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Resumen

Los dcidos glutimico y aspirtico son aminodcidos excitadores y tienen un papel como
neurotrasmisores excitadores. Estos actdan sobre receptores a glutamato tales como los
receptores tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), involucrados en la hiperexcitabilidad
neuronal tipica de la epilepsia, enfermedades neurodegenerativas y muerte celular
producida por exceso de excitacién, isquemia, anoxia o hipoglucemia. El acido quinolinico
(QUIN) es un metabolito endégeno de L-triptofano que se forma por la via de la kinurenina
y presenta actividad como agonista de receptores glutamatérgicos tipo NMDA. El QUIN ha
sido el mejor modelo de la enfermedad de Huntington (EH). Por su parte, la dapsona (4,4’-
diamino-difenilsulfona o DDS) es una sulfona, y un conocido agente antimicrobiano y
bacteriostdtico utilizado contra la lepra y en diversas dermatitis. Recientemente, la DDS fue
probada como agente anticonvulsivante. En este trabajo se evalué el efecto de la DDS como
posible agente protector después de la administracién intraestriatal de QUIN: se
administraron dosis de DDS de 6.25, 9.37, 12.5 y 25.0 mg/kg via intraperitoneal y dos horas
después se administré un pl de QUIN (240 nmol /ul) en cuerpo estriado derecho de las
ratas. Siete dias después, se realizaron perfusiones intracardiacas, extraccion y
procesamiento de tejido estriatal por técnicas histoldgicas convencionales, y se procedié a
hacer el conteo celular general, obteniéndose un mayor nimero de células sanas al utilizar
una dosis de DDS de 12.5 mg/kg. Estos hallazgos sugieren un papel protector de la DDS

sobre el patrén de excitotoxicidad ejercido por el QUIN en cuerpo estriado de rata.




Abreviaturas

SNC: Sistema Nervioso Central
NMDA: N-metil-D-aspartato
AAE: aminoacidos excitgdores
QUIN: acido quinoiinicd

DDS: dapsona (4,4’-diaminofenilsulfona)




1. Antecedentes

1.1. Aminocscidos excitadores (AAE)

Los amonoacidos cuyo efecto excitador ha sido demostrado en Sistema Nervioso Central
son los 4cidos aspartico y glutdmico. Sin duda, ambos desempefian un papel como
neurotransmisores excitadores en muchas regiones cerebrales. En los Gltimos afios, los
receptores al glutamato (o en general, receptores a aminodcidos excitadores) han sido objeto
de extensos estudios, tanto por su localizacion intracerebral, como con respecto a su
mecanismo de funcionamiento y farmacologia. Este interés ha sido estimuiado por diversos
estudios experimentales del receptor tipo N-metil-D-aspartato (NMDA, llamado asi por
reconocer especificamente a esta molécula), entre estos estudios estan la diferenciacién y el
crecimiento neural, la plasticidad sindptica manifestada en diversos procesos como la
llamada potenciacién a largo plazo, la hiperexcitabilidad neural tipica de la epilepsia,
enfermedades neurodegenerativas y la muerte celular producida por exceso de excitacion

(excitotoxicidad), isquemia, anoxia o hipoglucemia (Pasantes y col., 1991).

1.2 Receptores para AAE

Los receptores para aminodcidos excitadores (AAE) son genéricamente conocidos
también como receptores glutamatérgicos. Existen dos clases de receptores para AAE
sensibles a glutamato: a) metabotrdpicos, los cuales se encuentran acoplados a proteinas G

y ejercen su accién mediante cascadas de segundos mensajeros; y b) ionotrépicos, los




cuales estan asociados a canales iénicos y son permeables principalmente a Ca® y Na".
Estos ultimos han sido postulados como componentes etiolégicos asociados a algunas
neuropatias observadas en humanos, tales como la isquemia cerebral, la epilepsia, el mal de
Parkinson, la enfermedad de Alzheimer, la corea de Huntington, etc. (Simonnian y Coyle,
1996). El papel mediador del glutamato en la sobreexcitacién de los receptores
metabotrépicos también lieva a patrones de neurotoxicidad descritos recientemente {Sacaan

y Shoepp, 1992).
2. Acido quinolinice (QUIN)
El 4cido quinolinico (4cido 2,3-piridin-dicarboxilico o QUIN) es un metabolito endogeno

del L-triptofano que se forma en la via de la kinurenina (Vender, 1975) y presenta actividad

como agonista de los receptores glutamatérgicos para NMDA (Stone, 1593).

