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RESUMEN 

En este trabajo se estudió el efecto del aminoacido homocistefna (HCY) utilizando 

un modelo de lipoperoxidación (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 ácido tiobarbitúrico (TBARS) formadas después de cada 

tratamiento en los sinaptosomas expuestos a HCY. Además, se estudió el efecto de la 

HCY sobre el comportamiento en ratas administradas sistémicamente con esta toxina y la 

posible correlación con la LP en diferentes áreas cerebrales. 

Los resultados indicaron un incremento de la LP en los sinaptosomas dependiente de la 

concentración de HCY (5-1000 IJM). Cuando se compararon a concentraciones 

equimolares (100 IJM) con otros agentes oxidantes, el poder oxidativo que mostró la HCY 

resultó menor al presentado por el oxidante sulfato ferroso, similar al producido por el 

glutamato (Glu) y a la toxina mitocondrial ácido 3-nitropropiónico, y más alta que la 

presentada por los agonistas ácido kaínico (KA) y ácido quinolínico (QUIN). El antagonista 

del receptor para NMOA (rNMOA), el MK-801 bloqueó completamente la LP inducida por 

la HCY a concentraciones entre 5 a 1000 IJM, mientras el antioxidante N-acetíl-L-cisteína 

(NAC), resultó menos efectivo, alcanzando su protección contra la LP inducida por la HCY 

a concentraciones más altas (400 and 1000 IJM). Se estudió también el efecto de tres 

inhibidores de la sintasa del óxido nítrico (SON), 7-nitroindazol (7-NI), Nro-nitro-L-arginina 

(L-NARG) y Nro-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) sobre la LP inducida por HCY, 

ambos inhibidores inespecíficos (L-NARG y L-NAME) disminuyeron más efectivamente la 

LP que el inhibidor neuronal específico (7-NI). Estos resultados muestran que 

concentraciones submilimolares de HCY pueden inducir daño oxidativo en terminales 

nerviosas, y este efecto involucra la estimulación de rNMOA, activación de la SON y la 

formación de radicales libres. 

Por otro lado, aunque hubo cambios en el patrón conductual en la administración 

sistémica de HCY en ratas, no se encontró ninguna asociación con los niveles de 

lipoperoxidación medidos en las diferentes áreas 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 asociación. 
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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 ¡.1M) enhanced the TBARS 

formation in brain synaptosomes in a concentration-dependent manner. When 

compared at equimolar concentrations (100 ¡.1M), 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-O­

aspartate receptor (NMOAr) antagonist MK-801 completely blocked the HCY­

induced LP at concentrations between 5 to 1000 ¡.1M, 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 ¡.1M). Three nitric 

oxide synthase (NOS) inhibitors - 7-nitroindazole (7-NI), Nm-nitro-L-arginine (L­

NARG) and Nm-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-NI. These results show that submillimolar 

concentrations of HCY can induce oxidative injury to nerve terminals, and this 

effect involves NMOAr 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.- INTRODUCCiÓN. 

Las enfermedades vasculares se han convertido en un serio problema de 

salud pública y son causa frecuente de mortalidad en varios países. 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 homocisteína (HCY) es un aminoácido que se encuentra en el 

organismo y que es de gran interés clínico. Este aminoácido fue originalmente 

identificado a principios de los años 60's del siglo pasado como un meta bolito 

urinario en pacientes con homocistinuria (Mudd y cols.,1995). La concentración de 

Homocisteína plasmática encontrada en las poblaciones normales es de 5 a 15 

nmol/ml, Sin embargo, una elevación moderada entre 15 a 50 nmol/ml se presenta 

en la población 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 

j3 .sintetasa (CBS) la cual regula uno de los pasos tempranos en la vía de la 

transulfuración de la HCY a cisteina . Por otro lado, esta la enzima 5,10-

Metiléntetrahidrofolato reductasa (MTHFR) , la cual proporciona el substrato para la 

remetilación de la HCY a metionina (Malinow,1990), así como las deficiencias en 

las vitaminas B6, B12 Y de tolatos, cuya ingesta diaria se encuentra por debajo de 

los estándares recomendados en un gran porcentaje de la población (Stampfer y 

cols,1995). 
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1.1. METABOLISMO DE LA HOMOCISTEíNA 

La homocisteína (HCY) es un aminoácido que contiene un grupo tiol, que se 

origina metabólicamente mediante la desmetilación de la metionina. Este es un 

aminoácido esencial que, además, de ser precursor y componente de péptidos y 

proteínas, desempeña una importante función metabólica al participar en un 

sistema de transferencia de grupos metilos (Fig .1) (Menéndez y Fernández­

Brito,1999). 

I 

Fig. 1. Mólecula de la homocisteína y sus formas conjugadas. 

HS-CH2-C H2-fH-NH2 
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I 
NH2 

DISULFURO DE CISTEINA-HOMOCISTEiNA 

La presencia del grupo tiol de la HCY la hace una molécula fácilmente oxidable en 

el organismo, confiriéndole la posibilidad de llevar a cabo múltiples 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 homocisteína y cisteína, o reaccionando con residuos 
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de cisteina de péptidos y proteínas, principalmente albúmina, a ésta última 

variante se le conoce como HCY ligada a proteína (Fig 1). Su forma conjugada 

con otros aminoácidos representa del 10al 20 % del total en el organismo y la 

HCY ligada a proteínas 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 

Fernández-Brito, 1999) 

Se han descrito múltiples alteraciones en diferentes enzimas que controlan 

el metabolismo de la HCY en sujetos que presentan homocisteinemia. La HCY se 

encuentra en la intersección de dos vías metabólicas, la transulfuración y la 

remetilación. La vía de la transulfuración representa la alternativa en el caso de 

que la metionina se encuentre en exceso relativo y no se requiera su 

recuperación: la HCY se condensa con la cisteina para formar cistationina, 

reacción que es catalizada mediante la enzima cistationina-¡3-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 cisteína y a-cetoglutarato, y finalmente la cisteina es 

catabolizada oxidativamente a sulfato y dióxido de carbono (Menéndez y 

Fernández-Brito,1999; Miner y cols., 1997). 

El gen de la CBS se encuentra localizado en el cromosoma 21, 

específicamente en la región 21q22.3 (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 alósterico de la S-adenosílmetionina y el grupo 

hemo cuya función se desconoce (Kraus,1994). 

La metionina se genera en cantidades importantes por la vía de la 

remetilación de la HCY, una reacción catalizada por la enzima metiltetrahidrofolato 

Homocisteína metiltransferasa, también conocida como metionina sintetasa. Esta 

reacción enzimática requiere a la enzima metiléntetrahidrofolato reductasa 

(MTHFR; EC 1.1.1.68), la cual es una flavoproteína que cata liza la reducción del 
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5,10-metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato, que es la forma más 

abundante de los folatos en el organismo y donador de grupos metilos para la 

remetilación de la HCY a metionina. Esta reacción 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. VíA METABÓLICA DE LA HOMOCISTEINA 
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1.1.1 CISTATIONINA-I3-SINTETASA (CeS). 
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1 
CISTEINA 

Alteraciones en el gen que codifica para la CBS son la causa de la 

homocistinuria clásica en sujetos heterocigotos, siendo una enfermedad con un 

patrón de herencia autosómico 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 estableció que el gen de la CBS presentaba 92 diferentes mutaciones 

plenamente identificadas en 310 alelos de pacientes con homocistinuria, los 

cuales fueron evaluados en más de una docena de laboratorios de todo el mundo, 

aunque la mayoría de las mutaciones fueron sin sentido o mutaciones privadas 

que ocurrían en una o muy pocas familias (Krauss,1999). 

La homocistinuria es una entidad multisistémica, en donde las 

manifestaciones más frecuentes abarcan al sistema nervioso central , sistema 

circulatorio, sistema esquelético y al sentido de la vista . Los niveles plasmáticos de 

HCY pueden alcanzar niveles tan altos como 500 J.1mol/L. (Stein y McBride,1998). 

1.1.2 METILÉNTETRAHIDROFOLATO REDUCTASA (MTHFR). 

La deficiencia de la MTHFR es el error más frecuente en el metabolismo de 

los folatos. Es una enfermedad autosómica recesiva cuyo gen responsable que 

codifica para la enzima se encuentra localizado en el cromosoma 1 en la región 

1 p36.3 (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 patología 

vascular similar a la encontrada en aquellos pacientes que tienen una deficiencia 

en la CBS, además pueden presentar alteraciones neurológicas 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 clínicas, as! como el desarreglo bioquímico, 

dependerán del grado de la deficiencia en la enzima. Kang y cols. en 1988, 

reportaron una nueva variante termolábil de la MTHFR que se encuentra asociada 

con un incremento de Homocisteína 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 sustitución de una citosina por una timina en el nucleótido 677 que 
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convierte una alanina en valina. Esta mutación genera un sitio de restricción 

reconocido por la endonucleasa Hinf/; la que permitió 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 reducción 

de la actividad de la MTHFR. La frecuencia para homocigotos en esta mutación 

se encuentra presente entre un 9 a un 17% de la población , mientras que la 

frecuencia para heterocigotos se encuentra entre 30 a 41 % de la población 

general ( Kang y cols.,1991). 

1.2 HOMOCISTEíNA y ENFERMEDAD. 

McCully, en el año de 1969, fue el primero en reportar a un niño moribundo 

con homocistinuria, cistatinuria y aciduria metilmalónica 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 concentración 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 hipótesis de 

McCully, y está 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 encontró que 26 de ellos 

presentaban concentraciones elevadas de HCY (Brattstrom y cols. ,1990). El 

resultado de varios estudios, tanto retrospectivos y caso-control , ha establecido 

que la hiperhomocisteinemia moderada está asociada con el incremento en el 

riesgo de desarrollar enfermedad coronaria, cerebral y vascular periférica . Kang 

fue uno de los primeros investigadores en señalar que una variante termolábil de 

la MTHFR era un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedad arterial 

coronaria (Kang y cols,1988). A partir de ahí, varios estudios han señalado a la 
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hiperhomocisteinemia como un factor independiente para desarrollar 

enfermedades vasculares, principalmente a las causadas por la mutación C677T 

del gen de la MTHFR. En un meta-análisis se identificaron 13 estudios en los 

cuales se establece la relación de las concentraciones plasmáticas de HCY y de 

los diferentes genotipos de la mutación C677T en la MTHFR. En 23 estudios 

caso-control que comprenden 5869 pacientes con enfermedades vasculares y 

6644 sujetos controles, se encontró que los pacientes que eran homocigotos para 

esta mutación mostraban niveles más altos de HCY que los que no presentaban 

la mutación. Sin embargo, no se encontró diferencia estadísticamente 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 mutación 

(11 .9% y 11 .7%, respectivamente) . Por otra p~rte , en el análisis de 23 estudios 

llevados a cabo en pacientes con enfermedad vascular, se encontró un riesgo 

relativo de 1.12; con lo que se concluía que, aunque la mutación 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 está relacionada casualmente con la patogénesis de la 

enfermedad (Brattstrom y cols.,1998). 

En una revisión de todos los estudios epidemiológicos reportados de 1965 a 1999, 

sobre la participación de la homocisteína como un factor de riesgo para el 

desarrollo de enfermedades cardiovasculares, se concluye que, aunque existe una 

gran evidencia epidemiológica entre la asociación de riesgo cardiovascular y el 

incremento en los niveles plasmáticos de HCY, no todos los estudios resultan ser 

consistentes, y que se debe de demostrar que disminuyendo los niveles de 

Homocisteína en el plasma, ésto resultará en una reducción en el riesgo para el 

desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Eikelboom y cols. ,1999). 

En los últimos años, se han publicado varios reportes referentes a la posible 

participación que tiene la HCY en la patogénesis de ciertas enfermedades. 

Breteler en el 2000, en un estudio de tipo epidemiológico llevado a cabo para 

buscar factores vasculares en la enfermedad de Alzheimer, menciona que la HCY 
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podría estar jugando un papel importante en la patogénesis de la enfermedad 

(Breteler, 2000). 

1.2. HOMOCISTEíNA, GÉNERO 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 asociación entre los niveles plasmáticos de HCY y 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 asociación (Alfthan y cols.,1994). 

En un estudio realizado por Selhub, para comparar los niveles plasmáticos 

entre la población joven y la adulta mayor, encontró que la población adulta mayor 

presentan niveles mayores de HCY plasmática que la gente joven y que además 

es dependiente de las concentraciones plasmáticas de vitamina B 12 Y B6. Por otra 

parte, también encontró que los hombres presentan niveles plasmáticos más altos 

de HCY que las mujeres y que tal vez esto sea a causa de las bajas 

concentraciones plasmáticas de vitamina B6 y B12 que presentaban (Selhub y 

cols.,1993). 

En otro estudio realizado en pacientes con enfermedad cardiovascular, se 

apoyó el concepto de que la edad y otros factores de riesgo pueden modular la 

asociación entre los niveles de HCY y el riesgo de enfermedad vascular 

(Stehouwer y cols., 1998). 
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1.4 POSIBLES MECANISMOS DE DAÑO VASCULAR POR LA 

HOMOCISTEíNA. 

Existe un gran interés en la propuesta de que una elevación moderada de 

HCY plasmática puede promover el desarrollo de enfermedad vascular. Algunos 

estudios llevados a cabo de tipo epidemiológicos han confirmado que moderadas 

elevaciones en la concentración de HCY en el plasma se encuentran asociadas 

con un incremento en el riesgo para desarrollar enfermedad ateroesclerótica, 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 protrombótico y proaterogénico. Estas alteraciones incluyen un 

daño celular endotelial, el cual es el evento inicial en el desarrollo de 

ateroesclerosis, manifestado como una alteración en la vasodilatación 

dependiente del endotelio; un incremento en la agregación plaquetaria relacionada 

con un aumento en la síntesis tromboxano A2 y una disminución en la síntesis de 

prostaciclinas, y por último una alteración en la cascada de coagulación, tal como 

la activación de factores como el V, X, Y XII, Y una inhibición de anticoagulantes 

naturales, tales como trombina 111 y factor C (Tabla 1) (Stein y McBride,1998). 

Tabla l. Hallazgos fisiopatofisiológicos de la hiperhomocisteinemia. 

