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2. RESUMEN
Antecedentes. El acido quinolinico (QUIN) es una excitotoxina que reproduce el modelo

farmacoldgico de la enfermedad de Huntington en ratas. EI QUIN es un agonista
glutamatérgico del tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) y causa degeneracion en regiones
especificas del cerebro; genera sus efectos via la sobreactivacion de receptores NMDA
produciendo neurotoxicidad a través de mecanismos de excitotoxicidad y dafio oxidativo.

Ademas, el 6xido nitrico (NO) esta involucrado en el dafio neuronal inducido por QUIN.

Objetivo. El objetivo es demostrar si el peroxinitrito, el cual se forma por la reaccion entre

el anion superoxido y el NO, esta involucrado en el efecto prooxidante del QUIN.

Métodos. Para cumplir con el objetivo utilizamos una metaloporfirina (FeTPPS) que es
capaz de catalizar la descomposicidon de peroxinitrito a nitratos y nitritos. Se utilizaron
ratas macho Wistar que fueron tratadas con FeTPPS (10 mg/Kg) dos horas antes de la
lesion intraestriatal con QUIN (240 nmol/uL). Dos horas después de la inyeccidn con
QUIN se obtuvo el cuerpo estriado de las ratas para evaluar los siguientes parametros:
actividad de la superdxido dismutasa (SOD), actividad de la sintasa de 6xido nitrico
(NOS), peroxidacion de lipidos y nitracion de proteinas por inmunohistoquimica. También
se estudié el efecto del FeTPPS y del MNTBAP (otra metaloporfirina que descompone
peroxinitrito) sobre la peroxidacion de lipidos inducida por QUIN en preparaciones
sinaptosomales in vitro; esto se realizo con el propésito de comparar el efecto de una
porfirina de Mn (MnTBAP) y una de Fe (FeTPPS).

Resultados. El tratamiento de las ratas con QUIN disminuyé la actividad de SOD y
aumentd la actividad de la NOS y la peroxidaciéon de lipidos. El tratamiento con FeTPPS
previno estos cambios. Ademas, la actividad de la NOS disminuyé por abajo del control en
el grupo de ratas tratadas con QUIN y FeTPPS. La incubacién de sinaptosomas con QUIN
aumento la peroxidacion de lipidos y el FeTPPS y el MNTBAP previnieron este aumento

aln a la menor concentracion utilizada.

Conclusién. Estos resultados sugieren que el FeTPPS protege del dafio oxidativo inducido
por QUIN, pero que no Unicamente actla via descomposicion de peroxinitrito, sino que
esta actuando desde antes de su formacién, es decir esta inhibiendo la produccién de NO.
Por lo cual seria muy conveniente realizar experimentos adicionales para esclarecer el
mecanismo por el cual el FeTPPS es capaz de inhibir a la NOS en las ratas tratadas con
QUIN.



3.1 ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

3.1.1 Antecedentes

En 1872, George Huntington describié a un grupo de pacientes que su padre y abuelo
atendian en East Hampton, Long Island. En esta enfermedad se destacaban cuatro
caracteristicas: herencia, corea, demencia y muerte después de 15-20 afios de haber

presentado los sintomas; se presenta con la misma frecuencia en hombres y mujeres.

El trastorno que este médico defini6 pasé a ser conocido como la enfermedad de
Huntington (HD), la cual fue caracterizada clinicamente por alteraciones del movimiento,
de la capacidad intelectual y de la conducta. Las alteraciones del movimiento en los
primeros estadios de la enfermedad corresponden a una hipercinesia caracterizada por
movimientos breves e involuntarios de los masculos de las extremidades, del tronco y de
la cara; al presentarse en las piernas ocasionan alteracion en la marcha. Cuando llegan a
un estado en el que los individuos se asemejan a las actitudes de bailarines son llamados
movimientos coreiformes, los cuales dan origen al nombre de corea de Huntington.
Ademas de las alteraciones motoras, los pacientes con HD sufren pérdida de memoria y

alteracién en las funciones intelectuales.