N/ COOH
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El QUIN fue localizado primeramente en tejido cerebral de rata y de humanos
(Wolfensberg y col., 1984) y se encuentra preferencialmente en la corteza cerebral, cuerpo
estriado, hipocampo, diencéfalo, cerebelo y tallo cerebelar de varias especies de mamiferos.
Su concentracién aumenta con la edad, pues se ha comprobado que en animales de edad
avanzada, las concentraciones de QUIN en cerebro llegan a ser elevadas (Moroni y col.,
1984). Lo anterior sugiere que el QUIN podria estar asociado a procesos de envejecimiento
celular tales como el dafio oxidativo y la apoptosis (Stone, 1993).

Por la localizacién de las respectivas enzimas de sintesis - la 3-hidroxi-antranilato-
oxigenasa (3-HAO) - y de degradacién - la QUIN-fosforribosil-transferasa (QPRT) - del
QUIN, se cree que el papel fisiologico de este metabolito podria estar relacionado con su
actividad como neurotrasmisor o neuromodulador en SNC (Stone, 1993).

Por otra parte QUIN presenta una baja capacidad para cruzar la barrera hematoencefélica,
por lo que se cree que su contenido en cerebro es originado endogenamente a partir de la

via de la kinurenina (Foster y col., 1984} (ver Esquema 1).
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Es interesante et hecho que al parecer el cuerpo estriado no cuenta con mecanismos de
degradacion del QUIN en el espacio extracelular por carecer de la QPRT u otras enzimas de
degradacién de este metabolito (Stone, 1993), lo anterior podria explicar la selectividad de

los efectos tdxicos del QUIN sobre dicha regién cerebral.
2.2. Neurotoxicidad del QUIN

E1 QUIN ejerce su patron de toxicidad de dos formas:

1) activando receptores presindpticos para NMDA y a su vez induciendo la liberacion,
por excitacién, de algun posible neurotrasmisor endégeno, el cual a su vez podria
unirse a un receptor post-sindptico glutamatérgico de tipo NMDA; y 2)
fundamentalmente activando receptores NMDA directamente sobre la estructura
postsindptica, con la consecuente generacion de cascadas de cventos iénicos y

metabolitos resultado de dicha activacidn (ver Esquema 2).

[KYNA

N

PRE
RELEASE
PROCISS

Esquema 2. Tomado de Life Sci. Vol. 35 (Schwarcz R. et al 1984)
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2.3. E1 QUIN como modelo experimental de !a enfermedad de Huntington (EH)

En afios recientes, considerable interés se ha centrado en las propiedades neurotoxicas de
los AAE y su posible relevancia para el estudio de enfermedades neurodegenerativas
humanas. El término excitotoxina ha sido acufiado para la familia de AAE que producen
lesiones neuronales caracteristicas que involucran la muerte celular por sobre-excitacién. El
disefio de modelos experimentales de enfermedades neurodegenerativas ha conducido a la
hipétesis de que las excitotoxinas enddgenas pueden existir y actuar en diversas patogénesis
humanas tales como el Parkinson, Alzheimer y Huntington (Simonnian y Coyle, 1996).

En términos generales, en un modelo cldsico de excitotoxicidad, los neurotrasmisores
liberados desde las estructuras presinapticas por activacidn de receptores tipo NMDA bien
podria ser el glutamato, el aspartato o algin otro agente excitador aiun desconocido
{Schwarcz y col., 1984).

Uno de los mis prometedores candidatos de la enfermedad de Huntington descubiertos
para ser utilizado como modelo es el QUIN. Las propiedades excitotoxicas particulares del
QUIN se acentian por su naturaleza enddgena, estando disponible para las funciones
fisiolégicas y fisiopatolégicas del SNC, causando muerte neuronal selectiva (Schwarcz y

col, 1984).