Daño celular endotelial 
Alteración en la vasodilatación dependiente 

del endotelio 
Alteración del activador del plasminógeno tisular 

endógeno 
Incremento en la proliferación de músculo liso 

Incremento en la agregación plaquetaria 
Incremento en la síntesis de tromboxano A, 
Disminución en la síntesis de prostaciclinas 

Alteraciones de la fibrinólisis 
Activación de factores V,X Y XII 
Inhibición de antitrombina 111 y Factor e 
Aumento de la unión entre lipoproteína(a) y fibrina 
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Aunque los mecanismos por lo cuales la HCY o sus metabolitos provocan daño 

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 administró HCY-tiolactona durante un período 

de 5 días demostró que los monos presentan una descamación endotelial y que 

cuando la administración se prolonga durante 3 meses se producen lesiones 

fibromusculares excéntricas las cuales contienen lípidos intracelulares y células 

espumosas, semejantes a las lesiones ateroescleróticas en humanos. También se 

ha demostrado que la HCY tiene la capacidad de incrementar la síntesis de DNA 

en células vasculares de músculo liso consistente con las lesiones 

ateroescleróticas tempranas y con la inducción de estas células a proliferar 

mientras impiden la regeneración de células endoteliales (Boushey y cols.,1995). 

La HCY se une a proteínas plasmáticas formando uniones disulfuro en los 

residuos de cisteina o por uniones peptídicas con los residuos de lisina. La HCY 

también se une a lipoproteínas , incluyendo lipoproteínas de baja densidad (LDL), 

lipoproteína de muy baja densidad (VLDL), y lipoproteínas de alta densidad (HDL) 

mediante uniones péptidicas (Olszewski y McCully,1993). 

Además de ser un factor para desarrollar enfermedades vasculares en 

pacientes jóvenes, la HCY es capaz de producir daño celular cerebral, lo que 

representa un factor grave para los pacientes con homocistinuria (Upchurch y 

cols.,1996). 

La HCY es rápidamente autoxidada cuando se agrega al plasma, formando 

disulfuros de HCY, y HCY-tiolactona. Durante la autoxidación de la HCY se 

generan especies reactivas del oxígeno (ROS), como el anión superóxido, el 

peróxido de hidrógeno y el anión hidroxilo, moléculas con la capacidad de producir 

daño endotelial, y por consiguiente, daño a la pared vascular, alterando la 

regulación vasomotora, cambio del fenotipo antitrombótico, activación de la 

agregación plaquetaria, activación de la elastasa, aumento de la deposición de 

calcio en la íntima arterial, así como la lipoperoxidación de las lipoproteínas 

plasmáticas (Lozcalzo,1996; Ueland,1993; Welch,1998). Existe evidencia de que 
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el daño vascular producido por la HCY in vitro es mediado por la generación de 

peróxido de hidrógeno (Wall,1980; Starkebaum y Harlan,1986). 

Tyagi en 1998, demostró que el disulfuro de HCY induce la expresión de 

colágeno en células vasculares de músculo liso de humano (HVSMC), la cual fue 

bloqueada por glutatión y N-acetilcisteina. Al parecer, la HCY interactúa con 

HVSMC a través de un receptor de membrana. La unión 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 

sanguíneos. Por otra parte, se demostró que la HCY promueve el crecimiento de 

células musculares lisas lo cual fue asociado a la expresión de ciclina y a la 

actividad de cinasa, sugiriendo que la HCY puede tener un papel activo en la señal 

de transducción (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 encontró que los 

niveles de HCY eran más altos en los sujetos con deficiencia de vitaminas que en 

los controles y que ésto está asociado con una alteración en la vasodilatación 

dependiente del endotelio (Bellamy y McDowell,1997). 

Aunque el mecanismo molecular preciso es desconocido, la HCY causa alteración 

endotelial a varios niveles. La HCY altera el fenotipo antitrombótico del endotelio, 

potenciando la actividad del factor XII y del factor V, y deprimiendo la activación 

del factor C. La HCY también inhibe la expresión de trombomodulina, induce la 

expresión del factor tisular y suprime la expresión de heparan sulfato por el 

endotelio. Todos estos efectos favorecen la formación de trombina y crean un 

ambiente protrombótico (Welch y Loscalzo,1998). 

1.4.1 HOMOCISTEíNA y RADICALES LIBRES 

Un radical libre es definido como un átomo o molécula que contiene uno o 

más electrones desapareados. Estos pueden ser aniónicos, catiónicos o neutrales. 

En los sistemas biológicos, los radicales libres de mayor interés han sido los del 
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oxígeno. Las especies reactivas del oxígeno (ROS) son formadas en todos los 

organismos aeróbicos por reacciones enzimáticas y no enzimáticas. Las ROS, se 

incrementan tanto en procesos fisiológicos como en procesos patológicos, pero 

existen mecanismos eficientes que están involucrados en su destoxificación 

(Bergendi y cols,1999). 

Muchos autores han propuesto que los mecanismos moleculares por los 

cuales la HCY produce daño, pueden involucrar la producción de radicales libres. 

Las reacciones químicas por las cuales la HCY podría estar generando radicales 

libres han sido propuestas por Olszewski y Mc Cully en 1993: 

(1) 2 R-SH + 02 ~ R-S-S-R + H202 

Un trabajo pionero sobre la citotoxicidad de la HCY en cultivo de células 

endoteliales demostró que la HCY sufre un proceso de oxidación a homocistina y 

que este evento puede ser revertido por la adición de catalasa , lo cual implica la 

participación de peróxido de hidrógeno, provocando daño celular endotelial , 

concluyendo que este daño es secundario a la generación de peróxido de 

hidrógeno (Starkebaum y Harlan, 1986). 

Los grupos sulfhídrilo de la HCY podrían actuar catalíticamente con iones 

férrico o cúprico, en un sistema de oxidación para generar peróxido de hidrógeno, 

radicales hidroxilo, radicales homocisteiníl, el radical anión homocistina, el anión 

radical disulfuro cisteina-Homocisteína y sus aniones radicales peroxisulfuros 

(Olszewski y McCully,1993). Los radicales libres producidos por ésta u otras 

reacciones podrían causar daño patológico por muchos mecanismos, incluyendo 

toxicidad celular directa, peroxidación de lípidos y reacciones con óxido nítrico 

(Bellamy y MCDowell,1997, Olszewski y McCully, 1993). 

La generación de peróxido de hidrógeno por la HCY puede tener un papel 

más importante en la inducción de daño celular, generando otras especies 
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reactivas al oxígeno (ROS). Se ha demostrado que el radical anión superóxido, un 

potente radical reactivo al oxígeno generado por la oxidación de la HCY, causa 

lipoperoxidación (Upchurch y cols.,1997). Además, el radical superóxido, en 

combinación con el óxido nítrico, forma el anión peroxinitrito, un potente oxidante 

(Upchurch y cols., 1997). 

1.4.2 ESTRÉS OXIDATIVO y RADICALES LIBRES 

El estrés oxidativo se define como cualquier mecanismo, ya sea físico, 

químico, o infeccioso, por el cual se incrementa el potencial oxidativo en un 

sistema biológico o que disminuye la capacidad de sus defensas antioxidativas. 

Uno de estos mecanismos es la formación de radicales libres, los cuales son 

especies atómicas 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 daño celular y 

en una alteración de la función con una subsecuente inflamación tisular y estado 

de enfermedad. Más aún, los radicales libres son comunes en sistemas biológicos, 

y, de hecho, son esenciales para el mantenimiento de la vida (Levine y Kid­

Parris,1986; Bergendi y cols.,1999). Uno de estos sistemas biológicos son las 

membranas celulares, las cuales están formadas de fosfolípidos, que constan de 

una parte hidrofóbica y una parte hidrofílica, constituidas por dos cadenas de 

ácidos grasos insaturados, es decir, que poseen dobles enlaces carbono-carbono. 

A la reacción oxidativa en cadena sobre la membrana lipídica se le conoce como 

peroxidación de lípidos (PL). La existencia de estos dobles enlaces carbono­

carbono a nivel de los ácidos grasos insaturados facilita la descolocación del 

electrón libre, y por otra parte, la presencia de oxígeno molecular O2 facilita el 

apareamiento de uno de sus electrones con el electrón libre desapareado, el cual 

potenciará el daño primario (Halliwell y Gutteridge,1985). 

Los pasos intermedios en la reducción del oxígeno son la formación del anión 
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radical superóxido, peróxido de hidrógeno y el radical hidroxilo (Tabla 2), 

correspondiendo a la reducción por uno, dos o tres electrones respectivamente. El 

peróxido de hidrógeno, que se forma in vivo mediante las enzimas específicas 

para su remoción, tal como la catalasa y glutatión peroxidasa , es probablemente 

más peligroso que el superóxido (Bergendi y cols., 1999). 

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

Intermediario Fórmula Tlm (seg) 

Radical hidroxilo ·OH 10·1:/ 

Radical alcoxilo RO· 10·" 

Singulete de oxígeno '02 
10.0 

Anión peroxinitríto ONOO· 0.05-1.0 

Oxido nítrico ·NO 1-10 

Radical semiquinona -- Días 

Peróxido de hidrógeno H20 2 Descomposición enzimática 

Radical peroxílo ROO· 7 

Anión radical superóxido O
2
.- Descomposición enzimática 

1.5 LlPOPEROXIDACIÓN 

Los lípidos de membrana son moléculas anfipátícas; 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 lípidos dominantes son fosfolípídos, los cuales están basados en el 

glicerol, pero en la superficie de algunas membranas existen proporciones 
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significativas de esfingolípidos y de colesterol que constituyen la parte hidrofóbica 

(Halliwell y Gutteridge,1985). 

La química básica de propagación de la reacción de lipoperoxidación es conocida 

desde hace muchos años, pero el mecanismo de iniciación de este proceso en un 

sistema de membranas biológicas es incierto. Actualmente, los ensayos 

disponibles para la medición de la lipoperoxidación son revisados , y los ensayos 

más especificos utilizan la menor cantidad de peróxido y están montados en 

tejidos humanos y fluidos biológicos. La lipoperoxidación puede aparecer como 

consecuencia del daño al tejido en algunas enfermedades y algunas veces puede 

contribuir a empeorar el tejido dañado (Gutteridge y Halliwell, 1990). 

1.5.1. EL PROCESO DE LA LlPOPEROXIDACIÓN 

La elevada energía de irradiación de soluciones acuosas producto de 

radicales hidroxilo reactivos ("OH) , puede atacar moléculas biológicas , incluyendo 

membranas lipídicas. El ataque por el radical hidroxilo puede dar como resultado 

la iniciación de la lipoperoxidación. 

Otros estudios de lipoperoxidación involucran la transición de iones 

metálicos, como fierro o cobre, y cualquier ion de los quelantes simples, los cuales 

se han detectado en sistemas lipídicos de donde se aislan membranas biológicas 

como microsomas, mitocondrias, eritrocitos o membranas plasmáticas; en todos 

éstos sistemas puede ocurrir la lipoperoxidación. Las formas oxidadas de iones 

metálicos de transición como, Fe2
+ y Cu2

+. puede acelerar la lipoperoxidación 

cuando se agrega un agente reductor que provoca la oxidación de estos iones. En 

algunos casos, las membranas pueden proporcionar reductos, por ejemplo los 

grupos sulfhídrilo (SH) de las proteínas pueden reducir al cobre Cu2
+ a Cu 1+, y el 

electrón es transportado a la cadena respiratoria, donde puede reducir al fierro 

Fe3
+ -ADP a Fe2

+ -ADP (Gutteridge y Halliwell ,1990). 

La iniciación de la secuencia de la lipoperoxidación en una membrana de ácidos 

grasos poliinsaturados es debida al ataque de cualquier especie que posee 
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suficiente reactividad para sustraer un átomo de hidrógeno de un grupo metileno, 

asi , el átomo de carbón queda con un electrón desapareado. El carbón radical , 

denominado peróxido (R-OO'), tiende a estabilizarse mediante un reacomodo 

molecular para producir un dieno conjugado (Gutteridge y Halliwell,1990). 

El radical peróxido puede sustraer un átomo de hidrógeno de otra molécula 

lipídica, y a este proceso se le denomina propagación , de tal manera que una vez 

iniciado este proceso, tiende a continuar como una reacción en cadena. El radical 

peróxido se combina con el átomo de hidrógeno que fue sustraído para formar un 

hidroxiperóxido lipídico (R-OOH). Los hidroperóxidos son igualmente degradados, 

formando varios alcanos y aldehídos. Uno de los productos de degradación, el 

dialdehído malónico, puede reaccionar con los grupos tiol (SH) o aminos (NH2) de 

las proteínas y formar compuestos fluorescentes (Gutteridge y Halliwell,1990). 

La reacción en cadena se detiene cuando dos radicales libres pertenecientes o no 

a la misma molécula, interactúan creando entre ellos dos puentes. Ésta es 

igualmente frenada por el encuentro con moléculas captadoras de radicales libres 

tales como el alfa tocoferol (Halliwell, Gutteridge 1985). 

Cuadro 1. Representación esquemática del proceso de la lipoperoxidación 

OH' + RH ~ R" + H20 Iniciación 

R" + 0 2 ~ ROO° 

ROO° +RH ~ ROOH + RO Propagación 

RO + ROOO(R") ~ ROOR (R-R) Terminación 

2(ROOO) [ROOOOR] ~ ROH + RO + 102 

El ataque de radicales sobre los ácidos grasos insaturados y la lipoperoxidación 

en cadena son, en última instancia, el origen de una desorganización 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 así su flexibilidad y solidez con el daño subsecuente en sus funciones de 

barrera e información (Gutteridge y Halliwell ,1990). 



17 

1.6. ANTIOXIDANTES 

Se define como un antioxidante a cualquier sustancia que previene la 

oxidación de otro compuesto por algún oxidante (radical libre), por el cual, el 

mismo agente antioxidante es oxidado. Estas reacciones son frecuentemente en 

cadena, en las cuales, existe la formación de nuevos radicales libres; de hecho, 

nuevos radicales libres son formados en vez de ser eliminados. Oesde el punto de 

vista biológico, 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 reacción en cadena durante la 

cual otros nuevos radicales libres y sustratos oxidados puedan ser producidos. La 

acción antioxidante, en el amplio sentido de la palabra, resulta en la protección de 

importantes sustancias celulares y consecuentemente, en la protección del 

organismo completo contra el daño oxidativo producido por especies reactivas del 

oxígeno (Halliwell y Gutteridge,1992). 