Es un desorden neuroldgico hereditario cuyo gen autosémico dominante se localiza en el
brazo corto del cromosoma 4 (Gusella et al., 1983), causado por la mutacion en las
repeticiones del trinucleétido CAG del ADN. Esta enfermedad es caracterizada por la
degeneracion de la corteza cerebral y el estriado. Los pacientes con HD tienen mas de 35
repeticiones de CAG en el exdn 1 del gen de la huntingtina (Hannan, 2004). Cuando se
presenta HD en pacientes jovenes, estos llegan a presentar de 70-250 repeticiones del
trinucledtido CAG.

3.1.2 Alteraciones bioquimicas de la enfermedad de Huntington

Las alteraciones bioquimicas que se observan en el cuerpo estriado parecen ser aquellas
derivadas de la muerte de las neuronas, asi se observa disminucién notable de los niveles
de GABA y de la enzima que lo sintetiza, la descarboxilasa del acido glutdmico; de
acetilcolina y de su correspondiente enzima de sintesis, la colina-acetil transferesa (CAT),

la reduccién de los niveles de los péptidos localizados en las neuronas espinosas y la



disminucién del numero de los receptores de amino&cidos excitadores localizados en las
espinas dendriticas de las neuronas que degeneran (Pasantes et al., 2000), ademas los
niveles de somatostatina y neuropéptido Y estan incrementados mas de 3 a 5 veces en
ndcleo caudado/putamen y el globo pdlido, sin cambios en otras areas del cerebro
(Schwarcz et al., 1983).

3.1.3 Modelos experimentales de HD

La excitotoxicidad como posible causa de la muerte neuronal en HD se apoya en las
pruebas experimentales que sefalan que la inyeccion de antagonistas de aminoacidos
excitadores como el &cido kainico (KA) y el &cido quinolinico producen ciertos cambios
anatémicos, histolégicos, bioguimicos y funcionales que se presentan en los pacientes
con HD (Pasantes et al., 2000).

Algunas sustancias como el KA, el acido iboténico (IBO) y el acido quinolinico, poseen
una estructura similar al glutamato y cuando son administrados intracerebralmente
ocasionan dafio neuronal especifico, por lo que estos farmacos demostraron tener un
efecto neurotdxico, pero con diferencias especificas con respecto a las presentadas en la
HD (Pérez-Severiano y Rios, 2000). La tabla 1 muestra los resultados que se obtuvieron

al probar estas sustancias y las diferencias con respecto a HD.

Tabla 1. Caracteristicas de los modelos de la HD

Molécula neuroactiva Pacientes (HD)

ratas (KA/IBO)

ratas QUIN

ratas 3-NPA

GABA/GAD
Acetilcolina/CAT
Sustancia P
Dopamina
Somastostatina
Neuropeptido Y
Encefalina

Sobreactivacion de
Receptores NMDA
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? Aumenta
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A diferencia de los otros agentes, el QUIN no alteré la inmunorreactividad de la
somatostatina ni del neuropéptido Y, de modo muy semejante a lo que ocurre en la HD,
estableciendo asi una selectividad fundamental con respecto a los otros agentes
excitadores (que si los afectan), y proporcionando un patron de toxicidad mas especifico.
De este estudio (Beal et al., 1986) se ha profundizado mas sobre el QUIN, postulandolo
como la excitotoxina capaz de reproducir mas fielmente las caracteristicas bioquimicas,
histopatologicas y conductuales de la enfermedad (Block et al., 1993; Bruyn y Stoof, 1990;
Hantraye et al., 1990; Sanberg et al., 1989; Schwarcz et al., 1984).

3.2 RECEPTORES

3.2.1 Tipos de receptores

Existen dos clases principales de receptores:

- Receptores ionotropicos que son aquellos en los cuales la molécula receptora
también es un canal iénico.
- Receptores metabotrépicos aquellos en los cuales el receptor y el canal i6nico

son moléculas separadas.