3. Sulfonas
3.1. Dapsona (DDS)

Las sulfonas son derivados genéricos de la 4,4’-diamino-difenilsulfona (Dapsona o DDS)
(ver Esquema 3) y todas presentan propiedades farmacolégicas comunes (Goodman y
Gilman, 1990). Las suifonas pronto atrajeron el interés de los investigadores por su
semejanza quimica con las sulfamidas. En 1937, se observd que la DDS era treinta veces
més activa que la sulfanilamida contra la infeccién estreptocécica del rat6n, Ninguna de las
sulfonas sintetizadas desde entonces tienen tanto valor en la terapéutica de las infecciones
microbianas como la DDS. Mas aun, Rist y colaboradores (1940) y Feldman y
colaboradores (1941) observaron que tanto Ia DDS como la glucosulfona (o promin, un
conocido derivado de la DDS) eran ambos eficaces para atenuar las infecciones

experimentales por el bacilo de la tuberculosis. -

H:N 5 NH

DAPSONA




3.2, Usos terapéuticos y actividad antibacteriana de la DD§

La DDS es un conocido agente antimicrobiano y bacteriostatico (pero no bactericida)
contra M. leprae y se estima una sensibilidad a este firmaco de entre | y 10 ng/ml para
microorganismos reestablecidos en pacientes no tratados (Levy y Peters, 1976). La DDS es
también una sulfona usada comunmente como quimioterapia contra la lepra y en la
profilaxis contra la malaria, y en combinacién con trimetropina para el tratamiento de la
pneumonia causada por Preumocystis carinii. La DDS es también efectiva en una gran
variedad de dermatitis inflamatorias no infecciosas, aunque las bases moleculares de la
accion terapéutica de la DDS en inflamaciones cutineas ain no es clara. Aparentemente
este farmaco tiene la capacidad de interferir con la sintesis del &cido félico en
microorganismos susceptibles. Muchas enfermedades dermatolégicas en las que se utiliza
DDS como farmaco de eleccion, estan caracterizadas por la infiltracion de neutréfilos; sin
embargo, la DDS no interfiere con la migracion, fagocitosis o liberacion de enzimas
lisosomales de los neutrofilos, las cuales son inhibidas por la DDS. Existen dos hipotesis
para explicar esta accién: 1) La DDS puede inhibir bases de la mieloperoxidasa y bases de
peréxido de hidrégeno en sistemas citotoxicos de neutréfilos (Fredenberg y Malkinson,
1987); 6 2) puede actuar como atrapador de especies reacti\‘fas del oxigeno, y asi minimizar
la inflamacién asociada a la produccion de éstas especies reactivas del oxigeno (Wozel y
Barth, 1988).

Ademas de usarse contra la lepra, la DDS ha sido utilizada en dermatologia, como
sustitucién de esteroides y por sus efectos anti-inflamatorios en enfermedades autoinmunes

y dermatitis.
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Reportes clinicos han sugerido que la DDS también puede ser usada para una variedad de
otras erupciones dérmicas, incluyendo dermatitis linear de IgA (Leonard y col., 1982),
dermatitis pustular subcorneal (Olsen y col, 1979), soriasis pustular generalizada
(Macmillan y Champion, 1973) y la vasculitis necrosante (Fredenberg y Malkinson, 1987).
Recientemente, la DDS fue probada como un agente anticonvulsivante efectivo contra
convulsiones amigdalinas e hipocampales (Hamada y col,, 1991; Ishida y col., 1992),
sugiriendo que la DDS puede controlar la descarga neuronal en estos modelos; sin embargo,
el mecanismo preciso de accién protectora de esta suifona en alteraciones epileptogénicas
todavia es poco claro. Por su demostrado potencial terapéutico, el empleo de la DDS se ha
orientado a atenuar el patron de neurotoxicidad del 4cido quinolinico (Santamarfa y col.,
1997), previniendo las alteraciones bioquimicas y conductuales observadas después de la
administracin intraestriatal de esta toxina en ratas. El fecto protector de la DDS sobre la
toxicidad producida por el QUIN resultd dosis-dependiente (Santamaria y col., 1997).
Debido a lo anterior, se sugirié que la DDS puede actuar como antagonista glutamatérgico o
como un posible bloqueader de canales de calcio.

Podrian ser portulados dos posibles mecanismos de proteccion podrian para explicar la
accién de la DDS: 1) Bloqueo de procesos excitatorios mediados por receptores a
glutamato; 6 2) incremento en la inhibicién neuronal probablemente mediada por neuronas

GABAérgicas (Milgram y col., 1991).