Las enzimas superóxido dismutasas dependientes de Cu/Zn y Mn ( SOO-Zn, 

Cu), son de las más importantes enzimas antioxidantes intracelulares. Son 

metaloenzimas relativamente estables que catalizan la dismutación de superóxido 

a peróxido de hidrógeno y oxígeno molecular. La deficiencia de superoóxido 

dismutasa (SaO) en el organismo resulta en un incremento en la sensibilidad a 

hiperoxia como se puede notar en los niños con una monosomia 21 . Por otro lado, 

el incremento en la expresión de la sao en el organismo, no puede ser siempre 

considerado como un efecto positivo. El peróxido de hidrógeno, producido por la 

vía catalítica de la sao, puede tener funciones metabólicas negativas severas; 

por ejemplo, se ha observado que el peróxido de hidrógeno (H20 2) puede 

favorecer la expresión de genes de virus causantes de la inmunodeficiencia 

humana en células infectadas (Bergendi y cols. ,1999). 

El glutatión (GSH) es un tripéptido (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) que cumple una 

serie de funciones fisiológicas en el medio intracelular (Viña,1986). Esta molécula 

posee dos características: 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, tóxicas o no. Se denomina sistema GSH al conjunto 

formado por éste y a las demás enzimas relacionadas con su metabolismo, 

responsables del mantenimiento de su estado redox en condiciones fisiológicas 

(Meister,1988). 

Otro grupo importante de antioxidantes es el de las selenoproteínas, de las cuales 

4 son glutatión 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 catalítica. Estas enzímas metabolizan al H2 O2 Y a los lipoperóxidos en 

diferentes compartimentos de la célula . La primera selenoproteína en ser 

caracterizada en mamíferos fue la GPx citosólica; la pérdida de la función de ésta 

enzima tiene como consecuencia un incremento en la producción de ROS con el 

subsecuente daño a los ácidos grasos insaturados en membranas y proteínas de 

la célula . Los ácidos grasos poli insaturados son muy susceptibles a la 

peroxidación, a nivel de sus dobles ligaduras (sus zonas más débiles). En la 

lipoperoxidación, además de los hidroperóxidos, se forman dos especies 

excitadas, el carbonilo excitado y el 102 singulete, que cuando van perdiendo su 

excitación producen luminiscencia (quimio-Iuminiscencia), que se puede 

cuantificar y se usa para medir el estado del balance oxidación/antioxidación (De 

Rosa,1998) . 

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

La N-acetil-L-cisteína (NAC) es un antioxidante y precursor de la síntesis 

del glutatión, donando grupos SH; además actúa directamente con los radicales 

OH, disminuyendo los efectos tóxicos de éstos (Aydin y cols., 2002). La presencia 

de grupos SH parece ser fundamental en la vasodilatación inducida por nitratos y 

la NAC potencializa hemodinámicamente ésta respuesta a nitratos (Boesgaard y 

cols., 1991). Además, NAC interfiere con grupos SH de otros compuestos 
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formando con ellos mezclas disulfuro, ayudando a una eliminación más eficiente 

del organismo, y representando una alternativa para el tratamiento de pacientes 

hiperhomocisteinémicos (Ventura y cols., 1999). Estos efectos parecen ser 

dependientes de la dosis, siendo más marcados en sujetos tratados con dosis más 

altas (Ventura,2003). También se ha demostrado que NAC inhibe al factor NF­

Kappa B (Carroll, 1998), al metabolismo de fosfolípidos, a la liberación 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 administración de NAC intraperitonealmente 

protege al cerebro de daño contra la producción de radicales libres, apoptosis e 

inflamación (Khan y cols., 2004) , además de inhibio la expresión del factor de 

necrosis tumoral alfa (a-TNF) y de la óxido nítrico sintasa (ONS) ( Sekhon y cols., 

2003). En células piramidales que han sufrido un evento de anoxia/hipoglicemia, 

se ha demostrado que la inhibición en la síntesis de proteínas, provoca la 

activación de los receptores tipo NMDA (N-metil de aspartato) , y esta inhibición en 

la síntesis de proteínas es bloqueada por la NAC (Monje y cols ., 2000). 

1.7. RECEPTORES TIPO NMDA 

Los receptores para aminoácidos excitadores son generalmente 

reconocidos como los principales receptores para neurotransmisores que modulan 

la excitación sináptica en el sistema nervioso central (SNC) de vertebrados. Las 

primeras evidencias acerca de aminoácidos como neurotransmisores se 

generaron a mediados del siglo pasado y fueron apoyadas por experimentos en 

los cuales la aplicación tópica del glutamato monosódico (Glu) a la corteza motora 

provocó convulsiones tónicas (Gasic y Hollman,1992). Posteriormente, 

experimentos en médula espinal y neuronas del SNC evidenciaron una acción 

directa despolarizante del Glu y del L-aspartato (Gasic y Hollman,1992). 

El Glu activa a tres grandes familias de receptores ionotrópicos y a una 

familia de receptores metabotrópicos, caracterizados por su sensibil idad 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 algún modo han sido implicados en neurotoxicidad (Wood 

y Bristow,1998). 

Además, se ha demostrado que el complejo del canal receptor NMDA 

contiene: (1) un sitio de reconocimiento para glutamato/NMDA, para el cual los 

análogos de fosfonato como el ácido amino fosfonovalérico y el ácido amino 

fosfonoheptanóico son antagonistas competitivos, (2) un sitio regulador de 

glicina,(3) un sitio modulador para poliaminas y zinc, (4) un sitio de unión a Mg2
+ 

dependiente de voltaje, y (5) un segundo intracanal en el cual la fenciclidina, el 

MK-801, Y análogos relacionados sirven como antagonistas no competitivos 

(Coyle y cols.,1991). 

Los receptores tipo NMDA juegan un papel importante en la potenciación a 

largo plazo (LTP) en la región CA1 del hipocampo y en algunos tipos de 

aprendizaje, especialmente en aquellos relacionados a la orientación espacial de 

un animal en su medio ambiente (Gasic y Hollman,1992). También se ha 

reportado que la activación de receptores NMDA resulta en un incremento en la 

sintesis de óxido nítrico mediante la activación de la enzima óxido nitrico sintasa 

(Garthwaite y Halliwell,1989), por lo que una inhibición de la SON resulta en una 

potenciación 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-estimulación de receptores a aminoácidos excitadores. Se ha reportado que 

el glutamato y el NMDA, pueden inducir la generación de rad icales libres 

derivados del óxigeno, como el superóxido (02· ), el peróxido de hidrógeno (H 20 2) 

y el radical hidroxilo ("OH), sugiriendo que la formación de estas especies 

constituye un mecanismo vinculado al daño excitotóxico 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 óxido nítrico sintasa citosólica 
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dependiente de calcio y NADPH, Y que reacciona facilmente con el 02- para 

formar el oxidante peroxinitrito (ONOO-)(Lancelot,1998)_ 

Por otra parte, la SON puede estar involucrada en la síntesis de radicales 

libres en condiciones excitotóxicas_ Se ha demostrado que la SON puede generar 

02·- en neuronas carentes de L-arginina y que están expuestas a NMDA, y así 

contribuir a la generación del radical OH· (Lancelot,1998) . 

Fig. 3. Representación esquemática de un receptor NMDA, y sus sitios de 

unión 

1.7.1. HOMOCISTEíNA y EXCITOTOXICIDAD. 

Se ha demostrado que la administración sistémica de HCY a animales de 

experimentación produce crisis tónico-clónicas generalizadas (Hammond y 

cols.,1980; Folbergrová ,1974). Al igual que otros aminoácidos que contienen un 

grupo tiol y que están relacionados estructural y metabólicamente, 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 incubación de estas células en 

presencia de superóxido dismutasa y catalasa, midiendo la producción de lactato 

deshidrogenasa como un índice de daño celular, observándose una disminución 

en la liberación de lactato deshidrogenasa inducido por la superoxido dismutasa o 

la cata lasa (Won-Ki y Young-Sook, 1996). 

Adicionalmente, en estudios realizados en cultivos de neuronas corticales, 

se demostró que la HCY produce neurotoxicidad, a través de un incremento en el 

calcio intracelular mediante la activación de receptores NMDA, pero no de 

receptores no-NMDA. Esto también ha sido observado con otros compuestos 

relacionados metabólica mente con la HCY, como es el ácido homocisteico y la 

cisteina (Olney y cols., 1990; Won-Ki y Young-Sook ,1996). 

Recientemente se probó 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 actúa como un antagonista parcial del mismo receptor, lo 

que le confiere una acción 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 morfología histológica en el trauma cerebral y daño en espina 

dorsal producido experimentalmente (Haghighi y cols .,1996; Rienert y Bullock, 

1999), inhibe completamente la lipoperoxidación inducida por el ácido quinolinico 

(QUIN) en ratas pretratadas con este fármaco (Santamaria y Ríos , 1993), y la 

atenuación 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, hipotensión, y 

una depresión de los niveles de la conciencia dependiente de la dosis (Muir y 

Lees,1995). 

1.8. ÓXIDO NíTRICO 

Durante la década de los ochenta, ocurrió un importante descubrimiento en 

el campo de la biología: se encontró que uno de los compuestos más simples, el 

óxido nítrico (ON), se encuentra produciéndose continuamente en el hombre y en 

los animales, actuando como un regulador universal del metabolismo. El ON es 

una importante molécula que actúa en diferentes tejidos para regular diversos 

rangos de procesos fisiológicos . Inicialmente fue descubierto por muchos grupos 

como el agente responsable de la relajación de los vasos sanguíneos, el cual fue 

denominado como factor relajante derivado del endotelio (EDRF), y se creyó que 

era una proteína como otras muchas moléculas de señalización (Moncada y 

cols. , 1991: Bredt y Snyder,1990). 

El ON, es una molécula pequeña, capaz de difundirse rápidamente 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 media de 1 a 5 

segundos (Upchurch y cols.,1996). 

El ON es moderadamente soluble en el agua, con una concentración en una 

solución saturada (1 atmósfera) de 1.8 mM a 25°C, siendo mucho más soluble en 

solventes no polares, como el N-hexano, disolviéndose de manera selectiva en 

las membranas y en las fases lipídicas de las células por ser altamente lipofílico. 

Utilizando microsensores no selectivos para el ON, se han demostrado altas 

concentraciones de éste en zonas adyacentes a la membrana plasmática 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 difusión del 

ON en agua es generalmente de 2.4X10-5 cm2/s, valor que se incrementa 

considerablemente con la temperatura (Rodrigo y cols., 1999). 

La regulación biosintética es más importante para el ON que para otras 

neurotransmisores, debido a que el ON no puede ser almacenado, liberado o 

inactivado después de la liberación postsináptica por mecanismos regulatorios 

convencionales (Bredt y Snyder,1994) . 

El ON es sintetizado a partir de la oxidación de la L-arginina en el grupo guanidino 

en un proceso que consume 5 electrones; esta reacción es catalizada por la 

enzima ON sintasa (ONS) resultando en la formación estequiométrica de ON y 

L-citrulina . Dicha enzima es dependiente de NADPH y Ca2+, con la subsecuente 

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

El ON esta implicado en un gran número de procesos fisiológicos, como son la 

relajación muscular, la inhibición de la agregación plaquetaria, la regulación 

inmune, la apoptosis, y la neurotransmisión. La química del ON involucra un 

arreglo de diferentes formas redox: El catión nitroso (ON+) que es la forma 

oxidada, el radical libre o forma neutra llamado óxido nítrico (ON) y el anión 

nitroxílo que es la forma reducida {ON} Las propiedades químicas de estas 

especies moleculares son dadas únicamente por la adición o ausencia de un 

electrón (Stamler y cols., 1992). 

El papel que juega el ON dentro del proceso de daño cerebral isquémico ha 

sido muy debatido. Parte del problema han sido las características biológicas del 

ON que sugieren que puede ser benéfico o dañino para la función cerebral. Por un 

lado, el ON es un potente vasodilatador y un inhibidor de la agregación plaquetaria 

y adhesión leucocitaria, pudiendo también inhibir el flujo de calcio a través de los 

receptores de NMDA y limitando así, 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 observó una liberación de ON. Se 

demostró, que la activación dependiente de calcio de la guanilato ciclasa, seguida 

de la unión de glutamato en los receptores NMDA, procede mediante la vía de 

generación de ON endógeno (Garthwaite y cols .,1988). 

En un reporte, con importantes implicaciones para el entendimiento de la 

neurotoxicidad del glutamato, se describió 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 Óxido Nítrico 

Sintasas (ONS ·s) . Estas enzimas convierten a la arginina en citrulina, 

produciendo ON en el proceso (Fig.4). Muchos tejidos y células expresan una o 

más 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 {n SON) (también 

denominada SON I Y originalmente presente en neuronas), la SON inducible 

(iSON) (también denominada SON 11 Y expresada en macrófagos murínos), y la 

SON endotelial (eSON) (denominada como SON 111 , una forma distinta de isoforma 

constitutiva localizada en el endotelio) (Boje y Arora ,1998). Las SON pueden ser 

diferenciadas por su regulación por calcio. En el cerebro, un estímulo 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 

activación de SON explica la capacidad del glutamato para estimular la formación 

de ON en forma de segundo mensajero. En los vasos sanguíneos, la acetilcolina 

actúa a nivel de receptores muscarínicos sobre células endoteliales, activando el 

ciclo fosfoinositíl para generar calcio, el cual estimula a la SON. Existen 
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cantidades de SON reguladas por calcio involucradas en la producción de ON que 

participan en eventos rápidos como la neurotransmisión y la dilatación de vasos 

sanguíneos (Bredt y Snyder,1994). Dos de estas enzimas, la endotelial y la 

neuronal, se expresan constitutivamente en células de mamíferos 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 estímulo tal 

como el estrés. Por su parte, la actividad de la iSON en macrófagos y otras células 

no es estimulada por calcio ni bloqueada por antagonistas de la calmodulina ; sin 

embargo, sorpresivamente, la iNON posee sitios de reconocimiento para la 

calmodulina . El aumento en los niveles de calcio lleva a un incremento de 

calmodulina . El incremento de unión de la calmodulina y de las nSON y eSON 

lleva a un aumento en la producción de ON por estas enzimas. En contraste, la 

isoforma iONS es capaz de unirse fuertemente a la calmodulina aún a muy bajas 

concentraciones de calcio (Bredt y Snyder,1994) 

Figura 4. Síntesis del óxido nítrico y citrulina a partir de la L-arginina (Bredt y 

Snyder, 1994). 

