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RESUMEN

En este trabajo se estudio el efecto del aminoacido homocisteina (HCY) utilizando
un modelo de lipoperoxidacion (LP), un mecanismo de neurotoxicidad oxidativa en
sinaptosomas de cerebro de rata. La LP se determino utilizando como marcador la
cantidad de especies reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) formadas después de cada
tratamiento en los sinaptosomas expuestos a HCY. Ademas, se estudié el efecto de la
HCY sobre el comportamiento en ratas administradas sistémicamente con esta toxina y la
posible correlacién con la LP en diferentes areas cerebrales.

Los resultados indicaron un incremento de la LP en los sinaptosomas dependiente de la
concentracion de HCY (5-1000 pM). Cuando se compararon a concentraciones
equimolares (100 uM) con otros agentes oxidantes, el poder oxidativo que mostré la HCY
resulté menor al presentado por el oxidante sulfato ferroso, similar al producido por el
glutamato (Glu) y a la toxina mitocondrial acido 3-nitropropidnico, y mas alta que la
presentada por los agonistas acido kainico (KA) y acido quinolinico (QUIN). El antagonista
del receptor para NMDA (rNMDA), el MK-801 bloqueé completamente la LP inducida por
la HCY a concentraciones entre 5 a 1000 uM, mientras el antioxidante N-acetil-L-cisteina
(NAC), resultd menos efectivo, alcanzando su proteccion contra la LP inducida por la HCY
a concentraciones mas altas (400 and 1000 pM). Se estudié también el efecto de tres
inhibidores de la sintasa del 6xido nitrico (SON), 7-nitroindazol (7-NI), Nw-nitro-L-arginina
(L-NARG) y Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) sobre la LP inducida por HCY,
ambos inhibidores inespecificos (L-NARG y L-NAME) disminuyeron mas efectivamente la
LP que el inhibidor neuronal especifico (7-Nl). Estos resultados muestran gque
concentraciones submilimolares de HCY pueden inducir dafio oxidativo en terminales
nerviosas, y este efecto involucra la estimulacion de rNMDA, activacion de la SON y la
formacion de radicales libres.

Por otro lado, aungque hubo cambios en el patron conductual en la administracion
sistémica de HCY en ratas, no se encontré ninguna asociacion con los niveles de
lipoperoxidacion medidos en las diferentes areas del cerebro (hipocampo, hipotalamo,
corteza , tallo cerebral, cerebelo y estriado), por lo que se sugiere que deben emplearse

otras condiciones para el mismo modelo in vivo para determinar si existe una asociacion.



ABSTRACT

The effect of homocysteine (HCY) on lipid peroxidation (LP), a current
mechanism of oxidative neurotoxicity, was investigated in rat brain synaptosomes.
LP was assessed by measuring the amount of thiobarbituric acid-reactive
substances (TBARS) formed from synaptosomal fractions following HCY
treatment. Increasing HCY concentrations (5-1000 pM) enhanced the TBARS
formation in brain synaptosomes in a concentration-dependent manner. When
compared at equimolar concentrations (100 pM), the oxidative potency of HCY
resulted lower than that of the oxidant agent ferrous sulfate, similar to that
produced by glutamate (Glu) and the mitochondrial toxin 3-nitropropionic acid, and
higher than that of the Glu agonists, kainate and quinolinate. The N-methyl-D-
aspartate receptor (NMDAr) antagonist MK-801 completely blocked the HCY-
induced LP at concentrations between 5 to 1000 pyM, whereas the well-known
antioxidant N-acetylcysteine (NAC) was less effective, but still protective against
the HCY oxidative toxicity at higher concentrations (400 and 1000 uM). Three nitric
oxide synthase (NOS) inhibitors - 7-nitroindazole (7-Nl), Nw-nitro-L-arginine (L-
NARG) and Nw-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) - were also tested on HCY-
induced LP at increasing concentrations. Both non specific NOS inhibitors (L-
NARG and L-NAME) decreased more effectively the HCY-induced LP than did the
selective neuronal NOS inhibitor, 7-NIl. These results show that submillimolar
concentrations of HCY can induce oxidative injury to nerve terminals, and this
effect involves NMDAr stimulation, NOS activation and associated free radicals
* formation.
On the other hand, although there were important changes in the behavioral tests
after the systemic administration HCY in rats, we did not find any association with
lipoperoxidation levels, which were measured in different areas (hippocampus,
hypothalamus, cortex, striatum, brain stem and cerebellum). Therefore the toxic
model evoked by HCY under in vivo condition must be investigated with new
experimental conditions in order to search for a possible correlation between

behavioral and biochemical changes.



1.- INTRODUCCION.

Las enfermedades vasculares se han convertido en un serio problema de
salud plblica vy son causa frecuente de mortalidad en varios paises. La
hiperhomocisteinemia moderada ha sido identificada como un factor de riesgo
independiente en enfermedades cardiovasculares, trombosis y defectos del cierre
del tubo neural (Engbersen y cols.,1995; Malinow,1995; Durand y cols.,2001).

La homocisteina (HCY) es un aminoacido que se encuentra en el
organismo y que es de gran interés clinico. Este aminoacido fue originalmente
identificado a principios de los afios 60°s del siglo pasado como un metabolito
urinario en pacientes con homocistinuria (Mudd y cols.,1995). La concentracion de
Homocisteina plasmatica encontrada en las poblaciones normales es de 5 a 15
nmol/ml, Siﬁ embargo, una elevacion moderada entre 15 a 50 nmol/ml se presenta
en la poblacion con hiperhomocisteinemia (Bellamy y McDowell,1997) y estos
niveles pueden alcanzar concentraciones de hasta 200 nmol/ml en pacientes con
homocistinuria (Malinow,1990). Se han descrito diversas anormalidades en las
enzimas que controlan el metabolismo de la HCY en los sujetos que presentan
elevaciones de la HCY, principalmente alteraciones de la enzima cistationiona
fB.sintetasa (CBS) la cual regula uno de los pasos tempranos en la via de la
transulfuracién de la HCY a cisteina. Por otro lado, esta la enzima 5,10-
Metiléntetrahidrofolato reductasa (MTHFR), la cual proporciona el substrato para la
remetilacion de la HCY a metionina (Malinow,1990), asi como las deficiencias en
las vitaminas B6, B12 y de folatos, cuya ingesta diaria se encuentra por debajo de
los estandares recomendados en un gran porcentaje de la poblacion (Stampfer y
cols,1995).



1.1. METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA

La homocisteina (HCY) es un aminoacido que contiene un grupo tiol, que se
origina metabodlicamente mediante la desmetilacion de la metionina. Este es un
aminodcido esencial que, ademas, de ser precursor y componente de péptidos y
proteinas, desempefia una importante funcién metabdlica al participar en un
sistema de transferencia de grupos metilos (Fig.1) (Menéndez y Fernandez-
Brito,1999).

Fig. 1. Mélecula de la homocisteina y sus formas conjugadas.

HS-CH:-CHz-fH-NHz HS-CH:-CH;-TH-NHe
COOH f()

HOMOCISTEINA HN-CH2-CH2-CH2-CH2- PROTEINA -
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§-CH2-CH2-CH-COOH S-CH2-CH-COOH
‘S~CH2—CH;—CH—COOH S-CH2-CH2-CH-COOH

| |
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HOMOCISTINA DISULFURO DE CISTEINA-HOMOCISTEINA

DISULFURO DE HOMOCISTEINA-
HOMOCISTEINA

La presencia del grupo tiol de la HCY la hace una molécula faciimente oxidable en
el organismo, confiriéndole la posibilidad de llevar a cabo multiples interacciones,
y por lo tanto tomar diversos destinos, formando mezclas disulfuro con otras
moléculas de HCY para formar homocistina, reaccionando con la cisteina para

formar disulfuros mixtos de homocisteina y cisteina, o reaccionando con residuos



de cisteina de péptidos y proteinas, principalmente albimina, a ésta dltima
variante se le conoce como HCY ligada a proteina (Fig 1). Su forma conjugada
con otros aminoacidos representa del 10 al 20 % del total en el organismo y la
HCY ligada a proteinas representa entre 70 y 90 %, mientras que la forma libre o
reducida se encuentra entre 1 a 2% (Jacobsen,1998; Welch y Loscalzo,1998).
Tanto a la forma libre como a la forma conjugada se les denomina homocist(e)ina
(Malinow, 1990); sin embargo, existe controversia al respecto (Menéndez y
Fernandez-Brito, 1999)

Se han descrito multiples alteraciones en diferentes enzimas que controlan
el metabolismo de la HCY en sujetos que presentan homocisteinemia. La HCY se
encuentra en la interseccion de dos vias metabdlicas, la transulfuracion y la
remetilacion. La via de la transulfuracién representa la alternativa en el caso de
que la metionina se encuentre en exceso relativo y no se requiera su
recuperacion: la HCY se condensa con la cisteina para formar cistationina,
reaccion que es catalizada mediante la enzima cistationina-p-sintetasa (CBS)
(EC 4.2.1.22) la cual es dependiente de vitamina B6 y fosfato de piridoxal.

Posteriormente, la cistationina se hidroliza mediante la enzima y-cistationasa

(EC4.4.1.1) para dar cisteina y «a-cetoglutarato, y finalmente la cisteina es
catabolizada oxidativamente a sulfato y diéxido de carbono (Menéndez y
Fernandez-Brito,1999; Miner y cols., 1997).

El gen de la CBS se encuentra localizado en el cromosoma 21,
especificamente en la region 21922.3 (Munke y cols.,1998). La CBS es una
molécula tetramérica con subunidades de 63 Kda cada una y posee una afinidad
por dos sustratos: la HCY y la serina, asi como a tres ligandos adicionales:
fosfato de piridoxal, un activador aldsterico de la S-adenosilmetionina y el grupo
hemo cuya funcion se desconoce (Kraus,1994).

La metionina se genera en cantidades importantes por la via de la
remetilacion de la HCY, una reaccion catalizada por la enzima metiltetrahidrofolato
Homocisteina metiltransferasa, también conocida como metionina sintetasa. Esta
reaccion enzimatica requiere a la enzima metiléntetrahidrofolato reductasa
(MTHFR; EC 1.1.1.68), la cual es una flavoproteina que cataliza la reduccién del



5,10-metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato, que es la forma mas
abundante de los folatos en el organismo y donador de grupos metilos para la
remetilacion de la HCY a metionina. Esta reaccién es catalizada por la enzima
metionina sintasa y es dependiente de vitamina B12 (Mudd y cols.,1995; Harmon
y cols,1996; Miner y cols,1997 ) (Fig.2).

FIG.2. ViA METABOLICA DE LA HOMOCISTEINA
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1.1.1 CISTATIONINA-B-SINTETASA (CBS).

Alteraciones en el gen que codifica para la CBS son la causa de la
homocistinuria clasica en sujetos heterocigotos, siendo una enfermedad con un
patron de herencia autosémico recesivo y con una prevalencia estimada que va
desde 1:200,000 y hasta 1:350,000 (Mudd y cols.,1995), y se caracteriza por
presentar elevadas concentraciones de HCY y metionina en sangre y orina
(Finkelstein y cols.,1964).



En 1999 se establecié que el gen de la CBS presentaba 92 diferentes mutaciones
plenamente identificadas en 310 alelos de pacientes con homocistinuria, los
cuales fueron evaluados en mas de una docena de laboratorios de todo el mundo,
aunque la mayoria de las mutaciones fueron sin sentido o mutaciones privadas
que ocurrian en una o muy pocas familias (Krauss,1999).

La homocistinuria es una entidad multisistémica, en donde las
manifestaciones mas frecuentes abarcan al sistema nervioso central, sistema
circulatorio, sistema esquelético y al sentido de la vista. Los niveles plasmaticos de

HCY pueden alcanzar niveles tan altos como 500 umol/L. (Stein y McBride,1998).

1.1.2 METILENTETRAHIDROFOLATO REDUCTASA (MTHFR).

La deficiencia de la MTHFR es el error mas frecuente en el metabolismo de
los folatos. Es una enfermedad autosémica recesiva cuyo gen responsable que
codifica para la enzima se encuentra localizado en el cromosoma 1 en la region
1p36.3 (Goyette y cols.,1994). Hasta el momento se han identificado 24
mutaciones en el gen de la MTHFR (Sibani y cols.,2000).

Los individuos con una deficiencia en la MTHFR presentan una patologia
vascular similar a la encontrada en aquellos pacientes que tienen una deficiencia
en la CBS, ademas pueden presentar alteraciones neuroldgicas y retraso mental.
Las mutaciones presentes en el gen de la MTHFR puede producir una deficiencia
moderada de la enzima que resulta en una moderada homocisteinemia. La
severidad de las manifestaciones clinicas, asi como el desarreglo bioquimico,
dependeran del grado de la deficiencia en la enzima. Kang y cols. en 1988,
reportaron una nueva variante termolabil de la MTHFR que se encuentra asociada
con un incremento de Homocisteina en plasma, aunque Goyette y Rozen, (2000),
presentaron evidencia de que el polimorfismo C677T influye en la severidad de la
homocistinuria causada por mutaciones en otra parte del gen.

Frosst y cols., en 1995, identificaron en el gen que codifica para la enzima

MTHFR una sustitucién de una citosina por una timina en el nucleétido 677 que



convierte una alanina en valina. Esta mutacion genera un sitio de restriccion
reconocido por la endonucleasa Hinfl; la que permiti6 a Frosst analizar 114
cromosomas de sujetos Franco-Canadienses encontrando una frecuencia del
0.38. Las formas homocigota y heterocigota se han relacionado con una reduccién
de la actividad de la MTHFR. La frecuencia para homocigotos en esta mutacion
se encuentra presente entre un 9 a un 17% de la poblacién, mientras que la
frecuencia para heterocigotos se encuentra entre 30 a 41% de la poblacion
general ( Kang y cols.,1991).

1.2 HOMOCISTEINA Y ENFERMEDAD.

McCully, en el afio de 1969, fue el primero en reportar a un nifo moribundo
con homocistinuria, cistatinuria y aciduria metilmalénica secundarias a
anormalidades del metabolismo de cobalamina; las lesiones que presentaban eran
similares a las que presentaban los pacientes con una deficiencia de la enzima
CBS. Estas observaciones sugirieron que la elevada concentracion de HCY en
plasma que presentaban los pacientes con homocistinuria era responsable del
desarrollo de enfermedades oclusivas arteriales (Selhub y cols,1993; Welch y
Loscalzo,1998). Subsecuentes investigaciones han confirmado la hipétesis de
McCully, y esta quedando claro que la hiperhomocisteinemia es un factor
independiente de riesgo para desarrollar aterosclerosis y aterotrombosis (Welch y
loscalzo,1998). En un estudio realizado en pacientes con enfermedad arterial
oclusiva periférica y cerebral de inicio temprano, se encontré que 26 de ellos
presentaban concentraciones elevadas de HCY (Brattstrom y cols.,1990). EIl
resultado de varios estudios, tanto retrospectivos y caso-control, ha establecido
que la hiperhomocisteinemia moderada esta asociada con el incremento en el
riesgo de desarrollar enfermedad coronaria, cerebral y vascular periférica. Kang
fue uno de los primeros investigadores en sefialar que una variante termolabil de
la MTHFR era un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedad arterial

coronaria (Kang y cols,1988). A partir de ahi, varios estudios han sefialado a la



hiperhomocisteinemia como un factor independiente para desarrollar
enfermedades vasculares, principalmente a las causadas por la mutacién C677T
del gen de la MTHFR. En un meta-andlisis se identificaron 13 estudios en los
cuales se establece la relacién de las concentraciones plasmaticas de HCY y de
los diferentes genotipos de la mutacion C677T en la MTHFR. En 23 estudios
caso-control que comprenden 5868 pacientes con enfermedades vasculares y
6644 sujetos controles, se encontré que los pacientes que eran homocigotos para
esta mutacion mostraban niveles mas altos de HCY que los que no presentaban
la mutacién. Sin embargo, no se encontré diferencia estadisticamente significativa
entre los pacientes y los controles en la frecuencia del alelo mutado que fue de un
34% y 33.8%, respectivamente; o entre el genotipo homocigoto de la mutacién
(11.9% y 11.7%, respectivamente). Por otra parte, en el analisis de 23 estudios
llevados a cabo en pacientes con enfermedad vascular, se encontré un riesgo
relativo de 1.12; con lo que se concluia que, aunque la mutacion C677T de la
MTHFR es la mayor causa de hiperhomocisteinemia moderada, ésta no
incrementa el riesgo de padecer enfermedad cardiovascular y que la
hiperhomocisteinemia que presentan los pacientes frecuentemente con
enfermedad vascular no esta relacionada casualmente con la patogénesis de la
enfermedad (Brattstrom y cols.,1998).
En una revision de todos los estudios epidemiolégicos reportados de 1965 a 1999,
sobre la participacién de la homocisteina como un factor de riesgo para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares, se concluye que, aunque existe una
gran evidencia epidemiologica entre la asociacion de riesgo cardiovascular y el
incremento en los niveles plasmaticos de HCY, no todos los estudios resultan ser
consistentes, y que se debe de demostrar que disminuyendo los niveles de
Homocisteina en el plasma, ésto resultara en una reduccion en el riesgo para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Eikelboom y cols.,1999).

En los ultimos ainos, se han publicado varios reportes referentes a la posible
participacion que tiene la HCY en la patogénesis de ciertas enfermedades.
Breteler en el 2000, en un estudio de tipo epidemiolégico llevado a cabo para

buscar factores vasculares en la enfermedad de Alzheimer, menciona que la HCY



podria estar jugando un papel importante en la patogénesis de la enfermedad
(Breteler, 2000). '

1.2. HOMOCISTEINA, GENERO Y EDAD.

Existen una serie de estudios tanto transversales como prospectivos,
llevados a cabo en gente joven y de mediana edad que han mostrado la existencia
de una asociacion entre los niveles plasmaticos de HCY vy el incremento en el
riesgo de infarto al miocardio (Boushey y cols.,1995; Graham y cols.,1997;
Hoogeveen,1998; Stampfer,1992; Perry, 1995). Sin embargo, otros estudios no
concuerdan con esta asociacion (Alfthan y cols.,1994).

En un estudio realizado por Selhub, para comparar los niveles plasmaticos
entre la poblacién joven y la adulta mayor, encontré que la poblacién adulta mayor
presentan niveles mayores de HCY plasmatica que la gente joven y que ademas
es dependiente de las concentraciones plasmaticas de vitamina B12 y B6. Por otra
parte, también encontré que los hombres presentan niveles plasmaticos mas altos
de HCY que las mujeres y que tal vez esto sea a causa de las bajas
concentraciones plasmaticas de vitamina B6 y B12 que presentaban (Selhub vy
cols.,1993).

En otro estudio realizado en pacientes con enfermedad cardiovascular, se
apoyo el concepto de que la edad y otros factores de riesgo pueden modular la
asociacion entre los niveles de HCY y el riesgo de enfermedad vascular
(Stehouwer y cols.,1998).



