducción de H2O2, 

peróxidos orgánicos y ONOO–; sin embargo, la PRDX5 tiene una eficiencia distinta para cada 

una de estas ROS. La constante de reacción de la PRDX5 con el ONOO– y otros 

hidroperóxidos orgánicos se encuentra en el rango de 106- 107 M-1 s-1. Por otra parte, 

reacciona más lentamente con el H2O2 (105 M-1 s-1) [73]. 

La actividad enzimática de las peroxirredoxinas se ve afectada por las modificaciones 

postraduccionales que experimentan al ser oxidadas, por lo que, como se muestra en la 

Figura 4, pueden ser inactivadas de manera transitoria (al encontrarse en forma de ácido 

sulfínico), o de forma permanente al hiperoxidarse (en forma de ácido sulfónico). Se ha 

propuesto que las peroxirredoxinas 2-Cys típicas son más susceptibles a la hiperoxidación 

debido a que adyacente a su CysP, en su extremo C-terminal, se encuentra un motivo YF 

(tirosina Y y fenilalanina F) que interactúa con un motivo GGLG (Glicina G, Leucina L) en un 

bucle. Se cree que estas características estructurales generan pausa cinética en la formación 

de los enlaces disulfuro intermoleculares, lo que lleva a la susceptibilidad de una nueva 

reacción de oxidación en la CysP [54, 61, 74]. 

Se ha demostrado que la PRDX5 ejerce un efecto protector en varios tipos celulares, 

incluyendo las neuronas [75, 76]. La PRDX5 muestra no solo una actividad neuroprotectora, 

sino también antinflamatoria. Se ha observado que su sobrexpresión disminuye la 
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producción de mediadores proinflamatorios como IL-6, IL-1β y TNF-α [77]. Sin embargo, 

comparado con otras especies, el cerebro humano tiene una expresión baja de 

peroxirredoxinas [78, 79]. Por otra parte, en ratones se ha observado un patrón 

descendente rostro-caudal en la expresión de la PRDX5, siendo difícil de detectar en zonas 

posteriores como el mesencéfalo [80]. 

 

Figura 6. Ciclo catalítico y localización subcelular de la PRDX5. a) Esquema representativo del ciclo catalítico 
de la PRDX5 donde se muestra que tras la oxidación de su cisteína peroxidática, se forma un enlace disulfuro 
intramolecular que luego es reducido por acción de la tiorredoxina (Trx). b) Localización de la PRDX5 en los 
diferentes espacios celulares, encontrándola en mitocondria, citoplasma y peroxisomas. 

 

La importancia de la expresión de la PRDX5 para la supervivencia neuronal ha sido 

previamente analizada en el contexto de algunas enfermedades neurodegenerativas como 

la enfermedad de Alzheimer, donde se observó que al inhibir la expresión de esta enzima 
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en neuronas hipocampales se aumentó la apoptosis inducida por glutamato [81]. Por otra 

parte, se ha observado que su silenciamiento usando un RNA de interferencia, provoca que 

las neuronas dopaminérgicas sean sensibles a la muerte mediada por distintas neurotoxinas 

[82]. También se ha reportado que la deficiencia de PRDX5 exacerba la muerte neuronal 

inducida por sobrecarga de hierro en el hipocampo de ratón [83]. 

De la misma forma que juega un papel crucial en la homeostasis redox de las neuronas, la 

PRDX5 es importante para la supervivencia de las células de la glía, en donde se ha 

reportado que su sobreexpresión en peroxisomas y citoplasma tiene una función 

citoprotectora contra el estrés oxidativo inducido por H2O2 [83]. 

 

PARAQUAT COMO MODELO EXPERIMENTAL DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON 
 

La exposición ocupacional de los trabajadores agrícolas a ciertos pesticidas y fungicidas ha 

sido asociada al desarrollo de la EP [84]. 

El paraquat (PQ) (dicloruro de 1,1’-dimetil-4,4’- bipiridilo) es un herbicida de nitrógeno 

cuaternario del tipo bipiridilo. Fue descubierto en la década de 1950 y comenzó a utilizarse 

en agricultura en 1962 [85]. Sin embargo, fue hasta hace relativamente poco tiempo que se 

realizaron estudios epidemiológicos donde la EP se asoció positivamente con dos grupos de 

pesticidas definidos por mecanismos implicados experimentalmente: aquellos que afectan 

la función mitocondrial y aquellos que aumentan el EO, siendo el PQ el más usado [86]. 

El PQ, intracelularmente, actúa como un compuesto del ciclo redox. La toxina experimenta 

una reducción de un electrón para formar un radical libre, que luego reacciona con el 

oxígeno molecular para formar O2⋅
—. Este radical de oxígeno puede dismutarse para formar 
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H2O2, que en presencia de Fe++ formará radicales altamente reactivos y tóxicos como el OH· 

[87], o reaccionar con otras especies reactivas de nitrógeno como el óxido nítrico (NO) 

formando ONOO- [88]. Además, el peroxinitrito causa una inhibición irreversible de la 

cadena respiratoria mitocondrial [89] y desencadena la apoptosis [90].  

Por otra parte, se han observado cambios epigenéticos provocados por el PQ en modelos 

celulares de degeneración dopaminérgica, principalmente acetilación de histonas [91]. Por 

otra parte, se ha descrito que en presencia de PQ aumenta la expresión de NADPH oxidasa 

1 (Nox1), llevando a un  aumento en la generación de anión superóxido[92].  

El uso de los modelos de la EP inducidos por toxinas ha sido de gran ayuda en la 

comprensión de los mecanismos moleculares que llevan a la enfermedad. El uso de 

neurotoxinas es particularmente preferido, ya que pueden reproducir la muerte neuronal 

selectiva tanto in vitro como in vivo [93]. 

Se ha demostrado de manera experimental que el PQ produce cambios subcelulares 

relacionados con la EP como lo son: un aumento en la producción de las ERO, agregados 

proteicos de α-sinucleína y subsecuente formación de cuerpos de Lewy, lo que ocasiona el 

cuadro clínico característico de la EP [94]. 
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JUSTIFICACIÓN 
 

Las peroxirredoxinas integran una familia de proteínas antioxidantes que catalizan la 

reducción de peróxido de hidrógeno, peróxido de alquilo y peroxinitrito, y se distribuyen en 

diversos compartimentos celulares. La inactivación de las peroxirredoxinas por 

hiperoxidación incrementa el estrés oxidativo, provocando la oxidación de lípidos, 

proteínas y ADN. El principal organelo que genera estrés oxidativo es la mitocondria, y su 

disfunción aumenta el estrés oxidativo, el cual se disemina al citoplasma. Se ha demostrado 

en diversos modelos y muestras post mortem de pacientes con la enfermedad de Parkinson 

que el estrés oxidativo está involucrado en el desarrollo de la enfermedad. 