~ ¡SON¡ 
L-arginina ~ L-hidroxiarginina ~L-citrulina + óxido nítrico 

(J'0 ~ 
NAOPH NAOP' NAOPH NAOP' 
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1.8.2.INHIBIDORES DE LA SON. 

Como inhibidores de la SON se pueden señalar a los siguientes 

compuestos: a la Nco-monometil-L-arginina (L-NMMA), a la Nco-nitro-L-arginina (L­

NA), a la Nco-metiléster nitro-L-arginina (L-NAME), a la Nco-amino L-arginina (L­

NAA), Y a la Nco-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 

fisiológicas, se encuentra en concentraciones bajas, pero en situaciones 

patológicas, pueden llegar a concentraciones elevadas que pueden disminuir la 

síntesis de ON. LNMMA, L-NIO, y L-NAME, son modificaciones de la L-arginina y 

tienen la capacidad de inhibir a la eSO N (Moneada y cols., 1991). 

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

L-Arg 

L-NAME 

L-NAA 
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El desarrollo de un inhibidor selectivo de la ONS neuronal, el 7- nitroindazol (7-NI), 

ha permitido investigar le participación 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 neuroprotección significante 

contra la excitotoxicidad mediada por el NMDA en estriado (Nanri y cols., 1998). 

1.8.3. HOMOCISTEíNA y OXIDO NITRICO 

El mecanismo por el cual el daño endotelial es producido por la HCY se 

desconoce; sin embargo, la habilidad de la HCY para generar tanto peróxido de 

hidrógeno como HCY-tiolactona ha sido implicada como mecanismo potencial de 

daño mediante la generación de radicales libres, llevando a la alteración 

endotelial (Kang y cols, 1986; McCully, 1971). 

Una importante reacción de la homocisteína es la formación de tionitritos o 

S-nitrosotioles (S-NT) al reaccionar con el óxido nítrico (ON) (Upchurch y 

cols .,1996). 

El efecto de la hiperhomocisteinemia sobre la producción de ON es un 

ejemplo del potencial tóxico de ciertos tioles y la capacidad del ON para reducir su 

toxicidad mediante la formación de S-NT. Esta reacción se lleva a cabo bajo 

condiciones biológicas, de tal manera que estos compuestos son biológicamente 

activos, presentando propiedades similares a las del ON (Stamler y cols. ,1992). La 

S-nitrosohomocisteína es un potente vasodilatador e inhibidor de la agregación 

plaquetaria . Esta acción protectora del ON es, sin embargo, superada por la 

exposición crónica de las células endoteliales a la HCY (Loscalzo,1996) . La 

nitrosación del grupo sulfhídrilo de la HCY inhibe la generación de peróxido de 

hidrógeno generado por la HCY (Welch,1986). Se ha demostrado que los efectos 

adversos de la HCY son disminuidos por la formación del compuesto S-nitroso-
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HCY, evitando así la formación de peróxido de hidrógeno y la conversión a HCY­

tiolactona (Upchurch y cols., 1997) (Fig. 6). Todo esto podría explicar la 

arteroesclerosis producida por la HCY, sin embargo, existe una asociación más 

fuerte entre HCY y la enfermedad cerebro vascular que entre HCY y la 

enfermedad coronaria o enfermedad vascular periférica, por lo que las teorías 

sobre la generación de la arteroesclerosis no explican esta predilección, 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 activación de receptores glutamatérgicos tipo NMDA, y se 

sabe que la estimulación de estos receptores participan en el daño producido en 

isquemia focal, así que la HCY podría no sólo estar asociada con el daño vascular 

produciendo un evento cerebro vascular, sino que además podría participar en la 

respuesta neurotóxica en el cerebro (Lipton y cols., 1997) 

Fig.6. Interacción de la HCY y el ON , para la formación de la S-nitroso HCY 

L--H_C_Y-, =~> ~ =~> , S-NitrosoHCY I 

,- Lipoperoxidación 

Activación de la 
guanilato ciclasa 

Inhibición de la 
agregación plaquetaria 
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1.8.4.HOMOCISTEíNA, OXIDO NITRICO y FUNCiÓN ENDOTELlAL. 

Las funciones del endotelio y del músculo liso están íntimamente 

relacionadas en muchos aspectos, incluyendo el control del tono vascular y flujo 

sanguíneo. 

El ON en el sistema vascular es un potente vasodilatador e inhibidor de la 

adhesión y agregación plaquetaria, afectando su acción a través de la activación 

de la guanilato ciclasa soluble,y llevando a un incremento del GMPc (Murad,1979). 

Una reacción importante del ON en condiciones fisiólgicas es la formación 

de tionitritos o S-nitrosotioles. Estos complejos sirven como estabilizadores del ON 

permitiendole ser almacenado, además de conservar sus propiedades como un 

potente vasodilatador. La hiperhomocisteinemia es un claro ejemplo de la 

toxicidad de ciertos tioles y la capacidad del ON para reducirla . Stamler, en 1993, 

demostró que los efectos vasculares adversos de la HCY, son mitigados por la 

formación de S-nitroso-HCY y que no existe la generación de peróxido de 

hidrógeno ni la formación de HCY-tiolactona (Fig 4), mecanismos que han sido 

implicados en la patogénesis de la HCY. Por ello, se sugiere que el daño 

endotelial es una consecuencia de la incapacidad de la célula para sostener la 

producción de ON en presencia de elevadas concentraciones de HCY (Upchurch, 

1996), y el daño endotelial se genera durante la auto-oxidación de la HCY, 

generando especies reactivas al oxígeno tales como el superóxido, 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 relajación del músculo liso a través del GMP cíclico, 

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 

producción de S-nitrosotioles debido al daño vascular. Por ello, en estas 

condiciones, la HCY puede generar peróxido de hidrogeno (H202) y sufrir 
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conversión a HCY-tiolactona lo que puede contribuir más a la disfunción endotelial 

(Bellamy,1997). 

Además, 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 formación de S­

nitrosotioles, incluyendo S-nitroso-HCY. Como resultado de estas observaciones, 

se ha propuesto que los efectos dañinos de la HCY sobre el endotelio son una 

consecuencia de la incapacidad de la célula para sostener una adecuada 

elaboración 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 citotóxicos e independientes de GMPc, 

tales como la formación de radicales libres, nitrosilación de ácidos nucleicos, 

roturas del DNA e inactivación de enzimas con centros ferrosulfurados que 

alterarían los procesos energéticos celulares (Gross, 1995). En estos procesos, el 

efecto neurotóxico del ON es la formación de peroxinitrito como consecuencia su 

interacción con el anión superóxido. El peroxinitrito puede nitrar directamente o a 

través de otras especies reactivas del nitrógeno, los residuos de tirosina en 

proteínas, 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 hipóxicos-isquémicos existe la liberación 

de aminoácidos excitadores, particularmente la liberación de glutamato que actúa 

sobre los receptores NMDA, provocando un aumento de Ca2
+ en las células diana 

(Olney y cols, 1991 ; Kiedrowski y cols ., 1992). La activación de los receptores 

NMDA con la subsiguiente entrada de Ca2
+, provoca la activación de la ONS y la 

formación excesiva de ON y éste podría ser el responsable de la neurotoxicidad 

(Martín y cols., 1998). 
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2. HIPÓTESIS 

Dada la conocida citotoxicidad ejercida por la HCY a través de mecanismos 

excitotóxicos en el SNC que, a su vez, son capaces de generar eventos de daño 

oxidativo, se propone que la HCY incrementará la peroxidación lipídica en 

fracciones sinaptosomales de cerebro de rata a través de la sobre-estimulación de 

receptores para NMDA y que su correspondiente bloqueo resultará en una 

inhibición del daño 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 

daño producido por la HCY, participarán el ON y la formación de ROS como 

eventos posteriores a la activación de estos receptores. Por lo tanto, la inhibición 

de las sintasas del óxido nítrico y el empleo de antioxidantes resultará en la 

disminución de la lipoperoxidación en los sinaptosomas expuestos a la HCY. 

Finalmente, estos efectos también se reproducirán bajo condiciones in vivo , en 

donde se encontrará una correlación entre la lipoperoxidación regional en cerebro 

de rata y las crisis convulsivas. 



33 

3. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la participación de los receptores para NMDA, el ON y los radicales 

libres en el patrón 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 lipoperoxidación en sinaptosomas aislados de 

cerebro de rata , en una curva de concentración-respuesta a la Homocisteína 

2.- Evaluar los niveles de lipoperoxidación a partir de la posible interacción 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 lipoperoxidación a partir de la posible interacción de 

la HCY y de diferentes inhibidores de la sintasa del óxido nítrico (L-NAME, L­

NARG, 7-nitroindazol) y del antioxidante (N-acetíl-cisteina) . 

4.- Comparar el poder pro-oxidante de la HCY con otros agentes excitotóxicos a 

concentraciones equimolares [glutamato (Glu), ácido kaínico (KA) , ácido 

quinolínico (QUIN), ácido 3-nitropropiónico (3-NP)] y con el potente oxidante , 

sulfato ferroso. 

5.- Medir el daño 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 . 



4. MATERIALES Y METODOS 

4.1. ANIMALES 
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Se emplearon ratas Wistar machos adultos (250-300 g de peso), las cuales fueron 

proporcionadas por el bioterio del Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía 

"Manuel Velasco Suárez". Los reactivos, equipos para análisis y la infraestructura 

disponible para la realización 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, solución 

fisiológica , ácido tiobarbitúrico, ácido tricloroácetico, ácido clorhidrico, 

desferroxiamina, hidroxitolueno butilado, metanol, azul de Coomassie, ácido 

fosfórico, etanol, agua desionizada, MK-801, ácido 3-nitropropiónico, 7-

nitroindazol, L-NARG, L-NAME, N-acetil-L-cisteina, glutamato. ácido,quinolínico, 

ácido kaínico, sulfato de fierro, DL-Homocisteína. 
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4.3. MElaDO IN VITRO. 

El protocolo fue evaluado por el Comité Interno de ~tica del Instituto Nacional de 

Neurología y Neurocirugía y se siguieron las normas internacionales para el 

manejo y el uso de animales de experimentación. 

a) Desarrollo. 

Se llevó a cabo la detección de especies reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

como un índice de lipoperoxidación "in vitro" , de acuerdo a la técnica de Ríos y 

Santamaría (1991), en sinaptosomas de cerebro de rata durante una incubación 

previa a concentraciones crecientes de homocisteína, y en combinación con el 

antagonista no competitivo tipo NMDA (MK-801), de L-nitroarginina (L-NARG), L­

nitroarginina-metíl éster (L-NAME) y 7-nitroindazol (7-NI), conocidos inhibidores de 

la ONS., además del antioxidante N-acetilcisteína. Posteriormente, se agregó el 

ácido tiobarbitúrico, midiéndose las concentraciones de TBARS mediante 

espectofotometría a una longitud de onda de 532 nm, y realizando una curva 

estándar de oxidación periódica de 2-desoxi-D-ribosa (Fig . 7). 



Fig. 7. Diagrama de flujo de la metodología in vitro. 
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4.3.1 AISLAMIENTO DE SINAPTOSOMAS 

(Cotman and Matthews, 1971). 
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Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar, con un peso entre 250 a 300 g. 

Las ratas se decapitaron y se removió el cerebro, el cual fue homogenizado en 

una solución Ringer (pH=7.4) con Hepes (10 mM), ajustando el volumen en una 

proporción 1/20 p/v. Los homogenizados se centrifugaron a 4200r.p.m., durante 

15 mino A 4°C. Se separó el sobrenadante, y se recolectó. Los botones se 

removieron y se centrifugaron de nuevo, este paso se repitió 2 veces más. 

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

se resuspendieron los sedimentos en 5 mi de solución fisiológica. 

4.3.2.TÉCNICA DE TBARS (determinación de Iipoperoxidación) 

(Santamaria et al. , 2001) 

En tubos de 1.5 mi se colocaron 250 ~I de la suspensión con los sinaptosomas, 

posteriormente se adicionó la HCY a la concentración deseada (5-1 OOO~M) , se 

agitaron en vortex durante 30 segundos, y las muestras se incubaron durante 1 

hora a 37"C. 

Después de la incubación, se agregaron a cada muestra 500 ~I del reactivo de 

TBARS, se agitaron nuevamente durante 30 segundos y posteriormente se 

agregaron 1 O ~I de desferroxiamina 1.5 mM y 1 O ~I de hidroxitolueno butilado al 

0.375% p/v. Se incubaron las muestras a punto de ebullición en baño Maria 

durante 20 mino 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 leyó en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 532 

nm de absorbancia. 
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4.3.3. DETERMINACiÓN DE PROTEíNAS (Técnica de Bradford) 

Curva estándar de álbumina 

Se prepararó una solución estándar de albúmina bovina a una concentración de 1 

mg/ml, la cual sirvió para preparar una curva estándar, tomando diferentes 

alícuotas que van desde O hasta 25, llevar los volúmenes a 100 111 con agua 

desionizada, posteriormente se agregaron 900 111 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 espectrofotómetro a una longitud de onda de 595 

nm. 

Cuantificación de las prQteínas de los sinaptosomas 

Para la cuantificación de las proteínas de los sinaptosomas, se tomaron 10 

111 del homogenado, se llevó a un volumen de 100 111 con agua desionizada y se 

agregó 900 111 del reactivo de Bradford. Se agitaron las muestras durante 60 

segundos, se dejaron reposar durante 15 minutos, y se leyó la absorbancia en un 

espectrofotómetro a 595 nm. 

Los resultados se interpolaron en una curva estándar de albúmina. 

4.4. MÉTODO 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 áreas cerebrales, se evaluó sí los niveles 

de lipoperoxidación inducida por la HCY tenian una correlación directa con el 

patrón 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 administración de HCY se evaluó la conducta referente a los patrones de 

crisis convulsivas; posteriormente, los animales se sacrificaron por decapitación y 
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se evaluó la lipoperoxidación en diferentes áreas cerebrales, mediante la 

medición de los productos fluorescentes formados por la lipoperoxidación. 