Los receptores ionotropicos, estan relacionados directamente con los canales ionicos, y
contienen dos dominios funcionales: un sitio extracelular que se une a los
neurotransmisores y un dominio de expansion de la membrana que forma un canal iénico.
Estos receptores combinan tanto funciones de fijacién del transmisor como de canal en la
Unica entidad molecular, y por lo tanto, también se denominan canales i6nicos regulados
por ligando. Este tipo de receptores dan origen a las respuestas postsinapticas rapidas

que en casos tipicos duran solo algunos milisegundos.

La segunda familia de receptores de neurotransmisores son los receptores
metabotrépicos (denominados asi por que el movimiento eventual de iones a través de un
canal depende de uno o mas pasos metabdlicos). Estos receptores no poseen canales
ibnicos como parte de su estructura; en cambio afectan a los canales por la activacion de

las moléculas intermediarias llamadas proteinas G. Por esta razén los receptores



metabotrépicos también se denominan receptores acoplados a la proteina G. Los
receptores metabotrépicos son proteinas monoméricas con un dominio extracelular que
contienen un sitio de fijacion del neurotransmisor y un dominio intracelular que se une a
las proteinas G. La fijacion de los neurotransmisores a los receptores metabotropicos
activa a las proteinas G, las cuales se disocian luego del receptor e interactian
directamente con los canales idnicos 0 se unen a otras proteinas efectoras, como las

enzimas, que entonces cambian la conductancia de los canales ionicos.

3.2.2 Receptores glutamatérgicos

Hay tres tipos de receptores para el glutamato identificados:

- Receptores NMDA
- Receptores AMPA/kainato

- Receptores mGIuR

Dos son canales io6nicos regulados por ligando denominados, respectivamente receptores
NMDA y receptores AMPA/kainato. Su nombre derivan de los agonistas que los activan:
NMDA /N-metil-D-aspartato), AMPA (a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol-propionato) y

acido kainico. Los receptores AMPA/kainato también se denominan receptores no NMDA.

El tercer tipo de receptores para el glutamato es el receptor metabotropico mGIuR, el cual

modula los canales idnicos postsinapticos al activar a las proteinas G.

Los receptores AMPA/kainato son responsables de los potenciales postsinapticos
excitatorios (PPSE) mas rapidos producidos por el glutamato. Al igual que otros
receptores de canales regulados por ligando, estos receptores estan formados por varias
subunidades de proteinas que pueden reunirse de diferentes maneras para producir una
amplia gama de tipos de receptores. El poro central formado por estas subunidades
permite la entrada y salida de Na* y de K* y en algunos casos de pequeias cantidades de

Ca**

La subfamilia NMDA de los receptores para glutamato también forma canales idnicos

selectivos de cationes con multiples subunidades, similares a la mayoria de los otros



receptores de canales ionicos regulados por ligando. Sin embargo, estos receptores
poseen algunas propiedades funcionales Unicas que los tornan especialmente
interesantes. Tal vez lo mas importante es el hecho de que los canales i6nicos de los
receptores NMDA permiten la entrada de Ca®* ademéas de cationes monovalentes como
Na" y K. En consecuencia los PPSE producidos por los receptores NMDA pueden
aumentar las concentraciones de Ca?* en el interior de la neurona postsinéptica; entonces
el cambio de concentracién de Ca”** puede actuar como segundo mensajero para activar
cascadas de sefialamiento intracelular. Otras caracteristicas de los receptores NMDA son
que la apertura del canal requiere la presencia de un coagonista (el aminoacido glicina) y
que el Mg?* extracelular bloquea el canal en los voltajes hiperpolarizantes, pero no en los
despolarizados. Por ende los receptores NMDA permiten el paso de cationes solo cuando
se elimina el bloqueo de Mg?* mediante la despolarizacién de la célula postsinaptica, sea
por eferencias provenientes de muchas neuronas postsinapticas o por el disparo repetitivo

de la célula presinaptica

3.3 ACIDO QUINOLINICO

3.3.1 Viade la kinurenina

El &cido quinolinico (acido-2,3-piridin dicarboxilico) es un metabolito enddégeno de la via
degradativa de la kinurenina (Fig. 1) y conocido agonista de los receptores para N-metil-
D-aspartado (NMDA). La via tiene tres intermediarios neuroactivos, el acido kinurénico
(KYNA), la 3-hidroxikinurenina (3-HK) y el &cido quinolinico (QUIN) (Schwarcz y
Pellicciari, 2002).