1.4 POSIBLES MECANISMOS DE DANO VASCULAR POR LA
HOMOCISTEINA.

Existe un gran interés en la propuesta de que una elevaciéon moderada de
HCY plasmatica puede promover el desarrollo de enfermedad vascular. Algunos
estudios llevados a cabo de tipo epidemiolégicos han confirmado que moderadas
elevaciones en la concentracion de HCY en el plasma se encuentran asociadas
con un incremento en el riesgo para desarrollar enfermedad ateroesclerética, ya
sea coronaria, periférica y cerebral o trombosis venosa (Boushey y cols.,1995; den
Hijer y cols.,1996). Las anormalidades asociadas con hiperhomocisteinemia llevan
a un ambiente protrombético y proaterogénico. Estas alteraciones incluyen un
dano celular endotelial, el cual es el evento inicial en el desarrollo de
ateroesclerosis, manifestado como wuna alteracion en la vasodilatacion
dependiente del endotelio; un incremento en la agregacién plaquetaria relacionada
con un aumento en la sintesis tromboxano Az y una disminucién en la sintesis de
prostaciclinas, y por Gltimo una alteracion en la cascada de coagulacion, tal como
la activacion de factores como el V, X, y XllI, y una inhibicién de anticoagulantes
naturales, tales como trombina Il y factor C (Tabla 1) (Stein y McBride,1998).

Tabla 1. Hallazgos fisiopatofisiologicos de la hiperhomocisteinemia.

Daiio celular endotelial
Alteracion en la vasodilatacion dependiente
del endotelio
Alteracién del activador del plasmindgeno tisular
enddégeno
Incremento en la proliferacion de musculo liso
Incremento en la agregacion plaquetaria
Incremento en la sintesis de tromboxano A,
Disminuci6n en la sintesis de prostaciclinas
Alteraciones de la fibrinélisis
Activacion de factores V, X y XII
Inhibicién de antitrombina 111 y Factor C
Aumento de la unién entre lipoproteina(a) y fibrina
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Aunque los mecanismos por lo cuales la HCY o sus metabolitos provocan dafio
vascular no son completamente entendidos, la toxicidad directa de la HCY sobre
endotelio ha sido reportada en varios estudios in vivo. Un estudio realizado en
monos babuinos a los cuales se les administré6 HCY-tiolactona durante un periodo
de 5 dias demostrdé que los monos presentan una descamacion endotelial y que
cuando la administracion se prolonga durante 3 meses se producen lesiones
fiboromusculares excéntricas las cuales contienen lipidos intracelulares y células
espumosas, semejantes a las lesiones ateroescleréticas en humanos. También se
ha demostrado que la HCY tiene la capacidad de incrementar la sintesis de DNA
en células vasculares de musculo liso consistente con las lesiones
ateroesclerédticas tempranas y con la induccion de estas células a proliferar
mientras impiden la regeneracion de células endotelia]_es (Boushey y cols.,1995).
La HCY se une a proteinas plasmaticas formando uniones disulfuro en los
residuos de cisteina o por uniones peptidicas con los residuos de lisina. La HCY
también se une a lipoproteinas , incluyendo lipoproteinas de baja densidad (LDL),
lipoproteina de muy baja densidad (VLDL), y lipoproteinas de alta densidad (HDL)
mediante uniones péptidicas (Olszewski y McCully,1993).

Ademas de ser un factor para desarrollar enfermedades vasculares en
pacientes jovenes, la HCY es capaz de producir dafo celular cerebral, lo que
representa un factor grave para los pacientes con homocistinuria (Upchurch y
cols.,1996).

La HCY es rapidamente autoxidada cuando se agrega al plasma, formando
disulfuros de HCY, y HCY-tiolactona. Durante la autoxidacion de la HCY se
generan especies reactivas del oxigeno (ROS), como el anién superéxido, el
peroxido de hidrégeno y el anién hidroxilo, moléculas con la capacidad de producir
daio endotelial, y por consiguiente, dafo a la pared vascular, alterando la
regulacion vasomotora, cambio del fenotipo antitrombético, activacion de la
agregacion plaquetaria, activacién de la elastasa, aumento de la deposicion de
calcio en la intima arterial, asi como la lipoperoxidacién de las lipoproteinas
plasmaticas (Lozcalzo,1996; Ueland,1993; Welch,1998). Existe evidencia de que



el dafo vascular producido por la HCY in vitro es mediado por la generacion de
peréxido de hidrégeno (Wall,1980; Starkebaum y Harlan,1986).

Tyagi en 1998, demostré que el disulfuro de HCY induce la expresion de
colageno en células vasculares de masculo liso de humano (HVSMC), la cual fue
bloqueada por glutatiéon y N-acetilcisteina. Al parecer, la HCY interactia con
HVSMC a través de un receptor de membrana. La unién de la HCY al receptor fue
revertida mediante N-acetilcisteina reducida (Tyagi, 1998). Una mezcla oxidativa
de los disulfuros induce un estado proliferativo en la pared de los vasos
sanguineos. Por otra parte, se demostré que la HCY promueve el crecimiento de
células musculares lisas lo cual fue asociado a la expresiéon de ciclina y a la
actividad de cinasa, sugiriendo que la HCY puede tener un papel activo en la seiial
de transduccion (Tsai y cols.,1996).

En un estudio llevado a cabo en arterias braquiales de 10 sujetos con
concentraciones bajas de vitamina B12, y en 10 controles, se encontré que los
niveles de HCY eran mas altos en los sujetos con deficiencia de vitaminas que en
los controles y que ésto estd asociado con una alteracion en la vasodilatacion
dependiente del endotelio (Bellamy y McDowell,1997).

Aunque el mecanismo molecular preciso es desconocido, la HCY causa alteracién
endotelial a varios niveles. La HCY altera el fenotipo antitrombético del endotelio,
potenciando la actividad del factor Xl y del factor V, y deprimiendo la activacién
del factor C. La HCY también inhibe la expresion de trombomodulina, induce la
expresion del factor tisular y suprime la expresién de heparan sulfato por el
endotelio. Todos estos efectos favorecen la formacién de trombina y crean un

ambiente protrombotico (Welch y Loscalzo,1998).

1.4.1 HOMOCISTEINA Y RADICALES LIBRES

Un radical libre es definido como un atomo o molécula que contiene uno o
mas electrones desapareados. Estos pueden ser ani6nicos, catiénicos o neutrales.

En los sistemas biologicos, los radicales libres de mayor interés han sido los del



oxigeno. Las especies reactivas del oxigeno (ROS) son formadas en todos los
organismos aerébicos por reacciones enzimaticas y no enzimaticas. Las ROS, se
incrementan tanto en procesos fisiolégicos como en procesos patolégicos, pero
existen mecanismos eficientes que estadn involucrados en su destoxificacion
(Bergendi y cols,1999).

Muchos autores han propuesto que los mecanismos moleculares por los
cuales la HCY produce dafo, pueden involucrar la produccién de radicales libres.
Las reacciones quimicas por las cuales la HCY podria estar generando radicales
libres han sido propuestas por Olszewski y Mc Cully en 1993:

() 2R-SH + 02— R-S-S-R + H202

() Fe®* + H202 - Fe® + «OH + OH'

Un trabajo pionero sobre la citotoxicidad de la HCY en cultivo de células
endoteliales demostré que la HCY sufre un proceso de oxidacién a homocistina y
que este evento puede ser revertido por la adicién de catalasa, lo cual implica la
participacion de peréxido de hidrogeno, provocando dafo celular endotelial,
concluyendo que este dafo es secundario a la generacion de perdxido de
hidrogeno (Starkebaum y Harlan,1986).

Los grupos sulfhidrilo de la HCY podrian actuar cataliticamente con iones
férrico o ctprico, en un sistema de oxidacién para generar peréxido de hidrégeno,
radicales hidroxilo, radicales homocisteinil, el radical anion homocistina, el anién
radical disulfuro cisteina-Homocisteina y sus aniones radicales peroxisulfuros
(Olszewski y McCully,1993). Los radicales libres producidos por ésta u otras
reacciones podrian causar dafo patolégico por muchos mecanismos, incluyendo
toxicidad celular directa, peroxidacion de lipidos y reacciones con o6xido nitrico
(Bellamy y MCDowell,(1997, Olszewski y McCully,1993).

La generacién de peréxido de hidrégeno por la HCY puede tener un papel

mas importante en la induccién de dafio celular, generando otras especies
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reactivas al oxigeno (ROS). Se ha demostrado que el radical anién superéxido, un
potente radical reactivo al oxigeno generado por la oxidacion de la HCY, causa
lipoperoxidacion (Upchurch y cols.,1997). Ademas, el radical superéxido, en
combinacion con el éxido nitrico, forma el anién peroxinitrito, un potente oxidante
(Upchurch y cols.,1997).

1.4.2 ESTRES OXIDATIVO Y RADICALES LIBRES

El estrés oxidativo se define como cualquier mecanismo, ya sea fisico,
quimico, o infeccioso, por el cual se incrementa el potencial oxidativo en un
sistema biolégico o que disminuye la capacidad de sus defensas antioxidativas.
Uno de estos mecanismos es la formacién de radicales libres, los cuales son
especies atdmicas o moleculares extremadamente reactivas en virtud de que
poseen electrones desapareados, confiriéndoles inestabilidad. Los radicales libres
pueden causar reacciones adversas in vivo las cuales resultan en dafo celular y
en una alteracion de la funcién con una subsecuente inflamacién tisular y estado
de enfermedad. Mas aun, los radicales libres son comunes en sistemas biologicos,
y, de hecho, son esenciales para el mantenimiento de la vida (Levine y Kid-
Parris,1986; Bergendi y cols.,1999). Uno de estos sistemas bioldgicos son las
membranas celulares, las cuales estan formadas de fosfolipidos, que constan de
una parte hidrofébica y una parte hidrofilica, constituidas por dos cadenas de
acidos grasos insaturados, es decir, que poseen dobles enlaces carbono-carbono.
A la reaccion oxidativa en cadena sobre la membrana lipidica se le conoce como
peroxidacion de lipidos (PL). La existencia de estos dobles enlaces carbono-
carbono a nivel de los acidos grasos insaturados facilita la descolocacion del
electron libre, y por otra parte, la presencia de oxigeno molecular O, facilita el
apareamiento de uno de sus electrones con el electrén libre desapareado, el cual
potenciara el dafio primario (Halliwell y Gutteridge,1985).

Los pasos intermedios en la reduccion del oxigeno son la formacion del anion



radical superdxido, peroxido de hidrégeno y el radical hidroxilo (Tabla 2),
correspondiendo a la reduccion por uno, dos o tres electrones respectivamente. El
peroxido de hidrogeno, que se forma in vivo mediante las enzimas especificas
para su remocion, tal como la catalasa y glutation peroxidasa, es probablemente
mas peligroso que el superéxido (Bergendi y cols., 1999).

Tabla 2. Vida media de los radicales libres (Bergendi y cols.,1999).

Intermediario Férmula T/m (seg)
Radical hidroxilo ‘OH 107
Radical alcoxilo RO 10°
Singulete de oxigeno 0, 10°
Anién peroxinitrito ONOO’ 0.05-1.0
Oxido nitrico ‘NO 1-10
Radical semiquinona Dias
Perdxido de hidrégeno H,0, Descomposicién enzimatica
Radical peroxilo ROO 7
Anién radical superéxido (o7 Descomposicion enzimatica

1.5 LIPOPEROXIDACION

Los lipidos de membrana son moléculas anfipaticas; ésto es, que contienen
regiones hidrocarbonadas las cuales tiene poca afinidad por el agua, junto con
partes polares que se asocian con el agua. En las membranas celulares de
animales, los lipidos dominantes son fosfolipidos, los cuales estan basados en el

glicerol, pero en la superficie de algunas membranas existen proporciones




significativas de esfingolipidos y de colesterol que constituyen la parte hidrofébica
(Halliwell y Gutteridge,1985).

La quimica basica de propagacién de la reaccién de lipoperoxidacion es conocida
desde hace muchos afios, pero el mecanismo de iniciacion de este proceso en un
sistema de membranas biolégicas es incierto. Actualmente, los ensayos
disponibles para la medicién de la lipoperoxidacién son revisados, y los ensayos
mas especificos utilizan la menor cantidad de perdéxido y estan montados en
tejidos humanos y fluidos biolégicos. La lipoperoxidacion puede aparecer como
consecuencia del dafo al tejido en algunas enfermedades y algunas veces puede
contribuir a empeorar el tejido dafiado (Gutteridge y Halliwell, 1990).

1.5.1. EL PROCESO DE LA LIPOPEROXIDACION

La elevada energia de irradiacion de soluciones acuosas producto de
radicales hidroxilo reactivos (‘OH), puede atacar moléculas biolégicas, incluyendo
membranas lipidicas. El ataque por el radical hidroxilo puede dar como resultado
la iniciacion de la lipoperoxidacion.

Otros estudios de lipoperoxidaciéon involucran la transicion de iones
metalicos, como fierro o cobre, y cualquier ion de los quelantes simples, los cuales
se han detectado en sistemas lipidicos de donde se aislan membranas biolégicas
como microsomas, mitocondrias, eritrocitos o membranas plasmaticas; en todos
éstos sistemas puede ocurrir la lipoperoxidacion. Las formas oxidadas de iones
metalicos de transicion como, Fe?' y Cu?" puede acelerar la lipoperoxidacion
cuando se agrega un agente reductor que provoca la oxidacién de estos iones. En
algunos casos, las membranas pueden proporcionar reductos, por ejemplo los
grupos sulfhidrilo (SH) de las proteinas pueden reducir al cobre Cu** acCu" yel
electron es transportado a la cadena respiratoria, donde puede reducir al fierro
Fe¥'-ADP a Fe?*-ADP (Gutteridge y Halliwell,1990).

La iniciacién de la secuencia de la lipoperoxidacion en una membrana de acidos

grasos polinsaturados es debida al ataque de cualquier especie que posee
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suficiente reactividad para sustraer un atomo de hidrégeno de un grupo metileno,
asi, el atomo de carbén queda con un electrén desapareado. El carbén radical.
denominado peréxido (R-OO), tiende a estabilizarse mediante un reacomodo
molecular para producir un dieno conjugado (Gutteridge y Halliwell,1990).

El radical peréxido puede sustraer un atomo de hidrégeno de otra molécula
lipidica, y a este proceso se le denomina propagacion, de tal manera que una vez
iniciado este proceso, tiende a continuar como una reaccion en cadena. El radical
peroxido se combina con el atomo de hidrégeno que fue sustraido para formar un
hidroxiperéxido lipidico (R-OOH). Los hidroperéxidos son igualmente degradados,
formando varios alcanos y aldehidos. Uno de los productos de degradacion, el
dialdehido malénico, puede reaccionar con los grupos tiol (SH) o aminos (NH,) de
las proteinas y formar compuestos fluorescentes (Gutteridge y Halliwell, 1990).

La reaccion en cadena se detiene cuando dos radicales libres pertenecientes o no
a la misma molécula, interactian creando entre ellos dos puentes. Esta es
igualmente frenada por el encuentro con moléculas captadoras de radicales libres
tales como el alfa tocoferol (Halliwell, Gutteridge 1985).

Cuadro 1. Representacion esquematica del proceso de la lipoperoxidacion

OH +RH —— R°+H,0 Iniciacion
R® + O, ——» ROO°
ROO°® +RH —» ROOH + R® Propagacion

R® + ROO°(R®) ——5 ROOR(R-R) Terminacion
2(RO0O°) [ROOQOOR] * ROH + RO +'0,

El ataque de radicales sobre los acidos grasos insaturados y la lipoperoxidacion
en cadena son, en ultima instancia, el origen de una desorganizacion profunda de
la estructura de la membrana, especialmente a expensas de los dobles enlaces
carbono-carbono y los puentes intra e intermoleculares. La membrana celular
pierde asi su flexibilidad y solidez con el dafio subsecuente en sus funciones de

barrera e informacion (Gutteridge y Halliwell,1990).



1.6. ANTIOXIDANTES

Se define como un antioxidante a cualquier sustancia que previene la
oxidacion de otro compuesto por algin oxidante (radical libre), por el cual, el
mismo agente antioxidante es oxidado. Estas reacciones son frecuentemente en
cadena, en las cuales, existe la formacion de nuevos radicales libres; de hecho,
nuevos radicales libres son formados en vez de ser eliminados. Desde el punto de
vista biolégico, un antioxidante es un compuesto, que, a bajas concentraciones, y
después de reaccionar con un radical libre, es relativamente estable, ya sea en
forma de un radical o no radical, y no dispara una reaccion en cadena durante la
cual otros nuevos radicales libres y sustratos oxidados puedan ser producidos. La
accion antioxidante, en el amplio sentido de la palabra, resulta en la proteccion de
importantes sustancias celulares y consecuentemente, en la proteccion del
organismo completo contra el dafio oxidativo producido por especies reactivas del
oxigeno (Halliwell y Gutteridge,1992).

Las enzimas superdxido dismutasas dependientes de Cu/Zn y Mn ( SOD-Zn,
Cu), son de las mas importantes enzimas antioxidantes intracelulares. Son
metaloenzimas relativamente estables que catalizan la dismutacion de superdxido
a peroxido de hidrégeno y oxigeno molecular. La deficiencia de superooxido
dismutasa (SOD) en el organismo resulta en un incremento en la sensibilidad a
hiperoxia como se puede notar en los nifios con una monosomia 21. Por otro lado,
el incremento en la expresion de la SOD en el organismo, no puede ser siempre
considerado como un efecto positivo. El perdxido de hidrogeno, producido por la
via catalitica de la SOD, puede tener funciones metabdlicas negativas severas;
por ejemplo, se ha observado que el peroxido de hidrogeno (H;O;) puede
favorecer la expresion de genes de virus causantes de la inmunodeficiencia
humana en células infectadas (Bergendi y cols.,1999).

El glutation (GSH) es un tripéptido (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) que cumple una
serie de funciones fisiolégicas en el medio intracelular (Vifia,1986). Esta molécula
posee dos caracteristicas: la presencia de un enlace gama-glutamilo y un grupo

tiol libre (-SH). El primer enlace impide que el GSH sea hidrolizado por las a-
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peptidasas. Mientras que el segundo hace que el GSH sea extraordinariamente
reactivo con otras sustancias, téxicas o no. Se denomina sistema GSH al conjunto
formado por éste y a las demas enzimas relacionadas con su metabolismo,
responsables del mantenimiento de su estado redox en condiciones fisiologicas
(Meister,1988).

Otro grupo importante de antioxidantes es el de las selenoproteinas, de las cuales
4 son glutation peroxidasas (GSH-Px). Estas son enzimas intracelulares formadas
por 4 subunidades y cada una de ellas contiene selenio(Se), que es esencial para
su actividad catalitica. Estas enzimas metabolizan al H, O, y a los lipoperéxidos en
diferentes compartimentos de la célula. La primera selenoproteina en ser
caracterizada en mamiferos fue la GPx citosdlica; la pérdida de la funcion de ésta
enzima tiene como consecuencia un incremento en la produccion de ROS con el
subsecuente dafio a los acidos grasos insaturados en membranas y proteinas de
la célula. Los acidos grasos poli insaturados son muy susceptibles a la
peroxidacion, a nivel de sus dobles ligaduras (sus zonas mas débiles). En la
lipoperoxidacion, ademas de los hidroperéxidos, se forman dos especies
excitadas, el carbonilo excitado y el 'O, singulete, que cuando van perdiendo su
excitaciéon producen luminiscencia (quimio-luminiscencia), que se puede
cuantificar y se usa para medir el estado del balance oxidacién/antioxidacion (De
Rosa,1998).