La DDS es asi empleada para muchos propositos terapéuticos en humanos, y estos

altimos sugieren una posible utilidad terapéutica en algunas alteraciones neurolégicas e




inflamatorias (Santamaria y col, 1997). A pesar de la prueba funcional, aln no existen
evidencias morfologicas del efecto protector que la DDS ejerce sobre el SNC afectado por

el QUIN.

Debido a lo anterior, el interés de este trabajo se centré en caracterizar el posible efecto
protector de ia DDS a nivel morfolégico, en tejido estriatal de ratas lesionadas tépicamente

con QUIN.




4. Objetivos

B Evaluar, mediante técnicas histolégicas, el dafio neuronal inducido por el QUIN en
cuerpo estriado de ratas,
B Analizar, mediante técnicas histoldgicas, el efecto de dosis crecientes de DDS sobre la

neurotoxicidad inducida por el QUIN en cuerpo estriado de rata.




5. Hipotesis

e E| QUIN producira dafio nwural en cuerpo estriado; que se va contraponiendo por el

efecto neuroprotector de la DDS.

.

» Este efecto neuroprotector sera dosis dependiente.

14




6. Materiales

Animales

Se utilizaron 21 ratas Wistar machos de 250 a 300 g de peso. Se formaron 7 lotes de tres

animales por caja para los diferentes tratamientos.

Reactivos

Se usé solucién salina para la preparacién del QUIN (240 nmol/pl) y se ajusté elpHa 7.4

con NaOH 1 N. Para la preparacién de la DDS, se utilizé una solucién de polietilenglicoi al

4 % en H,0 deionizada. Las concentraciones preparadas de la dapsona fueron 6.25, 9.37,

12.5 y 25 mg/kg.
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7. Métodos

Pretratamientos

Lote 1. Control, los animales fueron inyectados intraperitonealmente (i.p) con solucién
salina, media hora depués se inyecto intraestriatalmente (i.¢) 1ul de solucién salina.

Lote 2. QUIN, los animales fueron inyectados i.p con solucion salina e i.e con écido
quinolinico (240 nmol/ul).

Lote 3. DDS, los animales fueron inyectados i.p con DDS( 12.5mg/kg) e inyectados i.e con
solucién salina .

Lote 4. Tratamiento 1, los animales fueron inyectados con DDS i.p (6.25 mg/kg) + QUIN
1.e (240nmol/ul).

Lote 5. Tratamiento 2, los animales fueron inyectados con DDS i.p (9.375 mg/kg) + QUIN
i.e {240nmol/ul)

Lote 6. Tratamiento 3, los animales fueron inyectados con DDS i.p (12.5 mg/kg) + QUIN
i.e (240nmol/pul).

Lote 7. Tratamiento 4, los animales fueron inyectados con DDS i.p (25 mg/kg) + QUIN i.e

(240nmol/ul).




Microinyeccion estereotaxica

Treinta minutos después de los respectivos pretratamientos con DDS y/o solucién salina
via ip., las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sodico (50mg/kg) ¥ sometidas g
inyecciones unilaterales de QUIN (240 nmol/pl), con un volumen de 1 pl, con una
microjeringa Hamilton de 10 pl en el cuerpo estriado derecho de los animales a las
siguientes coordenadas estereotdxicas: 0.5 mm anterior a bregma, 2.6 mm lateral a bregma
y 4.5Smm ventral a Ia dura. De acuerdo con el atlas estereotaxico del cerebro de rata de
Paxinos y Watson (1998). Ei QUIN fue administrado en un periodo de 2 minutos y la
jeringa fue mantenida en en el sitio durante otros dos minutos después de los cuales fue

removida lentamente.
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Perfusion

Después de siete dias, el cerebro de las ratas fue perfundido, realizando una puncion en el
ventriculo derecho del corazén y se procedid a drenar la sangre durante diez minutos con
solucién salina y heparina, para evitar coagulacién (500 ml de suero y 1 ml de heparina);
transcurrido este tiempo, se perfundié a cada animal con formaldehido al 10% en suero. Se
extrajo €l cerebro y se corté el tejido 3 mm hacia la derecha y 3 mm a la izquierda de la
lesién; esta muestra se coloco en un frasco con paraformaldehido al 10% y se procedid a la
inclusion en parafina (Anexo I).

Se hicieron cortes seriados de Su de grosor, y se utilizaron las siguientes técnicas
histolégicas: Hematoxilina -Eosina (Anexo III), Tricrémico de Mason (Anexo IV), Violeta
de cresilo (Anexo II}.