El QUIN es sintetizado en la microglia y los macrofagos en el estriado de la rata a través
de la 3-hidroxiantranilato oxigenasa. Bajo condiciones normales, gran parte del triptofano
catabolizado sigue la via hasta formar acetil-CoA. Solo una pequefia proporcion del
metabolismo diario del triptofano deriva a otros metabolitos. Sin embargo, la alteracion del
catabolismo del triptofano esta involucrada en desdérdenes como el complejo SIDA-

demencia, esquizofrenia, dafio hepético, entre otros (Ravikumar et al., 2000).
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Figura 1. Via degradativa de la kinurenina
3.3.2 Efectos toxicos

El primer indicio de que las kinureninas son importantes en el cerebro fue proporcionado
por Lapin (1978), quien not6 convulsiones después de una inyeccion
intracerebroventricular en ratones. El dafio excitotoxico producido por QUIN se debe a la
sobre activacion de receptores NMDA (Schwarcz et al., 1984).

El QUIN produce una gran variedad de efectos tdxicos en el cerebro, como la disminucion

de GABA, un incremento excesivo de las concentraciones de Ca* citosélico, agotamiento

de ATP, estrés oxidativo neuronal, peroxidacion de lipidos y muerte celular (Foster et al.,
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1983; During et al., 1989; Santamaria y Rios, 1993). Adicionalmente, el QUIN, esta
involucrado en infecciones bacterianas, virales, fungicas y parasitarias, meningitis,

enfermedades autoinmunes y septicemia (Heyes et al., 1992).

Recientemente se ha enfocado la atencién en la habilidad del QUIN para ejercer acciones
neurotoxicas independientes del receptor NMDA, involucrando estrés oxidativo y dafio
peroxidativo. Estos mecanismos incluyen la formacién de complejos QUIN-Fe** mediados
por la generacion de EROs (Goda et al., 1996; Stipek et al., 1997; Murakami et al., 1998;
Iwahashi et al., 1999), alteracién en algunos antioxidantes enddgenos y la generacion

directa de radicales hidroxilos en el cuerpo estriado (Santamaria et al., 2001).
3.4 ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es un estado de la célula en la cual se encuentra alterada la
homeostasis, la 6xido-reduccion intracelular, es decir el balance entre prooxidantes y
antioxidantes. Este desbalance se produce por una excesiva produccién de especies
reactivas de oxigeno (EROs) y/o por deficiencia en los mecanismos antioxidantes,

conduciendo al dafo celular.

Al parecer son tres las alteraciones intracelulares que de forma directa ocasionan el

estrés oxidativo (Rice-Evans y Burdon, 1993)

1. La sobreproduccién de especies oxidantes como el H,O, y de radicales libres,
como el anién superoéxido.

2. Descompartimentacion de los complejos i6nicos presentes en algunas
macromoléculas de importancia bioldgica.

3. La modificacion de defensas contra los radicales libres.

3.4.1 Especies reactivas de oxigeno
Un radical libre es una especie quimica que contiene uno a mas electrones desapareados
ya sea por pérdida o ganancia de ellos. La presencia de electrones desapareados

modifica la reactividad quimica de un atomo o de una molécula y la hace generalmente

mAas reactiva que su correspondiente “no radical”. La mayoria de los radicales libres de

11



interés clinico son los derivados del oxigeno (Zentella y Saldafia, 1996), ya que ésta es la
molécula mas abundante en un sistema bioldgico. Las especies reactivas de oxigeno son
intermediarios toxicol6gicos predominantes y estan comunmente involucrados en el estrés

oxidativo (Kehrer, 2000). En la siguiente tabla se muestran una lista parcial de las

especies reactivas de oxigeno:

Tabla 2. Especies reactivas de oxigeno.