1.6.1 N-ACETIL-L-CISTEINA. (NAC)

La N-acetil-L-cisteina (NAC) es un antioxidante y precursor de la sintesis
del glutatién, donando grupos SH; ademas actia directamente con los radicales
OH, disminuyendo los efectos toxicos de éstos (Aydin y cols., 2002). La presencia
de grupos SH parece ser fundamental en la vasodilatacion inducida por nitratos y
la NAC potencializa hemodindmicamente ésta respuesta a nitratos (Boesgaard y

cols., 1991). Ademas, NAC interfiere con grupos SH de otros compuestos



19

formando con ellos mezclas disulfuro, ayudando a una eliminacién mas eficiente
del organismio, y representando una alternativa para el tratamiento de pacientes
hiperhomocisteinémicos (Ventura y cols., 1999). Estos efectos parecen ser
dependientes de la dosis, siendo mas marcados en sujetos tratados con dosis mas
altas (Ventura,2003). También se ha demostrado que NAC inhibe al factor NF-
Kappa B (Carroll, 1998), al metabolismo de fosfolipidos, a la liberacién de citocinas
proinflamatorias y a la actividad de proteasas en membranas fetales humanas
(Lappas y cols. ,2003). En modelos animales de enfermedad isquémica
cerebrovascular experimental, la administracion de NAC intraperitonealmente
protege al cerebro de dafio contra la produccion de radicales libres, apoptosis e
inflamacion (Khan y cols., 2004), ademas de inhibio la expresiéon del factor de
necrosis tumoral alfa (a-TNF) y de la éxido nitri_co sintasa (ONS) ( Sekhon y cols.,
2003). En células piramidales que han sufrido un evento de anoxia/hipoglicemia,
se ha demostrado que la inhibiciébn en la sintesis de proteinas, provoca la
activacion de los receptores tipo NMDA (N-metil de aspartato), y esta inhibicién en
la sintesis de proteinas es bloqueada por la NAC (Monje y cols., 2000).

1.7. RECEPTORES TIPO NMDA

Los receptores para aminoacidos excitadores son generalmente
reconocidos como los principales receptores para neurotransmisores que modulan
la excitacion sinaptica en el sistema nervioso central (SNC) de vertebrados. Las
primeras evidencias acerca de aminoacidos como neurotransmisores se
generaron a mediados del siglo pasado y fueron apoyadas por experimentos en
los cuales la aplicacion topica del glutamato monosédico (Glu) a la corteza motora
provocé convulsiones ténicas (Gasic y Hollman,1992). Posteriormente,
experimentos en médula espinal y neuronas del SNC evidenciaron una accién
directa despolarizante del Glu y del L-aspartato (Gasic y Hollman,1992).

El Glu activa a tres grandes familias de receptores ionotrépicos y a una
familia de receptores metabotropicos, caracterizados por su sensibilidad hacia sus
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agonistas: N-metil-D-aspartato (NMDA), kainato, a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxalol-
4-propionato (AMPA) , y 1-aminociclopentano-1,3-dicarboxilato. Todos los subtipos
de receptores de Glu de algin modo han sido implicados en neurotoxicidad (Wood
y Bristow,1998).

Ademas, se ha demostrado que el complejo del canal receptor NMDA
contiene: (1) un sitio de reconocimiento para glutamato/NMDA, para el cual los
analogos de fosfonato como el acido amino fosfonovalérico y el acido amino
fosfonoheptandico son antagonistas competitivos, (2) un sitio regulador de
glicina,(3) un sitio modulador para poliaminas y zinc, (4) un sitio de unién a Mg?*
dependiente de voltaje, y (5) un segundo intracanal en el cual la fenciclidina, el
MK-801, y andlogos relacionados sirven como antagonistas no competitivos
(Coyle vy cols.,1991).

Los receptores tipo NMDA juegan un papel importante en la potenciacién a
largo plazo (LTP) en la regién CA1 del hipocampo y en algunos tipos de
aprendizaje, especialmente en aquellos relacionados a la orientacion espacial de
un animal en su medio ambiente (Gasic y Hollman,1992). También se ha
reportado que la activacion de receptores NMDA resulta en un incremento en la
sintesis de oxido nitrico mediante la activacion de la enzima 6xido nitrico sintasa
(Garthwaite y Halliwell,1989), por lo que una inhibicién de la SON resulta en una
potenciacion de la toxicidad mediada por los receptores tipo NMDA (Connop y
cols.,1995).

El término “excitotoxicidad”, se refiere a la muerte neuronal causada por la
sobre-estimulacion de receptores a aminoacidos excitadores. Se ha reportado que
el glutamato y el NMDA, pueden inducir la generacién de radicales libres
derivados del dxigeno, como el superéxido (O;" ), el peréxido de hidrégeno (H203)
y el radical hidroxilo (‘OH), sugiriendo que la formacion de estas especies
constituye un mecanismo vinculado al dafio excitotoxico en el cerebro (Lancelot y
cols.,1998).

Otro mediador de la neurotoxicidad del glutamato es el ON, el cual se forma

en el cerebro a partir de la L-arginina, de una oxido nitrico sintasa citosélica
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dependiente de calcio y NADPH, y que reacciona faciimente con el O,” para
formar el oxidante peroxinitrito (ONOO")(Lancelot,1998).

Por otra parte, la SON puede estar involucrada en la sintesis de radicales
libres en condiciones excitotéxicas. Se ha demostrado que la SON puede generar
02" en neuronas carentes de L-arginina y que estan expuestas a NMDA, y asi

contribuir a la generacién del radical OH® (Lancelot,1998).

Fig. 3. Representacién esquematica de un receptor NMDA, y sus sitios de
unién

GLUTAMATO It
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CALCIO

B

1.7.1. HOMOCISTEINA Y EXCITOTOXICIDAD.

Se ha demostrado que la administracion sistémica de HCY a animales de
experimentacion produce crisis ténico-clénicas generalizadas (Hammond vy
cols.,1980; Folbergrova ,1974). Al igual que otros aminoacidos que contienen un
grupo tiol y que estan relacionados estructural y metabolicamente, la HCY produce
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crisis epilépticas (Meldrum y Gorthwarte,1990). Estudios realizados en células
granulares de cerebelo han demostrado que la HCY produce radicales libres y
citotoxicidad. Esto fue comprobado mediante la incubacién de estas células en
presencia de superoxido dismutasa y catalasa, midiendo la produccién de lactato
deshidrogenasa como un indice de dafio celular, observandose una disminucion
en la liberacion de lactato deshidrogenasa inducido por la superoxido dismutasa o
la catalasa (Won-Ki y Young-Sook,1996).

Adicionalmente, en estudios realizados en cultivos de neuronas corticales,
se demostré que la HCY produce neurotoxicidad, a través de un incremento en el
calcio intracelular mediante la activacion de receptores NMDA, pero no de
receptores no-NMDA. Esto también ha sido observado con otros compuestos
relacionados metabdlicamente con la HCY, como es el acido homocisteico y la
cisteina (Olney y cols.,1990; Won-Ki y Young-Sook ,1996).

Recientemente se probé que la HCY tiene la capacidad de actuar como un
agonista en el sitio del glutamato del receptor para NMDA, por lo cual ha sido
clasificada como una excitotoxina potencial. Sin embargo, también se ha
encontrado que la HCY actia como un antagonista parcial del mismo receptor, lo

que le confiere una accién doble sobre los receptores NMDA (Lipton y cols.,1997).

1.7.2.DIZOLCIPINA (MK-801)

La dizolcipina es un antagonista no competitivo para el receptor NMDA que
se une al sitio de reconocimiento de la fenciclidina en el canal del receptor (Wong,
1996). Estudios con MK-801 han demostrado que produce una mejora en el efecto
funcional y en la morfologia histolégica en el trauma cerebral y dafio en espina
dorsal producido experimentalmente (Haghighi y cols.,1996; Rienert y Bullock,
1999), inhibe completamente la lipoperoxidacién inducida por el acido quinolinico
(QUIN) en ratas pretratadas con este farmaco (Santamaria y Rios, 1993), y la
atenuacion de la neurotoxicidad producida por la metafentamina en terminales
dopaminérgicas de estriado (Weihmuller y cols., 1992). El uso clinico del MK-801,
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ha sido descartado a causa de los efectos colaterales, tales como cataflexia,
alteraciones locomotoras, alteraciones en el electroencefalograma, hipotension, y
una depresién de los niveles de la conciencia dependiente de la dosis (Muir y
Lees,1995).

1.8. OXIDO NiTRICO

Durante la década de los ochenta, ocurrié un importante descubrimiento en
el campo de la biologia; se encontré que uno de los compuestos mas simples, el
oxido nitrico (ON), se encuentra produciéndose continuamente en el hombre y en
los animales, actuando como un regulador universal del metabolismo. EI ON es
una importante molécula que actua en diferentes tejidos para regular diversos
rangos de procesos fisiolégicos. Inicialmente fue descubierto por muchos grupos
como el agente responsable de la relajacion de los vasos sanguineos, el cual fue
denominado como factor relajante derivado del endotelio (EDRF), y se creyé que
era una proteina como otras muchas moléculas de sefalizacion (Moncada y
cols.,1991; Bredt y Snyder,1990).

El ON, es una molécula pequena, capaz de difundirse rapidamente a través de las
membranas celulares, y dependiendo de las condiciones imperantes, es capaz de
difundirse a distancias de muchos cientos de micras, con una vida mediade 1a 5
segundos (Upchurch y cols.,1996).

El ON es moderadamente soluble en el agua, con una concentracién en una
solucion saturada (1 atmoésfera) de 1.8 mM a 25°C, siendo mucho mas soluble en
solventes no polares, como el N-hexano, disolviéndose de manera selectiva en
las membranas y en las fases lipidicas de las células por ser altamente lipofilico.
Utilizando microsensores no selectivos para el ON, se han demostrado altas
concentraciones de éste en zonas adyacentes a la membrana plasmatica de una

célula endotelial productora de ON. En una membrana celular, el ON puede
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difundirse bidireccionalmente, usando a la membrana en ocasiones como
reservorio, aunque el volumen total de la fase acuosa para el ON es bastante
mayor que el volumen de la bicapa de la membrana. La constante de difusion del
ON en agua es generalmente de 2.4X10° cm?%s, valor que se incrementa
considerablemente con la temperatura (Rodrigo y cols.,1999).

La regulacion biosintética es mas importante para el ON que para otras
neurotransmisores, debido a que el ON no puede ser almacenado, liberado o
inactivado después de la liberacion postsinaptica por mecanismos regulatorios
convencionales (Bredt y Snyder,1994).

EI ON es sintetizado a partir de la oxidacion de la L-arginina en el grupo guanidino
en un proceso que consume 5 electrones; esta reaccidon es catalizada por la
enzima ON sintasa (ONS) resultando en la formacién estequiométrica de ON y
L-citrulina. Dicha enzima es dependiente de NADPH y Ca*, con la subsecuente

activacion de la guanilato ciclasa ( Bredt y Snyder,1989; Knowles y cols,1989).

El ON esta implicado en un gran ndmero de procesos fisiolégicos, como son la
relajacion muscular, la inhibicion de la agregacion plaquetaria, la regulacion
inmune, la apoptosis, y la neurotransmisiéon. La quimica del ON involucra un
arreglo de diferentes formas redox: El catién nitroso (ON*) que es la forma
oxidada, el radical libre o forma neutra llamado 6xido nitrico (ON) y el anién
nitroxilo que es la forma reducida (ON’). Las propiedades quimicas de estas
especies moleculares son dadas Unicamente por la adicién o ausencia de un
electron (Stamler y cols.,1992).

El papel que juega el ON dentro del proceso de dafio cerebral isquémico ha
sido muy debatido. Parte del problema han sido las caracteristicas biolégicas del
ON que sugieren que puede ser benéfico o dafiino para la funcién cerebral. Por un
lado, el ON es un potente vasodilatador y un inhibidor de la agregacion plaquetaria
y adhesién leucocitaria, pudiendo también inhibir el flujo de calcio a través de los
receptores de NMDA y limitando asi, la neurotoxicidad del glutamato en isquemia
cerebral (ladecola,1997).

El papel de mensajero del ON, fue descrito por primera vez en células granulares
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cerebrales expuestas a glutamato y donde se observé una liberacién de ON. Se
demostrd, que la activacién dependiente de calcio de la guanilato ciclasa, seguida
de la unién de glutamato en los receptores NMDA, procede mediante la via de
generacion de ON endégeno (Garthwaite y cols.,1988).

En un reporte, con importantes implicaciones para el entendimiento de la
neurotoxicidad del glutamato, se describié el bloqueo de la neurotoxicidad del
glutamato, mediada por receptores tipo NMDA en cultivos corticales primarios, por
inhibidores de la ONS (Snyder y Bredt, 1991).

1.8.1 SINTESIS DEL OXIDO NITRICO

El ON es sintetizado por un grupo de enzimas llamadas Oxido Nitrico
Sintasas (ONS’s). Estas enzimas convieten a la arginina en citrulina,
produciendo ON en el proceso (Fig.4). Muchos tejidos y células expresan una o
mas isoformas de ONS. A la fecha existen tres isoformas distintas de ONS
denominadas de acuerdo a su actividad o tipo de tejido en el cual fueron
descubiertas. Las isoformas de las ONS son: Neuronal (nSON) (también
denominada SON | y originalmente presente en neuronas), la SON inducible
(iSON) (también denominada SON Il y expresada en macréfagos murinos), y la
SON endotelial (eSON) (denominada como SON I, una forma distinta de isoforma
constitutiva localizada en el endotelio) (Boje y Arora,1998). Las SON pueden ser
diferenciadas por su regulacién por calcio. En el cerebro, un estimulo excitatorio
producido por el glutamato a nivel de receptores tipo NMDA, dispara una descarga
de calcio, la cual se une a calmodulina activando a la SON. De este modo, la
activacion de SON explica la capacidad del glutamato para estimular la formacién
de ON en forma de segundo mensajero. En los vasos sanguineos, la acetilcolina
actua a nivel de receptores muscarinicos sobre células endoteliales, activando el

ciclo fosfoinositii para generar calcio, el cual estimula a la SON. Existen



26

cantidades de SON reguladas por calcio involucradas en la produccién de ON que
participan en eventos rapidos comd la neurotransmisién y la dilatacion de vasos
sanguineos (Bredt y Snyder,1994). Dos de estas enzimas, la endotelial y la
neuronal, se expresan constitutivamente en células de mamiferos en respuesta a
un incremento intracelular de calcio. Sin embargo, ellas son capaces de sintetizar
ON independientemente de los niveles de calcio en respuesta a un estimulo tal
como el estrés. Por su parte, la actividad de la iSON en macréfagos y otras células
no es estimulada por calcio ni bloqueada por antagonistas de la calmodulina; sin
embargo, sorpresivamente, la iINON posee sitios de reconocimiento para la
calmodulina. El aumento en los niveles de calcio lleva a un incremento de
calmodulina. El incremento de unién de la calmodulina y de las nSON y eSON
lleva a un aumento en la produccion de ON por estas enzimas. En contraste, la
isoforma iONS es capaz de unirse fuertemente a la calmodulina ain a muy bajas
concentraciones de calcio (Bredt y Snyder,1994)

Figura 4. Sintesis del o6xido nitrico y citrulina a partir de la L-arginina (Bredt y
Snyder, 1994).

L-arginina Iﬁ:} L-hidroxiarginina ———— L-citrulina + éxido nitrico

NADPH NADP’ NADPH NADP*
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1.8.2.INHIBIDORES DE LA SON.

Como inhibidores de la SON se pueden sefalar a los siguientes
compuestos: a la No-monometil-L-arginina (L-NMMA), a la No-nitro-L-arginina (L-
NA), a la No-metiléster nitro-L-arginina (L-NAME), a la Neo-amino L-arginina (L-
NAA), y a la No-etilimino-L-ornitina (L-NIO) (Fig. 5). La L-NMMA, es un inhibidor
competitivo e irreversible de las 3 isoformas de la SON, el cual, en condiciones
fisiologicas, se encuentra en concentraciones bajas, pero en situaciones
patolégicas, pueden llegar a concentraciones elevadas que pueden disminuir la
sintesis de ON. LNMMA, L-NIO, y L-NAME, son modificaciones de la L-arginina y
tienen la capacidad de inhibir a la eSON (Moncada y cols.,1991).

Fig.5. Estructuras de la L-arginina y de sus inhibidores (Moncada y cols., 1991)

NH
L-Arg HaN ﬁ/\/\rm?”
NH 5
NH
L-NMMA m)‘\ﬂ/\/\r‘x&ﬂ
H H 5.
NH
— ,,..)'\,.,/\/Yoozu
" NH
NH,
g 02M,)’».H/\/\l,ccxzu
RH
NH,
L-NAME o:n.n’kg/\/\{coz“‘
NH
NHy
A HaN.N :/\/\l/co""
NH 3




28

El desarrollo de un inhibidor selectivo de la ONS neuronal, el 7- nitroindazol (7-NI),
ha permitido investigar le participacion del ON liberado de las neuronas, al
contrario de los inhibidores no selectivos derivados de la L-arginina. Se ha
encontrado que el 7-NI es capaz de producir una neuroproteccioén significante
contra la excitotoxicidad mediada por el NMDA en estriado (Nanri y cols., 1998).

1.8.3.HOMOCISTEINA Y OXIDO NITRICO

El mecanismo por el cual el dafio endotelial es producido por la HCY se
desconoce; sin embargo, la habilidad de la HCY para generar tanto peréxido de
hidrégeno como HCY-tiolactona ha sido implicada como mecanismo potencial de
dafio mediante la generacion de radicales libres, llevando a la alteracion
endotelial (Kang y cols,1986; McCully,1971).

Una importante reaccién de la homocisteina es la formacién de tionitritos o
S-nitrosotioles (S-NT) al reaccionar con el dxido nitrico (ON) (Upchurch vy
cols.,1996).

El efecto de la hiperhomocisteinemia sobre la produccién de ON es un
ejemplo del potencial toxico de ciertos tioles y la capacidad del ON para reducir su
toxicidad mediante la formacion de S-NT. Esta reaccién se lleva a cabo bajo
condiciones biolégicas, de tal manera que estos compuestos son biolégicamente
activos, presentando propiedades similares a las del ON (Stamler y cols.,1992). La
S-nitrosohomocisteina es un potente vasodilatador e inhibidor de la agregacion
plaquetaria. Esta accién protectora del ON es, sin embargo, superada por la
exposicién cronica de las células endoteliales a la HCY (Loscalzo,1996). La
nitrosacion del grupo sulfhidrilo de la HCY inhibe la generacion de perdxido de
hidrégeno generado por la HCY (Welch,1986). Se ha demostrado que los efectos

adversos de la HCY son disminuidos por la formacién del compuesto S-nitroso-
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HCY, evitando asi la formacién de peréxido de hidrégeno y la conversién a HCY-
tiolactona (Upchurch y cols.,1997) (Fig. 6). Todo esto podria explicar la
arteroesclerosis producida por la HCY, sin embargo, existe una asociacion mas
fuerte entre HCY y la enfermedad cerebro vascular que entre HCY y la
enfermedad coronaria o enfermedad vascular periférica, por lo que las teorias
sobre la generacion de la arteroesclerosis no explican esta predileccion, ni porqué
algunos pacientes con homocistinuria presentan deficiencias cognoscitivas
(Lipton y cols.,1997). Se ha sugerido que la HCY causa una neurotoxicidad
directa, mediante la activacion de receptores glutamatérgicos tipo NMDA, y se
sabe que la estimulacion de estos receptores participan en el dafo producido en
isquemia focal, asi que la HCY podria no sélo estar asociada con el dafio vascular
produciendo un evento cerebro vascular, sino que ademas podria participar en la
respuesta neurotdxica en el cerebro (Lipton y cols., 1997)

Fig.6. Interaccion de la HCY y el ON, para la formacién de la S-nitroso HCY

HCY |——> | ON | ——> | S-NitrosoHCY

J

‘_‘l' Lipoperoxidacion
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Activacion de la
guanilato ciclasa
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Inhibicion de la
agregacion plaquetaria
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1.8.4.HOMOCISTEINA, OXIDO NITRICO Y FUNCION ENDOTELIAL.