Por lo tanto, las peroxirredoxinas son candidatos idóneos para reestablecer la homeostasis 

redox, sobre todo la PRDX5 que se expresa tanto en la mitocondria como en el citoplasma, 

y por ello consideramos de importancia el evaluar el efecto de la sobreexpresión de esta 

PRDX sobre el estrés oxidativo y la muerte celular en un modelo de la enfermedad de 

Parkinson in vitro. Los hallazgos derivados de este estudio permitirán establecer si la 

sobreexpresión de la PRDX5 tiene un potencial terapéutico contra esta enfermedad.  
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OBJETIVO GENERAL 
 

Analizar el efecto de la sobreexpresión de la PRDX5 en un modelo celular de la enfermedad 

de Parkinson. 

 

 

 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

1. Analizar el estatus de las peroxirredoxinas 2-Cys típicas en un modelo celular de la 

enfermedad de Parkinson. 

 

2. Evaluar el efecto antioxidante de la sobreexpresión de PRDX5 en un modelo celular de 

EP. 

 

3. Evaluar el efecto de la sobreexpresión de PRDX5 sobre la muerte de las células 

dopaminérgicas en un modelo celular de la EP. 
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MATERIAL Y EQUIPO 
 

Línea celular 
• SH-SY5Y (ATCC ® CRL-2266 TM); aislada de biopsia de médula ósea de 

neuroblastoma metastásico. 

• HEK-293T (ATC ® CRL-1573 TM); aislada de riñón humano embrionario. 

Cultivo celular 
• Medio Eagle Modificado de Dulbecco F12 (Gibco, 11320033) 

• Tripsina EDTA 0.25% (Gibco, 25200072) 

• Suero fetal bovino (Corning 35-010-cv) 

• Penicilina-estreptomicina (Corning 30-004-C1) 

• Dimetil sulfóxido (DMSO) (Sigma C6164) 

• Azul Tripano 

• Cámara de Neubauer 0.100 mm de profundidad (Marienfeld Germany) 

Anticuerpos 
• Anticuerpo anti-PRDX-SO3 (Abcam, ab16830) 

• Anticuerpo β-actina (SIGMA-ALDRICH, A5060) 

• Anticuerpo anti-conejo (Santa Cruz Biotechnology, sc-2004) 

• Anticuerpo fluorescente anti-conejo (Abcam Goat pAb to Rb IgG Alexa Fluor 488, 

Ab150077) 

• Anticuerpo anti PRDX1 (Abcam, ab109498) 

• Anticuerpo anti PRDX2 (Abcam, ab109367) 

• Anticuerpo anti PRDX3 (Abcam, ab128953) 
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• Anticuerpo anti PRDX4 (Abcam, ab184167) 

• Anticuerpo anti PRDX5 (Abcam, ab180587) 

Reactivos 

• Pierce TM BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford, USA) 

• VECTASHIELD® MOUNTING MEDIUM with DAPI Vector Laboratories H-1200 

• Tritón X-100 (Sigma-Aldrich) 

• Tween 20 (Sigma- Aldrich) 

• N, N, N´, N´- Tetrametiletilendiamina (TEMED) (Sigma-Aldrich) 

• Coctel inhibidor de proteasas y fosfatasas (Halt Protease Inhibitor Cocktail, Thermo 

Scientific 78430) 

• Acrilamida-bisacrilamida 40% (Bio-Rad) 

• PQ (Acros Organics 227320010; Fulkar 36541) 

• Dihidroetidio DHE (Life Technologies TM) 

• Kit de SuperSignal TM West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher 

Scientific INC) 

• Suero de caballo (16050130 Gibco) 

• Kit Muse Annexin V & Dead Cell (Millipore, MCH100105) 

• Protein Carbonyl Assay Kit Western Blot (ab178020) 

• Rojo Ponceau S (Sigma-Aldrich) 

Soluciones 
• Buffer de lisis celular RIPA 1X (Tris 50 mM, NaCL 150 mM, SDS 0.1%, Tritón X-100 

0.25%) 
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• Buffer Tris Glicina SDS 1X (Tris Base 25 mM, Glicina 250 mM, SDS 0.1%) 

• Buffer de transferencia 1X (Tris Base 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 20%, pH 8.3) 

• Buffer de empaquetamiento de proteínas 4X (0.5 M Tris-HCl pH 6.8) 

• Buffer TBST 1X (Tris-HCl 20 mM, NaCl 137 mM pH 7.6, Tween 20 0.05%) 

• Persulfato de amonio (PSA) 10% 

• PBS 1X pH 7.4 

• Ditiotreitol (DTT) 15% (Sigma- Aldrich) 

• Leche libre de grasa 10% diluida en Buffer TBST 1X 

• Dodecilsulfato sódico (SDS) 10% 

• Tris-HCl 1.5 M pH 8.8 

• Tris-HCl 0.5 M pH 6.8 

• Tris-HCl 125 mM pH 6.8 

• Albúmina de suero bovino 1% (BSA) 

• Paraformaldehído PFA 4% 

Material 
• Pipetas serológicas de 20 ml, 10 ml y 5 ml (Corning) 

• Cajas de cultivo celular 75 cm y 25 cm (Corning / Nest) 

• Criotubos de 2 ml (Corning) 

• Laminillas de 8 pozos (Chamber Slide TM Lab-TekTM 177402) 

• Platos de 60 mm (Corning 430166) 

• Placas de 6 pozos (Corning 3335) 

• Placas de 96 pozos (Corning) 
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• Viales de 2 ml, 1.7 ml y 0.65 ml 

• Tubos de 50 ml y 15 ml (Falcon) 

• Membrana de Polifluoruro de Vinilideno PVDF (GVS North América) 

• Membrana de nitrocelulosa (Amersham Protran TM) 