Para ¢l conteo celular se toraron 10 campos al azar por laminilla.

Andlisis Estadistico

Para el analisis del conteo de células en los diferentes tratamientos se realizd un analisis
de varianza de Kruskal-Wallis. Posteriormente, se consider6 a los diferentes tratamientos
para estadistica paramétirca comparativa, por lo que se les aplicé una prueba de Tukey para

comparaciones de medias.




8. Resultados

8.1. Descripcidn histolégica

En la figura 1 A, se muestra el cuerpo estriado de una rata control a la cual se le administré
solucién salina via intraestriatal. Se observan neuronas con apariencia normal (N) con
pageutes de fibras (f) entre ellas y parénquima normal. La figura 1B presenta una
micrografia de estriado de una rata tratada con QUIN que se utilizo como control positivo
de dafio; en ésta se observan neuronas estriatales necrosadas (d), intenso edema intersticial
(*), ausencia de fibras, neuronas hiprcromaticas ( T )y algunos nicleos ya en estado
picnético. En el grupo tratado con dapsona a una concentracion de 12.5 mg/kg, (control
positivo de proteccién) se encontré que el estriado tenia una apariencia completamente
normal con neuronas preservadas (N), parénquima cerebral normal, fibras presentes y
preservadas (f). (Figura 1 C)

En la figura 1D se observa el'estriado de una rata tratada con QUIN a una concentracién de
240 nmol/p! + Dapsona a una concentracién de 6.25 mg/kg , en la cual se observa que la
dapsona no tuvo efecto protector sobre el tejido neuronal ya que se observan neuronas
necrosadas (d), hipercromaticas ( 1}, niicleos aislados de glia, ausencia de fibras nerviosas,
congestién capilar (C) e intenso edema intersticial (* ) que son cambios muy parecidos a
los vistos en las ratas tratadas sélo con QUIN. En la figura 1E se muestra el estriado de una
rata tratada con QUIN + Dapsona 9.375 mg/kl, con presencia de neuronas necrosadas y
nticleos hipercromaticos ( 1 ) entre algunas neuronas de apariencia normal (N}, fibras
dafiadas (fd) y poco edema intersticial (*); sugiriendo que al aumentar la concentracion de

dapsona hay un ligero efecto protector, ya que las alteraciones observadas son menores. La
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micrografia de la fgura 1F muestra el estriado de una rata tratada con QUIN + Dapsona a
una concentracion de 12.5 mg/kg, en la cual podemos observar un marcado efecto protector
sobre el tejido evidenciado por neuronas bien preservadas (N} dispuestas entre pageuetes de
fibras nerviosas (f) con un parénquima cerebral bien constituido. El mismo efecto fue
observado en las ratas tratadas con QUIN + Dapsona a 25.0 mg/kg (micrografia no

mostrada).

8.2. Efecto de la DDS sobre el nimere de células sanas en cuerpo estriado de ratas

lesionadas con QUIN

Los resultados de la Grafica 1 muestran la densidad de células sanas por campo en Cuerpo
estriado de ratas administradas con QUIN. Si comparamos el tratamiento con QUIN solo
(240 nmol/pl), se observa que hay un 85 % de disminucion del numetro de células sanas con
respecto al tratamiento control. Cuando se administran las dosis de 6.25 y 9.375 mg/kg de
DDS + QUIN, se obtienen valores de 85 % y 95 % de disminucion del niimero de células
sanas, respectivamente. En contraste, a la dosis de 12.5 mg/kg, el porcentaje de disminucién

de células sanas fue de 55 %, mostrandose una tendencia similar para la dosis de 25 mg/kg.
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8.3. Efecto de la DDS sobre el nimero de células dafiadas en cuerpo estriado de ratas

lesionadas con QUIN

La Grafica 2 muestra la densidad de células daitadas por campo cuando se administran
diferentes dosis de DDS + QUIN. Se observa que cuando-se administra {inicamente el
QUIN (240 nmol/pl) via intraestriatal, hay un evidente aumento en el namero de células

daftadas (300 %) con respecto al control,

Por su parte, con las dosis de 6.25 y 9.375 mg/kg de DDS, hay un 100 % de aumento en el
nimero de células dafiadas para ambas dosis con respecto al valor control, mientras que a
las dosis de 12.5 y 25.0 mg/kg no se detectd aumento en el nimero de células dafladas con

respecto al valor control.