Las funciones del endotelio y del musculo liso estan intimamente
relacionadas en muchos aspectos, incluyendo el control del tono vascular y flujo
sanguineo.

El ON en el sistema vascular es un potente vasodilatador e inhibidor de la
adhesion y agregacion plaquetaria, afectando su accién a través de la activacion
de la guanilato ciclasa soluble,y llevando a un incremento del GMPc (Murad,1979).

Una reaccién importante del ON en condiciones fisidlgicas es la formacion
de tionitritos o S-nitrosotioles. Estos complejos sirven como estabilizadores del ON
permitiendole ser almacenado, ademas de conservar sus propiedades como un
potente vasodilatador. La hiperhomocisteinemia es un claro ejemplo de Ila
toxicidad de ciertos tioles y la capacidad del ON para reducirla. Stamler, en 1993,
demostrd que los efectos vasculares adversos de la HCY, son mitigados por la
formacion de S-nitroso-HCY y que no existe la generacion de perdxido de
hidrégeno ni la formacién de HCY-tiolactona (Fig 4), mecanismos que han sido
implicados en la patogénesis de la HCY. Por ello, se sugiere que el dafo
endotelial es una consecuencia de la incapacidad de la célula para sostener la
produccién de ON en presencia de elevadas concentraciones de HCY (Upchurch,
1996), y el dafio endotelial se genera durante la auto-oxidacién de la HCY,
generando especies reactivas al oxigeno tales como el superdxido, el cual
reacciona con el ON para formar peroxinitrito, un potente agente oxidante
(Loscalzo,1996).

El ON, al liberarse del endotelio en respuesta al flujo de contracciones que se
producen en las células de relajacion del musculo liso a través del GMP ciclico,
modula la densidad arterial, y al combinarse con una parte del tiol del S-
nitrosotiol, puede actuar como un potente vasodilatador y antiplaquetario. Efectos
adversos de la HCY pueden ocurrir cuando el endotelio es incapaz de soportar la
produccion de S-nitrosotioles debido al dafio vascular. Por ello, en estas

condiciones, la HCY puede generar peréxido de hidrogeno (H202) y sufrir
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conversiéon a HCY-tiolactona lo que puede contribuir mas a la disfuncién endotelial
(Bellamy,1997).

Ademas, se ha demostrado que las células endoteliales normales se destoxifican
de la HCY, liberando ON y formando S-nitroso-HCY. La primera respuesta de las
células cuando son expuestas a HCY es un incremento en la formacién de S-
nitrosotioles, incluyendo S-nitroso-HCY. Como resultado de estas observaciones,
se ha propuesto que los efectos dafninos de la HCY sobre el endotelio son una
consecuencia de la incapacidad de la célula para sostener una adecuada
elaboracion de ON en la presencia de concentraciones elevadas de HCY in vivo
en pacientes con hiperhomocisteinemia (Stamler y cols,1993).

El ON se ha implicado en mecanismos citotoxicos e independientes de GMPc,
tales como la formacion de radicales libres, nitrosilacion de acidos nucleicos,
roturas del DNA e inactivacion de enzimas con centros ferrosulfurados que
alterarian los procesos energéticos celulares (Gross, 1995). En estos procesos, el
efecto neurotdxico del ON es la formacion de peroxinitrito como consecuencia su
interaccion con el anién superdxido. El peroxinitrito puede nitrar directamente o a
través de otras especies reactivas del nitrogeno, los residuos de tirosina en
proteinas, lo cual impide las interacciones funcionales de estos residuos y pone en
peligro la viabilidad celular (Beckman, 1996).

Se ha demostrado que en los procesos hipdxicos-isquémicos existe la liberacion
de aminoacidos excitadores, particularmente la liberacion de glutamato que actua
sobre los receptores NMDA, provocando un aumento de Ca®* en las células diana
(Olney y cols, 1991; Kiedrowski y cols., 1992). La activacién de los receptores
NMDA con la subsiguiente entrada de Ca?*, provoca la activacién de la ONS y la
formacion excesiva de ON y éste podria ser el responsable de la neurotoxicidad
(Martin y cols., 1998).
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2. HIPOTESIS

Dada la conocida citotoxicidad ejercida por la HCY a través de mecanismos
excitotoxicos en el SNC que, a su vez, son capaces de generar eventos de dafio
oxidativo, se propone que la HCY incrementara la peroxidacién lipidica en
fracciones sinaptosomales de cerebro de rata a través de la sobre-estimulacion de
receptores para NMDA y que su correspondiente bloqueo resultara en una
inhibicion del dano oxidativo. Consecuentemente, dado que la HCY tiene una
mayor afinidad para activar a los receptores glutamatérgicos tipo NMDA que para
reaccionar con el ON inicial o para producir ROS al autoxidarse, entonces, en el
dafo producido por la HCY, participaran el ON y la formacién de ROS como
eventos posteriores a la activacion de estos receptores. Por lo tanto, la inhibicién
de las sintasas del é6xido nitrico y el empleo de antioxidantes resultara en la
disminucion de la lipoperoxidacién en los sinaptosomas expuestos a la HCY.
Finalmente, estos efectos también se reproduciran bajo condiciones in vivo, en
donde se encontrara una correlaciéon entre la lipoperoxidacion regional en cerebro

de rata y las crisis convulsivas.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la participacion de los receptores para NMDA, el ON y los radicales
libres en el patron de toxicidad oxidativa evocado por la HCY, tanto in vitro como
in vivo en el SNC.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar los cambios en la lipoperoxidacion en sinaptosomas aislados de

cerebro de rata, en una curva de concentracion-respuesta a la Homocisteina

2.- Evaluar los niveles de lipoperoxidacion a partir de la posible interaccion de la
HCY sobre los receptores NMDA en sinaptosomas aislados de cerebro de rata en
presencia de un antagonista tipo NMDA ( MK-801).

3.- Cuantificar los niveles de lipoperoxidacion a partir de la posible interaccion de
la HCY y de diferentes inhibidores de la sintasa del éxido nitrico (L-NAME, L-
NARG, 7-nitroindazol) y del antioxidante (N-acetil-cisteina).

4.- Comparar el poder pro-oxidante de la HCY con otros agentes excitotdxicos a
concentraciones equimolares [glutamato (Glu), acido kainico (KA), acido
quinolinico (QUIN), acido 3-nitropropionico (3-NP)] y con el potente oxidante,

sulfato ferroso.

5.- Medir el dafio oxidativo producido por la HCY en diferentes regiones cerebrales
de la rata en condiciones in vivo, cuando se administra sistémicamente y

correlacionarlos con las diferentes crisis convulsivas que presente la rata.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. ANIMALES

Se emplearon ratas Wistar machos adultos (250-300 g de peso), las cuales fueron
proporcionadas por el bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
“Manuel Velasco Suarez”. Los reactivos, equipos para analisis y la infraestructura
disponible para la realizacién de algunos de los experimentos propuestos, fueron

de igual manera proporcionados por el Instituto.

4.2. REACTIVOS

Cloruro de Calcio, cloruro de potasio, cloruro de sodio, Hepes, solucion
fisiolégica, acido tiobarbitdrico, acido tricloroacetico, acido clorhidrico,
desferroxiamina, hidroxitolueno butilado, metanol, azul de Coomassie, acido
fosforico, etanol, agua desionizada, MK-801, acido 3-nitropropionico, 7-
nitroindazol, L-NARG, L-NAME, N-acetil-L-cisteina, glutamato. acido,quinolinico,
acido kainico, sulfato de fierro, DL-Homocisteina.



35

4.3. METODO IN VITRO.

El protocolo fue evaluado por el Comité Interno de Etica del Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia y se siguieron las normas internacionales para el
manejo y el uso de animales de experimentacion.

a) Desarrollo.

Se llevd a cabo la deteccién de especies reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS)
como un indice de lipoperoxidacién “in vitro", de acuerdo a la técnica de Rios y
Santamaria (1991), en sinaptosomas de cerebro de rata durante una incubacién
previa a concentraciones crecientes de homocisteina, y en combinacion con el
antagonista no competitivo tipo NMDA (MK-801), de L-nitroarginina (L-NARG), L-
nitroarginina-metil éster (L-NAME) y 7-nitroindazol (7-NI), conocidos inhibidores de
la ONS., ademas del antioxidante N-acetilcisteina. Posteriormente, se agrego el
acido tiobarbiturico, midiéndose las concentraciones de TBARS mediante
espectofotometria a una longitud de onda de 532 nm, y realizando una curva
estandar de oxidacién periddica de 2-desoxi-D-ribosa (Fig. 7).



Fig. 7. Diagrama de flujo de la metodologia in vitro.
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4.3.1 AISLAMIENTO DE SINAPTOSOMAS
(Cotman and Matthews, 1971).

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar, con un peso entre 250 a 300 g.
Las ratas se decapitaron y se removié el cerebro, el cual fue homogenizado en
una soluciéon Ringer (pH=7.4) con Hepes (10 mM), ajustando el volumen en una
proporcion 1/20 p/v. Los homogenizados se centrifugaron a 4200r.p.m., durante
15 min. A 4°C. Se separé el sobrenadante, y se recolecté. Los botones se
removieron y se centrifugaron de nuevo, este paso se repitié 2 veces mas.

Los sobrenadantes obtenidos se centrifugaron a 10,000 r.pm. durante 20 min., y

se resuspendieron los sedimentos en 5 ml de solucién fisioldgica.

4.3.2.TECNICA DE TBARS (determinacion de lipoperoxidacién)

(Santamaria et al., 2001)

En tubos de 1.5 ml se colocaron 250 pl de la suspensién con los sinaptosomas,
posteriormente se adicioné la HCY a la concentracion deseada (5-1000uM), se
agitaron en vortex durante 30 segundos, y las muestras se incubaron durante 1
hora a 37°C.

Después de la incubacion, se agregaron a cada muestra 500 pl del reactivo de
TBARS, se agitaron nuevamente durante 30 segundos y posteriormente se
agregaron 10 pl de desferroxiamina 1.5 mM y 10 pl de hidroxitolueno butilado al
0.375% p/v. Se incubaron las muestras a punto de ebullicion en bafio Maria
durante 20 min. Se sacaron los tubos y se dejaron enfriar a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Se centrifugaron los tubos a 10,000 rpm durante 20 minutos, y
el sobrenadante se leyé en un espectrofotometro a una longitud de onda de 532
nm de absorbancia.
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4.3.3. DETERMINACION DE PROTEINAS (Técnica de Bradford)

Curva estandar de albumina

Se prepararé una solucion estandar de albumina bovina a una concentracién de 1
mg/ml, la cual sirvi6 para preparar una curva estandar, tomando diferentes
alicuotas que van desde 0 hasta 25, llevar los volimenes a 100 pl con agua
desionizada, posteriormente se agregaron 900 pl del reactivo de Bradford a cada
muestra, se agitaron durante 60 seg., y se dejaron reposar durante 15 minutos.
Las muestras se leyeron en un espectrofotometro a una longitud de onda de 595
nm.

Cuantificacion de las proteinas de los sinaptosomas

Para la cuantificacion de las proteinas de los sinaptosomas, se tomaron 10
ul del homogenado, se llevé a un volumen de 100 pl con agua desionizada y se
agregé 900 pl del reactivo de Bradford. Se agitaron las muestras durante 60
segundos, se dejaron reposar durante 15 minutos, y se ley6 la absorbancia en un
espectrofotébmetro a 595 nm.

Los resultados se interpolaron en una curva estandar de albimina.

4.4. METODO in vivo.

Considerando que la HCY tiene la capacidad de generar diferentes
patrones de crisis conductuales semejantes a las crisis epilépticas mediante
procesos de excitabilidad en diferentes areas cerebrales, se evalu6 si los niveles
de lipoperoxidacion inducida por la HCY tenian una correlacién directa con el
patrén conductual en ratas tratadas con HCY. Para ello se emplearon ratas Wistar
machos con un peso entre 250 y 300 gramos. Durante la segunda hora después
de la administracion de HCY se evaludé la conducta referente a los patrones de
crisis convulsivas; posteriormente, los animales se sacrificaron por decapitacién y
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se evalué la lipoperoxidacion en diferentes areas cerebrales, mediante la
medicion de los productos fluorescentes formados por la lipoperoxidacion.

4.41.EVALUACION CONDUCTUAL.

Al igual que el glutamato y el aspartato, otros aminoacidos (a.a.)

excitadores que contienen grupos SH, tienen una participacion importante en los
procesos excitatorios del sistema nervioso central (SNC) (Allen,1986), actuando
como agonistas de los receptores NMDA y que podrian interactuar con receptores
metabotropicos del glutamato (Folbergrova,1999). La administraciéon de un
farmaco de esta naturaleza, provoca diferentes patrones conductuales " en
animales de experimentacion; las causas de estas diferencias no son claras, pero
pueden sugerir que diferentes estructuras del cerebro y/o circuitos estan
probablemente activados, dependiendo de las rutas de administracion
(Folbergrova,1999).
Para correlacionar el patréon conductual y el dafio oxidativo provocado por la
administracién sistémica de la HCY en ratas, asi como de la participacion del ON y
de los receptores tipo NMDA, se disefiaron 6 grupos, a los cuales se les
administraron los diferentes farmacos, y se observaron durante 2 a 3 horas:
Grupo 1 control (solucién salina fisiolégica (SSF)); Grupo 2 (HCY 800mg/kg/peso
(Folbergrova1994,1997; Hammond,1989)); Grupo 3 (MK-801, 1 mg/kg/peso);
Grupo 4 (7-NI, 30 mg/kg/peso (Mackenzie, 1995)); Grupo 5 (MK-801+ HCY); y
Grupo 6 (7-NI+ HCY). Posteriormente, las ratas se sacrificaron por decapitacion, y
se disecaron 6 diferentes areas del cerebro, se colocaron en nitrégeno liquido para
posteriormente medir la lipoperoxidacion a través de los productos fluorescentes
(Rios y Santamaria,1991) en 6 regiones del cerebro (corteza, estriado, hipocampo,
hipotalamo, tallo y cerebelo) (Fig. 8).
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Fig. 8. Diagrama de flujo, metodologia in vivo.
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4.4.2.ENSAYO DE PRODUCTOS LIPiDICOS FLUORESCENTES.
(Rios y Santamaria, 1991)

Las regiones cerebrales fueron homogenizadas en 1200 pl de solucién
fisiolégica. A 1 ml del homogenado, se le agregaron 4 ml de una mezcla de
cloroformo-metano (2:1 v:v), Los tubos se taparon y se mezclaron en vortex
durante 30 segundos, posteriormente se colocaron en hielo durante 30 minutos.
Se separ6 la fase acuosa de la fase cloroférmica y se tomaron 1.8 ml de esta
ultima fase, se mezclaron con 200 pl de metanol y se leyeron en un
espectrofotometro de fluorescencia a 370 nm de excitacion y 430 nm de emision.
La sensibilidad del espectrofotdémetro se ajusté con un solucién estandar de
quinina (0.1 pg/ml) en una solucién de acido sulfurico 0.05M. La concentracion de
productos lipidicos fluorescentes se expresé en unidades de fluorescencia por
gramo de tejido fresco.

4.5. ANALISIS ESTADISTICO.

Para el analisis estadistico de todos los experimentos se emple6 un analisis
de varianza de una via seguido de una prueba de Dunnet para comparacion de
grupos contra un control. En el caso de comparaciones entre dos grupos, se
emplearon pruebas de t-student no pareadas.
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5. RESULTADOS IN VITRO

5.1 CURVA DOSIS-RESPUESTA DE LA LIPOPEROXIDACION
INDUCIDA POR LA HOMOCISTEINA

Se llevaron a cabo incubaciones de sinaptosomas en presencia de
concentraciones crecientes de HCY que fueron desde 5 puM hasta 1000 pM,
encontrandose un incremento en la lipoperoxidacion dependiente del aumento en
la concentracion de HCY (Fig 9). La lipoperoxidacion se expresé en nmoles de
TBARS formadas por mg de proteina, alcanzandose una diferencia
estadisticamente significativa con respecto al control a concentraciénes de HCY
entre 100uM y 1000pM (167% a 396% respectivamente comparado con el
control), con una n=8. Dado que la concentracion minima de HCY para producir un
efecto significativo sobre la lipoperoxidacion fue de 100uM, esta concentracion fue

utilizada para los siguientes ensayos.

Fig.9. Efecto de la lipoperoxidacion inducida por la HCY en sinaptosomas de

cerebro de rata.
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52 EFECTO COMPARATIVO DE LA LIPOPEROXIDACION INDUCIDA
POR LA HOMOCISTEINA CONTRA OTRAS TOXINAS.

Se realizé una comparacion del potencial oxidativo de la HCY contra otras
moléculas excitotdxicas a concentraciones equimolares (100uM) en sinaptosomas,
como son: el acido kainico (KA, un agonista glutamatérgico tipo no-NMDA); el
acido quinolinico (QUIN), un agonista glutamatérgico tipo NMDA; el glutamato
(Glu), el acido 3-nitropropiénico (3-NPA una toxina mitocondrial); y un agente
oxidante, como lo es el FeSO4 (n=4).

La HCY mostré un mayor poder oxidativo que el KA y el QUIN (94% y 50%,
respectivamente), similar a los presentados por el Glu y el 3-NPA (15% y —2%
respectivamente), y menor que el evocado por el FeSOa4 (-54%) (Fig. 11).

Fig. 11. Comparaciéon de la lipoperoxidacion inducida por la HCY, con otros
agentes excitotdxicos.

401 e

357
3.0
257
207

1.57

Lipoperoxidacion (nmol
TBARS/ug prot)

0.57

- Control KA QUIN  Glu HCY 3-NPA FeSO4

Tratamientos



44

5.3 EFECTO DEL MK-801 Y DE LA N-ACETILCISTEINA, SOBRE LA
LIPOPEROXIDACION INDUCIDA POR LA HCY.

Para saber si la HCY ejerce su efecto peroxidante a través de la activacion

de receptores tipo NMDA, se llevaron a cabo coincubaciones de sinaptosomas en
presencia de HCY a una concentracién fija de 100uM, y de concentraciones
crecientes de MK-801 (entre 5uM a 1000uM). Se observd, una disminucién en la
lipoperoxidacion inducida por HCY inversamente proporcional al aumento en la
concentracion de MK-801(linea n), alcanzandose valores similares a los basales
desde concentraciones bajas de MK-801 (Fig.12). Se encontré una diferencia
estadisticamente significativa con respecto al control positivo con HCY (linea
continua),-desde una concentracion de MK-801 de 5 uM y en adelante.
Por otra parte, para determinar la contribucion directa de los radicales libres en la
lipoperoxidacion inducida por HCY, una serie adicional de sinaptosomas fue
incubada en paralelo, conteniendo una concentracion fijja de HCY vy
concentraciones crecientes del conocido antioxidante, la N-acetil-L-cisteina. La
linea con triangulos en la figura 12 muestra un efecto significativo de la L-NAC en
la disminucién de la lipoperoxidacion de la HCY a concentraciones desde 400 uM
y hasta 1000 uM, aunque dicho efecto nunca fue tan pronunciado como el del MK-
801.
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Fig.12. Efecto del MK-801 y de la NAC sobre la lipoperoxidacién inducida por la
HCY.
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54. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LA SON SOBRE LA
LIPOPEROXIDACION INDUCIDA POR HCY.