4.4.1. EVALUACiÓN CONDUCTUAL. 

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

excitadores que contienen grupos SH, tienen una participación importante en los 

procesos excitatorios del sistema nervioso central (SNC) (Allen,1986), actuando 

como agonistas de los receptores NMDA y que podrían interactuar con receptores 

metabotrópicos del glutamato (Folbergrová,1999). La administración de un 

fármaco de esta naturaleza, provoca diferentes patrones conductuales· en 

animales de experimentación; las causas de estas diferencias no son claras, pero 

pueden sugerir que diferentes estructuras del cerebro y/o circuitos están 

probablemente activados, dependiendo de las rutas de administración 

(Folbergrová,1999). 

Para correlacionar el patrón conductual y el daño oxidativo provocado por la 

administración sistémica de la HCY en ratas, así como de la participación del ON y 

de los receptores tipo NMDA, se diseñaron 6 grupos, a los cuales se les 

administraron los diferentes fármacos, y se observaron durante 2 a 3 horas: 

Grupo 1 control (solución salina fisiológica (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 decapitación, y 

se disecaron 6 diferentes áreas del cerebro, se colocaron en nitrógeno líquido para 

posteriormente medir la lipoperoxidación a través de los productos fluorescentes 

(Ríos y Santamaria,1991) en 6 regiones del cerebro (corteza, estriado, hipocampo, 

hipotálamo, tallo y cerebelo) (Fig. 8). 



Fig. 8. Diagrama de flujo, metodología in vivo. 
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4.4.2.ENSAYO DE PRODUCTOS L1PíDICOS FLUORESCENTES. 

(Ríos y Santamaría, 1991) 
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Las regiones cerebrales fueron homogenizadas en 1200 ~I de solución 

fisiológica. A 1 mi del homogenado, se le agregaron 4 mi 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 separó la fase acuosa de la fase clorofórmica y se tomaron 1.8 mi de esta 

última fase, se mezclaron con 200 ~I de metanol y se leyeron en un 

espectrofotómetro de fluorescencia a 370 nm de excitación y 430 nm de emisión. 

La sensibilidad del espectrofotómetro se ajustó con un solución estándar de 

quinina (0.1 ~g/ml) en una solución de ácido sulfúrico 0.05M. La concentración de 

productos lipídicos fluorescentes se expresó en unidades de fluorescencia por 

gramo de tejido fresco. 

4.5. ANALlSIS ESTADISTICO. 

Para el análisis estadístico de todos los experimentos se empleó un análisis 

de varianza de una vía seguido de una prueba de Dunnet para comparación 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 LlPOPEROXIDACIÓN 

INDUCIDA POR LA HOMOCISTEíNA 

Se llevaron a cabo incubaciones de sinaptosomas en presencia de 

concentraciones crecientes de HCY que fueron desde 5 J-lM hasta 1000 J-lM, 

encontrándose un incremento en la lipoperoxidación dependiente del aumento en 

la concentración de HCY (Fig 9). La lipoperoxidación se expresó en nmoles de 

TBARS formadas por mg de proteína, alcanzándose una diferencia 

estadísticamente significativa con respecto al control a concentraciónes de HCY 

entre 100J-lM y 1000J-lM (167% a 396% respectivamente comparado con el 

control), con una n=8. Dado que la concentración mínima de HCY para producir un 

efecto significativo sobre la lipoperoxidación fue de 1 OOJ-lM, esta concentración fue 

utilizada para los siguientes ensayos. 

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

cerebro de rata. 
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5.2 EFECTO COMPARATIVO DE LA LlPOPEROXIDACIÓN INDUCIDA 

POR LA HOMOCISTEíNA CONTRA OTRAS TOXINAS. 

Se realizó una comparación del potencial oxidativo de la HCY contra otras 

moléculas excitotóxicas a concentraciones equimolares (100JlM) en sinaptosomas, 

como son: el ácido kaínico (KA, un agonista glutamatérgico tipo no-NMDA); el 

ácido quínolinico (QUIN) , un agonista glutamatérgico tipo NMDA; el glutamato 

(Glu), el ácido 3-nitropropiónico (3-NPA una toxina mitocondrial); y un agente 

oxidante, como lo es el FeS04 (n=4). 

La HCY mostró 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 FeS04 (-54%) (Fig. 11). 

Fig . 11 . Comparación de la lipoperoxidación inducida por la HCY, con otros 

agentes excitotóxicos. 
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5.3 EFECTO DEL MK-801 Y DE LA N-ACETíLCISTEINA, SOBRE LA 

LlPOPEROXIDACIÓN INDUCIDA POR LA HCY. 

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

de receptores tipo NMDA, se llevaron a cabo coincubaciones de sinaptosomas en 

presencia de HCY a una concentración fija de 100¡.tM, y de concentraciones 

crecientes de MK-801 (entre 5¡.tM a 1000¡.tM). Se observó, una disminución en la 

lipoperoxidación inducida por HCY inversamente proporcional al aumento en la 

concentración de MK-801 (línea n), alcanzándose valores similares a los basales 

desde concentraciones bajas de MK-801 (Fig.12). Se encontró una diferencia 

estadísticamente significativa con respecto al control positivo con HCY (línea 

continua),-desde una concentración de MK-801 de 5 ¡.tM yen adelante . 

Por otra parte, para determinar la contribución directa de los radicales libres en la 

lipoperoxidación inducida por HCY, una serie adicional de sinaptosomas fue 

incubada en paralelo, conteniendo una concentración fija de HCY y 

concentraciones crecientes del conocido antioxidante, la N-acetíl-L-cisteína. La 

línea con triángulos en la figura 12 muestra un efecto significativo de la L-NAC en 

la disminución de la lipoperoxidación de la HCY a concentraciones desde 400 ¡.tM 

Y hasta 1000 ¡.tM, 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 lipoperoxidación inducida por la 

HCY. 
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5.4. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LA SON SOBRE LA 

LlPOPEROXIDACIÓN INDUCIDA POR HCY. 

Se realizaron ensayos para determinar el efecto del óxido nítrico sobre el 

daño inducido por la Homocisteína in vitro , para lo cual se realizaron incubaciones 

de los sinaptosomas en presencia de HCY (100 ¡.tM) Y concentraciones crecientes 

de los inhibidores de la óxido nítrico sintasa ( L-NARG, L-NAME, 7-NI), desde 5 

¡.tM hasta 1000 ¡.tM. 

En la fig . 13 se muestra el efecto de la L-NARG sobre la lipoperoxidación, 

inducida por la HCY; se observa una disminución de la lipoperoxidación (-47%) a 

medida que se incrementa la concentración del inhibidor, encontrándose una 

diferencia significativa con respecto al control, desde una concentración de 20 ¡.tM, 

con una n=4 y una p~0 .05 (línea inferior T). 
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Por lo que respecta al efecto del L-NAME sobre la lipoperoxidación inducida 

por la HCY, se observa una disminución dependiente de la concentración de L­

NAME (-51% a una concentración de 1000J.1M), encontrándose un efecto 

significativo desde una concentración de 50J.1M, con una n=6 y una p~O . 05 (línea 

central A) 

De igual manera, el 7 -nitroindazol, disminuyó la lipoperoxidación inducida 

por la HCY, pero obteniéndose una diferencia significativa con respecto al control 

desde una concentración 600J.1M, con una n=9 y una p~O.05 (línea superior .). 

Consecuentemente, todos los inhibidores de la SON mostraron una disminución 

en la lipoperoxidación inducida por la HCY, aunque la L-NARG exhibió una mayor 

capacidad de inhibición, 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. RESUL lADOS IN VIVO. 

Para estudiar la posible participación de los receptores tipo NMDA y del ON 

en el daño inducido por la HCY al ser administrado en forma sistémica en ratas, se 

diseñaron 6 grupos de ratas machos de la cepa Wistar con un peso entre 250 y 

300 g. Se trató un grupo 15 ratas como controles a los cuales se les administró 

solución fisiológica intraperitonealmente. A un segundo grupo de 11 ratas se les 

administró HCY a una dosis de 800 mg/kg de peso corporal. Un tercer grupo de 6 

ratas se administró con MK-801 a una dosis de 1 mg/kg de peso. Un cuarto grupo 

de 6 ratas se les administró 7-NI a una dosis de 30 mg/Kg de peso. Finalmente a 

2 grupos más de 6 y 5 ratas se les administró la combinación 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 administración de los 

fármacos para ver el patrón de manifestaciones conductuales de los animales 

(tabla3) que incluyeron: CTCG= Crisis tónico clónico 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 decapitación y se disecaron 6 diferentes áreas 

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

6.1. MANIFESTACIONES CONDUCTUALES EN LOS GRUPOS 

TRATADOS CON DIFERENTES FÁRMACOS. 

De los diferentes grupos tratados, el de HCY presentó un mayor número de 

manifestaciones. El grupo tratado con MK-801 no presentó crisis conductuales; sin 

embargo, las ratas manifieston caídas frecuentes y problemas al caminar (ataxia) . 

El grupo tratado con 7-NI presentó algunas manifestaciones conductuales (a 

excepción de las CTCG, de la CH y del cabeceo) pero en un número mucho 

menor que el grupo tratado con HCY. 
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Por lo que respecta al grupo tratado con MK-801 + HCY, se observó un 

abatimiento de las manifestaciones conductuales con respecto al grupo tratado 

con HCY, presentándose mioclonias como única manifestación. Finalmente, el 

grupo tratado con 7-NI + HCY, mostró 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. 

h' Tipo 

De crisis 

CTCG 

MMA 

MMP 

FASC 

CH 

Cabeceo 

SPM 

Masticación 

Mioclonias 

HCY 800mglkg de peso 

MK·801= lmglkg de peso 

7·NI= 30mglkg de peso 

Control HCY 

n= 15 n= 11 

10 --

33 --

2 --

25 --

3 --

53 --

16 --

87 --

78 --

MK-801 7-NI MK-801 + HCY 7-NI + HCY 

n= 6 n= 6 n= 6 n= 5 

-- -- -- --
1 -- -- --
2 -- -- --

9 -- -- --
-- -- -- --

-- -- -- --
1 -- -- --
1 -- -- --

1 5 -- --



6.2. TIEMPO DE LATENCIA A LAS CTCG EN EL GRUPO TRATADO 

CON HCY. 
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De las 11 ratas administradas con HCY, 7 presentaron CTCG. El tiempo de 

latencia para la presentación de estas crisis varió entre 56 y 96 minutos, con un 

promedio de 69.4 mino (tabla 4). Los tratamientos con coadministración de HCY 

más 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 c;:orporal 

Latencia CTCG (m in.) 

1 58 

2 60 

3 56 

4 73 

5 77 

6 66 

7 96 

Promedio 69.4 

DE 14.0 

ES 5.3 



6.3. LlPOPEROXIDACIÓN INDUCIDA POR LA HCY EN DIFERENTES 

REGIONES CEREBRALES DE LA RATA. 
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Se realizó la medición de la lipoperoxidación en 6 regiones del cerebro de la 

rata ( estriado, corteza, hipocampo, hipotálamo, cerebelo y talio), para rastrear una 

correlación entre el tipo de crisis conductual que presenta la rata y el nivel de daño 

oxidativo generado por la HCY y la posible implicación de los receptores tipo 

NMDA y del ON . 

Se realizó una prueba de t-student no pareada para comparaciones entre los 

grupos control (barras oscuras) versus tratamientos (barras claras) de las 

diferentes regiones, no encontrándose diferencias significativas en ninguna de la 

regiones 

Fig.15. Lipoperoxidación inducida por la HCY en regiones 
cerebrales de la rata. 
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7. DISCUSiÓN 

7.1. LlPOPEROXIDACIÓN INDUCIDA POR LA HOMOCISTEíNA. 

El sistema nervioso es particularmente vulnerable a la acción de las ROS 

debido a su alto índice metabólico, por sus altos niveles de lípidos y la presencia 

de una gran variedad de prooxidantes (Delanty y Dichter, 1998). Así, ciertas áreas 

del cerebro son ricas en Fe y Cu, dos metales que tienen la capacidad de generar 

al altamente tóxico radical hidroxilo a partir del peróxido de hidrógeno o 

superóxido mediante la reacción de Fenton ( Riederer y cols.,1989). 

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

enfermedad vascular ateroesclerótica (Motulsky,1996). El estrés oxidativo debido 

a la producción de ROS intracelular y extracelularmente, puede tener un papel 

importante en este tipo de enfermedades (Jacobsen, 2000). Debido a que la HCY 

y otros tioles poseen actividades pro-oxidantes, se ha postulado que el daño 

producido por la HCY es causado por la generación de estrés oxidativo sobre 

células vasculares y tejidos (Loscalzo, 1996; Jacobsen, 2000). El grupo SH de la 

HCY podría actuar catalíticamente con iones férricos o cúpricos para generar 

H202, radicales hidroxílo y radicales homocisteiníl (Bellamy y McDowell, 1997). 

Experimentos in vitro, sugieren que la HCY tiene la capacidad de generar aniones 

superóxido (02.-) Y H20 2, cuando ésta sufre autooxidación (Bellamy y McDowell, 

1997). 

Los resultados de este trabajo apoyan las evidencias del papel neurotóxico de la 

HCY a concentraciones más bajas que las reportadas por otros autores en células 

granulares (Won-Ki y Young-Sook, 1996), a través de la medición de peroxidación 

de lípidos como índice de estrés oxidativo en sinaptosomas extraídos de cerebro 

de rata e inhibiendo la lipoperoxidación utilizando al antioxidante N-metíl-L­

cisteína , encontrándose que la NAC disminuye parcialmente la LP inducida por la 

HCY de una manera concentración-dependiente. 
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7.2. HOMOCISTEíNA y EXCITOTOXICIDAD. 