RADICALES

NO RADICALES

Anion superoxido (O,7)
Radical hidroxilo (*OH )
Radical peroxilo (*OOR)
Radical perhidroxilo (¢*OOH)

Peréxido de hidrégeno (H,0,)
Acido hipocloroso (HOCI)
Ozono (O3)

Oxigeno singulete (*0,)

Radical alcoxilo (*OR)

Molecular

Las principales especies reactivas de oxigeno son: el radical superéxido (O;"), el peréxido
de hidrégeno (H;O) y el radical hidroxilo (*OH). Una de las principales fuentes de
especies reactivas de oxigeno es la cadena respiratoria, donde pueden ocurrir las

siguientes transferencias de electrones:

+le

+le B} +le +le
0, —» 07— » HO: = .oH+OH ——> 2H,0
+2H" +2H"
Oxigeno anion peréxido de radical
superoxido hidrogeno hidroxilo

Figura 2. Generacion de especies oxidantes de la molécula de oxigeno

La reaccion de Haber-Weiss catalizada por el hierro, la cual hace uso de la quimica de
Fenton, es considerada actualmente como el mecanismo principal por el cual el radical
hidroxilo es generado en los sistemas bioldgicos (Kehrer, 2000).

Fe* + 07 ___  Fe*+0;

Fe* +H,0, —» Fe® ++OH +OH
(Reaccion de Fenton)

Reaccion neta:

O;” + H,0O, —p» 0O, ++0OH + OH’
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Los radicales libres derivados del oxigeno se producen normalmente en el cuerpo
humano; parte de los radicales O, se producen durante las reacciones de varias
moléculas directamente con el oxigeno, por ejemplo: la adrenalina, dopamina, el
tetrahidrofolato, los citocromos, etc. Ademas el superdxido también es producido por las

células del sistema inmune: los fagocitos (neutréfilos, monocitos, macrofagos, eosinofilos).

3.4.2 Peroxidacion de lipidos

La peroxidacion de lipidos se ha definido como un deterioro oxidativo de los lipidos

poliinsaturados, los cuales son constituyentes esenciales de las membranas biolégicas.

Los radicales libres hidroxilo e hidroperoxilo y el oxigeno singulete pueden reaccionar con
los acidos grasos de los fosfolipidos y otros componentes lipidicos de las membranas
para formar hidroperoxidos lipidicos (Aikens y Dix, 1991; Choe et al., 1995, Choi y Yu
1995, Gutteridge y Halliwel, 1990; Halliwell y Gutteridge, 1984; Horton y Fairhurst, 1987;
Niki et al., 1991, Schaich, 1992). En la fase de iniciacién comienza cuando el radical libre
quita un &tomo de hidrégeno de uno de los carbonos de la cadena carbonada para rendir
un radical libre lipidico (Le). Los &cidos grasos poliinsaturados de membrana son
especialmente susceptibles de ser atacados por radicales libres, puesto que contienen
grupos metilenos separados por dobles enlaces que debilitan el enlace C-H metileno.
Cuando el radical lipidico se origina, sufre inmediatamente un reajuste molecular,
produciéndose un dieno conjugado que puede reaccionar con el O, y formar un radical
hidroperoxilo. Este radical libre da lugar a endoperdxidos, o bien, puede tomar un atomo
de hidrégeno de un carbono metileno de otro acido graso poliinsaturado adyacente para
formar, de nuevo, un radical libre lipidico y un hidroperédxido (figura 2). El radical lipidico
se combina con otra molécula de oxigeno y asi se establece una cadena de propagacién
del dafio peroxidativo. Por su parte, el hidroperéxido, que es un compuesto estable, si
entra en contacto con iones metalicos de transicion, producira mas radicales libres que
iniciaran y propagaran otras reacciones en cadena. Asi, las membranas resultan
seriamente dafiadas y, por tanto, su funcionalidad se ve alterada (Rice-Evans y Burton
1993).
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A=A=/\—/ Lipido poliinsaturado

i =" Radical libre lipidico

VNS Dieno conjugado

Radical peroxi

L]
o, |*H
s j Hidroperoxido lipidico

ALDEHIDOS Y
PRODUCTOS DE POLIMERIZACION

Figura 2. Esquema de la peroxidacion de lipidos
3.4.3 Antioxidantes en los sistemas biologicos