Se realizaron ensayos para determinar el efecto del dxido nitrico sobre el
daio inducido por la Homocisteina in vitro, para lo cual se realizaron incubaciones
de los sinaptosomas en presencia de HCY (100 uM) y concentraciones crecientes
de los inhibidores de la éxido nitrico sintasa ( L-NARG, L-NAME, 7-NI), desde 5
uM hasta 1000 pM.

En la fig. 13 se muestra el efecto de la L-NARG sobre la lipoperoxidacion,
inducida por la HCY; se observa una disminucion de la lipoperoxidacion (-47%) a
medida que se incrementa la concentracion del inhibidor, encontrandose una
diferencia significativa con respecto al control, desde una concentracién de 20 uM,
con una n=4 y una p<0.05 (linea inferior ¥).
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Por lo que respecta al efecto del L-NAME sobre la lipoperoxidacion inducida
por la HCY, se observa una disminucién dependiente de la concentracién de L-
NAME (-51% a una concentracion de 1000pM), encontrandose un efecto
significativo desde una concentracién de 50uM, con una n=6 y una p<0.05 (linea

central A)
De igual manera, el 7-nitroindazol, disminuyé la lipoperoxidacion inducida
por la HCY, pero obteniéndose una diferencia significativa con respecto al control

desde una concentracion 600uM, con una n=9 y una p<0.05 (linea superior m).

Consecuentemente, todos los inhibidores de la SON mostraron una disminucién
en la lipoperoxidacion inducida por la HCY, aunque la L-NARG exhibié una mayor
capacidad de inhibicion, seguida por L-NAME, y finalmente 7-NI.

Fig. 13. Efecto de de los inhibidores de la SON ( L-NAME, L-NARG y 7-NI), sobre

la lipoperoxidacion inducida por la HCY
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6. RESULTADOS IN VIVO.

Para estudiar la posible participacién de los receptores tipo NMDA y del ON
en el dafio inducido por la HCY al ser administrado en forma sistémica en ratas, se
disefiaron 6 grupos de ratas machos de la cepa Wistar con un peso entre 250 y
300 g. Se traté un grupo 15 ratas como controles a los cuales se les administré
solucion fisiologica intraperitonealmente. A un segundo grupo de 11 ratas se les
administro HCY a una dosis de 800 mg/kg de peso corporal. Un tercer grupo de 6
ratas se administré con MK-801 a una dosis de 1 mg/kg de peso. Un cuarto grupo
de 6 ratas se les administré 7-NI a una dosis de 30 mg/Kg de peso. Finalmente a
2 grupos mas de 6 y 5 ratas se les administré la combinacion de MK-801+HCY y
7-NI + HCY respectivamente, a.las mismas dosis mencionadas anteriormente. Se
observaron las ratas durante 2 horas después de la administracion de los
farmacos para ver el patron de manifestaciones conductuales de los animales
(tabla3) que incluyeron: CTCG= Crisis tdnico clonico generalizadas, MMA=
movimiento de miembros anteriores, MMP=movimiento de miembros posteriores,
FASC-= fasciculaciones, CH= carrera de huida, SPM= sacudidas de perro mojado;
posteriormente se sacrificaron por decapitacion y se disecaron 6 diferentes areas

cerebrales (tallo, hipotdlamo, hipocampo, cerebelo, corteza y estriado).

6.1. MANIFESTACIONES CONDUCTUALES EN LOS GRUPOS
TRATADOS CON DIFERENTES FARMACOS.

De los diferentes grupos tratados, el de HCY presentd un mayor nimero de
manifestaciones. El grupo tratado con MK-801 no presento crisis conductuales; sin
embargo, las ratas manifieston caidas frecuentes y problemas al caminar (ataxia).
El grupo tratado con 7-NI presenté algunas manifestaciones conductuales (a
excepcion de las CTCG, de la CH y del cabeceo) pero en un nimero mucho
menor que el grupo tratado con HCY.
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Por lo que respecta al grupo tratado con MK-801 + HCY, se observé un
abatimiento de las manifestaciones conductuales con respecto al grupo tratado
con HCY, presentandose mioclonias como Unica manifestacion. Finalmente, el
grupo tratado con 7-NI + HCY, mostré un abatimiento total en las manifestaciones

conductuales con respecto al grupo con HCY (tabla 3).

Tabla 3. Manifestaciones conductuales que presentaron las ratas, administradas
con HCY, MK-801 y 7-NI.

Tratamiento | Control HCY | MK-801 7-NI MK-801 + HCY | 7-NI + HCY
Tipo n=15 | n=11 | n=6 | n=6 =g =g
De crisis

CTCG B 10 - — . -

MMA - 33 . 1 . .
MMP . 2 - 2 . _
FASC . 25 . 9 - _
CH . 3 _ . . -
Cabeceo - 53 PR P —_— ===
SPM - 16 . 1 - -
Masticacion - 87 - 1 - -
Mioclonias - 78 - 1 5 s

HCY=800mg/kg de peso
MK-801= 1mg/kg de peso
7-NI= 30mg/kg de peso
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6.2. TIEMPO DE LATENCIA A LAS CTCG EN EL GRUPO TRATADO
CON HCY.

De las 11 ratas administradas con HCY, 7 presentaron CTCG. El tiempo de
latencia para la presentacion de estas crisis varié entre 56 y 96 minutos, con un
promedio de 69.4 min. (tabla 4). Los tratamientos con coadministracion de HCY
mas MK-801 y 7-NI, al no presentar crisis, no cuentan con un registro de tiempo
de latencia

Tabla 4. Tiempo de latencia para CTCG para los animales administrados con HCY

RATA HCY 800mg/kg/peso corporal
Latencia CTCG (min.)

1 58

2 60

3 56

4 73

5 77

6 66

7 96
Promedio 69.4
DE 14.0
ES 53
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6.3. LIPOPEROXIDACION INDUCIDA POR LA HCY EN DIFERENTES
REGIONES CEREBRALES DE LA RATA.

Se realizo la medicion de la lipoperoxidacion en 6 regiones del cerebro de la
rata ( estriado, corteza, hipocampo, hipotalamo, cerebelo y tallo), para rastrear una
correlacion entre el tipo de crisis conductual que presenta la rata y el nivel de dafio
oxidativo generado por la HCY y la posible implicacion de los receptores tipo
NMDA y del ON.

Se realizé6 una prueba de t-student no pareada para comparaciones entre los
grupos control (barras oscuras) versus tratamientos (barras claras) de las
diferentes regiones, no encontrandose diferencias significativas en ninguna de la

regiones
l Fig.15. Lipoperoxidacion inducida por la HCY en regiones
' cerebrales de la rata.
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7. DISCUSION
7.1. LIPOPEROXIDACION INDUCIDA POR LA HOMOCISTEINA.

El sistema nervioso es particularmente vulnerable a la accion de las ROS
debido a su alto indice metabédlico, por sus altos niveles de lipidos y la presencia
de una gran variedad de prooxidantes (Delanty y Dichter, 1998). Asi, ciertas areas
del cerebro son ricas en Fe y Cu, dos metales que tienen la capacidad de generar
al altamente téxico radical hidroxilo a partir del perdxido de hidrégeno o
superdxido mediante la reaccion de Fenton ( Riederer y cols.,1989).

La HCY ha sido propuesta como un factor de riesgo para el desarrollo de

enfermedad vascular aferoesclerética (Motulsky,1996). El estrés oxidativo debido
a la produccion de ROS intracelular y extracelularmente, puede tener un papel
irhpoﬂante en este tipo de enfermedades (Jacobsen, 2000). Debido a que la HCY
y oftros tioles poseen actividades pro-oxidantes, se ha postulado que el dafio
producido por la HCY es causado por la generacion de estrés oxidativo sobre
células vasculares y tejidos (Loscalzo, 1996; Jacobsen, 2000). El grupo SH de la
HCY podria actuar cataliticamente con iones férricos o cupricos para generar
H,0,, radicales hidroxilo y radicales homocisteinil (Bellamy y McDowell, 1997).
Experimentos in vitro, sugieren que la HCY tiene la capacidad de generar aniones
superdxido (0;") y H20,, cuando ésta sufre autooxidacion (Bellamy y McDowell,
1997).
Los resultados de este trabajo apoyan las evidencias del papel neurotoxico de la
HCY a concentraciones mas bajas que las reportadas por otros autores en células
granulares (Won-Kiy Young-Sook, 1996), a través de la medicion de peroxidacion
de lipidos como indice de estrés oxidativo en sinaptosomas extraidos de cerebro
de rata e inhibiendo la lipoperoxidacion utilizando al antioxidante N-metil-L-
cisteina, encontrandose que la NAC disminuye parcialmente la LP inducida por la
HCY de una manera concentracion-dependiente.
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7.2. HOMOCISTEINA Y EXCITOTOXICIDAD.

Una de las caracteristicas de los pacientes con hiperhomocisteinemia es
que la mayoria de ellos presentan retraso mental (Scriver, 1996). Ademas la
administracion de HCY en animales de experimentacion les produce crisis ténico
clénico generalizadas (Won-Ki y Young-Sook,,1996), lo que sugiere que la
excitoxicidad es un posible mecanismo de dafo producido por la HCY. En
estudios llevados a cabo en células granulares de cerebelo se ha reportado que la
HCY induce muerte neuronal por activacién de receptores tipo NMDA, asi como la
generacion de RL (Won-Ki y Young-Sook, 1996); sin embargo, el mecanismo
preciso por el cual la HCY produce dafio no ha sido completamente dilucidado. Es
este estudio, la lipoperoxidaciéon inducida por la HCY, es completamente
bloqueada por el MK-801, antagonista no competitivo del receptor NMDA
(Santamaria y Rios, 1993) a partir de concentraciones bajas, alcanzando valores
basales de lipoperoxidacion, sugiriendo que el dafio producido por la HCY es mas
probablemente debido a eventos excitotoxicos relacionados a la activacion de
receptores tipo NMDA con la produccidn secundaria de radicales libres (Lipton y
cols., 1997), lo cual esta sugiriendo que el mecanismo de la lipoperoxidacion
ejercido por la HCY es estrictamente por la via de la activacion de receptores tipo
NMDA, y que la inhibicién parcial de la lipoperoxidacion inducida por la HCY por la
NAC, podria ser el resultado de la produccion de RL después de la sobre
activacion de los receptores tipo NMDA. Se ha reportado que la estimulacion de
los receptores tipo NMDA induce la generaciéon de RL, principalmente al anién
superéxido y al radical hidroxilo, lo que sugiere que la produccion de RL es uno de
los mecanismos celulares responsables del dafio excitotoxico en el cerebro
(Lancelot y cols., 1998). La HCY es una molécula altamente citotdxica en células
endoteliales en cultivo y este efecto puede ser inhibido con la adicion de la
catalasa, lo cual implicaria la formacién de perdxido de hidrégeno por HCY
(Starkebaum y Harlam, 1986). Adicionalmente, los hallazgos de la toxicidad de la
HCY, tanto en células endoteliales como en células cerebrales, nos sugieren que
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existe un mecanismo en comun, que involucra la activacion de los receptores tipo
NMDA con la subsecuente produccién de RL, apoyando la evidencia de la
existencia de sitios de union para NMDA en membranas de capilares cerebrales
(Koening, 1992). En resumen, la sobreactivacion de los receptores tipo NMDA
resulta en una cascada de eventos citotoxicos, empezando con la ruptura de la
homeostasis de calcio y la produccion de estrés oxidativo (Coyle y Puttfarrcken,
1993).

7.3. LIPOPEROXIDACION INDUCIDA POR LA HOMOCISTEINA E
INHIBICION DE LA OXIDO NiTRICO SINTASA.

Los efectos del ON sobre la muerte neuronal involucran una serie de vias las
cuales se interrelacionan para producir muerte neuronal. Dependiendo del proceso
de la enfermedad y la secuencia temporal en la cual en ON esté involucrado, se
ha reportado que puede tener un papel dual, ya que puede ser neuroprotector o
neurotéxico, y que la inhibicién de la SON y la remocién de L-arginina, precursor
del ON pueden reducir la excitotoxicidad (Deckel, 2001).

Se ha sugerido que el ON atenua la neurotoxicidad en cultivos primarios de
neuronas corticales, mejorando las propiedades adversas de la HCY formando S-
nitrosotioles (Kim, 1999), y evitando la formacién de H,0,, por lo cual se ha
generado una hipétesis que sugiere que la toxicidad de la HCY es una
consecuencia de la incapacidad de la célula de sostener una adecuada produccion
de ON en presencia de elevadas concentraciones de HCY (Upchurch y Welch,
1996). Se sabe que esta reaccion se lleva a cabo bajo condiciones bioldgicas, asi
que estos compuestos son biolégicamente activos, presentando propiedades
similares a las del ON (Stamler y cols, 1993), permitiéndole aumentar su
estabilidad y conservando todas las propiedades del ON en su forma libre
(Upchurch, 1996). Sin embargo, nuestros resultados sugieren una situacion
contraria, ya que la inhibicién de la SON en sinaptosomas extraidos de cerebro de

rata por tres diferentes inhibidores resulta en una atenuacion significativa de la
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lipoperoxidacion inducida por la HCY. En este contexto, se sabe que los S-
nitrosotioles, tales como la S-nitrosocisteina y la S-nitroso-HCY, son capaces de
producir neurotoxicidad, al sufrir ruptura homolitica y generar ON el cual reacciona
con el anién superoxido para formar peroxinitrito. Ademas, se ha demostrado que
una concentracion milimolar de tioles tiene una accion protectora en comparacién
con las concentraciones micromolares de S-NT, ya que estabiliza la formacién de
S-NT, evitando la formacién de ON y la formacién de peroxinitrito, y este efecto es
debido al equilibrio entre tioles y S-NT (D’Emilia, 1999). Bajo las condiciones
utilizadas en el presente estudio (concentraciones submilimolares de HCY en
presencia de concentraciones subpatolégicas de glicina (10 uM) suficientes para
evocar la activacion de los receptores tipo NMDA) , la HCY puede seguir dos vias:
1) Las concentraciones micromolares de HCY podrian producir ON mediante la
activacion de los receptores tipo NMDA con la subsecuente activacion de la SON
mediada por Ca?*/Calmodulina; éste ON reaccionaria con O, para formar OONO'.
Esta reaccion ha sido ampliamente descrita cuando ocurre una sobreactivacion de
receptores NMDA (Fig. 16) ( Garthwaite, 1989); o 2) La HCY podria reaccionar
con el ON generado de diferentes fuentes para eventualmente formar S-NT
mediante la reaccion de nitrosilacion (Kim, 1999) a bajas concentraciones, lo cual,
en ausencia de altas concentraciones de grupos tioles (D’Emilia, 1999), podria
liberar ON para producir OONO™ y estrés oxidativo. Ambos mecanismos apoyan el
papel protector de los inhibidores de la SON contra la LP inducida por la HCY. De
hecho, estas consideraciones pueden servir para explicar el efecto protector de la
NAC observada en este trabajo y tomarla como una tercera via que puede tomar
la HCY en el dafo inducido por ésta (Fig.16), dado que la NAC representa una
fuente de tioles (Pocernich, 2001), los cuales modularian el equilibrio
tiol:nitrosotiol. Ademas, se ha reportado que el uso de inhibidores inespecificos de
la SON, tales como L-NARG y L-NAME, confiere un factor protector para reducir
la neurotoxicidad y el estrés oxidativo inducido por una excitotoxina, el acido
quinolinico en diferentes preparaciones cerebrales de la rata (Santamaria, 1997;
Santamaria, 1999: Pérez-Severiano,1998). Por su parte el 7-NI, un inhibidor
especifico de la SON neuronal, que ha demostrado un efecto protector contra el
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dafo inducido por el MPP+ (O'Byrne, 2002), presentd el efecto menos potente
contra la LP inducida por la HCY comparado con L-NARG y L-NAME en este
estudio, lo que sugiere que ambas formas de SON participan en el control de los
niveles de ON y del daiio oxidativo inducido por la HCY.

Fig. 16. Diferentes vias propuestas de toxicidad de la HCY en el SNC.

HCY —

Y

RECEPTORES —
NMDA

ON

> S-nitoso
homocisteina

OXIDACION

RL

TLP

dLP

1 ca®

ACTIVACION
DE PROTEINAS

DANO
CELULAR




56

7.4. HOMOCISTEINA Y ALTERACIONES CONDUCTUALES.

Las excitotoxinas son una familia de aminoacidos excitadores (AAE) con

propiedades excitatorias sobre las neuronas del sistema nervioso central (SNC) de
mamiferos. Diferentes estudios han demostrado que el SNC contiene distintos
receptores para AAE, sugiriendo que ellos estan involucrados en procesos
fisiolégicos como la memoria, el aprendizaje, la potenciacion a corto y largo plazo,
etc; sin embargo, también se relacionan con la generacién de crisis y dafio
neuronal que ocurren en varios modelos experimentales de enfermedades
convulsivas y neurodegenerativas (Vezzani, 1988). La HCY ha demostrado inducir
crisis en animales adultos (Folbergrova, 1997), asi como en animales inmaduros
de experimentacion (Kubova, 1995).
En nuestro estudio, las primeras manifestaciones de crisis clonicas (tiempo de
latencia) aparecieron entre los 10 y 19 minutos después de la administracion de la
dosis de HCY (800 mg/kg); éstas crisis se repitieron durante varios minutos y
todos los animales administrados las presentaron. Después, este periodo fue
seguido por la manifestacién de crisis ténico-clénicas, en donde alrededor del 64%
de los animales administrados con HCY las presentaron (promedio del tiempo de
latencia 69.4 minutos). Nuestros datos se asemejan a los descritos anteriormente
por otros autores (Folbergrova, 1999). Estas manifestaciones conductuales fueron
atenuadas por la administracion del antagonista de los receptores para NMDA, el
MK-801, siendo estos hallazgos similares a los encontrados en otros estudios, en
donde se ha reportado que una propiedad de los antagonistas no competitivos
como el MK-801, es la de no blogquear por completo la actividad epiléptica inducida
por el acido kainico en todas las areas cerebrales, sugiriendo una proteccion
selectiva sélo en ciertas areas (Clifford, 1990).

Es ampliamente conocido que el ON se produce en respuesta a la
activacion de receptores tipo NMDA. Recientes estudios empleando cultivos
neuronales, rebanadas de cerebro y modelos de isquemia cerebral en animales,
han implicado al ON como un mediador de la toxicidad del receptor NMDA; sin
embargo, otros estudios usando similares protocolos han proporcionado
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evidencias contradictorias con respecto al papel del ON en la neurotoxicidad
(Connop, 1995). _

Por lo respecta al uso del inhibidor neuronal de la SON, el 7-NI,
encontramos que tiene un efecto protector sobre las crisis conductuales inducidas
por la HCY, lo que sugiere una posible participacion téxica del ON. Estos datos se
asemejan con los experimentos llevados a cabo por Jellestad y Gundersen, en
donde utilizan un modelo de hipoxia para inducir crisis, y demuestran que el 7-NI
aumenta el tiempo de latencia en la aparicion de las crisis; sin embargo, también
demuestran que el 7-NI en dosis altas que van de 10 a 30 mg/Kg tiene efectos
secundarios sobre el comportamiento motor en general (Jellested y Gundersen,
2001). Esto también es observado en nuestro estudio, en donde el grupo tratado
con 7-Nl presenta alteraciones en el comportamiento con respecto al grupo
control, y por lo tanto, no puede ser descartado que el efecto protector se debe en
parte a su accion directa en la reduccion de la actividad motora ( Jellestad y
Gundersen, 2001). El papel del 7-NI como un inhibidor de las crisis inducidas por
agentes convulsivos es controversial; un estudio realizado en ratones a los cuales
se les administré una dosis de 50 mg/Kg de 7-NI, revelé que éste fue ineficaz para
inhibir las crisis inducidas por el pentilentetrazol; sin embargo, dado en
combinacion con otros agentes antiepilépticos (etosuxamida y clonazepam),
incrementd la capacidad anticonvulsiva de éstos significativamente (Borowicz,
2000).