Equipo 
• Micropipetas de 1000 µl, 200 µl, 20 µl y 10 µl 

• Pipetor 

• Campana de Seguridad nivel II 

• Microscopio invertido 

• Fuente de poder ENDURO (Labnet) 

• Cámara vertical de electroforesis (Bio-Rad) 

• Báscula analítica (AND) 

• Vórtex (Daigger) 

• Incubadora de ambiente húmedo con inyección de CO2 (Thermo) 

• Cámara de transferencia semihúmeda (Bio-Rad) 

• Cámara de transferencia húmeda (Mini Trans-Blot Electrophoretic transfer Cell Bio-

Rad) 

• Escáner de quimioluminiscencia para western blot (LI-COR) 

• Centrífuga (Sigma 1 -15 K) 

• Microcentrífuga refrigerada (Sigma 3-15K) 

• Incubadora Orbital SHAKER (MRC) 

• Fluorómetro (BioTek instruments Flx800TB) 
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• Ultrasonic Processor Fisher Scientific 505 

• Microscopio de fluorescencia Leica 

• Cámara adaptada Nikon Eclipse 50 ¡ 

• Muse Cell Analyzer (Millipore, 0500-3115 

 

MÉTODOS 

Cultivo celular 
 

Para el modelo celular de la enfermedad de Parkinson se usó la línea celular dopaminérgica 

de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Las células se cultivaron en medio DMEM/F12 

suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor, 100 unidades/ml de 

penicilina-estreptomicina, en una incubadora de ambiente húmedo a 37°C con inyección de 

5% de CO2. Las células fueron tratadas con PQ 0.5 mM por 24 h (para los ensayos de estrés 

oxidativo) o 48 h (para los ensayos de muerte celular).  

 

Western blot  
 

Las células se sembraron en platos de 60 mm a una densidad de 5x105 células/placa. Tras 

24 h de tratamiento, fueron cosechadas usando Tripsina EDTA. Posterior a esto se 

centrifugaron a 300 g, 4°C por 5 minutos. El pellet celular se resuspendió para su lisis con 

buffer RIPA del inglés radio immunoprecipitation assay (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, SDS 

0.1%, Tritón X-100 0.25%) con inhibidores de proteasas y fosfatasas. Se sometió a 

sonicación por 30 s a 20 Hz y se llevó a la centrífuga por 15 minutos a 13,000 rpm y 4°C. Se 

colectó el sobrenadante y se descartó la pastilla con los restos celulares. Se cuantificó la 
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proteína usando el Kit PierceTM BCA Proteína Assay, siguiendo las indicaciones del 

fabricante.  

Cantidades iguales de proteínas (50 μg) se separaron por electroforesis SDS-PAGE en 

condiciones no reductoras (en ausencia de DTT y/o β-mercaptoetanol), en geles de 

poliacrilamida al 15%, para posteriormente ser transferidas a una membrana de PVDF, 

usando la cámara de transferencia semihúmeda. Una vez transferidas las proteínas, la 

membrana se bloqueó con leche libre de grasa al 10%, y se incubó con los anticuerpos 

primarios diluidos 1:1000 anti-Prdx1, anti-Prdx2, anti-Prdx3 y anti-Prdx4, así como anti-β-

actina diluido 1:2000, este último como control de carga, por 12 h a 4°C en agitación suave. 

Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 15 minutos cada uno con buffer TBST 1X y se 

incubaron con anticuerpo secundario anti-conejo diluido 1:1000, a temperatura ambiente 

por 2 h en agitación suave. Se realizaron 3 lavados más, de 15 minutos cada uno, al concluir 

el tiempo de incubación y la membrana se reveló usando el Kit SuperSignal TM West Pico 

Chemiluminescent Substrate siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados se 

fotodocumentaron con el escáner C-Digit y el análisis para densitometría se realizó con el 

Software Image J, normalizando los valores a 1 con el grupo control y la banda de la β-actina 

(la cual se usó como control de carga). 

 

Eastern blotting redox 

 
La hiperoxidación de las peroxirredoxinas 2-Cys típicas puede ser monitoreada a través de 

una modificación del método descrito previamente. Se adicionó N-etilmaleimida (NEM) 

(100 mM) al buffer de lisis RIPA, que es un agente alquilante de los grupos tiol, así como 
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catalasa (1 mg/ml), que es una enzima que cataliza la descomposición del H2O2, con el fin 

de evitar que se continúe la oxidación de las peroxirredoxinas posterior a la extracción de 

proteínas. En ausencia de alquilación, las peroxirredoxinas reducidas inmediatamente se 

dimerizan después de la lisis celular. Sin embargo, las peroxirredoxinas hiperoxidadas son 

incapaces de dimerizarse y permanecen como monómeros (Figura 7). 

 

 

 
Figura 7.- Esquema representativo de los estados de oxidación de las peroxirredoxinas 2-Cys típicas. a) Las 
peroxirredoxinas 2-Cys típicas se pueden encontrar en su forma reducida, oxidada o hiperoxidada. b) Se utilizó 
NEM para la alquilación rápida de las cisteínas reducidas y la catalasa para eliminar los rastros de H2O2 y 
prevenir una mayor oxidación y dimerización durante la preparación de la muestra. Los monómeros 
representan las formas reducidas e hiperoxidadas de las peroxirredoxinas, mientras que los dímeros 
corresponden a las peroxirredoxinas oxidadas. c) El protocolo convencional de extracción de proteínas sin el 
agente alquilante y catalasa, muestra las peroxirredoxinas hiperoxidadas como monómeros.  

 

Propagación y titulación de adenovirus 
 

El constructo del adenovirus se llevó a cabo amplificando el cDNA de la PRDX5 humana 

(hPRXD5), gentilmente proporcionado por el Dr. Knoops [95], y mediante el sistema Ad-

Easy, introduciendo un sitio de restricción NheI en el oligonucleótido sentido y un sitio de 

restricción XhoI en el antisentido. El producto de PCR se clonó en un plásmido pUC19 
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digerido por la enzima de restricción SmaI. Luego, este plásmido se digirió con NheI y XhoI 

para obtener el fragmento de la hPrx5 que se subclonó en el plásmido pShuttle para 

digerirlo después con BglII (un sitio cohesivo compatible con NheI) y XhoI. A continuación, 

se realizó una recombinación homóloga entre el plásmido pShuttle-hPrx5 y el plásmido Ad-

Easy en la cepa de E. coli JM109, lo que permitió obtener el constructo de ADN Ad-PRDX5. 