Las células poseen sistemas defensivos que les permiten controlar la concentracion de
las especies reactivas. Estos sistemas son de dos tipos: sistemas antioxidantes no

enziméticos y enzimaticos.
e Sistemas antioxidantes no enzimaticos

Los antioxidantes no enzimaticos constituyen un grupo heterogéneo de moléculas
hidréfobas e hidréfilas que capturan radicales libres y originan especies quimicas menos
nocivas para la integridad celular (Bandyopadhyay et al., 1999). En esencia el mecanismo
de accion involucrado es la donacién de un electron a un radical libre con el fin de

estabilizarlo. Dentro de estos sistemas no enziméaticos destacan:
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- Vitamina E (a-tocoferol): es considerado como el antioxidante mas distribuido en
los seres vivos. Tiene la capacidad de interrumpir la peroxidacion de lipidos en la
fase de propagacion reaccionando con los radicales lipoperoxilos y los alcoxilos. Al
interaccionar con los lipoperéxidos se genera un radical a-tocoferilo el cual es
reciclado a o-tocoferol al interaccionar con el acido ascorbico, éste tiene la
capacidad de interaccionar con 0, y en menor grado con O," (Burton et al., 1982;
Halliwell y Gutteridge, 2001).

- Vitamina C (acido asco6rbico): Distribuido intra y extracelularmente. Reacciona en
forma directa con el anion superoxido, radical hidroxilo (Frei et al., 1990; Sauer et
al., 2001), generando radical ascorbilo, el cual es reciclado a &cido ascoérbico por
el sistema reductor tiorredoxina/tiorredoxina reductasa (May et al., 1998).

- Glutation: Su forma reducida se considera como un compuesto antioxidante ya
que impide la oxidacion de los grupos —SH de las proteinas; tiene la capacidad de
reaccionar con las especies reactivas de oxigeno transfiriéendoles un atomo de
hidrégeno (Halliwell y Gutteridge, 2001).

- Acido urico. Tradicionalmente es considerado un producto terminal del
metabolismo de las purinas, también posee propiedades antioxidantes, sin
embargo se desconoce el proceso por el cual ejerce su accidon protectora; su
mecanismo de accidn aparente seria prevenir la oxidacion de la vitamina C y

formar complejos con los metales hierro y cobre (Yu, 1994).

e Sistemas antioxidantes enzimaticos

Dentro de los sistemas destinados a convertir las especies reactivas de oxigeno en
menos reactivas, antes de que se conviertan en moléculas mas reactivas, capaces de
reaccionar y dafar estructuras celulares; dentro de estos sistemas antioxidantes

destacan:

- Superoéxido dismutasa (SOD): Es una metaloproteina, cuya funcion es catalizar la
dismutacion del O, a H,O,. La SOD presenta tres isoformas, de las cuales dos
tienen como sitio activo al Cu** y Zn?*; una de ellas se localiza en el citosol, en el
nacleo y en menor cantidad en el espacio intramembranal y otra extracelularmente
en fluidos como el plasma (Oury et al., 1996). La tercera isoforma tiene como sitio

activo al Mn?" y se encuentra en la matriz mitocondrial.
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3.5

Catalasa: Es una hemoproteina, se concentra principalmente en los peroxisomas y
las mitocondrias, su papel antioxidante consiste en disminuir el riesgo de
formacion del radical hidroxilo por la interaccién del H,O, con metales de transicion
via la reaccion de Fenton (Halliwell, 1999). Su mecanismo catalitico tiene lugar en
dos fases: en la primer fase se lleva a cabo el rompimiento de una molécula de
H,O, generandose en el grupo hemo la especie oxoferrilo con la formacion de una
molécula de agua, la segunda se caracteriza por la reaccion de la especie

oxoferrilo con otra molécula de H,O, (Putnam et al., 2000).