7.5. HOMOCISTEINA, LIPOPEROXIDACION Y CONDUCTA.

La excesiva activacion de los receptores para NMDA durante los eventos
excitotoxicos o isquémicos produce ROS en el cerebro, tales como el radical
superoxido, peroxido de hidrégeno y el radical hidroxilo. La sobre estimulacion del
receptor también produce 6xido nitrico, el cual ejerce sus efectos en la isquemia
cerebral. La dualidad del ON podria estar relacionada a su capacidad para

modular la produccion de ROS (Lancelot, 1995). Al evaluar los efectos de la
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administracion de HCY en el comportamiento que presentaban las ratas, el tiempo
de latencia que presentaron los animales administrados con HCY (10 a 19 min)
fue semejante a los reportados por otros autores (Folbergova, 2000); sin embargo
no hubo un patrén de conducta similar para todos los animales, ya que no todos
presentaron las mismas manifestaciones conductuales, ni un nimero similar de
repeticiones de las alteraciones. La mayoria de los animales presentaron
mioclonias, masticacion, movimientos de cabeza, movimientos de manos
anteriores, fasciculaciones, sacudidas de perro mojado y crisis ténico clonicas
generalizadas, aunque la causa de todas las diferencias en las proporciones de
los patrones no es claro. Al explorar una posible correlacion entre la LP en
diferentes areas del cerebro y los patrones conductuales, no encontramos efectos
significativos en la LP en ninguno de los tratamientos contra el control, lo que nos
sugiere que el patron conductual originado por la administracién de HCY en este
modelo no es consecuencia directa de dafio oxidativo en las diferentes regiones
cerebrales estudiadas, sino que es el resultado de un evento excitatorio transitorio.
Mas auln, en un estudio realizado por Allen en ratas administradas con HCY
intraperitonealmente y donde se determinaron varios aminoacidos en diferentes
regiones mediante HPLC, antes y después de las crisis generadas por la
administracion de la HCY, se observé que existen cambios, tanto en los niveles de
aminoacidos (GABA, glutamato, glicina, taurina, aspartato, glutamina) en varias
regiones del cerebro de la rata, y que éstos cambios generados antes y durante el
desarrollo de la crisis involucran areas importantes de control motor tales como el
hipocampo, una de las regiones mas propensas a generar crisis (Allen, 1986).
Aunque ellos no evaluaron patrones conductuales, estos datos sugieren que
deben de existir regiones mas propensas en el desarrollo de las crisis y que la
HCY pudiera tener uno o varios sitios blanco, similar a lo que sucede con el acido
homocisteico, un aminoacido excitador que contiene también un grupo SH, y que
se ha demostrado que genera diferentes patrones conductuales, dependiendo de
la via de administracion. Esto sugiere que diferentes estructuras y/o circuitos se
encuentran probablemente activados, dependiendo de la ruta (Folbergrova, 2000).
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Nosotros sugerimos que un mecanismo parecido podria estar ocurriendo con la
HCY, que es un aminoacido excitador similar al acido homocisteico.
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8. CONCLUSIONES

La hiperhomocisteinemia ha sido asociada con un incremento en el riesgo
para el desarrollo de enfermedades vasculares periféricas, coronarias y venosas.
El mecanismo preciso por el cual la HCY produce dafio no ha sido completamente
determinado.

En este trabajo, se describe la accién peroxidativa de la HCY en
sinaptosomas extraidos a partir de cerebro de rata, encontrandose que la HCY
induce lipoperoxidacion que es dependiente de la concentracion, obteniéndose un
efecto significativo desde una concentracién de 100 uM. Esta lipoperoxidacion es
atenuada por la adicién de N-acetil-L-cisteina, sin alcanzar valores basales. La
comparacion del poder oxidativo de la HCY con otros agentes oxidantes resulté
similar al del glutamato y al del acido 3-nitropropiénico, pero mas al que el
presentado por el acido kainico y el del acido quinolinico. Estos datos, sugieren
que en el mecanismo por el cual la HCY produce dafio celular, se encuentra
implicado el estrés oxidativo.

Por otra parte, la lipoperoxidacién inducida por la HCY es inhibida por el
MK-801, un antagonista no competitivo del receptor para NMDA a concentraciones
muy bajas (5 pM), lo cual nos esta sugiriendo que existe otro mecanismo que
involucra excitotoxicidad en el dafo inducido por ésta, actuando a nivel de
receptores tipo NMDA. Todos estos hallazgos sugieren que el daiio ejercido por la
HCY, es fundamentalmente a través de la estimulacion del receptor NMDA ya sea
como un agonista del Glu en los receptores NMDA, como un modulador en el
receptor NMDA, o en los receptores metabotrépicos del Glu, como un pro-
oxidante, o en combinacién de ambos mecanismos, dada la potencia que como
oxidante exhibié la HCY en comparacién con otros agonistas glutamatérgicos.

Por otro lado, el efecto protector presentado por los inhibidores de la sintasa
del oxido nitrico (SON) sobre la lipoperoxidacion ejercida por la HCY, es
contradictorio con los hallazgos de Won-Ki, que sugieren que el ON atenua la
neurotoxicidad inducida por la HCY en cultivos primarios de neuronas corticales,
via formacion de S-nitrosotioles (S-NT) (Won-Ki, 1999). Se ha reportado que la
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formacion de S-NT también es una fuente de ON al sufrir rompimiento homilitico,
el cual es dependiente del equilibrio existente entre los niveles de HCY y S-NT
(D’Emilia, 1999); sin embargo la HCY puede seguir otra via para la formacion de
ON, la cual es secundaria a la activacion de los receptores tipo NMDA,
provocando entrada de Ca?* a la célula y formando NO inducida pos la activacién
de la SON mediada por calmodulina/ Ca®, éste ON puede formar OONO™ al
reaccionar con el Oz, el cual es un mecanismo ampliamente descrito (Garthwaite
y cols., 1989), o bién la generacién de ON podria ser a través de la formacién de
S-nitroso HCY, la cual, a bajas concentraciones de tioles, sufre ruptura homolitica
para formar ON y OONO". Ambos mecanismos, solos o en combinacién, apoyan el
papel de los inhibidores de la SON contra la lipoperoxidacion inducida por la HCY.
En resumen, el mecanismo o los mecanismos por los cuales la HCY induce
neurotoxicidad y estrés oxidativo, pueden depender de varios factores: activacion
de los receptores tipo NMDA y formacion de ROS por oxidacion de la HCY , en
donde se dispara una serie de eventos secundarios como la activaciéon de
proteinas dependientes de Ca®* (SON) y formacion de ON para la produccién de
peroxinitrito y estrés oxidativo (fig. 16). Sin embargo, todos estos deben de ser
elucidados en posteriores estudios.



Fig. 16. Mecanismos generales de dafio celular propuestos para la HCY.
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Por lo que respecta a la parte experimental in vivo, los datos obtenidos de la

lipoperoxidacion en diferentes areas del cerebro de rata por la HCY y su posible

correlacion con los patrones conductuales que presentaron los animales, revelaron
la total ausencia de dicha asociacion, lo cual sugiere lo siguiente:

1) El tiempo de administraciéon no fue el éptimo para evocar dafio neuronal.
Posiblemente se deba administrar crénicamente la HCY para poder detectar si
existe lipoperoxidacién regional.

2) Deben considerarse otros marcadores de dafo celular, como la medicién de
Ca* intracelular, en paralelo con la evaluacion de la LP.

3) La via de administracion de HCY pudo no ser la mas adecuada. Una
administracién local, por microinyeccion, en las diferentes areas, podria ser
una opcioén, aunque también tiene sus limitantes, ya que como se mencioné
anteriormente, la forma de administracion puede variar las manifestaciones
conductuales.

En general, la HCY parece tener varios mecanismos para producir dafio neuronal;

aunque existe generacion de crisis conductuales, no necesariamente éstas deben

de producir dafo celular. Se sabe que la activacién de receptores para
aminoacidos excitadores produce una entrada de Ca’" a las células nerviosas.

Estudios electrofisiolégicos han demostrado que la entrada de Ca®* precede a una

respuesta neuronal y marca el inicio de crisis. Sin embargo, se ha demostrado

que existe una cercana asociacion entre crisis y cambios de Ca?" extracelular,
sugiriendo que la entrada de Ca®" hacia la neurona puede estar involucrada
causalmente en la génesis de fendmenos epilépticos por aminodcidos excitadores
en el sistema limbico y que éste evento puede ser independiente de que ocurra
dafo neuronal (Vezzani, 1998). Por lo tanto, deben de hacerse mas estudios para

elucidar el mecanismo de accion de la HCY para producir dafio neuronal y

establecer si tiene una correlacion con las manifestaciones conductuales.



9.

64

BIBLIOGRAFIA.

Alfthan G., Pekkanen J., Jauhiainen M., Pitkaniemi J., Karvonen M.,
Tuomilehto J. et al. Relation of serum homocysteine and lipoprotein(a)
concentrations to atherosclerotic disease in a prospective finnish population
based study. Atherosclerosis 1994;106:9-19.

Allen IC., Grieve A., Griffiths R. Diferencial changes in the content of amino
acid neurotransmitters in discrete regions of the rat brain prior to the onset and
during the course of homocysteine-induced seizures. J. Neurochem.
1986,;46:1582-1592.

Aydin S., Ozaras R., Uzun H., Belce A, Zuli E., Tahan V., Altug T., Dumen E.,
Senturk H. N-acetylcysteine reduced the effect of ethanol on antioxidant system
in rat plasma and brain tissue. Tohoku J. Exp. Med. 2002;198:71-77.

Beckman JS. Oxidative damage and tyrosine nitration from peroxynitrite.
Chem Res Toxicol 1996;9:836-844.

Bellamy MF., McDowell IFW. Putative mechanisms for vascular damage by
homocysteine. J. Inher. Metab. Dis 1997;20:307-315.

Bergendi L., Benes L., Durackova Z., Ferencik. Chemistry, Physiology and
pathology of free radicals. Life Sci 1999,;65:1865-1874.

Boesgaard S., AldershvileJ., Pedersen F., Pietersen A., Madsen JK., Grande
P. Continuous oral N-acetylcysteine treatment and development of nitrate
tolerance in patients with stable angina pectoris. J. Cardiovasc. Pharmacol
1991;17:889-893.

Boje KM., Arora PK. Microglial-produced nitric oxide and reactive nitrogen
oxides mediate neural cell death. Brain Res 1992;587:250-256.

Borowicz KK., Luszczki J., Kleinrok Z., Czuczwar SJ. 7-Nitroindazole, a nitric
oxide synthase inhibitor, enhances the anticonvulsive action of ethosuximide
and clonazepam against pentylenetetrazol-induced convulsions. Jpn. J.
Pharmacol. 2001,86:297-301.



65

Boushey CJ., Beresford SAA., Omenn GS., Motulsky AG. A quantitative
Assessment of plasma homocysteine as a risk factor for vascular disease.
JAMA 1995;274:1049-1057.

Brattstrom L., Israelson B., Bergqvist D., Thorne J., Hultberg B., Hamfelt A.
Impaired homocysteine metabolism in early-onset cerebral and peripheral
occlusive arterial disease. Effects of pyridoxine and folic acid treatment.
Atherosclerosis, 1990;81:5160.

Brattstrom L., Wilcken DEL., Ohrvik J., Brudin L. Common
methylenetetrahydrofolate reductase gene mutation leads to
hyperhomocysteinemia but not to vascular disease. The result of a meta-
analysis. Circulation 1998;98:2520-2526.

Bredt DS., Snyder SH., Isolation of nitric oxide synthase, a calmodulin-
requiring enzyme. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1990,87:682-685.

Bredt DS., Snyder SH., Nitric oxide: a physiologic messenger molecule. Ann.
Rev. Biochem. 1994;63:175-195.

Bredt DS. and Snyder SH. Nitric oxide mediates glutamate-linked
enhancement of cGMP level in the cerebellum. Proc Natl Acad Sci. USA;
1989;86:9030-9033.

Breteler MMMB. Vascular risk factors for Alzheimer's disease: An
epidemiologic perspective. Neurology of Aging 2000;21:153-160.

Carroll JE., Howard EF., Hess DC., Wakade CG., Chen Q., Cheng C. Nuclear
factor-kappa B activation during cerebral reperfusion: effect of attenuation with
N-acetylcysteine treatment. Mol Brain Res 1998;56:186-191.

Clifford DB., Olney JW., Benz AM., Fuller TA., Zorumsky CG. Ketamina,
phencyclidine, and MK-801 protect against kainic acid-induced seizure-related
brain damage. Epilepsia 1990;31:382-390.

Connop BP., Boegman RJ., Jhamandas K., Beninger RJ. Excitotoxic action of
NMDA agonists on nigrostriatal dopaminergic neurons:modulation by inhibition
of nitric oxide synthesis. Brain Research 1995,676:124-132.



66

Cotman CW. and Matthews, OA. Synaptic plasma membranes from rat brain
synaptosomes: isolation and partial characterization. Biochim. Biophys. Acta
1971;249, 380-394.

Coyle JT., Murphy TH., Puttfarken PS., Lyons EW., Vornov JJ. The non-
excitatory mechanism of glutamate induced neurotoxicity. Epilepsy Res
1991;10:141.148.

Coyle JT., Puttfarrcken P. Oxidative stress, glutamate, and neurodegenerative
disorders. Science 1993;262:689-694.

Deckel AW. Nitric oxide and nitric oxide synthase in Huntington’s disease. J.
Neurosc. Res. 2001,64:99-107.

Delanty N., Dichter MA. Oxidative injury in the nervous system. Acta. Neurol.
Scand. 1998;98:145-153. )
D’Emilia DM., Lipton SA. Ratio of S-nitrosohomocyst(e)ine to homocyst(e)ine
or other thiols determines neurotoxicity in rat cerebrocortical cultures. Neurosci.
Lett 1999;265:103-106.

den Heijer M., Blom HJ., Gerrits WBJ., Rosendaal FR., Haak HL., Wijermans
PW. Is hyperhomocysteinemia a risk factor for recurrent venous thrombosis?.
Lancet 1995;345:882-885.

De Rosa JF. Estado actual de la terapéutica antioxidante: Oxidacion vy
antioxidacion. Rev Fed Arg Cardiol 1998;27: 496-498.

Durand P., Prost M., Loreau N., Lussier-Cacan S., Blache D. Impaired
homocysteine metabolism and atherothrombotic disease. Lab Invest
2001;81:645-672.

Engbersen AMT, Franken DG, Boers GHJ, Stevens EMB, Trijbels FJM, Blom
HJ. Thermolabile 5,10-methylenetetrahydrofolate reductase as a cause of mild
hyperhomocysteinemia. Am J Hum Genet 1995;56:142-150.

Eikelboom JW., Lonn Eva., Genest J., Hankey G., Yusuf S. Homocyst(e)ine
and cardivascular disease: A critical review of the epidemiologic evidence. Ann
Inter Med 1999;131:363-375.

Finkelstein JD., Mudd HS., Laster FIK. Homocystinuria due to cystathionine
synthase deficiency: The mode of inheritance. Science 1964;146:785-787.



67

Folbergrova J. Energy metabolism of mouse cerebral cortex during
homocysteine convulsions. Brain Res. 1974,81:443-454.

Folbergrova J., Haugvicova R., Mares. Behavioral and metabolic changes in
immature rats during seizures induced by homocysteic acid: the protective
effect of NMDA and non-NMDA receptor antagonists. Experim. Neurol.
2000;161:336-345.

Folbergrova J. Anticonvulsant action of both NMDA and non-NMDA receptor
antagonists against seizures induced by homocysteine in inmature rats. Exp
Neurol 1997;145:442-450

Frosst P., Blom HJ., Milos R., Goyette P., Sheppard CA., Mathews RG., Boers
GJH., den Heijer M., Kluijtmans LAJ., van der Heuvel LP., Rozen R. A
candidate genetic risk factor for vascular disease: a common mutation in
methylenetetrahydrofolate reductase. Nat Genet 1995;10:11-113.

Garthwaite J., Charles SL., Chess-Willliams R. Endothelium-derived relaxing
factor release on activation of NMDA receptors suggests role as intracellular
messenger in the brain. Nature 1988;336:385-388.

Garthwaite J., Garthwaite G., Palmer RMJ., Moncada S. NMDA receptor
activation induces nitric oxide synthesis from arginine in rat brain slices.
European j. Pharmacol. 1989;172:413-416.

Gasic GP., Hollman M. Molecular neurobiology of glutamate receptors. Ann.
Rev. Physiol. 1992;54:507-536.

Goyette P., Summer JS., Milos R., Duncan AMV., Rosenblatt DS., Matthews
RG., Rozen R. Human methylenetetrahydrofolate reductase: isolation of cDNA,
mapping and mutation identification. Nat Genet 1994,7:195-200.

Graham Y., Daly LE., Refsum HM. Plasma homocysteine as a risk factor for
vascular disease: the European Concerted Action Project. JAMA
1997,277:1775-1781.

Gross SS., Wolin MS. Nitric oxide: pathophysiological mechanism. Annu Rev
Physiol 1995;57:737-769.



68

Gutteridge JMC., Richmond R., Halliwell B. Inhibition of the iron-catalyzed
formation of hydroxil radicals from superoxide and of lipid peroxidation by
desferroxiamine. Biochem. J.1979;15:469-472.

Haghighi SS., Johnson GC., de Vergel CF. Pretreatment with NMDA receptor
antagonist MK801 improves neurophysiological outcome after an acute spinal
cord injury. Neurol Res. 1996;18:509-515.

Halliwell B., Gutteridge JMC. In: Free radicals in biology and medicine. 1985.
Pags 140-189. Claedon Press, Oxford.

Halliwell B., Gutteridge JMC., Cruss CE. Free radicals, antioxidants, and
human disease: where are we now? J.Lab. Clin. Med. 1992;119:598-620
Hammond EJ., Hurd RW., Wilder BJ., Floyd JT. Focal and generalized
experimental seizures induced by homocysteine. Electroencephalog. Clin.
Neurophysiol. 1989;49:184-186.

Harmon DL., Woodside JV., Yarnell JWG., McMaster D., Young IS., McCrun.,
Gey KF., Whitehead AS., Evans AE. The common “thermolabile” variant of
methylenetetrahydrofolate reductase is a major determinant of mild
hyperhomocysteinaemia. 1996,89:571-577.

Hoogeveen EK., Kostense PJ., Beks PJ., Mackaay AJC. Jakobs C., Bouter
LM. et. al. Hyperhomocysteinemia is associated with an increased risk of
cardiovascular disease, especially in non-insulin-dependent diabetes mellitus.
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 1998;18:133-138.

Iadecola C. Bright and dark sides of nitric oxide in ischemic brain injury. TINS
1997;20: 132-138.

Jacobsen DW. Hiperhomocysteinemia and oxidative stress. Arterios. Thromb.
Vasc. Biol. 2000;20:1182-1186.