Una de las características de los pacientes con hiperhomocisteinemia es 

que la mayoría de ellos presentan retraso mental (Scriver, 1996). Además la 

administración de HCY en animales de experimentación les produce crisis tónico 

clónico generalizadas (Won-Ki y Young-Sook,,1996), lo que sugiere que la 

excitoxicidad es un posible mecanismo de daño producido por la HCY. En 

estudios llevados a cabo en células granulares de cerebelo se ha reportado que la 

HCY induce muerte neuronal por activación de receptores tipo NMDA, así como la 

generación de RL (Won-Ki y Young-Sook, 1996); sin embargo, el mecanismo 

preciso por el cual la HCY produce daño no ha sido completamente dilucidado. Es 

este estudio , la lipoperoxidación inducida por la HCY, es completamente 

bloqueada por el MK-801, antagonista no competitivo del receptor NMDA 

(Santamaría y Ríos, 1993) a partir de concentraciones bajas, alcanzando valores 

basales de lipoperoxidación, sugiriendo que el daño producido por la HCY es más 

probablemente debido a eventos excitotóxicos relacionados a la activación de 

receptores tipo NMDA con la producción secundaria de radicales libres (Lipton y 

cols., 1997), lo cual está sugiriendo que el mecanismo de la lipoperoxidación 

ejercido por la HCY es estrictamente por la vía de la activación de receptores tipo 

NMDA, y que la inhibición parcial de la lipoperoxidación inducida por la HCY por la 

NAC, podría ser el resultado de la producción de RL después de la sobre 

activación de los receptores tipo NMDA. Se ha reportado que la estimulación de 

los receptores tipo NMDA induce la generación de RL, principalmente al anión 

superóxido y al rad ical hidroxílo, lo que sugiere que la producción de RL es uno de 

los mecanismos celulares responsables del daño excitotóxico en el cerebro 

(Lancelot y cols., 1998). La HCY es una molécula altamente citotóxica en células 

endoteliales en cultivo y este efecto puede ser inhibido con la adición de la 

catalasa , lo cual implicaría la formación de peróxido de hidrógeno 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 común, que involucra la activación de los receptores tipo 

NMDA con la subsecuente producción de RL, apoyando la evidencia de la 

existencia de sitios de unión para NMDA en membranas de capilares cerebrales 

(Koening, 1992). En resumen, la sobreactivación de los receptores tipo NMDA 

resulta en una cascada de eventos citotóxicos, empezando con la ruptura de la 

homeostasis de calcio y la producción de estrés oxidativo (Coyle y Puttfarrcken, 

1993). 

7.3. LlPOPEROXIDACIÓN INDUCIDA POR LA HOMOCISTEíNA E 

INHIBICiÓN DE LA ÓXIDO NíTRICO SINT ASA. 

Los efectos del ON sobre la muerte neuronal involucran una serie de vías 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 

neurotóxico, y que la inhibición de la SON y la remoción de L-arginina , precursor 

del ON pueden reducir la excitotoxicidad (Deckel, 2001) . 

Se ha sugerido que el ON atenúa la neurotoxicidad en cultivos primarios de 

neuronas corticales, mejorando las propiedades adversas de la HCY formando S­

nitrosotioles (Kim, 1999), y evitando la formación de H20 2 , por lo cual se ha 

generado una hipótesis que sugiere que la toxicidad de la HCY es una 

consecuencia de la incapacidad de la célula de sostener una adecuada producción 

de ON en presencia de elevadas concentraciones de HCY (Upchurch y Welch, 

1996). Se sabe que esta reacción se lleva a cabo bajo condiciones biológicas, así 

que estos compuestos son biológicamente 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 situación 

contraria, ya que la inhibición de la SON en sinaptosomas extraídos de cerebro de 

rata por tres diferentes inhibidores resulta en una atenuación significativa de la 
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lipoperoxidación inducida por la HCY. En este contexto, se sabe que los S­

nitrosotioles, tales como la S-nitrosocisteína y la S-nitroso-HCY, son capaces de 

producir neurotoxicidad, al sufrir ruptura homolítica y generar ON el cual reacciona 

con el anión superóxido para formar peroxinitrito. Además, se ha demostrado que 

una concentración milimolar de tioles tiene una acción protectora en comparación 

con las concentraciones micromolares de S-NT, ya que estabiliza la formación de 

S-NT, evitando la formación de ON y la formación de peroxinitrito, y este efecto es 

debido al equilibrio entre tioles y S-NT (O 'Emilia, 1999). Bajo las condiciones 

utilizadas en el presente estudio (concentraciones submilimolares de HCY en 

presencia de concentraciones subpatológicas de glicina (10 J-lM) suficientes para 

evocar la activación de los receptores tipo NMOA) , la HCY puede seguir dos vías: 

1) Las concentraciones micromolares de HCY podrían producir ON mediante la 

activación de los receptores tipo NMOA con la subsecuente activación de la SON 

mediada por Ca2+/Calmodulina; éste ON reaccionaría con O2" para formar OONO". 

Esta reacción ha sido ampliamente descrita cuando ocurre una sobreactivación de 

receptores NMOA (Fig . 16) ( Garthwaite, 1989); o 2) La HCY podria reaccionar 

con el ON generado de diferentes fuentes para eventualmente formar S-NT 

mediante la reacción de nitrosilación (Kim, 1999) a bajas concentraciones, lo cua l, 

en ausencia de altas concentraciones de grupos tioles (O 'Emilia, 1999), podría 

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 vía que puede tomar 

la HCY en el daño inducido por ésta (Fig .16), dado que la NAC representa una 

fuente de tioles (Pocernich , 2001), los cuales modularian el equilibrio 

tiol :nitrosotiol. Además, se ha reportado que el uso de inhibidores inespecíficos 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 ácido 

quinolinico en diferentes preparaciones cerebrales de la rata (Santamaría , 1997; 

Santamaría , 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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daño inducido por el MPP+ (O 'Byrne, 2002) , presentó 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 daño oxidativo inducido por la HCY. 

Fig . 16. Diferentes vías propuestas de toxicidad de la HCY en el SNC. 
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7.4. HOMOCISTEíNA y ALTERACIONES CONDUCTUALES. 

Las excitotoxinas son una familia de aminoácidos excitadores (ME) con 

propiedades excitatorias sobre las neuronas del sistema nervioso central (SNC) de 

mamíferos. Diferentes estudios han demostrado que el SNC contiene distintos 

receptores para ME, sugiriendo que ellos están involucrados en procesos 

fisiológicos como la memoria, el aprendizaje, la potenciación a corto y largo plazo, 

etc; sin embargo, también se relacionan con la generación de crisis y daño 

neuronal que ocurren en varios modelos experimentales de enfermedades 

convulsivas y neurodegenerativas (Vezzani, 1988). La HCY ha demostrado inducir 

crisis en animales adultos (Folbergrová, 1997), así como en animales inmaduros 

de experimentación (Kubova, 1995). 

En nuestro estudio, las primeras manifestaciones de crisis clónicas (tiempo de 

latencia) aparecieron entre los 10 y 19 minutos después de la administración de la 

dosis de HCY (800 mg/kg) ; éstas crisis se repitieron durante varios minutos y 

todos los animales administrados las presentaron. Después, este período fue 

seguido por la manifestación de crisis tónico-clónicas , 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 (Folbergrová, 1999). Estas manifestaciones conductuales fueron 

atenuadas por la administración 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 bloquear por completo la actividad epiléptica inducida 

por el ácido kaínico en todas las áreas cerebrales, sugiriendo una protección 

selectiva sólo en ciertas áreas (Clifford, 1990). 

Es ampliamente conocido que el ON se produce en respuesta a la 

activación 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 participación tóxica 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 aparición 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-NI 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 acción directa en la reducción 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 administró una dosis de 50 mg/Kg de 7-NI, reveló que éste fue ineficaz para 

inhibir las crisis inducidas por el pentilentetrazol ; sin embargo, dado en 

combinación con otros agentes antiepilépticos (etosuxamida y clonazepam), 

incrementó la capacidad anticonvulsiva de éstos significativamente (Borowicz, 

2000) . 

7.5. HOMOCISTEíNA, LlPOPEROXIDACIÓN y CONDUCTA. 

La excesiva activación de los receptores para NMDA durante los eventos 

excitotóxicos o isquémicos produce ROS en el cerebro, tales como el radical 

superóxido, peróxido de hidrógeno y el radical hidroxilo. La sobre estimulación del 

receptor también produce óxido nítrico, el cual ejerce sus efectos en la isquemia 

cerebral. La dualidad del ON podría estar relacionada a su capacidad para 

modular la producción de ROS (Lancelot, 1995). Al evaluar los efectos de la 
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administración 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 (Folbergová, 2000); sin embargo 

no hubo un patrón de conducta similar para todos los animales, ya que no todos 

presentaron las mismas manifestaciones conductuales, ni un número similar de 

repeticiones de las alteraciones. La mayoría de los animales presentaron 

mioclonías, masticación, movimientos de cabeza, movimientos de manos 

anteriores, fasciculaciones, sacudidas de perro mojado y crisis tónico clónicas 

generalizadas, aunque la causa de todas las diferencias en las proporciones de 

los patrones no es claro. Al explorar una posible correlación entre la LP en 

diferentes áreas 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 patrón conductual originado por la administración de HCY en este 

modelo no es consecuencia directa de daño oxidativo en las diferentes regiones 

cerebrales estudiadas, sino que es el resultado de un evento excitatorio transitorio. 

Más aún, en un estudio realizado por Allen en ratas administradas con HCY 

intraperitonealmente y donde se determinarón varios aminoácidos en diferentes 

regiones mediante HPLC, antes y después de las crisis generadas por la 

administración de la HCY, se observó que existen cambios, tanto en los niveles de 

aminoácidos (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 áreas importantes de control motor tales como el 

hipocampo, una de las regiones más propensas a generar crisis (Allen, 1986). 

Aunque ellos no evaluaron patrones conductuales, estos datos sugieren que 

deben de existir regiones más 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 ácido 

homocisteíco, un aminoácido excitador que contiene también un grupo SH, y que 

se ha demostrado que genera diferentes patrones conductuales, dependiendo de 

la vía de administración. Esto sugiere que diferentes estructuras y/o circuitos se 

encuentran probablemente activados, dependiendo de la ruta (Folbergrová, 2000). 
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Nosotros sugerimos que un mecanismo parecido podría estar ocurriendo con la 

HCY, que es un aminoácido excitador similar al ácido homocisteíco. 
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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 daño no ha sido completamente 

determinado. 

En este trabajo, se describe la acción peroxidativa de la HCY en 

sinaptosomas extraídos a partir de cerebro de rata, encontrándose que la HCY 

induce lipoperoxidación que es dependiente de la concentración , obteniéndose un 

efecto significativo desde una concentración de 1 00 ~M. Esta lipoperoxidación es 

atenuada por la adición de N-acetíl-L-cisteína, sin alcanzar valores basales. La 

comparación del poder oxidativo de la HCY con otros agentes oxidantes resultó 

similar al del glutamato y al del ácido 3-nitropropiónico, pero más al que el 

presentado por el ácido kaínico y el del ácido quinolínico. Estos datos, sugieren 

que en el mecanismo por el cual la HCY produce daño celular, se encuentra 

implicado el estrés oxidativo. 

Por otra parte, la lipoperoxidación inducida por la HCY es inhibida por el 

MK-801, un antagonista no competitivo del receptor para NMDA a concentraciones 

muy bajas (5 ~M) , lo cual nos está sugiriendo que existe otro mecanismo que 

involucra excitotoxicidad en el daño inducido por ésta, actuando a nivel de 

receptores tipo NMDA. Todos estos hallazgos sugieren que el daño ejercido por la 

HCY, es fundamentalmente a través de la estimulación 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 metabotrópicos del Glu, como un pro­

oxidante, o en combinación de ambos mecanismos, dada la potencia que como 

oxidante exhibió la HCY en comparación con otros agonistas glutamatérgicos. 

Por otro lado, el efecto protector presentado por los inhibidores de la sintasa 

del óxido nítrico (SON) sobre la lipoperoxidación ejercida por la HCY, es 

contradictorio con los hallazgos de Won-Ki, que sugieren que el ON atenúa la 

neurotoxicidad inducida por la HCY en cultivos primarios de neuronas corticales, 

vía formación de S-nitrosotioles (S-NT) (Won-Ki, 1999). Se ha reportado que la 
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formación de S-NT también es una fuente de ON al sufrir rompimiento homilítico, 

el cual es dependiente del equilibrio existente entre los niveles de HCY y S-NT 

(O 'Emilia, 1999); sin embargo la HCY puede seguir otra vía para la formación de 

ON, la cual es secundaria a la activación de los receptores tipo NMOA, 

provocando entrada de Ca2
+ a la célula y formando NO inducida pos la activación 

de la SON mediada por calmodulinal Ca2
+, éste ON puede formar OONO- al 

reaccionar con el 02-, el cual es un mecanismo ampliamente descrito (Garthwaite 

y cols., 1989), o bién la generación de ON podría ser a través de la formación de 

S-nitroso HCY, la cual, a bajas concentraciones de tioles, sufre ruptura homolítica 

para formar ON y OONO-. Ambos mecanismos, solos o en combinación , apoyan el 

papel de los inhibidores de la SON contra la lipoperoxidación 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: activación 

de los receptores tipo NMOA y formación de ROS por oxidación de la HCY , en 

donde se dispara una serie de eventos secundarios como la activación de 

proteínas dependientes de Ca2
+ (SON) y formación de ON para la producción de 

peroxinitrito y estrés oxidativo (fig. 16). Sin embargo, todos estos deben de ser 

elucidados en posteriores estudios. 



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

lipoperoxidación en diferentes áreas del cerebro de rata por la HCY y su posible 

correlación con los patrones conductuales que presentaron los animales, revelaron 

la total ausencia de dicha asociación, lo cual sugiere lo siguiente: 

1) El tiempo de administración no fue el óptimo para evocar daño neuronal. 

Posiblemente se deba administrar crónicamente la HCY para poder detectar si 

existe lipoperoxidación regional. 

2) Deben considerarse otros marcadores de daño celular, como la medición de 

Ca2
+ intracelular, en paralelo con la evaluación de la LP. 

3) La vía de administración de HCY pudo no ser la más adecuada. Una 

administración local, por microinyección, en las diferentes áreas, podría ser 

una opción, aunque también tiene sus limitantes, ya que como se mencionó 

anteriormente, la forma de administración puede variar las manifestaciones 

conductuales. 

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

aunque existe generación de crisis conductuales, no necesariamente éstas deben 

de producir daño celular. Se sabe que la activación de receptores para 

aminoácidos excitadores produce una entrada de Ca2
+ a las células nerviosas. 