Se utilizó un adenovirus vacío (Ad-Empty) como control. La obtención de partículas virales 

se llevó a cabo en células HEK-293T. Se sembraron las células en frascos de cultivo T75, y se 

incubaron en un ambiente húmedo a 37°C con inyección de 5% de CO2; una vez que 

alcanzaron el 90% de confluencia fueron infectadas con las partículas virales, y se monitoreó 

viabilidad y morfología en un microscopio invertido. Las células se cosecharon cuando el 

90% de ellas se había desprendido (aproximadamente entre el día 4 a 5 postinfección). La 

suspensión celular se transfirió a un tubo de 50 ml y se sometió a ciclos de congelación-

descongelación (pasando de -80°C por 10 minutos a 37°C por 10 minutos más). 

Posteriormente, se centrifugaron a velocidad máxima por 12 minutos, y se colectó el 

sobrenadante en un frasco nuevo, para la posterior titulación de los adenovirus. Se hicieron 

alícuotas de 1 ml y se almacenaron a -80°C. 

Para la titulación del virus se sembraron 1x104 células por pozo en una placa de 96 pozos. 

Una vez adheridas las células, se realizaron diluciones seriadas del sobrenadante 

conteniendo las partículas virales. Se descartaron las 2 diluciones más altas y con los 8 

restantes se infectaron las células, 4 pozos de cada fila por cada dilución. Se incubaron en 

un ambiente húmedo a 37°C con inyección de 5% de CO2 y se monitoreó viabilidad y 

adherencia con el microscopio invertido. A los 7 días postinfección se identificaron las 
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diluciones que causaron efecto citopático y se hizo el cálculo para la titulación de los 

adenovirus, dando un valor de 2.5 para cada pozo con efecto citopático en cada una de las 

diluciones (Figura 8).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Esquema representativo de la titulación de los adenovirus. Se muestra la manera en la que se 
hicieron las diluciones seriadas a partir de una alícuota del sobrenadante obtenido de la infección de las células 
HEK-293T. En la placa de 96 pozos se ejemplifica que se encontró efecto citopático en 2 de los 4 pozos en la 
fila 6, dando una titulación de 5x106.  

 

Transducción adenoviral  
 

Una vez titulado nuestro stock de ambos adenovirus (Ad-Empty y Ad-PRDX5), se evaluó el 

efecto de diferentes MOI sobre la expresión de PRDX5. Para esto, en platos de 60 mm se 

sembraron las células SH-SY5Y a una densidad de 5x105 células/placa, una vez adheridas las 

células, se administraron MOI crecientes de cada uno de los adenovirus, teniendo 

concentración MOI de 0, 1, 3 y 5. Tras 24 h postinfección se observaron las células al 

microscopio para evaluar de manera rápida su estado de viabilidad. Posteriormente, se 
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cosecharon las células y se siguió el mismo protocolo descrito en el apartado de “western 

blot”, bajo condiciones reductoras (SDS-PAGE estándar, con DTT en el buffer de carga). Se 

incubaron las membranas con anticuerpo anti-PRDX5 diluido 1:1000, y anti-β-actina diluido 

1:2000, este último como control de carga, por 12 h a 4°C en agitación suave. 

Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 15 minutos cada uno con buffer TBST 1X y se 

incubaron con anticuerpo secundario anti-conejo diluido 1:1000 a temperatura ambiente 

por 2 h en agitación suave. Se realizaron 3 lavados más, de 15 minutos cada uno, al concluir 

el tiempo de incubación, la membrana se reveló usando el Kit SuperSignal TM West Pico 

Chemiluminescent Substrate. Los resultados se fotodocumentaron con el escáner C-Digit y 

el análisis de densitometría se realizó con el Software Image J, normalizando los valores a 1 

con el grupo de MOI 0, y con la banda de la β-actina (control de carga). 

 

Detección de ROS mitocondrial con sondas fluorescentes 
 

Se sembraron 1.5X104 células por pozo en laminillas tratadas de 8 pozos (Chamber Slide TM 

Lab-TekTM 177402), 24 h después, una vez que se encontraban adheridas, se llevó a cabo 

la infección con los adenovirus Ad-Empty y Ad-PRDX5 en medio libre de FBS. Después de 6 

h de infección, se adicionó medio fresco y se adicionó PQ a 0.5 mM. Tras 24 h se añadió 

MitoTracker TM Red-CM-H2xRos (Invitrogen M7513) y se incubó por 30 minutos a 37°C en 

obscuridad. Posteriormente, las células fueron fijadas con PFA 4%, lavadas con PBS, 

bloqueadas con PBS-Tritón 0.1%, e incubadas con el anticuerpo anti-Prdx5 diluido 1:1000, 

toda la noche a 4°C. Las células fueron lavadas e incubadas con un anticuerpo secundario 

Alexa Fluor 488 anti-conejo por 1 h a temperatura ambiente. Luego, las células se lavaron 
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por 5 minutos, 2 veces y las laminillas se montaron usando el medio de montaje 

VECTASHIELD® MOUNTING MEDIUM with DAPI (Vector Laboratories H-1200). Los 

resultados obtenidos se observaron con el microscopio de epifluorescencia (Microscopio 

Leica), y la foto-documentación se realizó con la cámara Nikon Eclipse 50i y el software 

Qimage Pro-7. El análisis de intensidad de fluorescencia de las micrografías se realizó con el 

Software ImageJ. 

 

Detección del ROS citoplasmático con sondas fluorescentes 
 

Las células se sembraron en platos de 60 mm a una densidad de 5x105 células/placa. Una 

vez que las células se encontraban adheridas, se llevó a cabo la infección con los adenovirus 

Ad-Empty y Ad-PRDX5 en medio libre de FBS durante 6 h. Después se adicionó medio fresco 

en presencia o ausencia de PQ a 0.5 mM. Tras 24 h del tratamiento con PQ, las células 

fueron incubadas con dihidroetidio (DHE, #D11347, Thermo Fisher Scientific) a 10 µM por 

15 minutos (espectro de excitación-emisión 490-570 nm). Posteriormente, las células 

fueron cosechadas usando tripsina, se centrifugaron a 300 g, 4°C por 5 minutos y se lavaron 

y resuspendieron en PBS 1X. Luego las células fueron evaluadas por citometría de flujo con 

el Muse Cell Analyzer (Millipore Sigma, Burlington, MA).  