Jacobsen DW. Homocysteine and vitamins in cardiovascular disease. Clin
Chem. 1998;338:1833-1843.

Jellestad FK., Gundersen H. Behavioral effects of 7-nitroindazole on
hyperbaric oxigen toxicity.Pharm. Res. 2001;18:1607-1612.



69

Kang SS.,., Cook HY., Norusis M., Messer JV. Protein-bound homocyst(e)ine:
a posible risk factor for coronar-y artery disease. J.Clin. Invest. 1986,77:1482-
1486.

Kang SS., Zhou J., Wong PWK., Kowalisyn J., Strokosh G. Intermediate
homocysteinemia: A thermolabile variant of methylenetetrahydrofolate
reductase. Am. J. Hum. Genet. 1988;43:414-421.

Kang SS., Wong PW., Susmano A., Sora J., Norusis M., Ruggie N.
Thermolabile methylenetetrahydrofolate reductse: an inherited risk factor for
coronary artery disease. Am J Hum Genet 1991;48:536-545.

Khan M, Sekhon B, Jatana M, Giri S, Gilg AG, Sekhon C, Singh I, Singh AK.
Administration of N-acetylcysteine after focalcerebral ischemia protects brain
and reduces inflammation in a rat model of experimental stroke. J. Neurosci
Res. 2004;76:519-527.

Kiedrowski L, Costa E, Wroblewski JT. Glutamate receptor agonista stimulste
nitric oxide synthase in primary cultures of cerebelar granule cells. J
Neurochem 1992;58:535-541.

Knowles RG., PalaciosM., Palmer RMJ., Moncada S. Formation of nitric oxide
from L-arginine in the central nervous system: A transduction mechanism for
stimulation of the soluble guanylate cyclase. Proc Natl Acad Sci USA 1989; 86:
5159-5162.

Koenig H., Trout JJ., Goldstone AD., Lu CY. Capillary NMDA receptors
regulate blood-brain function and breakdown. Brain Res. 1992;588: 297-303.
Kraus JP., Molecular basis of phenotype expression in homocystinuria. J.
Inher. Met. Dis. 1994;17:383-390.

Lancelot E., Callebert J., Lerouet D., Revaud M., Boulu RG., Ploktine M. Role
of the L-arginine-nitric oxide pathway in the basal hydroxyl radical production is
the striatum of awake rats as measured by brain microdialysis. Neurosc. Lett.
1995;202:21-24.

Lancelot E., Lecanu L., Revaud M., Boulu RG., Plotkine M., Callebert J.
Glutamate induces hydroxyl radical formation in vivo activation of nitric oxide
synthase in prague.Dawley rats. Neurosc. Letters 1998;242:131-134.



70

Lappas M., Permezel M., Rice GE. N-acetyl-cysteine inhibits phospholipid
metabolism, proinflammatory cytokine release, protease activity, and nuclear
factor-kappa B deoxyribonucleic acid-binding activity in human fetal
membranes in vitro. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2003;88:1723-1729.

Levine SA and Kidd Parris M. (1986). Antioxidant adaptation: Its role in free
radical pathology. eds. Biocurrent Division, Allergy Research Group. 2d edn
San Leandro Cal.

Lipton SA., Kim WK., Choi YB., Kumar S., D’Emilia DM., Rayudu V., Arnelle
DR., Stamler J. Neurotoxicity associated with dual actions of homocysteine at
the methyl-D-aspartete receptor. Proc. Natl. Acad. Sci. 1997;94:5923-5928.
Loscalzo J. The oxidant stress of hyperhomocyst(e)inemia. J. Clin. Invest.
1996,;98:5-7.

Malinow MR. Hiperhomocyst(e)inemia: A common and easily reversible risk
factor for occlusive atherosclerosis. Circulation 1990;81:2004-2006.

Martin LJ, Al-Abdulla NA, Brambrink AM, Kirsch JR, Sieber FE, Portera-
Calliaau C. Neurodegeneration in excitotoxicity, global cerebral ischemia and
target deprivation: a perspective on the contributions of apoptosis and necrosis.
Brain Res Bull 1998;46:281-309.

Maulik N, Engelman DT, Watanabe M, Engelman RM, Das DK. Nitric oxide-a
retrograde messenger for carbon monoxide signaling in ischemic heart. Mol.
Cell. Biochem. 1996;157:75-86.

McCully KS. Homocysteine metabolism in scurvy, growth and atherosclerosis.
Nature 1971;231: 391-392.

Meister A. Glutathione metabolism and its selective modification. J Biol Chem
1988; 263: 17.205-17.208.

Meldrum B., Gorthwarte J. Excitatory aminoacid neurotoxicity and
neurodegenerative disease. EAA Pharmacology 1990;11:379-386.

Menéndez A., Fernandez-Brito JE. Metabolismo de la homocisteina y su
relacion con la aterosclerosis. Rev Cubana Invest Biomed 1999;18:155-68.
Miner SE., Evrosvski J., Cole DE. Clinical chemystry and molecular biology of

homocysteine metabolism: An update. Clin Biochem1997;30:189-201.



71

Moncada S, Palmer RMJ, Higgs EA. Nitric oxide: Physiology, pathophysiology,
and pharmacology. Pharmacol. Reviews 1991;43:109-142. '

Monje MI, Chatten-Brown J, Hye SE, Raley-Susman KM. Free radicals are
involved in the damage to protein synthesis after anoxia/aglycemia and NMDA
exposure. Brain Res 2000;857:172-182.

Motulsky AG. Nutritional ecogenetic.: Homocysteine-related arterosclerotic
vascular disease, neural tube defects, and folic acid. Am. J. Hum Genet.
1996;58:17-20.

Mudd SH., Levy HL., Skovby F., Disorders of transsulfuration. In: The
metabolic and molecular basis of inherited disease. 7th ed. Pp. 1279-1327.
Eds. Scriver Cr, -Beadet Al, Sly Ws, Valle D, New York: McGraw Hill Inc., 1995.
Muir KW_, Lees KR. Clinical experience with excitatory amino acid antagonist
drugs. Stroke 1995:26:503-513.

Munke M., Kraus JP., Ohura T., The gene for cystathionine--synthase (CBS)
maps to the subtelomeric region on human chromosome 21q and proximal
mouse chromosome 17. Am. J. Hum. Genet 1998;42:550-559.

Nanri K., Montéco C., Springhetti V., Seylaz J., Pinard E. The selective inhibitor
of neuronal nitric oxide synthase, 7-nitroindazole, reduces the delayed neuronal
damage due to forebrain ischemia in rats. Stroke 1998;29:1248:1254.

Olney JW., Labruyere J., Wang G., Wozniak DF., Price MT., Sessar MA.
NMDA antagonist neurotoxicity: mechanism and prevention. Science
1991;254:1515.1518.

Olszewski AJ., McCully KS. Homocysteine metabolism and the oxidative
modification of proteins and lipids. Free Rad. Biol. Med. 1993;14:683-693.

Perry IJ., Refsum H., BonaaKH., Ueland PM., Forde OH., Nordrehaug JE.
Serum total homocysteine concentration and risk of stroke in middle-aged
British men. Lancet 1995;346:1395-1398.

Porcenich CB., Cardin AL., Racine CL., Lauderback CM., Butterfield DA.
Glutathione elevation and its protective role in acrolein-induced protein damage
in synaptosomal membranes: relevance to brain lipid peroxidation in
neurodegenerative disease. Neurochem. Int. 2001;39:141-149.



72

Reiderer P., Sofic WD., Rausch B., Schmidt GP., Reynolds K., Jellinger MBH.
Youdim: transition metals, ferritin, gluthatine and ascorbic acid in parkinsonian
brains. J.Neurochem.1989;52:515-520.

Reinert MM., Bullock R. Clinical trials in head injury. Neurol Res. 1999;21:330-
338.

Rodrigo J. Alonso D., Fernandez AP., Serrano J., Lépez JC., Encinas JM.,
Fernandez Vizarra P., Castro S., Peinado MA., Pedrosa JA., Richard A.,
Martinez-Murillo, SantaconaM., Ventura ML., Uttenthal RL. Nitric Oxide:
sintesis,  neuroprotection and neurotoxicity. Anales de  Salud.
www.cfnavarra.es/salud/anales7textos11/cobab.htim. 1999.

Santamaria A., Galvan-Arzate S., Lisy V., Ali S.F., Duhart H.M., Osorio-Rico
L., Rios C. and St'astny, F. Quinolinic acid induces oxidative stress in rat brain
synaptosomes. NeuroReport 2001;12, 871-874.

Santamaria A., Rios C. MK-801, an N-methyl-D-aspartate receptor antagonist,

blocks quinolinic acid-induced lipid peroxidation in rat corpus striatum. Neurosc
Letters 1993;159:51-54.

Sekhon B., Sekhon C., Khan M., Patel SJ., Singh |, Singh AK. N-
Acetylcysteine protects against injury in a rat model of focal cerebral ischemia.
Brain research 2003;971:1-8.

Selhub J., Jacques PF., Wilson PWF., Rush D., Rosemberg IH. Vitamins and
intake as primary determinants of homocysteinemia in an elderly populations. J.
Am. Med. Assoc. 1993;270:2693-2698.

Sibani S., Cristensen B., O'Ferrall E., Saadi |., Hiou-Tim F., Rosenblatt DS.,
Rozen R. Characterization of six novel mutations in the
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene in patiens with
homocystinuria. 2000;15:280-287.

Snyder S., Bredt D. Nitric oxide as a neuronal messenger. Trends Pharm
Sci.1991;12:125-128.

Stamler JS., Simon DI., Osborne JA., Mullins Mark E., Jaraki O., Michel T.,

Michel T., SingelDJ., Loscalzo J. S-Nitrosylatyon of proteins with nitric oxide:



73

Synthesis and  characterization of Dbiologically active compounds.
Pharmacology.1892;89: 444-448.

Stamler JS., Osborne JA., Jaraki O., Rabbani LE., Mullins M., Singel D.,
Loscalzo J. Adverse vascular effects of homocysteine are modulated by
endothelium-derived relaxing factor and related oxides nitrogen. J.Clin. Invest
1993;91:308-318.

Stampfer MJ., Malinow MR, Willett WC, Newcomer LM., Upson B., Ulimann D.,
Tishler P. et. al. A prospective study of plasma homocyst(e)ine and risk of
myocardial infarction in US physicians. JAMA 1992;268:877-881.

Stampfer MJ., Malinow MR. Can Lowering homocysteine levels reduce
cardiovascular risk?. N. Engl. J. Med. 1995; 332: 328-329.

Starkebaum G., Harlan JM. Endothelial cell injury due to cooper-catalyzed
hydrogen peroxide generation from homocysteine. J Clin Invest 1986;77:1370-
1376

Stehouwer CDA., Weijenberg MP., van den Berg M., Jakobs C., Feskens
EJM., Kromhout D. Serum homocysteine and risk of coronary heart disease
and cerebrovascular disease in elderly men. Arterioscl. thromb. Vasc. Biol.
1998;18:1895-1901.

Stein JH., McBride PE., Hyperhomocysteinemia and atherosclerotic vascular
disease. Arch Intern Med 1998;158:1301-1306.

Tsai JC., Wang H., Perrella MA., Yoshizumi M., Sibinga EN., Tan LC. Induction
of cyclin A gene expression by homocysteine in vascular smooth muscle cells.
J. Clin. Invest. 1996:97:146-153.

Tyagi SC. Homocysteine redox receptor and regulation of extracellular matrix
components in vascular cells. Am Physiol Soc.1998:C396-C405.

Upchurch GR., Welch GN., Loscalzo J. Homocysteine, EDRF and Endothelial
Function. Nutrition; 1996;supl.1290S-1294S.

Upchurch GR., Welch GN., Fabian AJ., Freedman JE., JohnsonJL., Keaney
JF., Loscalzo J. Homocyst(e)ine decreases bioavailable nitric oxide by a
mechanism involving glutathione peroxidase. J Biol Chem 1997;272: 17012-
17017.



74

Ventura P., Panini R., Pasini MC., Scarpetta G., Salvioli G. A-acetyl-cysteine
reduces homocysteine plasma levels after single intravenous administration by
increasing tilos urinary excretion. Pharmacol Res.1999;40:345-350.

Ventura P., Panini R., Abati G., Marchetty G, Salvioli G. Urinary and plasma
homocysteine and cysteine levels during prolonged oral N-acetylcysteine
theraphy. Pharmacology 2003;68:105-114.

Vezzani A., Wu HQ., Angelico P., Stasi MA., Samanin R. Quinolinic acid-
induced seizures, but no nerve cell death, are associated with extracellular Ca®*
decrease assessed in the hippocampus by brain dialysis. Brain Res
1988;454:289-297.

Vina J., Vina JR., Saez GT. Glutathione: metabolism and physiological
functions. Life Chem Reports 1986; 4: 1-35.

Wall RT, Harlan JM., Harker LA., Striker GE., Homocysteine-induced
endothelial cell injury in vitro: a model for study of vascular injury. Thromb Res
1980;18:113-121.

Weihmuller FB., O'Dell SJ., Marshall JF., MK-801 protection against
methamphetamine-induced striatal dopamine terminal injury is associated with
attenuated dopamine overflow. Synapse 1992;11:155-163.

Welch GN., Loscalzo J. Homocysteine and atherothrombosis. N.Engl. J. Med.
1998;338:1042-1050.

Welch GN., Evrovski J., Cole DE. Clinical chemistry and molecular biology of
homocysteine metabolism: an update. Clin Biochem. 1997;30:189-201.
Wen-Hsing C., Beth VA., Xing LG. High levels of dietary vitamin E do not
replace cellular glutathione peroxidase in protecting mice from acute oxidative
stress. J. Nutrit. 1999;129:1951-1959.

Wong EH., KempJA., Priestley T., Knight AR., Woodruff GN., Iversen LL. The
anticonvulsivant MK-801 is a potent N-methyl-D-aspartate antagonist. Proc.
Natl Acad. Sci USA. 1986;83:7104-7108.

Won-Ki K. S-Nitrosation ameliorates homocysteine-induced neurotoxicity and
calcium responses in primary culture of rat cortical neurons. Neurosci. Lett.
1999;265:99-102.



75

- Won-Ki K, Young-Sook P. Involvement of N-methyl-D-aspartate receptor and
free radical in homocysteine-mediated toxicity on rat cerebellar granule cells in
culture. Neurosc lett 1996;216:117-120

- Wood AM., Bristow DR. N-methyl-D-aspartate receptor densensitisation is
neuroprotective by inhibiting glutamate-induced apoptotic-like death. J.
Neurochem. 1998;70:677-687.



Neurotoxicity Research, 2003, Vol. 5 (4). pp. 237-244

EI. Graham

EP. Graham Publishing Co.

Homocysteine-Induced Brain Lipid Peroxidation: Effects of
NMDA Receptor Blockade, Antioxidant Treatment, and Nitric

Oxide Synthase Inhibition

AURELIO JARA-PRADO? , ALBERTO ORTEGA-VAZQUEZ®. LETICIA MARTINEZ RUANQ?. CAMILO RIOSP and

ABEL SANTAMARIA®*

Departamento de Genetica, Inspituro Nacional de Neurologia y Newrocirugia Manuel Velasco Sudrez, S.S.A. Insurgentes Sur # 3877,
México D.E, 14269, México; YDireccién de Investigacion, Instituto Nacional de Neurologia y Newrocirugia Manuel Velasco Sudrez,

S.5.A. México D.F, 14269, México: “Lab 10 de A

icidos Excitadores/Departamento de Newroquimica, Mstiruto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Sudrez, 5.5.A. México D.F, 14269, México.

absada@yahoo.com

(Received 01 Ocrober 2002; Revised 14 November 2002: In final form 16 November 2002)

The effect of homocysteine (HCY) on lipid peroxida-
tion (LP), a current mechanism of oxidative neurotoxi-
city, was investigated in rat brain synaptosomes. LP was
assessed by measuring the amount of thiobarbituric
acid-reactive substances (TBARS) formed from synap-
tosomal fractions following HCY treatment. Increasing
HCY concentrations (5-1000 pM) enhanced the
TBARS formation in brain synaptosomes in a concen-
tration-dependent manner. When compared at equimo-
lar concentrations (100 pM), the oxidative potency of
HCY was lower than that of the oxidant ferrous sulfate,
similar to that produced by glutamate (Glu) and the
mitochondrial toxin 3-nitropropionic acid, and higher
than that of the Glu agonists, kai li
The N-methyl-D-aspartate receptor (NMDATr) antago-
nist dizocilpine (MK-801) completely blocked the
HCY-induced LP at concentrations from 5 to 1000 pM,
whereas the well-known antioxidant N-acetylcysteine
(NAC) was less effective, but still protective against the
HCY oxidative toxicity at higher concentrations (400
and 1000 pM). Three nitric oxide synthase (NOS)
inhibitors, 7-nitroindazole (7-NI), Mo-nitro-L-arginine
(L-NARG) and Mw-nitro-L-arginine methyl ester (L-
NAME), were also tested on HCY-induced LP at
increasing concentrations. Both nonspecific NOS
inhibitors (L-NARG and L-NAME) decreased more
effectively the HCY-induced LP than did the selective
neuronal NOS inhibitor, 7-NI. These results show that
submillimolar concentrations of HCY can induce oxida-
tive injury to nerve terminals, and this effect involves
NMDAr stimulation, NOS activation, and associated
free radicals formation.

te and qu

Keywords: Homocysteine: Lipid peroxidanion: Nitric oxide synthase;
NOS inhibitors; NMDA recepror; MK-801: Macervleysteine: Free
radicals

INTRODUCTION

Lipid peroxidation (LP), a common expression of oxida-
tive stress, is a deleterious process affecting membrane
lipids as the result of free radicals artack (Nakazawa er al,
1996). A cell membrane whose phospholipids undergo
peroxidation becomes rigid. loses channel function, and
fails to preserve its own integriry. The disruption of mem-
brane permeability or its fragmentation leads o Cat
influx and irreversible cell destruction (Nakazawa er al,
1996). LP is particularly active in isolated nerve terminals
presenting N-merthyl-D-aspartate receprors (NMDAr) in
their membrane surfaces (St'astny er al, 1999). Since sev-
eral excitatory agents such as glutamate (Glu) and its ago-
nists evoke oxidative stress in brain tissue after NMDAr
stimulation and increased Ca’* influx, LP has been
involved in NMDAr-mediated excitoroxic injury (Coyle
and Puttfarcken, 1993; Santamaria er al.. 2001).
Homocysteine (HCY). a narturally occurring amino
acid containing a reactive sulfhydryl group (-SH), is relar-
ed with the pathologic condition known as hyperhomo-
cysteinemia, when its levels (and its disulfide, homocys—
tine) are increased in blood (Jacobsen, 2000).
Hyperhomocysteinemia is a vascular human disorder
caused by deficiencies of key enzymes conurolling HCY
levels (McCully, 1969), and it has been associated with
arteriosclerosis and stroke. The toxicity exerted by HCY
on endothelial vascular cells has been arttributed to its
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capability to produce highly cytotoxic reactive oxygen
species (Jacobsen, 2000), while, in nerve tissue - particu-
larly in cultured cortical neurons and cerebellar granule
cells -, HCY roxicity has been related with NMDAr acri-
vation (Kim and Pae, 1996; Lipton er al, 1997) and its
consequent oxidative damage (Kim and Pae, 1996).