Glutation peroxidasa: Es una selenoproteina que se ubica en la matriz mitocondrial
y en el citosol. La glutation peroxidasa es eficiente en la degradacion de H,O,,
requiere de la presencia de glutation reducido para poder llevar a cabo su

actividad catalitica (Powers y Lennon, 1999).

Glutation reductasa: Enzima que requiere NADPH y cataliza la conversion de
glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH), esta enzima es esencial
para el ciclo redox del glutation reducido que mantiene los niveles adecuados de

glutation reducido (Harris y Massey, 1992).

OXIDO NITRICO

El oxido nitrico (*\NO) es un mensajero bioldgico y un segundo mensajero que participa en

algunos procesos fisiolégicos tales como regulacién del tono vascular, la neurotransmision

y la citotoxicidad celular (Pérez-Severiano et al., 1998). Ademas, una produccion alterada

de *NO esta involucrada en diversas situaciones patofisiolégicas, como la inflamacién

aguda y crénica, aterosclerosis, glomerulonefritis y dafio renal.

El 6xido nitrico influye en la liberacién de otros neurotransmisores, presumiblemente a

través de la activacion de cinasas de proteinas dependientes de GMPc, aumentando la

fosforilacion de las proteinas de las vesiculas sinapticas asociadas con la liberacion de

neurotransmisores. Lo mas evidente es que el 6xido nitrico se encuentra en la cadena

que liga la activacién de los receptores para glutamato del tipo NMDA a la liberacién de
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neurotransmisor en la corteza cerebral o en el estriado (Bogdaanov y Wurtman, 1997; Yun
et al., 1996).

3.5.1 Sintasas de 6xido nitrico

La sintesis de *NO es catalizada por las 0xido nitrico sintasas (NOSs), una familia de tres
isoformas (Tabla 3): la NOS neuronal (NOSn) y la NOS endotelial (NOSe) son
consideradas constitutivas y su actividad esta regulada principalmente a nivel post-
traduccional. La isoforma NOS inducible (NOSIi) se expresa en varios tipos celulares,
como macrofagos y células del musculo liso vascular en respuesta a ciertos estimulos por

citocinas o productos bacterianos (Nathan y Xie, 1994).

Tabla 3. Principales caracteristicas de las tres isoformas de la sintasa de oxido nitrico.

NOSn NOSi NOSe
Tipo | Tipo 1l Tipo Il
Dependencia de calcio Dependiente Independiente Dependiente
Principal tipo celular Neuronas y glia Macréfagos Células endoteliales
Cromosoma (humano) 12g24.2 17cen-q12 7035-36
Transcripcion Constitutiva Inducible Constitutiva
Inducible en algunos | Inducible en algunos
casos casos

Las isoformas de NOSs catalizan la conversiébn dependiente de NADPH y oxigeno
molecular de L-arginina a L-citrulina y *NO (Fig. 3) Estas enzimas son flavohemoproteinas
diméricas; cuyo mondémero estd compuesto de un dominio oxigenasa N-terminal que
posee un mol equivalente de hemo y sitios de unién para L-arginina y la (6R)-5,6,7,8-
tetrahidrobiopterina (BH,), ademas un dominio reductasa terminal que contiene un mol
equivalente de flavin adenin dinucleétido, flavin mononucleétido (FMN) y une NADPH
(Griffith 'y Stuehr, 1995, Stuehr, 1997). Los dominios oxigenasa y reductasa estan
enlazados por una secuencia de unién a calmodulina (CaM); la unién de CaM facilita la

transferencia de electrones del dominio reductasa hacia el dominio oxigenasa (Cho et al.,
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1992) y también aumenta la velocidad de transferencia de electrones a través de las
flavinas (Abu-Soud et al., 1994).

H
M e e HON, ,  MNHz 0 NH;
| i
MNH H* MH H* MH
NADPH  MADP? NADPH  NADP*
"""'w-_.--':'\ } e, - _l_
0Oz Hz0 02 Hq0
+ * *
Hal COs HaM Coy HaM COy
L-Argining MHidrodargining L-citruling Oxida nitrico

Figura 3. Sintesis de 6xido nitrico por las enzimas 6xido nitrico sintasas.