 
 

Detección de carbonilación de proteínas por western blot 
 

El análisis de las proteínas carboniladas fue realizado con el Protein Carbonyl Assay Kit 

Western Blot siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células se sembraron en platos 

de 60 mm (Corning 430166) a una densidad de 5x105 células/placa. Una vez que las células 
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se encontraban adheridas, se llevó a cabo la infección con los adenovirus Ad-Empty y Ad-

PRDX5 en medio libre de FBS durante 6 h. Posteriormente, se adicionó medio fresco con PQ 

a 0.5 mM. Tras 24 h del tratamiento con PQ, las células fueron cosechadas usando tripsina, 

se centrifugaron a 300 g, 4°C por 5 minutos, fueron lavadas en 2 ocasiones con PBS 1X y se 

resuspendió el pellet en buffer de extracción 1X. Se hizo una incubación en hielo por 20 

minutos, y se centrifugó a 18,000 g por 20 minutos a 4°C. Los sobrenadantes se transfirieron 

a tubos limpios y se descartaron los pellets. Se cuantificó la proteína usando usando el Kit 

PierceTM BCA Protein Assay, siguiendo las indicaciones del fabricante. Se tomaron 45 μg de 

la proteína total y se derivatizaron usando dinitrofenilhidrazina (DNPH) al 1%, después, sin 

desnaturalizarse, se separaron en un gel SDS de poliacrilamida al 10%. Las proteínas fueron 

transferidas a membranas de nitrocelulosa en cámara húmeda. Previo al bloqueo se realizó 

la tinción con rojo Ponceau S cada membrana (ver metodología de tinción con rojo Ponceau 

S). Posteriormente, se bloqueó la membrana en buffer de bloqueo (leche al 5% en PBS-

Tween) por 1 h a temperatura ambiente. Se incubó la membrana con un anticuerpo 

primario anti-DNP (provisto en el kit) 1X diluido en buffer de bloqueo a 4° C toda la noche 

en agitación suave. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS-T 1X y se incubó 

la membrana con un anticuerpo secundario conjugado con HRP 1X (diluido en buffer de 

bloqueo), por una h a temperatura ambiente. Se lavó 3 veces, 5 minutos cada vez en PBS 

1X. La membrana se reveló usando el Kit SuperSignal TM West Pico Chemiluminescent 

Substrate siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados se fotodocumentaron 

con el escáner C-Digit y el análisis para densitometría se realizó con el Software Image J. 

Para la densitometría, se normalizó a 1 con el patrón obtenido en el control de infección 
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(Ad-Empty). 

 

Tinción con rojo Ponceau S 

  
Posterior a la transferencia y previo al bloqueo de la membrana se llevó a cabo la tinción 

con rojo Ponceau S. Se tiñó la membrana con una solución de rojo Ponceau 0.1% en ácido 

acético 1% durante 5 minutos, a temperatura ambiente en agitación suave. Se retiró la 

solución de rojo Ponceau S y se hizo un lavado rápido con agua destilada. Posteriormente, 

se realizaron dos lavados de 10 minutos cada uno, con solución de ácido acético al 1% para 

desteñir la membrana.  

 

Detección de células en apoptosis 
 

Las células se sembraron en platos de 60 mm (Corning 430166) a una densidad de 5x105 

células/placa. Una vez que las células se encontraban adheridas, se llevó a cabo la infección 

con los adenovirus Ad-Empty y Ad-PRDX5 en medio libre de FBS por 6 h. Posterior a la 

infección, se adicionó medio fresco con PQ a 0.5 mM. Después de 48 h se evaluó la apoptosis 

usando el Muse Annexin V & Dead Cell Kit siguiendo las indicaciones del fabricante, y se 

analizó en el Muse Cell Analyzer. Este ensayo se basa en la afinidad de la anexina V para 

unirse a la fosfatidilserina, un marcador de apoptosis, y la captación de la 7-amino 

actinomicina D (7AAD), que es un marcador de la pérdida de la integridad de la membrana. 

Los datos se representan como porcentajes de viabilidad y de células en apoptosis (Figura 

9). 

• Células vivas: anexina V (-) 7 AAD (-) (cuadrante inferior izquierdo). 
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• Células en apoptosis temprana: anexina V (+), 7 AAD (-) (cuadrante inferior derecho) 

• Células en apoptosis tardía/necrosis: anexina V (+), 7 AAD (+) (cuadrante superior 

derecho) 

• Células en necrosis: anexina V (-), 7 AAD (+) (cuadrante superior izquierdo) 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Plot representativo de citometría de flujo con Anexina V y 7 AAD 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexina V 



43 
 
 

RESULTADOS 
 

El estado hiperoxidado de las peroxirredoxinas 2-Cys típicas refleja la 
compartamentalización de las especies reactivas de oxígeno en respuesta a PQ 

 
En nuestro equipo de trabajo demostramos previamente que el PQ induce la hiperoxidación 

de las peroxirredoxinas 2-Cys típicas [96]. Sin embargo, la detección de la forma sulfonilada 

de las peroxirredoxinas se realizó con un anticuerpo que no puede discriminar entre las 4 

PRDX de esta subfamilia. Es por esto que en el presente trabajo quisimos determinar el 

estado de óxido-reducción de cada una de ellas. Para esto usamos un protocolo específico 

de eastern blotting (Figura 8), que nos permitió distinguir las formas oxidadas e 

hiperoxidadas impidiendo la oxidación adicional que pudiera ocurrir durante la extracción 

de proteínas. De manera que monitoreamos las formas monoméricas y diméricas de cada 

PRDX. Los pasos importantes de este protocolo fueron la alquilación rápida de las cisteínas 

que se encontraban en estado reducido y la eliminación de rastros de H2O2 por acción de la 

catalasa, esto con el fin de evitar una oxidación adicional durante la preparación de las 

muestras. Mediante este protocolo cuantificamos la banda de mayor peso molecular 

(dímeros), que corresponde a las peroxirredoxinas oxidadas, ya que la banda de los 

monómeros representa a las formas tanto reducidas como hiperoxidadas. Por otra parte, 

bajo el protocolo convencional de extracción sin el agente alquilante y la catalasa, la banda 

que corresponde a los monómeros incluye sólo aquellas peroxirredoxinas hiperoxidadas 

durante el tratamiento con PQ.  