Conversely, nitric oxide (NO), a highly-diffusible
molecule with physiological activity in the brain, is
known to be a cellular messenger (Moncada er al, 1989;
Bredr and Snyder, 1990; Garthwaite, 1991), also exerting
neurotoxic effects, depending either on its redox status
(Lipton et al, 1993; Snyder, 1993) or its concentrations
(Kashii er al, 1996). Consequently, NO has been cur-
rently related with pathological events such as apoporosis,
oxidative stress and cell damage (Rubbo er al, 1994),
involving the Ca?*-calmodulin- (Ca2*/CAM-) dependent
activation of constitutive nitric oxide synthase (cNOS)
after NMDAr acrivation (Garthwaite er al, 1989;
Kiedrowski et al., 1992). The role of NO as a potential
factor to induce roxicity has been reported in several
models, including excitotoxic conditions produced by
glutamate agonists, such as quinolinic acid (Santamaria er
al, 1997; Pérez-Severiano et al, 1998; Santamaria et al.,
1999), as well as in neuroroxic events, such as those pro-
duced by methamphetamine (Imam er al, 1999). and
these effects are likely to be mediated by the formartion of
peroxynitrite (Noack et al, 1998; Imam er al. 1999). a
highly toxic molecule produced by interaction of NO
with superoxide anion. Although it has been recently
reported that the sulfhvdryl group of HCY mayv react
with NO, producing HCY nitrosation, and this effect
mav ameliorate HCY-induced neurotoxicity and calcium
responses in primary cultures of rat cortical neurons. the
precise role of NO on HCY neurotoxicity remains to be
elucidated in light of the evidence mentioned above sug-
gesting a possible neuroroxic role of NO. Therefore. in
order to provide further information on the mechanisms
of toxicity elicited by HCY in brain tissue, in this work
we tested the effects of NMDAr blockade by dizocilpine
(MK-801) (Santamaria and Rios, 1993; St'astn§ er al,
1999), as well as NOS inhibition by either a selective
neuronal NOS inhibitor 7-nitroindazole (7-NI), or the
nonspecific NOS inhibitors Nw-nitro-L-arginine (1-
NARG) and ANo-nitro-L-arginine methyl ester (1-
NAME), on HCY-induced LP in brain tissue. In addi-
tion, since HCY rtoxicity has been associated with free
radical formation, we also rested the effect of N-aceryl-
cysteine (NAC) as an antioxidant and precursor of glu-
tathione (GSH) (Pocernich et al., 2001). For these pur-
poses, brain synaptosomes represent a useful tool because
this biological preparation behaves as metabolically
autonomous minicells.

METHODS

Reagents

MK-801 was obrained from RBI (Narick, MA, USA). All
other reagents, including HCY, were obrained from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) or Merck
(Mexico). Deionized water (Milli R/Q System,
Millipore) was used for preparation of all solutions.

Isolation of Brain Synaptosomes

Adult male Wistar rats (250-300 g) were housed 3 per
cage under controlled standardized laboratory condi-
tions, with food and warer ad libitum. Animals were sac-
rificed by decapitation and their brains removed on ice.
Animal sacrifice was carried out in accordance with the
institutional guidance and general recommendations on
the use of animals for scientific purposes, avoiding
unnecessary pain. Crude synaptosomal P, fractions were
isolated from whole brains, according to a previous report
(Cotman and Marthews, 1971). All reagents employed
throughout the study were prepared in deionized water.

Treatments and Assay of Lipid Peroxidation

Lipid peroxidation was estimated in isolated synapro-
somes by the assay of thiobarbituric acid-reactive sub-
stances (TBA-RS) formation, according to a modified
method (Santamaria er al, 2001) from an original report
(Rios and Santamaria, 1991). Briefly, the synaptosomal
fractions (970 pl aliquots) were incubated in a 40 mM
Tris plus 10 mM HEPES buffer (pH 7.4) containing a
subpachological concentration of glycine (10 pM) to
evoke stimulatory activity of HCY on the NMDAr
(Lipton er al, 1997). Incubartion was done at 37°C for 60
min in the presence of increasing concentrations of either
HCY, MK-801, NAC, 7-NI, L-NARG and L-NAME (all
5-1000 pM), or their combinations (final volumes
adjusted to 1000 pl). An additional set of experiments
was performed to compare the effect of HCY with the
oxidative potency evoked by other agents, and included
the incubation of synatosomes in the presence of equimo-
lar concentrations (100 pM) of either HCY, glutamate
(Glu), different Glu agonists such as quinolinate (QUIN)
and kainate (KA), the mitochondrial toxin 3-nitropropi-
onic acid (3-NPA), or a well-known peroxidant agent
(iron as FeSOy). After incubation, samples were mixed
with 2 ml of the TBA reagent (0.375 g thiobarbituric acid
+ 15 g trichloroacetic acid + 2.5 ml HCI). The reaction
was controlled by addition of 10 pl desferrioxamine (1.5
mM) and 10 pl butylated hydroxytoluene (3.75% wiv) to
the mixture. Final solutions were heated in a boiling
water bath for 30 min and centrifuged ar 3000g for 15
min. Optical density was measured in supernatants at
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FIGURE | Concentration-response effect of homocysteine (HCY)
on lipid peroxidation assessed by the formation of thiobarbituric acid-
reactive substances (TBARS) in rat brain synaptosomal P; fractions.

Each bar represents the mean = S.E.M. from 6 experiments. *p <0.05
and **p <0.01 indicate staristical differences from control (without
HCY): one-way ANOVA followed by Dunnert’s test.

532 nm. Results were expressed as nmol of TBARS
formed per mg of protein.

Statistical analysis

Data were analyzed by one-way ANOVA followed by
Dunnett’s test for comparisons against control. Values of
p <0.05 and p <0.01 were considered stacistically signifi-

cant.

RESULTS
Concentration-Dependent Increase in TBARS by HCY

Incubation of rat brain synaptosomes in the presence of
increasing concentrations of HCY resulted in a concen-
tration-dependent enhancement of TBARS formation
(F1G. 1), attaining significant levels at concentrations
berween 100 and 1000 uM (167% to 396%, respective-
ly, as compared to the control value). Since 100 pM was
the minimal concentration of HCY needed to attain a
significant effect on TBARS formation, we characterized
the oxidartive properties of HCY under the proposed
experimental conditions using this particular concentra-
tion.

Comparative Effects of HCY vs Other Toxins on Lipid
Peroxidation

The oxidative potency of HCY in synaptosomal fractions
was also compared with different agents at equimolar
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FIGURE 2 Comparative effects of homocysteine (HCY), kainate

(KA), quinolinate (QUIN). glutamarte (Glu). 3-nivropropionic acid
(3-NPA), and ferrous sulfate (Fe504) on lipid peroxidation in rar
brain synaptosomes. Equimolar concentrations (100 pM) of each
agent were added 1o synaprosomes in incubation. Each bar represents
the mean + S.E.M. from 5 experiments. *p <0.05 and **p <0.01 indi-
cate statistical differences from control (withour HCY): one-way
ANOVA followed by Dunnert’s test.

concentrations. Among these agents, we included excito-
toxic molecules such as Glu and its agonists KA and
QUIN, the mirtochondrial roxin 3-NPA, and the well-
known oxidant FeSO,. HCY-induced TBARS formation
was lower than that produced by FeSO, (-54%), similar
to that exhibited by 3-NPA and Glu (-2% and 15%,
respectively), and higher than thar produced by the Glu
agonists, QUIN and KA (50% and 94%, respecrively)
(FIG. 2).

Effects of MK-801 and NAC on HCY-Induced Lipid
Peroxidation

In order to test whether the HCY-induced lipid peroxi-
dation is mediated by NMDAr stimulation and / or by
free radical-mediated oxidarive stress, further experiments
were performed in the presence of increasing concentra-
tions of the NMDAr antagonist MK-801, and the
antioxidant agent NAC, respectively. Borh agents
decreased the HCY-induced TBARS formation in a con-
centration-dependent manner, afrhoug}l MEK-801 was
more effective than NAC in preventing lipid peroxida-
tion (FIG. 3). MK-801 produced a significant attenua-
tion of HCY-induced lipid peroxidation even ar the low-
est concentrations tested (-37% for 5 pM, -45% for 10
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FIGURE 3 Concentration-response effects of dizocilpine (MK-801)
and N-acervlcysteine (NAC) on homocysteine (HCY)-induced thio-
barbituric acid-reactive sub es (TBARS) fi in rat brain
synaprosomal I'; fractions. MK-801 and NAC were added independ-
ently to synaprosomes in incubation exposed o HCY (100 pM).

Mean + S.E.M. from 6-14 experiments are represented. *p <0.05 and
* p <001 indicate statistical differences from contral (with HCY
alone): one-way ANOVA followed by Dunnerd’s test.
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FIGURE 4 Concentration-response effects of 7-nitroindazole (7-

NI}, No-nitro-L-arginine (L-NARG) and Now-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME) on homocysteine (HCY)-induced thiobarbi-
turic acid-reactive substances (TBARS) formation in rar brain synap-
tosomal P, fractions. All nitric oxide synthase inhibitors were added
independently o synaprosomes in incubation exposed to HCY (100
pM). Mean ¢ S.EM. from 7-14 experiments are represented. * p
<0.05 and ** p<0.01 indicate statistical differences from control (with
HCY alone); one-way ANOVA followed by Dunnetr's test.

pM, and -60% for 20 pM, as compared o HCY alone),
resulting in complete prevention at concentrations
between 50 to 1000 pM, whereas NAC produced signif-
icant attenuation of HCY-induced TBARS formation at
concentrations between 400 and 1000 pM (-33% for 400
pM, -39% for 600 pM, -38% for 800 pM, and -39% for
1000 pM, all vs HCY alone).

Effects of 7-NI, L-NARG and L-NAME on HCY-
Induced Lipid Peroxidation

The effects of increasing concentrations of the NOS
inhibitors 7-NI, L-NARG and L-NAME on HCY-
induced LP are shown in Fig. 4. Addition of L-NARG
plus HCY to synaptosomal fractions in incubation result-
ed in a significant reduction of TBARS formation at all
concentrations tested (5-1000 pM, -56% to -89% vs
HCY alone, respectively), while L-NAME produced a
significative protective effect against HCY-induced
TBARS formation from 50 pM and up to 1.0 mM(-39%
1o -80% vs HCY alone, respectively). 7-NI significantly
decreased HCY-induced LP ar concentrations berween
600 and 1000 pM (-60% to -75% vs HCY, respectively).
The order of efficacy against HCY-induced LP among
the NOS inhibitors was as follows: 7-NI<L-NAME<L-
NARG.

DISCUSSION

General Findings

This report describes the peroxidative action induced by
HCY in brain synaptosomes. Its major findings were: a)
the concentration-dependent peroxidative effect of HCY
in synaptosomes found ar micromolar concentrations; b)
the oxidative potency exhibited by HCY, which was sim-
ilar 1o that of Glu, but higher than other Glu agonists; ¢)
the concentration-dependent protective action of the
NMDAr antagonist MK-801 against HCY-induced
oxidative damage, which was more effective that than
exhibited by the antioxidant and glutathione precursor
NAC; and d) the protective effects that three different
NOS inhibirors exerted on the HCY-induced lipid per-
oxidation. Taken together, these findings lead us to sup-
port previous observations on a toxic nature of HCY on
its own, either as a Glu receptor stimulant (probably act-
ing as a Glu agonist at the NMDAr (Lipron ez al,, 1997),
as a modulator at the NMDAr, or at merabotropic Glu
receptors (Folbergrova er al, 1997)), as a pro-oxidant
molecule, or a combination of both, given the higher
oxidarive potency exhibited by HCY in comparison with
some other Glu agonists.
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HCY, Oxidative stress and NMDA Recepror

In the nervous system although HCY has been typically
related with excitatory events, such as increased intracel-
. lular Ca?* concentrations in cultured cortical neurons
_after NMDATr activation (Lipron er al, 1997; Kim,
1999), and seizures as an expression of excitotoxicity
(Folbergrovi et al., 1997), most of the attention of HCY
toxicity has been focused on diseases such as hyperhomo-
cysteinemia, affecting vascular cells. In such pathologic
processes, the hypothesis of an active role of oxidative
stress as the key toxic insult of HCY is strongly support-
ed (Jacobsen, 2000), since elevated levels of HCY have
been reported to produce lipid peroxidation, which seems
to be the main risk factor for vascular injury under a con-
siderable number of experimental and clinical conditions
(Jones er al, 1994; Jacobsen, 2000), involving iron-cat-
alyzed peroxidative processes, such as that observed for
low-density lipoprotein (Hirano er al, 1994). In this
study, the concepr of oxidative stress induced by HCY is
supported by observations of stimulated lipid peroxida-
tion at submillimolar concentrations, considerable lower
than those producing lactate dehydrogenase leakage and
cell death in cerebellar granu|e cells (Kim and Pae, 1996).
However, the preferential suscepribility of this effect to
MEK-801 instead of NAC suggests that the lipoperoxida-
tive action of HCY is more likely due to excitoroxic
events first related to NMDA receptors activation with
assaciated free radical production (Lipton, er al, 1997),
as MK-801, a well-known NMDAr antagonist
(Santamarfa and Rios, 1993; Stastny et al, 1999), com-
pletely blocked the HCY oxidarive toxicity at low con-
centrations. Therefore, it seems that the HCY-induced
lipid peroxidation which is prevented by NAC, could be
the result of free radical formartion after excitotoxic events
related with NMDATr activation. Moreover, a similar con-
centration of HCY (100 pM) used by others to produce
damage 1o endothelial cells via the formation of hydrogen
peroxide (H,0,) (Starkebaum and Harlam, 1986; Wall er
al., 1980), was also the minimal concentration needed o
produce lipid peroxidation in our experiments, suggest-
ing thar the toxic mechanisms exerted by HCY both on
endothelial and nerve cells could be partially sharing a
similar component: excessive NMDAr stimulation and
associated oxidative stress. This hypothesis is supported
by evidence showing that NMDA-binding sites are also
well-characterized in cerebral capillary membranes
(Koenig er al, 1992), and thus, the alterations produced
by HCY in cerebrovascular disease might be the result of
a cascade of toxic events following NMDAr activation
and associated oxidative stress. Whether HCY is directly
acting as an NMDAr agonist, or its excitatory actions are
related with its interaction with NMDAr modulatory
sites as suggested by Folbergrovi and coworkers (1997),

its: a question deserving further investigation.
Nevertheless, it cannot be ignored that NAC, at concen-
trations from 400 to 1000 pM, also proved to be protec-
tive against HCY-induced lipid peroxidation, suggesting
thart at least a fracrion of the oxidarive action of HCY is
sensitive to antioxidant treatment. In fact, although the
protective action of NAC on HCY-induced lipid peroxi-
dation was less effective than thar exhibited by MK-801,
it represents a relevant physiological finding in light of its
antioxidant properties. NAC has been shown to be an
important antioxidant molecule (Halliwell, 1991;
Pocernich et al, 2001), also exhibiting antiapoproric
(Deigner et al., 2000; Kannan and Jain, 2000) and neu-
roprotective properties (Fontaine et al., 2000; Martinez et
al., 2000). NAC mainly acts as a thiol reductant and
GSH precursor (Pocernich et al., 2001), directly scaveng-
ing hydroxyl radicals mainly formed from H,0O,, and
there is evidence that H,O, is a reactive oxygen species
commonly formed by HCY (Wall er al, 1980;
Starkebaum and Harlam, 1986; Kim and Pae, 1996).

_ Thus, it is likely that NAC could be reducing hydroxyl

radicals generated from HCY-mediated H,O, formation.
Nevertheless, further studies are needed to support these
considerations.

NOS Inhibition and HCY-Induced Lipid Peroxidation

Kim (1999) has recently suggested that NO attenuares
HCY-induced neurotoxicity in primary cultures of rat
cortical neurons, ameliorating the adverse properties of
HCY via Snitrosylation. Since it is known that NO
reacts with thiol groups to form Snitrosothiols (Byler er
al, 1983), and S-nitrosothiols may exert both cytopro-
tective and antithrombortic properties against HCY toxi-
city in vascular endothelial cells (Stamler er al,, 1993), it
seems that NO might initially represent a protective fac-
tor against HCY neurotoxicity. However, our results sug-
gest the opposite situation, given that inhibition of NO
synthesis in synaptosomal preparations by three different
NOS inhibitors resulted in a significant attenuation of
HCY-induced LP. Possible explanations of our findings
are related to recent observations published by D'Emilia
and Lipton (1999), suggesting that HCY-induced neuro-
toxicity is dependent on the ratio of $S-nitrosohomocys-
teine (SNHCY) o HCY or other thiols: it has been
demonstrated thar nitrosothiols. such as nitrosohomocys-
teine, may undergo homolytic cleavage to produce NO
and subsequent neuroroxicity via the reaction with super-
oxide anion (O,7) to form a highly reactive and roxic
molecule, peroxynitrite (ONOQO") (Lipton et al, 1993).
In addition, these authors found that micromolar con-
centrations of nitrosothiols, such as SNHCY, generate
detectable amounts of NO, but in the presence of excess
thiol, such as HCY, no free NO was available to form
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OQONO". In light of these findings, we hypothesize that,
under the experimental conditions we employed in this
study (submillimolar concentrations of HCY in the pres-
ence of a subpathologic glycine concentration (10 pM)
sufficient o evoke HCY-induced NMDAr acrtivation),
HCY may follow two toxic pathways: a) micromolar lev-
els of HCY might produce NO via direct NMDAr acti-
vation and subsequent Ca?*/CAM-mediated NOS-
induced NO formation available for OONO™ formation
after its reaction with O,", a mechanism currenty
described for conditions of NMDAr overactivation
(Garthwaite er al,, 1989); or b) HCY might be reacting
with NO generated from different sources to eventually
form SNHCY by nitrosylation (Kim, 1999) at low levels,
which in turn, in the absence of high concentrations of
thiol groups (D’Emilia and Lipton, 1999), could be
releasing NO to produce OONO" and further oxidative
stress. Both of these mechanisms, alone or in combina-
tion, support a protective role of NOS inhibitors against
HCY-induced LP. In fact, these considerations may also
serve as an additional explanation for the protective effect
of NAC observed in this work, since NAC represents an
effective source of thiols (Pocernich er al, 2001), poten-
tially available for modulation of nitrosothiol:thiol bal-
ance.

Moreover, we have previously reported that the use of
nonspecific  NOS inhibitors, such as L-NARG
(Santamaria ef al 1997; Santamaria et al, 1999) and L-
NAME (Pérez-Severiano er al, 1998), represents a con-
sistent protective factor to reduce QUIN-induced
NMDAr-mediated neurotoxicity and oxidarive stress in
different rat brain preparations. Furthermore, since 7-NI.,
a well-known selective neuronal NOS inhibitor previous-
ly reported as effective against neurotoxic insults such as
those produced by 1-methyl-4-phenyl-1,2.3.6-tetrahy-
dropyridinium ion (MPP*) (O’Byrne and Tipron, 2002),
exhibited less potent andoxidant effect against HCY-
induced LP as compared with L-NARG and L-NAME in
our study, it is likely that both neuronal and endothelial
forms of NOS are relevant to control NO levels and fur-
ther HCY-induced oxidartive damage.

In conclusion, the precise role of NO in HCY-
induced neurotoxicity and oxidative stress depends on
several factors, including glycine levels and NMDAr acti-
vation, triggering of Ca2*/CAM-dependendent NOS
activation and NO availability, rate of S-nitrosylation and
S-nitrosothiol:thiol balance, and finally, peroxynirrite for-
mation. Thus, this paradigm still remains to be elucidar-
ed in further investigations.
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