8.4. Efecto de la DDS sobre el nimero de células totales en cuerpo estriado de ratas

lesionadas con QUIN

La Grafica 3 muestra la densidad de células totales por campo en cuerpo estriado de ratas.

Se enconttd un 67% de disminucién en el numero de células totales en los lotes tratados
| con QUIN solo. Al administrar DDS a las dosis de 6.25 v 9.375 mgkg + QUIN, se
observaron disminuciones de 76 % y 81 % vs control, respectivamente. Con la dosis de

12.5 mg/kg se observé una disminucién del total celular del 57 %, al igual que a la dosis de

25 mg/kg.
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8.5, Efecto de la DDS sobre la tasa de mortalidad neuronal en cuerpo estriado de ratas

lesionadas con QUIN

En la Grafica 4 se observa que en animales control, !a tasa de mortalidad neuronal es baja,
mientras que cuando se introduce un control de DDS (12.5 mg/kg) se observa un 75% de
tasa de dafio con respecto al control, el cual no resultd significativo. En animales tratados
Unicamente con QUIN, se observa un 8,000 % de aumento en la tasa de dafio con respecto
al control y cuando se administran las dosis de 6.25 y 9.375 mg/kg, hay un 5,600 % y 6,400
% de aumento en las tasas de dafio vs control, respectivamente. A la dosis de 12.5 mg/kg de
DDS hay una tasa de dafio neuronal de 1,300 %, y en ¢l caso de la DDS a 25.0 mg/kg, esta

tasa fue de 1,500 % vs control.
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9. Discusion

En este trabajo se evalué el efecto protector de la DDS sobre las alteraciones
morfologicas observadas en un modelo excitotoxico de dafio neuronal producido por el
QUIN en cuerpo estriado de rata. El efecto protector de la DDS sobre la toxicidad ejercida
por el QUIN observado en este estudio, resulté ser dosis-dependiente, de acuerdo a previos
estudios acerca de efectos neuroprotectores de este firmaco descritos a dosis equivalentes
en algunos modelos excitotéxicos similares (Ishida y col., 1992; Altagracia y col., 1994,
Santamaria y col., 1997). Como se pudo observar en los animales tratados con DDS ¥y
QUIN, a dosis de DDS (6.25 y 9.37 mg/kg) la tasa de mortalidad neuronal no disminuyé
significativamente con respecto a la alcanzada por el QUIN sélo, por lo que se concluye que
la DDS no tiene efecto protector sobre la toxicidad det QUIN a dichas dosis; sin embargo,
es importante mencionar que la DDS a dosis de 12.5 y 25.0 mg/kg result6 ser efectiva como
protector y atenué la destruccion celular por QUIN, lo que demuestra un efecto dosis-
dependiente de la DDS, sugiriendo que sus mecanismos median su accién protectora sobre

la activacion de diferentes poblaciones de receptores a glutamato (NMDA y no-NMDA).

Por otra parte, se ha encontrado que la dizocilpina (MK-801) - un farmaco que bloquea
canales de calcio asociados a receptores para AAE - es capaz de previenir completamente la
neurotoxicidad inducida por el QUIN (Santamaria y col, 1996). El mecanismo de
proteccién de la dizocilpina contra la toxicidad del QUIN es mediado por un antagonismo

no competitivo sobre receptores tipo NMDA. Consccuentemente, no s dificil hipotetizar
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que la DDS tambien podria estar actuando, al menos parcialmente, como bloqueador
selectivo de canales de calcio o como un modulador de receptores a glutamato. Esta
especulacion se ve reforzada por el efecto protector que la DDS ejerce sobre la disminucién
sobre los niveles estriatales de GABA mediada por el dcido kainico (KA). El KA es un
conocido agonista glutamatérgico de receptores tipo no-NMDA y presenta actividad
excitotéxica, lo que sugiere un amplio espectro de accion de la DDS sobre diferentes

entidades de receptores glutamatérgicos.

Se sabe que la DDS es un firmaco de eleccion comunmente empleado en diversos
desérdenes infecciosos (May y col., 1990; May y col., 1993), incluyendo la lepra y también
es administrado comunmente como componente politerapéutico en desérdenes crénicos con
componentes autoinmunes (Kumato y col.,1983; Swain y col., 1983; Waters, 1983), contra
el sarcoma de Karposi (Poulsen y col., 1984) y contra pneumonia causada por Prieumocystis
carinii en pacientes con SIDA (Leoung y col., 1986; Lee y col., 1989). Las mecanismos
terapéuticos de la DDS en todos estos desdrdenes tienen que ver con sus propiedades
antibiéticas y anti-inflamatorias.