Con esto logramos observar que el PQ genera un aumento significativo en la oxidación de 

las peroxirredoxinas, particularmente la PRDX1, PRDX3 y PRDX4. Además, de manera 
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interesante se encontró la hiperoxidación significativa sólo de la PRDX1 y PRDX4, mientras 

que las PRDX2 y Prdx3 fueron propensas a la oxidación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Efecto del PQ sobre la óxido-reducción de las peroxirredoxinas 2-Cys típicas. Con el protocolo de 
alquilación de NEM, pudimos monitorizar el estado de oxidación de las Prdx, encontrando que las PRDX1 y 
PRDX4 están en su forma hiperoxidada, mientras que la PRDX2 y PRDX3 son propensas a la oxidación.  

 

 

La sobreexpresión de peroxirredoxina 5 disminuye la producción de especies 
reactivas de oxígeno en el citoplasma y las mitocondrias mediado por PQ.  

 

La PRDX5 tiene una amplia distribución subcelular, en las células humanas se encuentra en 

el citoplasma, mitocondrias, peroxisoma y núcleo [67]. Además, tiene una actividad 
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moduladora sobre el estrés del retículo endoplásmico [83]. Es sabido que el PQ entra en un 

ciclo redox perjudicial interfiriendo con la cadena de transporte de electrones al inhibir la 

reducción de NAD+ a NADH en la mitocondria, mientras que en el citoplasma se genera una 

oxidación rápida y prolongada del NADPH. Como resultado de estas reacciones, el NADPH 

se consume, lo que resulta en una disminución en la proporción de NADPH/NADP+ [97], y 

un aumento de la generación de ROS mitocondriales [98], los cuales se propagan al 

citoplasma. 

Por lo tanto, se evaluó el efecto de la sobreexpresión de PRDX5 mediada por un vector 

adenoviral Ad-PRDX5, bajo el promotor CMV (Figura 11a), sobre la toxicidad inducida por 

PQ en células SH-SY5Y, las cuales tienen un fenotipo dopaminérgico.  

Para esto, evaluamos primero la sobreexpresión de PRDX5 infectando las células a 

diferentes multiplicidades de infección (MOI), usando también el control de infección Ad-

Empty (Figura 11b). Encontramos que la expresión de PRDX5 basal en las células SH-SY5Y 

no se ve afectada con la infección del vector vacío. Sin embargo, al ser infectadas con Ad-

PRDX5, la expresión de la enzima aumenta de manera dosis-dependiente (Figura 11c). Para 

los experimentos posteriores se utilizó una MOI de 5. La sobreexpresión de PRDX5 se 

corroboró por inmunofluorescencia (Figura 11 d y e). 
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Figura 11. Sobreexpresión de PRDX5 en la línea celular SH-SY5Y. a) La sobreexpresión de PRDX5 humana fue 
mediada por un vector adenoviral, bajo el promotor de citomegalovirus (CMVp). b) Western blot 
representativo de la expresión de PRDX5. La línea celular SH-SY5Y fue infectada a las MOI indicadas con el Ad-
Empty o Ad-PRDX5, c) encontrándose un aumento en la expresión de PRDX5 estadísticamente significativo 
para la MOI de 5. d) La sobreexpresión de PRDX5 fue corroborada por inmunofluorescencia (e) RFU (Unidades 
relativas de fluorescencia). **P= 0.0041, ****P<0.0001.  
 

 

Después de establecer la dosis de infección con los adenovirus, se evaluó el estrés oxidativo 

mitocondrial por inmunofluorescencia utilizando una sonda fluorescente específica para 

ROS mitocondriales, la sonda Mito-Tracker TM Red-CM-H2xROS. Observamos que el 

aumento de ROS mitocondriales inducidas por el PQ, se redujo al sobreexpresar la PRDX5, 

llegando a los niveles basales de ROS que muestra el cultivo que no recibió ningún 

tratamiento. Mientras que el adenovirus vacío (Ad-Empty) no tuvo ningún efecto sobre el 

estrés oxidativo (Figura 12).  
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Figura 12. La sobreexpresión de PRDX5 disminuye el estrés oxidativo mitocondrial inducido por PQ. a) 
Imágenes representativas de inmunofluorescencia, dónde en el canal verde se observa la expresión de la 
PRDX5 basal (control), misma que no se modifica con el control de infección (Ad-Empty), pero es 
evidentemente mayor tras la infección con Ad-PRDX5. En el canal rojo se muestra la señal de la sonda 
fluorescente MitoTracker ROS, específica para especies reactivas de oxígeno mitocondriales. Observamos un 
aumento de la señal en las células tratadas con PQ, mientras que al sobreexpresar la PRDX5 esta señal se 
reduce en intensidad comparable con el control sin tratamiento. b) Análisis estadístico de 3 repeticiones 
independientes. ***P=0.0005, ****P <0.0001. RFU (Unidades relativas de fluorescencia) 

 

Posterior a esto evaluamos el estatus oxidativo del citoplasma, mediante citometría de 

flujo, usando la sonda fluorescente DHE. Observamos que la sobreexpresión de la PRDX5 

disminuyó de manera eficaz las ROS citoplasmáticas generadas por el tratamiento con PQ, 

llevándolas a niveles basales como los que muestra el control sin tratamiento (Figura 13 a y 

b). En conjunto, estos resultados indican que la sobreexpresión de PRDX5 protege contra 

las ROS inducidas por PQ en diferentes compartimentos subcelulares. 
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Figura 13. La sobreexpresión de PRDX5 disminuye el estrés oxidativo citoplasmático mediado por PQ. a) 
Histograma representativo de 3 experimentos independientes dónde se observa el porcentaje de células 
positivas para DHE (con niveles elevados de ROS en el citoplasma). Se puede observar como en presencia del 
PQ la población celular se desplaza a la derecha, aumentando el % de células positivas para ROS, mientras que 
al sobreexpresar la PRDX5, incluso en presencia del PQ, el % de células positivas se mantiene en niveles 
comparables con el control sin tratamiento. b) Análisis estadístico que muestra un aumento en más del 20% 
de células positivas para DHE, y al sobreexpresar PRDX5 se mantiene en niveles comparables con los basales. 
* P<0.05. 
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La sobreexpresión de Prdx5 previene la carbonilación irreversible de las proteínas 
inducida por PQ 

 

La carbonilación es una modificación postraduccional de las proteínas, causada por la 

oxidación de las cadenas laterales de los residuos aminoacídicos, principalmente lisina, 

arginina, prolina y treonina ya que tienen propiedades nucleofílicas, lo que significa que 

tienen electrones disponibles para reaccionar con aldehídos insaturados y otros 

compuestos oxidantes [99]. Esta reacción conlleva la adición de un grupo funcional 

carbonilo (C=O) a los residuos específicos, lo que puede influir en las características 

bioquímicas de las proteínas, incluyendo su actividad enzimática, la capacidad de unión al 

ADN de los factores de transcripción y la susceptibilidad a la degradación proteolítica [100]. 