Estudios electrofisiológicos han demostrado que la entrada de Ca2
+ precede a una 

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

que existe una cercana asociación entre crisis y cambios de Ca2
+ extracelular, 

sugiriendo que la entrada de Ca2
+ hacia la neurona puede estar involucrada 

causalmente en la génesis de fenómenos epilépticos por aminoácidos excitadores 

en el sistema límbico y que éste evento puede ser independiente de que ocurra 

daño neuronal (Vezzani, 1998). Por lo tanto, deben de hacerse más estudios para 

elucidar el mecanismo de acción de la HCY para producir daño neuronal y 

establecer si tiene una correlación con las manifestaciones conductuales. 
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The elfect of homocysteine (HCY) on lipid peroxida­

tion (LP), a currenr mechanism of oxidative neurotoxi­

ciry, was investigated in rat brain synaplosomes. LP was 
assessed by measuring me amounr of thiobarbituric 

acid-reactive substances (TBARS) formed from synap­

toso mal fractions foUowing HCY Ireatmenl. Increasing 
HCY concenrrations (5-1000 f'M) enhanced Ihe 

TBARS formation in brain synaplosomes in a concen­

tration-dependenr manner. When compared al equimo­

lar concentrations (100 f'M) , Ihe oxidalive pOlency of 
HCY was lower man mal of Ihe oxidanr ferrous sulfale, 

similar to thal produced by glulamale (Glu) and me 

mitochondrial loxin 3-nilropropionic acid, and higher 

man that of me Glu agonists. kainale and quinolinate. 

The N-methyl-D-aspartate receplor (NMDAr) anrago­

nist dizocilpine (MK-80 I) complelely blocked the 

HCY-induced LP at concenrralions from 5 10 1000 f'M , 
whereas me well-known antioxidant N-acerylcysteine 
(NAC) was less elfecrive, bUI slill proleclive against the 

HCY oxidative toxiciry al higher concentrations (400 

and 1000 f'M) . Three nitric oxide synmase (NOS) 
inhibitors, 7-nitroindazole (7-NI), NW-nitro-L-arginine 

(L-NARG) and Nw-nitro-L-arginine methyl ester (L­
NAME) , were also tested on HCY-induced LP at 

increasing concenrrations. Both nonspecific NOS 

inhibitors (L-NARG and L-NAME) decreased more 

elfectively me HCY-induced LP than did the selective 
neuronal NOS inhibitor, 7-NI. These resuhs show that 

submiUimolar concenrrations of HCY can induce oxida­

tive injury to nerve terminals , and this elfect involves 

NMDAr stimulation, NOS activation, and associated 

free radicals formation. 

Krywords: Homocyslcine; LipiJ pt'roxiJ¡)lion : Nilric oxide synthase; 

NOS inhibirors; NMDA reccpror; MK-RIII ; N- aw l'lcysreine; Free 
radicals 

INTRODUCTION 

Lipid peroxidation (LP) . a common ex press ion of oxida­
tive stress. is a de leterio us process a((ecting membrane 

lipids as rhe result of free radi ca ls allack (Nakazawa et al., 
1996). A cel l membrane \Vhose phospholipids undergo 

peroxidation becomes ri gid. loses channel function , and 

(ails 10 preserve its own integrir\'. The disruption of mem­

brane permeabi li ry or its fragm entarion leads 10 Ca 2• 

influx and irreversible cell destrllction (Nabzawa el al.. 
1996). LP is particularly active in isolated nerve terminals 

presenring N-methyl-D-aspartate receptOrs (NMDAr) in 
rheir membrane surfaces (St 'astll\' el al .. 1999). Since sev­
eral excitatOry agents such as gluramate (G lu) and irs ago­
nists evoke oxidative stress in brain tissue atier NMDAr 

stimularion and increased Ca~' in flux . LP has been 

involved in NMDAr-mediared exc irotoxic injury (Coyle 
and Puttfarcken , 1993; Santamaría el al.. 2001). 

Homocysteine (HCY). a narurall y occurring amino 

acid conraining a reactive sulfhydryl group (-SH), is relat­

ed with the pathologic conditioll kllo\Vn as hyperhomo­
cysteinemia, when irs levels (and it s disulfide, homocys­

tine) are increased in blood (Jacobsen , 2000). 
Hyperhomocysteinemia is a vascular human disorder 

caused by deficiencies o( ke)' enz)'mes controlling HCY 

levels (McCully, 1%9) , and it has been associated with 

arteriosclerosis and Stroke. The tOxiciry exerted by HCY 
on endothelial vascular cells has been attributed to its 
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capabiliry to produce highly cytotoxic reactive oxygen 
species (Jacobsen . 2000). while. in nerve tissue - particu­
lady in cultured cortical neurons and cerebellar granule 
cells -. HCY toxiciry has been related with NMDAr acti ­
vation (Kim and Pae. 1996; Lipton el al.. 1997) and its 
consequent oxidative damage (Kim and Pae. 1996). 

Conversely. nitric oxide (NO). a highly-diffusible 
molecule with physiological activity in rhe brain . is 
known to be a cellular messenger (Moncada el al., 1989; 
Bredt and Snyder. 1990; Garthwaite. 1991) . also exerting 
neurotoxic effects. depending either on irs redox sra rus 
(Lipton el al .• 1993; Snyder. 1993) o r irs concentrarions 
(Kashii el al. . 1996). Consequently. NO has been cur­
remly relared wirh parhological events such as apopotosis. 
oxidarive srress and cell damage (Rubbo el al.. 1994). 
involving rhe Ca2'-calmodulin- (Ca2'/CAM-) depende m 
acrivarion of consriturive nirric oxide synthase (cNOS) 
afrer NMDAr acrivarion (Garthwaire el al., 1989; 
Kiedrowski et al.. 1992). The role of NO as a potential 
facror ro induce toxiciry has been reported in several 
models. including exciroroxic condirions produced bl' 
gluramare agon isrs, such as quinolinic acid (Santamaría fI 
al , 1997; Pérez-Severiano et al. . 1998; Santamaría el al. 
1999), as ""ell as in neuroroxic events, such as rhose pro­
duced by merhampheramine (lmam et al., 1999). and 
rhese effecrs are likely to be mediared by rhe formar ion of 
peroxy nirrire (Noack el al., 1998; Imam el al. 199<). a 

highl y IOxic molecule produced by interacrion of NO 
\Virh superox ide an ion . Alrhough ir has been recenrl l' 
repon ed rh ar rhe sulfhvdryl gro up of H CY mal' rcan 
\Virh NO. producing H CY nirrosarion . and rhi s effec r 
mar ameliorare H CY-i nduced neurotoxiciry and cale ill'" 
responses in primary cu lrures of rar co rtica l neurons. rhe 
precise role of NO on HCY neurolOxiciry remains lO he: 
e1ucidared in lighr o f rhe evidence mentioned above sug­
gesring a possible neurotox ic role of NO. Thereforc. in 
order to provide further information on rhe meehanis!ll s 
of toxicir)' di ci red by HCY in brain rissue, in rhi s work 
\Ve resred rhe effeers of NMDAr blockade by dizoei lpine 
(MK-801) (Santamaría and Ríos. 1993; Sr'asm)- el fl l . 
1999), as \Vell as NOS inhibirion by eirher a sdeclive 
neurona l NOS inhibitor 7-nirroindazole (7-NI), o r Ihe 
nonspeci fle NOS inhibitors Nw-nirro-L-arginine (L­

NARG) and Nw-nirro- L-a rginine merh)'1 es rer (L­
NAME) , on H C Y-induced LP in brain rissue. In "ddi ­
rion . since HCY toxiciry has been associared wirh free 
radical formarion , we al so resred rhe effecr of N-acery l­
cysteine (NAC) as an antioxidant and precurso r 01' glu ­
rarhione (GSH) (Poeernich el al. . 2001). For rhese pur­
poses, brain synaptosomes represent a use fui too I because 
rhis biologica l prepararion behaves as merabolically 
autonomous minicells. 

METHODS 

Reagents 

MK-801 was obrained from RBI (Narick. MA. USA). AII 
orher reagents. including HCY. were obrained from 
Sigma Chemical Ca. (Sr. Louis. MO. USA) or Merck 
(Mexico). Deionized warer (Milli R/Q System. 
Millipore) was used for prepararion of aH solurions. 

Isolation of Brain Synaptosomes 

Adu lr male Wisrar rats (250-300 g) were housed 3 per 
cage under controlled standardized laboralOry condi­
rions, wirh food and water ad libitum. Animals were sac­

riflced by decapirarion and their brains removed on ice. 
An imal sacriflce was carried out in accordance with rhe 

insritutional guidance and general recommendarions on 
rhe use of animals for scientiflc purposes. avoiding 
unnecessary pain. Crude synaptosomal P2 fractions were 
iso lared from whole brains, according ro a previous report 
(Cotman and Marrhews. 1971). AlI reagents employed 
rhroughour rhe srudy were prepared in deionized water. 

Trearments and Assay of Lipid Peroxidation 

Lipid peroxidarion was estimared in isolated synapro­
sornes hy rhe assay of thiobarbituric acid-reactive sub­
sranees (TBA-RS) formarion , according ro a modifled 
!llel hod (Santamaría el al .• 200 1) from an original repon 
(R íos and Sam amaría, 199 1) . Briefly. rhe synaptosomal 
fracrions (970 fll aliquors) were incubared in a 40 mM 
Tris plus 10 mM H EPES buffer (pH 7.4) containing a 
subpa rho logical concentrar io n of glycine (10 flM) to 
evoke srimulatory acriviry of HCY on rhe NMDAr 
(Lipton el nI. . 1997). Incubario n was done ar 37"C for 60 
min in rhe presence ofincreasing concentrarions of eirher 
H C Y, MK-801, NAC, 7-NI. L-NARG and L-NAME (all 
5- 1000 flM). or rheir combinarions (final vo lumes 
adjusred 10 1000 fll) . An add irio nal set of experiments 
\Vas performed to compare rhe effecr of HCY wirh rhe 
ox idarive porency evoked by other agenrs. and included 
rhe incubar ion of synarosomes in rhe presence of equimo­

lar concentrarions (lOO flM) of eirher HCY. gluramare 
(G lu), different G lu ago nisrs such as quinolinare (QUIN) 

and kainare (KA) . rhe mirocho ndrial roxin 3-nirropropi­
on ic acid (3-NPA). or a well-known peroxidanr agenr 
(iron as FeS04)' Afrer incubarion . samples were mixed 
wirh 2 mi of rhe TBA reagenr (0.375 g rhiobarbituric acid 

+ 15 g rrichloroaceric ac id + 2.5 mi HCl). The reacrion 
was conrrolled by addirion of 10 fll desferrioxamine (1.5 
mM) and 10 fll burylared hydroxyroluene (3.75% w/v) ro 
rhe mixrure. Final so lurions were heared in a boiling 
warer barh for 30 min and centrifuged ar 3000g for 15 
In in . Optical densiry was measured in supernaranrs at 
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FI GURE I Concenrfalion· rc'ponse efTcct of homocystei ne (HCY) 
on lipid peroxidation 3sscssed by Ihe formation of thiobarbilUric acid­

reactive substances (TBARS) in r~H brai n synaptosomal P1 fraclions. 

Each bar represents the mean ! S.E. M . from 6 experiments. "p <0.05 
;1I1d .'p <0.01 indicare StaliSlic:l1 diffcrences from conrrol (withoUf 
HCY): one·way ANOVA followcd by Dunnen', test. 

532 nm , Resulrs were exp ressed as nmol of TBARS 

formed per mg of prore in . 

Srarisrica! analysis 

Dala were analyzed by one-way ANOVA followed by 
Dunnen's leSI for comparisons aga insl control. Values of 

p <0.05 and p <0.0 1 were considered stal islically signifi­

canr. 

RESULTS 

Concenrrarion-Dependent [ncrease in TBARS by HCY 

Incubation of ral brain synaplOsomes in Ihe presence of 
increasing concentralions of HCY resulted in a concen­

tralion-dependent enhancement of TBARS formalion 
(FIG. 1), a((aining signiflcam levels al concemralions 

berween 100 and 1000 flM (167% lO 396%, respeclive­

Iy, as compared !O Ihe cOl1lrol value). Since 100 flM was 
Ihe minimal concemralion of H CY needed !O a((ain a 

significam effecI on TBARS fo rmarion , we characlerized 

Ihe oxidalive propenies of HCY under Ihe proposed 
experimental condilions using Ihis panicular concemra­

oon. 

Compararive E/fects of HCY vs Other Toxins on Lipid 

Peroxidation 

The oxidalive porency of HCY in synaplOsomal fracrions 

was also compared wilh differem agems al equimolar 

Treatrnents 

FIGURE 2 Compara tive efTeClS of homocysteine (HCY). ka ina,e 
(KA), quinolina,e (QUIN), glu,ama,e (Glu), 3-nirrop ropion ic acid 
(3-NPA), and ferrou, ,ulfa,e '( FeS04) on lipid peroxidar ion in ra, 
brain synapwsomes. Equimolar concenua(ions (100 !-1M ) el eJch 

agem were added ro synaprosomcs in incuba(ion. Each ba r rcprcsents 
rhe mean ± S.E.M. from 5 expcrimcnts . • p <0.05 and " p <0.01 indio 

CJrc sratis ri cal difTercnces fro m control (wi thou l HCY); one-way 

ANOVA followed by Dunnett ', ' eSl. 

concentralions. Among Ihese agents, we included exc ilO­

IOxic molecules such as G lu and ils ago nisls KA and 

QUIN, Ihe milOcho ndri al roxin 3-N PA , and Ihe ",ell­

known oxidant FeS04. H C Y-induced TBARS fOrmJlion 
was lower [han [hal produced by FeS04 (-54%), similar 

!O Ihal exhibiled by 3-N PA and G lu (-2% and 15%, 

respeclively), and higher Ihan Ihal produced by Ihe G lu 

ago nisls, QUIN and KA (50% and 94%, respecrively) 
(FlG.2), 

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

Peroxidation 

In order !O les[ whelher Ihe H C Y-induced lipid peroxi ­

d arion is medialed by NMDAr slimulalion and I or by 
free radical-medialed oxidarive Slress, funher ex perimems 

were performed in Ihe presence of increasi ng concentra­
lions of Ihe NMDAr antagonisl MK-801 , and Ihe 

antioxidant agent NAC, respecrively. BOlh age nts 
decreased Ihe H C Y-induced TBARS formal ion in a con­

centralion-dependent manner, allhough MK-80 1 was 

more effecrive Ihan NAC in preventing lipid perox ida­
lion (FlG, 3), MK-801 produced a significant attenua­

lion of HCY-induced lipid perox idalion even al Ihe low­

eSI concentrations resred (-37% for 5 flM, -45% for 10 
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FIGU RE 3 CO l1cemraliol1-rcsponse etTeClS of dizocilpine (MK-80 1) 

;md N-ace,vlcYSleine (NAC) on homocysreine (H CY)-i nduced ,hio­

harhilUric ac id· reactiVl' substanccs (TBARS) formati on in f 'U braín 

synaplosomal P.:! fr:J.c lions. MK-80 1 and NAC \Vece added ¡ndepend­

cndy ro synaplOsomcs in incubation exposcd [O H CY (100 ~M). 