Se han propuesto ademds tres posibles mecanismos para la accién neuroprotectora de la

sulfona a nivel de modelos excitatorios:

1) La DDS podria estar actuando como atrapador de especies reactivas del oxigeno

(Wozel y Barth, 1988), o bien inhibiendo el sistema citotoxico de neutréfilos

(Fredenberg y Malkinson, 1987);
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2) Podria también estar bloqueando procesos excitatorios mediados por receptores a

glutamato;

3) 6 bien podria estar incrementando la inhibicion recurrente mediada
probablemente por neuronas GABAérgicas (Milgram y col, 1991) en un proceso

claramente antagénico a la excitotoxicidad.

Como se menciond en el primer mecanismo, fa DDS puede actuar como atrapador de
radicales, disminuyendo la concentracion de intermediarios del oxigeno (H,O,, OH. ¥ 0,.-}
en capitulos de inflamacién producidos por leucocitos polimorfonucleares (Niwa y col,
1984). Muchos intermediarios del oxigeno son generados por Hy03, y la reaccién directa de
la sulfona con peréxido de hidrégeno puede también inhibir el efecto del sistema citotoxico
del complejo mieloperoxidasa-H;0;. Un efecto antioxidante similar de la DDS ha sido
demostrado en la inhibicién de la proteasa humana alfa-1 in vitro (Theron y Anderson,
1982). Mas investigaciones in vitro en células endoteliales pulmonares de bovino, sugieren
un efecto critico anti-inflamatorio que envuelve la supresién directa de la generacién de
toxicos, radicales derivados del oxigeno en leucocitos polimorfonucleares y mejora la

inhibicién de la formacién de intermediarios del oxigeno (Martin y Kachel, 1985).

El metabolismo de la DDS y la generacién de subproductos toxicos o potencialmente
terapéuticos de la misma, tienen que ver ambos con su destino en el organismo. Dicho

metabolismo se da generalmente en dos vias:
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a) por N-acetilacién (Gelber y col., 1971; Weber y Hein, 1985; May y col., 1990) que
genera el producto protector y que se lleva a cabo en el higado, siendo que el grado de
acetilacién esta determinado genéticamente. La eliminacion urinaria de sulfonas varia en

humanos y va del 70% al 80% (Goodman y Gilman,1978);

b) por hidroxilacion (DDS-NOH) (Israili y col., 1973) y causa hemolisis de varios grados;
también es comin la metahemoglobinemia (Vage y col., 1991) y puede existir formacién
secundaria de los cuerpos de Heinz. La anemia hemolitica es rara, excepto cuando hay
anomalias de los eritrocitos o de la médula ésea (Pengelly, 1963); sin embargo, a veces es

tan intensa que las manifestaciones de hipoxia son evidentes.

Las sulfonas se distribuyen por todo el liquido corporal y en todos los tejidos. Tienen
afinidad por la piel y los misculos, especialmente por el higado y el rifion; en éstos drganos
se encuentran indicios del medicamento hasta tres semanas después de haber suspendido el
tratamiento, y se mantiene fargo tiempo en el torrente sanguineo (Goodman y Gilman,

1978).

Aunque la DDS es empleada comunmente para muchos propositos terapéuticos en
humanos, una parte de su metabolismo podria ser dailina si no se administra correctamente:
si la DDS se va por la via de la hidroxilacién por efecto de un esquema terapéutico erréneo

o por elevadas dosis, podrian observarse efectos negativos.
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Los datos presentados en este trabajo sugieren su posible utilidad terapéutica especifica en
el tratamiento de algunas alteraciones neurdlogicas de origen inflamatorio o infeccioso.
Adicionalmente, podriamos sugerir que los efectos protectores ejercidos por la DDS en este
trabajo corresponden a una orientacién clara en su metabolismo hacia la formacién de la
especie acetilada, y no la hidroxilada. Sin embargo, aunque aqui se sugiere su posible
empleo terapéutico a nivel experimental, debe considerarse que ain no es conveniente
postularlo como farmaco de eleccién para el tratamiento de neuropatias humanas y que si
serfa conveniente la realizacién de otros estudios mdas detallados para poder asegurar su