Con el fin de evaluar el efecto de la sobreexpresión de Prdx5 sobre la oxidación irreversible 

de las proteínas, analizamos la carbonilación de las proteínas en presencia de PQ. Para esto 

se aplicó la metodología de derivatización utilizando 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), que 

reacciona con los grupos carbonilo de las cadenas laterales de aminoácidos para formar 

hidrazonas estables de 2,4-dinitrofenil (DNP), las cuales fueron detectadas por western blot 

con un anticuerpo especifico contra DNP.  

Observamos que la exposición a PQ aumenta los niveles de proteínas carboniladas, pero al 

sobreexpresar Prdx5 se previenen estas modificaciones oxidativas, manteniendo los niveles 

en proporciones similares a los grupos que no fueron expuestos a PQ (Figura 14). 
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Figura 14. La carbonilación de las proteínas inducida por PQ es prevenida por la sobreexpresión de Prdx5. 
a) Esquema representativo de la reacción de derivatización de los grupos carbonilo con DNPH y la formación 
de DNP para la posterior detección con anticuerpos. b) Eastern blot de las proteínas carboniladas donde se 
observa que el control de infección (Ad-Empty) no tiene ningún efecto sobre la oxidación de las proteínas 
mediada por PQ, mientras que Ad-PRDX5 lleva a una eficiente protección de las proteínas.  
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La sobreexpresión de la Peroxirredoxina 5 previene la muerte de las células 
dopaminérgicas mediada por PQ 

 

Se ha reportado que la inhibición en la expresión de PRDX5 aumenta la muerte celular 

mediada por ciertas neurotoxinas como rotenona y 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+). Debido 

a lo anterior se evaluó si la sobreexpresión de Prdx5 tendría un efecto opuesto, es decir, si 

era capaz de proteger a las células de la apoptosis mediada por PQ. Para evaluarlo, se 

monitorearon los cambios morfológicos del cultivo celular usando un microscopio invertido. 

El control sin tratamiento, así como el control de infección (Ad-Empty) y Ad-PRDX5 

mantuvieron las características normales del cultivo en cuanto a adherencia y morfología 

ahusada con prolongaciones citoplasmáticas, además de encontrarse una pequeña 

proporción de células redondeadas flotantes que corresponden a la muerte basal del cultivo 

en 48 h. Tras el tratamiento con PQ la mayor parte de la población celular se encontró 

redondeada y había perdido la adherencia; sin embargo, al sobreexpresar PRDX5, el 

porcentaje de células flotantes disminuyó y se preservó la morfología típica de las células 

(Figura 15 a). 

Posteriormente, evaluamos la apoptosis mediante citometría de flujo con anexina V, la cual 

tiene afinidad por la fosfatidilserina que se transloca desde la cara interna a la externa de 

la membrana citoplasmática en los estadios tempranos de la apoptosis. La pérdida de la 

integridad de la membrana fue evaluada usando la sonda fluorescente 7AAD. Pudimos 

observar que el PQ aumenta hasta en un 73% la muerte celular, comparado con los niveles 

basales. Esta proporción de muerte disminuyó drásticamente al sobreexpresar la PRDX5 

(Figura 15 b y c). Con esto mostramos que el sobreexpresar la PRDX5 ejerce un efecto 
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protector sobre la apoptosis inducida por PQ (Figura 15 d). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. La sobreexpresión de PRDX5 disminuye la apoptosis mediada por PQ. a) Microfotografías de 
células SH-SY5Y. Se observa su forma ahusada con prolongaciones citoplasmáticas y adheridas al frasco de 
cultivo. El PQ aumenta la proporción de células redondeadas y flotantes que corresponden a las células 
muertas. Al sobreexpresar PRDX5, dicha proporción disminuye. b) citometría de flujo de anexina V y 7AAD. La 
externalización de la fosfatidilserina durante la apoptosis temprana se representa como un aumento de 
células anexina V (+) /7-AAD (−) (cuadrante inferior derecho). La apoptosis tardía fue medida en el cuadrante 
superior derecho como anexina V (+) /7-AAD (+). Se muestran gráficas representativas de tres experimentos 
independientes. c) Se muestra el porcentaje de células apoptóticas y d) la viabilidad celular. *p < 0.05  
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DISCUSIÓN 
 

La EP es uno de los desórdenes neurodegenerativos con mayor incidencia y prevalencia en 

el mundo [101], y se estima que en las próximas décadas su frecuencia se vea aumentada 

conforme se incremente la expectativa de vida [5]. Las terapias actuales para el tratamiento 

de la EP solo son paliativas y no han mostrado tener un efecto modificador de la 

enfermedad [102]. Es por lo que consideramos importante el desarrollo de nuevos 

tratamientos que puedan curar o enlentecer la progresión de la enfermedad.  

El estrés oxidativo es uno de los principales agentes etiológicos que subyacen a la muerte 

de las neuronas dopaminérgicas en la EP [28]. En estados de desequilibrio redox, las 

proteínas, los lípidos y el ADN son los principales blancos de las ROS [103]. 

Para evitar este desequilibrio, la célula cuenta con un sistema de defensa antioxidante, que 

consta de enzimas, moléculas o iones capaces de prevenir o retrasar la oxidación [104]. 

Dentro del sistema enzimático encontramos, entre otros, a las peroxirredoxinas, las cuales 

catalizan la reducción de hidroperóxidos, peróxidos orgánicos y peroxinitrito [105]. En 

condiciones de estrés oxidativo severo y prolongado, las peroxirredoxinas sufren 

hiperoxidación que lleva a su inactivación, lo que perpetúa el estatus oxidativo de la célula 

[106]. Se ha reportado, en modelos experimentales de la EP que, en presencia de algunas 

neurotoxinas, las peroxirredoxinas sufren modificaciones oxidativas [96, 107, 108]. 