~vl t'J n ± S.F..M. froro ú- 14 experiments are represcnrcd. ' p <O.OS anJ 

•. p <0 .01 indical(' st:uist ica l difTerences from control (with Hey 

;¡ Ione) : o ne-way ANOVA follo\\'oo b~' Dunnen 's (est. 
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t-:I GURE 4 ConCt' lllr:nion-rcsponse cflrcIs of 7- nilroindazoh: (7-
NI), N w-niuo-L·arginilu· (L-NARG) and Nú>-nitro-L-;ugininc 

me,hyl esrer (L-NAME) 0 11 homoc)'>rcil1e (H CY)-induccd ,hiobar"i­

turic acid-reactivt" suhst;tnccs (TBARS) form:uion in ral brain synap· 
tUsomal P.:! fraCl ions. Al! nir ric oxide s~·nthasc: inhihit ors were addeo 

independendy 10 synaptosom('S in incubation exposed tU H CY (100 
pM ). Mean ± S.E. M. from 7- 14 experimcms are represemed .• p 
<0.0 5 anJ •• p dLO J indicate srarisrical difTcrenccs from control (wirh 
H CY alone); one-WJ)' ANOVA fo llowed by Dunne,,·, ,esr. 

11M, and -60% for 20 11M, as compared ro HCY alone), 
resulting in complete prevemion ar concemrarions 
between 50 ro 1000 11M , whereas NAC produced signif­
icam attenuarion of HCY-induced TBARS formarion ar 
concemrarions between 400 and 1000 11M (-33% for 400 
11M , -39% for 600 11M , -38% for 800 11M , and -39% for 
1000 11M , all vs HCY alone) . ' 

Effecrs of 7-NI, L-NARG and L-NAME on HCY­
Induced Lipid Peroxidarion 

The effeers of increasing concemrarions of rhe NOS 
inhibirors 7-NI , L-NARG and L-NAME on HCY­
induced LP are shown in Fig. 4. Addirion of L-NARG 
plus HCY ro synaprosomal fracrions in incubarion result­
ed in a significam reduerion ofTBARS formarion at all 
concemrarions resred (5-1000 11M , -56% ro -89% vs 
HCY alone, respeerively), while L-NAME produced a 
significarive prorecrive effeer aga insr HCY-induced 
TBARS format ion from 50 11M and up ro 1.0 mM(-39% 
tO -80% vs HCY alone, respecrively) . 7-NI significandy 
decreased HCY-induced LP at concemrations between 
600 and 1000 11M (-60% ro -75% vs H CY, respectively). 
The order of efficacy against HCY-induced LP among 
the NOS inhibirors was as follows: 7-NI<L-NAME<L­
NARG. 

DISCUSSION 

General Findings 

This repon describes the peroxidative action induced by 
H CY in brain synaprosomes. Its major findings were: a} 
the concentration-dependem peroxidarive effeer of HCY 
in synaprosomes found at micromolar concentrations; b) 
the oxidative potency exhibited by HCY, which was sim­
ilar ro that o f G lu , but higher than other G lu agonists; e) 
the concentration-dependent protective action of the 
NMDAr antago nist MK-801 aga inst HCY-induced 
oxidative damage, \Vhich \Vas more effective thar rhan 
exhibired by the antiox idant and glutathione precursor 
NAC; and d} the protective effects that three differem 
NOS inhibirors exen ed on the HCY-induced lipid per­
ox idation. Taken rogether, these findings lead us ro sup­
pon previous observations on a rox ic nature of HCY on 
its own, eirher as a Glu recepror stimulam (probably acr­

ing as a Glu agonist at rhe NMDAr (Lipron el al., 1997) , 
as a modularor at rhe NMDAr, or at merabotropic Glu 
receptors (Folbergrová el al., 1997)), as a pro-oxidam 
molecule, or a combination of both, given the higher 
oxidarive porency exhibited by HCY in comparison with 
so me orher Gl u agonists. 
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HCY, Oxidative stress and NMDA Receptor 

In rhe nervous system although HCY has been rypicaIly 
, reIared wirh excirarory evenrs, such as increased inrraceI ­
(" Iular Ca2• eoncenrrarions in cultured corrical neurons 
, 'afrer NMDAr aerivarion (Lipron el al., 1997; J(jm, 

1999) , and seizures as an expression of exciroroxiciry 
(Folbergrová el al., 1997), mosr of rhe arrenrion of HCY 
roxiciry has been focused on diseases sueh as hyperhomo­
cysreinemia, afrecring vascular ceIls. In sueh parhologic 
processes, rhe hyporhesis of an acrive role of oxidarive 
stress as rhe key roxie insult of HCY is srrongly supporr­
ed (Jacobsen, 2000), sinee eIevared levels of HCY have 
been reporred ro produce lipid peroxidarion, whieh seems 
ro be rhe main risk facror for vascular injury under a con­
siderable number of experimenral and clinieal eondirions 
(Jones el al., 1994; Jacobsen , 2000), involving iron-car­
alyzed peroxidarive processes, such as rhar observed for 
low-densiry lipoprorein (Hi rano el al., 1994). In rhis 
srudy, rhe coneepr of oxidarive srress indueed by H CY is 
supponed by observarions of srimulared lipid peroxida­
rion ar submiIlimolar concenrrarions, considerable lower 

rhan rhose producing lacrare dehydrogenase leakage and 
ceIl dearh in cerebeIlar granule ceIls (J(jm and Pae, 1996). 
However, rhe preferenrial suscepribiliry of rhis effecr ro 

MK-80 1 insread of NAC suggesrs rhar rhe lipoperoxida­
rive acrion of HCY is more likeIy due ro exciroroxic 
evenrs f1rsr reIared ro NMDA recepro rs acrivarion wirh 
3ssociared free radical producrion (Lipron, el al. , 1997), 
as MK-801, well-known NMDAr anragonisr 
(Salllamaría and Ríos, 1993; Sr'asmy el al., 1999), com­

plereIy blocked rhe H CY oxidarive roxiciry ar low con­
ce lllrarions. Therefore, ir seems rhar rhe H CY-induced 
lipid peroxidarion which is prevemed by NAC, could be 
rhe resulr of free radical formarion afrer exciroroxic evenrs 
reIared wirh NMDAr acrivarion. Moreover, a similar con­
cenrrarion of HC Y (100 flM) used by orhers ro produce 
damage ro endorhelial ceIls via rhe formarion o fhydrogen 
peroxide (H 20 Z) (Srarkebaum and H arlam , 1986; WaIl el 

al., 1980), was also rhe min imal concenrrarion needed ro 
produce lipid peroxidarion in our experimenrs, suggesr­
ing rhar rhe IOxic mechanisms exened by HCY borh on 
endorheIia l and nerve cells could be parrially sharing a 
similar componenr: excessive NMDAr srimularion and 
associared oxidarive stress. This hyporhesi s is supporred 
by evidence showing rhar NMDA-binding sires are also 
well-characrerized in ce rebral capillary membranes 
(Koenig el al. , 1992) , and rhus, rhe alrerarions produced 
by H CY in cerebrovascular di sease mighr be rhe resulr of 
a cascade of roxic evenrs following NMDAr acrivarion 
and associared oxidarive srress. Wherher H C Y is direcrIy 
acring as an NMDAr agonisr, or irs excirarory acrions are 
reIated wirh irs imeracrion wirh NMDAr modularory 
sires as suggesred by Folbergrová and coworkers (1997), 

irs a question dese rving furrher invesrigarion. 
NeverrheIess, ir cannot be ignored rhar NAC, at concen­
rrations from 400 ro 1000 flM , also proved ro be prorec­
tive against HCY-induced lipid peroxidarion, suggesring 
rhar at leasr a fracrion of rhe oxidarive action of HCY is 
sensirive ro anrioxidam rrearmem. In fact, alrhough rhe 
protecrive acrion of NAC on HCY-induced lipid peroxi­
darion was less effecrive rhan rhar exhibired by MK-801 , 
ir represents a reIevant physiological f1nding in lighr of irs 
antioxidanr properries. NAC has been shown ro be an 
importanr anrioxidanr molecule (HaIliwell , 1991 ; 
Pocernich el al. , 2001) , also exhibiring anriapoproric 
(Deigner el al., 2000; Kannan and Jain, 2000) and neu­
roprorecrive properries (Fontaine el al., 2000; Marrínez el 

al., 2000). NAC mainly acrs as a rhiol reducrant and 
GSH precursor (Pocernich el al. , 2001), direcrIy scaveng­
ing hydroxyl radicals mainly formed from HzOz, and 
rhere is evidence rhar H 202 is a reacrive oxygen species 
commonly form ed by H C Y (Wall el al., 1980; 
Srarkebaum and H arlam , 1986; J(jm and Pae, 1996). 

. Thus, ir is likeIy rhar NAC could be reducing hydroxyl 
radical s generared fro m H C Y-mediared H 202 formarion. 
NeverrheIess, furrher srudies are needed ro supporr rhese 
considerarions. 

NOS Inhibition and HCY-Indueed Lipid Peroxidation 

J(jm (1999) has recendy suggesred rhar NO altenuares 
HCY-induced neurorox iciry in primary cu lrures of rar 
conical neurons, allleliorar ing the adverse propenies of 
HCY via S-nirrosyIar ion. Si nce ir is known rhat NO 
reacts wirh rhiol grou ps ro fo rm S-nirrosorhiols (Byler el 

al., 1983), and S-n ir rosot hiols may exen borh cyropro­
tective and anrithromboric pro penies againsr H CY roxi­
ciry in vascular endorheli al cells (Sram ler el al., 1993), ir 
seems rhar NO migh r inirially rep resenr a protecrive fac­
IOr againsr H C Y neurolOx iciry. However, our resulrs sug­
gesr rhe opposite situarion, given rhat inhibition of NO 
synrhesis in synaproso mal preparari ons by rhree differenr 
NOS inhibirors resulred in a signiflcanr arrenuarion of 

HCY-induced LP Poss ible ex planarions of our f1ndings 
are reIated ro recenr obse rva ti o ns published by D'Emilia 
and Lipron (1999) , suggest ing rhar HCY- induced neuro­
IOxiciry is dependenr o n rhe ratio of S-nirrosohomocys­
reine (SNHCY) ro H C Y or orher rhiols: ir has been 
demonsrrared rhar nitrosorhiols, such as nirrosohomocys­
reine, may undergo homolytic cleavage ro produce NO 
and subsequenr neuroroxiciry via rhe reacrion wirh super­
oxide anion (°2-) ro form a highly reactive and roxic 
molecule, peroxyn irrire (ONOO-) (Lipron el al., 1993). 
In addirion , these aurhors found rhar micromolar con­
cenrrations of nirrosorhiols, such as SNHCY, generare 
detectable amounts of NO, bUl in the presence of excess 
rhiol, such as H C Y, no free NO was available 10 form 
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OONO-. In light of these findings, we hypothesize that , 
under the experimenral conditions we employed in this 
smdy (submillimolar concenrrations ofHCY in the pres­
ence of a subpathologic glycine concenrration (IO 11M) 
sufficienr ro evoke HCY-induced NMOAr activation), 
HCY may follow two roxic pathways: a) micromolar lev­
e1s of HCY might produce NO via direct NMOAr acti­
vatio n and subsequenr Ca2+/CAM-mediated NOS­
induced NO formation available for OONO- formation 
afrer its reaction with O 2-, a mechanism currendy 
described for conditions of NMOAr overacti vatio n 
(Garthwaite et al., 1989) ; or b) H CY might be reacting 
with NO generated from differenr sources ro evenrually 
form SNHCY by nitrosylation (Kim, 1999) at low levels, 
which in mm, in the absence of high concenrrations of 
thiol groups (O'Emilia and Lipron, 1999), could be 
releasing NO ro produce OONO- and further oxidative 
stress. Both of these mechanisms, alone or in combi na­
tion , suppon a protective role of NOS inhibirors againsl 
HCY-induced LP. In facl , these consideralions may also 
serve as an additional explanation for lhe prolecrive effecl 
of NAC observed in this work, since NAC represenrs an 
effective source of thiols (Pocernich et al., 200 1), pOlen­
lially available for modulation of nilrosolhiol:lhiol bal­
ance. 

Moreover, we have previously reponed lhal rhe use of 
nonspecific NOS inhibirors, such as L-NARG 
(Sanramaría el al. 1997; Sanramaría el al., 1999) and L­
NAME (Pérez-Severiano et al., 1998), represenrs a con ­
sisrenr prolecrive facro r ro reduce QU IN-induced 
NMOAr-medialed neuroroxiciry and oxidali ve stress in 
differenr ral brai n preparalions. Funhermore, since 7 -N 1. 
a well-known selecrive neuronal NOS inhibiror previous­
Iy reponed as effective againsl neuroroxic insults such as 
rhose produced by l-melhyl-4-phenyl- I,2,3,6-letrah)'­
dropyrid inium ion (MPP+) (O'Byrne and TiplOn, 2002), 
exhibired less pOlenr anrioxidanr effecr aga insl HCY­
induced LP as compared Wilh L-NARG and L-NAME in 
our srudy, ir is likely that both neuro nal and endolhelial 
forms of NOS are relevanr !O conrrol NO levels and fur­

ther H CY-induced oxidative damage. 
In conclusion , rhe precise role of NO in HCY­

induced neurolOxici ry and oxidat ive stress depends on 
several faclOrs, including glycine levels and NMOAr acri ­
vation, triggering of Ca2+/CAM-dependendenr NOS 
activation and NO availabiliry, rate of S-nitrosylation and 
S-nitrosothioI:rhiol balance, and finally, peroxynitrite for­
marion. Thus, this paradigm still remains ro be e1ucidal­
ed in funher investigations. 
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