correcta administracién y garantizar su adecuado metabolismo.
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10. Conclusiones

e Se observé un claro efecto téxico del QUIN en cuerpo estriado de ratas, evidenciado
tanto por la destruccion de células nerviosas y fibras a nivel de analisis morfoldgico,

como por el incremento en la tasa de dafio celular

e Se encontréd un efecto protector de la DDS sobre la neurotoxicidad inducida por el QUIN
a nivel morfolégico en cuerpo estriado de ratas lesionadas topicamente con la toxina.
Dicho efecto resultd ser dosis-dependiente, exhibiendo sus mayores efectos a las dosis

mas altas

e Las dosis efectivas de DDS para prevenir el dafio generado por el QUIN en cuerpo

estriado fueron de 12.5 y 25 mg/kg

e Los mecanismos involucrados en dicho efecto protector podrian tener relacién con la
accidn antioxidante de la DDS, con su metabolismo preferencial hacia la acetilacion ylo

con e! bloqueo de canales de calcio o de receptores para AAE
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Anexo L. Procesamiento de muestras e inclusién de tejido (Luna, 1995).

Se lavan los cerebros en agua corriente por 3 horas para quitar el exceso de formol.

s Selavan en agua destilada.

e Se deshidratan en alcoholes graduales de 60, 70, 80, 96 dos cambios; alcohol absoluto
dos cambios: se aclaran dos cambios de xilol (1 hora por cada cambio).

e Se hicieron dos cambios en parafina por una hora cada cambio y se hizo la inclusién

definitiva.

e Se hicieron tos cortes de 5 micras de grosor (en microtomo de parafina).
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Anexo I1. Técnica de tincién por Violeta de cresilo (0.5 %) (Luna, 1995).

e Xileno, dos cambios de 15 min.

o Alcohol absoluto 3 min.

s Alcohol 95 % 3 min.

¢ Hidratar con agua destilada 3 min.

o Tefiir de uno a tres minutos con la solucion de violeta de cresilo.
e Lavar con dos cambios de agua destilada 3 minutos.

o Pasar al alcohol de 95° durante 30 seg.

e Pasarlos por alcohol absoluto durante 30 seg.

s Pasarlos a xilol durante un minuto.

o Montar con Entellan.
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Anexo II1. Técnica de tincién por Hematoxilina-Eosina (Luna, 1993).

Desparafinar en Xilol

» Hidratar en alcoholes graduaies

o Pasarlos por agua destilada

« Pasarlos a la hematoxilina de Harris

» Se pasa por agua destilada de nuevo

¢ Se pasan a una solucién de carbonato de litio
e Selavan con agua destilada de nuevo
¢ Se pasan al alcohol de 70°

» Se pasan a Eosina por dos minutos

s Se pasan al alcohol de 70°

s Se deshidrata en alcohol Eie 96°

o Se pasan a alcohol absoluto

e Se aclaran en xilol en dos cambios

¢ Se cubren con resina
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Anexo IV. Técnica de tincién por Tricémico de Masson (Luna, 1995).

o Desparafinar en Xilol

o Deshidratar en alcoholes graduales

¢ Seenjuaga con agua destilada

s Sepasan 12 horas a Bouin

s Lavar en agua corriente por 15 minutos

o Enjuagar en agua destilada

s DPasar a una solucién de Bouin durante una noche a temperatura ambiente
e Lavar con agua corriente hasta que el color amarillo haya desaparecido

« Enjuagar en agua destilada

e pasar a una solucién de hematoxilina férrica de Weigert 15 min

o Lavar en agua corriente durante 10 min para virar a la hematoxilina (agitando

suavemente y cambiando el agua)

» Enjuagar en agua destilada

e Pasar a una solucion de fucsina escarlata por 15 min

» Enjuagar con agua destilada 3 veces

e Pasar a la solucién de 4cido fosfomolibdico y fosfotungstico de 10-15 min
e Pasar a una solucién de azul de anilina por 12 min

+ Selavan en agua destilada 3 veces durante 5 minutos

e Pasar a una solucién acuosa de acido acético al 1% de 3-5 min

o Deshidratar en alcoholes graduales (70°, 96°, absoluto y xilol 2 cambios)

® Cubrir con resina sintética.
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