Nosotros observamos un patrón específico de oxidación e hiperoxidación de las PRDX 2-Cys 

típicas en respuesta al PQ, donde las PRDX1, PRDX3 y PRDX4 se encontraron oxidadas, 

mientras que PRDX1 y PRDX4 fueron hiperoxidadas, sugiriendo un estado de estrés 
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oxidativo más severo en el citoplasma y en el retículo endoplásmico (RE). Entre las proteínas 

que modifican su expresión de manera significativa en el cerebro humano en respuesta al 

estrés oxidativo durante la EP se encuentra la PRDX2 que se ha demostrado estar 

incrementada en la SN en muestras postmortem de estos pacientes[109]. Por otra parte, se 

han encontrado también niveles anormales de Prdx1, encontrándose también aumentada, 

y la PRDX3 disminuida, en otras enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de 

Alzheimer [110, 111]. Sin embargo, aunque se evaluó su expresión, el estatus redox de estas 

PRDX no ha sido analizado y aunque se encontró una mayor expresión de las PRDX1 y 

PRDX2, estas podrían estar hiperoxidadas e inactivas. Nuestros resultados demostraron que 

la PRDX1 fue oxidada e hiperoxidada de manera significativa en respuesta al PQ, mientras 

que la PRDX2 mostró una tendencia a dichas modificaciones oxidativas. Además, la PRDX3 

se encontró oxidada pero aun con la capacidad de ser reducida.  

El estrés del RE se ha asociado a diferentes enfermedades neurodegenerativas, ya que las 

neuronas tienen una particular sensibilidad al mal plegamiento de las proteínas [112]. Se 

ha demostrado que el PQ induce la muerte celular desencadenada por estrés del RE [113], 

lo que es consistente con nuestros resultados, en los que el estrés del RE es evidente al 

encontrarse la PRDX4, cuya única localización subcelular es este organelo, en un estado de 

hiperoxidación. Esto es respaldado por evidencia que muestra que cada compartimento 

tiene una susceptibilidad redox diferente dependiendo del tipo celular y la función del 

organelo [98, 114].  

El uso de cipermetrina, otro pesticida sintético, se ha asociado también a la 

neurodegeneración nigroestriatal por disfunción mitocondrial [115]. Además, se ha 
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demostrado que disminuye la expresión de PRDX3, además de aumentar los niveles de α-

sinucleína y la oxidación de lípidos [116]. Asimismo, con el PQ, la principal fuente de ROS en 

el cerebro es la mitocondria [117], y este estrés oxidativo mitocondrial precede al aumento 

de las ROS en el citoplasma [98].  

Se ha reportado que la eliminación del gen PRDX5 en modelos animales, aumenta el estrés 

oxidativo mitocondrial [118]. Dado que la PRDX5 se expresa en múltiples compartimentos 

dentro de la célula, incluyendo peroxisomas, mitocondria y citoplasma, la sobre expresamos 

y evaluamos si era capaz de contrarrestar el estrés oxidativo inducido por PQ. Nuestros 

resultados mostraron que la PRDX5 protege eficientemente a la célula del estrés oxidativo 

mitocondrial y citoplasmático, reduciéndolo a niveles comparables con los del control sin 

tratamiento. Estos resultados se correlacionan con otros estudios, donde la sobreexpresión 

de PRDX5 protege a las neuronas del daño inducido por β- amiloide, hierro y glutamato 

[119-121].  

La carbonilación de las proteínas es una de las modificaciones oxidativas postraduccionales 

más perjudiciales e irreversibles y es considerada una característica distintiva de las 

enfermedades relacionadas al estrés oxidativo [122]. Esta modificación es importante no 

solo como biomarcador de estrés oxidativo, también se ha demostrado que afecta la 

estructura y función de las proteínas, y participa en la etiología y el progreso de 

enfermedades y cambios relacionados con la edad [123]. Es por eso que evaluamos el 

estado de carbonilación inducido por PQ, encontrando que eleva los niveles de las proteínas 

con este cambio oxidativo, y al sobreexpresar la PRDX5, se obtuvo un efecto protector 

frente a la carbonilación. Nuestros hallazgos respaldan investigaciones previas que 
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demuestran que cuando la PRDX5 está disfuncional o ausente, las células dopaminérgicas 

muestran una mayor susceptibilidad a la carbonilación de proteínas en respuesta al estrés 

oxidativo causado por otras neurotoxinas como MPP+ [124]. 

Al igual que el resto de las peroxirredoxinas, la PRDX5 no solo tiene actividad como 

peroxidasa, sino que también actúa como proteína de señalización en diversas vías celulares 

[125]. Se ha reportado que está involucrada en la dinámica del Ca+ mitocondrial en 

respuesta a la neurotoxina MPP+, inductora de parkinsonismo [126]. En muchas 

enfermedades neurodegenerativas, la alteración en la homeostasis del calcio lleva a una 

activación persistente patológica de las calpaínas [127]. Previamente demostramos que el 

PQ induce muerte neuronal por ambas vías, dependiente e independiente de calpaínas [96]. 

En este trabajo encontramos de manera interesante que la sobreexpresión de PRDX5 

confiere una protección total contra la muerte de las células dopaminérgicas mediada por 

PQ.  

 

CONCLUSIÓN 
 

 Con este trabajo demostramos que el PQ induce la compartimentalización de ROS a nivel 

subcelular, reflejada por el patrón de hiperoxidación de las peroxirredoxinas 2-Cys típicas. 

La sobreexpresión de PRDX5 disminuyó eficazmente las ROS mitocondriales y 

citoplasmáticos mediados por el PQ, además de evitar los cambios oxidativos irreversibles 

de la carbonilación sobre las proteínas, lo que resultó en una protección general de las 

células contra la muerte celular inducida por PQ. Es importante resaltar que, al tener PRDX5 

una actividad de eliminación más amplia, una distribución subcelular y una alta capacidad 
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para restaurar el equilibrio redox, representa un enfoque atractivo para el tratamiento de 

la enfermedad de Parkinson, lo que justifica la realización de estudios experimentales 

adicionales en animales para su posterior aplicación en ensayos clínicos. 
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