Las actividades de las NOSe y la NOSn son reguladas por la unién de calmodulina, la
cual a su vez es controlada por los niveles de calcio intracelular inducidos por agonistas y
es mediada por una secuencia autoinhibitoria en la region de la FMN en el dominio
reductasa. También son directamente reguladas por la sintesis de BH; y por otras

proteinas a través de la union directa hacia las NOSs (Matsuda et al., 2000).

3.6 PEROXINITRITO (ONOO)

3.6.1 Formacién
La generacion simultdnea de 6xido nitrico (NO) y superéxido favorecen la produccion del
anion ONOO' (Fig. 4). (Beckman et al., 1990). La reactividad oxidante del peroxinitrito es

mediada con la actividad biol6gica del radical hidroxilo.

*NO + Of —» ONOO

(oxido nitrico)  (anién superdxido) (peroxinitrito)

Figura 4. Formacién de ONOO’
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La constante de reaccion del 6xido nitrico con el anién superoxido es ~10'° M™ « s™.(Radi,
2000). El peroxinitrito estd en equilibrio rapido con su forma protonada, el acido
peroxinitroso (ONOOH) (pKa = 6.8). Ambas especies existen in vivo, predominando la
forma anidnica a pH 7.4. Tanto la forma aniénica como la protonada del peroxinitrito son
capaces de atravesar, por diferentes mecanismos las biomembranas (Denicola et al.,
1996).

El peroxinitrito reacciona rapidamente con diéxido de carbono presente en sistemas
bioldgicos conduciendo a la formacién de radicales secundarios como radicales carbonato
(CO37) y didxido de nitrogeno (-NOy). Finalmente, una pequefia fraccion de peroxinitrito

se homoliza, dando lugar a la formacion del radical hidroxilo (OH-) (Fig. 5).

CO: + HOs

ONOOCO; ﬁ-E}D;'. 'Nﬂ:j| \

(2]
CoO;

COs™ + 'NO,

(1 /""D’ rH
‘NO + 0;" —= ONOO" —= ONOOH — E"D‘ ----- -DH]

HH (3] \\
NO, ‘NO; + -OH

ROH

Figura 5. Rutas de formacién y descomposicion de peroxinitrito en sistemas biolégicos. El
peroxinitrito es formado por la reaccion controlada por difusion de los radicales 6xido
nitrico y superoéxido (Radi, 2000). El peroxinitrito puede formar con el dioxido de carbono
el anién nitrosoperoxicarboxilato (ONOOCO, ), un aducto transitorio (2) (Denicola et al.,
1996), para luego formar anion carbonato y diéxido de nitrégeno o diéxido de carbono y
nitratos (Bonini et al., 1999; Goldstein y Czaoski, 1998; Lehnig, 1999). El acido
peroxinitroso puede oxidar directamente sustratos (3) o descomponerse en una ruptura
homolitica a radicales hidroxilo (-OH) y (:NO,). Los procesos de nitracion (adiciéon de un
grupo nitro NO, a una molécula) involucran las reacciones de-NO, con las moléculas

blanco.
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3.6.2 Toxicidad

El peroxinitrito es particularmente efectivo oxidando moléculas arométicas y compuestos
organosulfurados, incluyendo aminoéacidos libres y residuos peptidicos. La cisteina y el
glutation son compuestos significativos de reservorios de antioxidantes y estos son
convertidos a disulfuros (Szabo et al., 2002). En sistemas in vitro el peroxinitrito es muy
reactivo, se encuentra reportado dentro de su actividad la rapida oxidacion de grupos
sulfhidrilos y tioésteres, la nitracion e hidroxilacion de compuestos aromaticos, incluyendo

la tirosina, el triptofano y la guanina.

Varias reacciones del peroxinitrito ocurren cuando el peroxinitrito reacciona con enzimas,
macromoléculas y lipidos, mostrando asi influencia sobre funciones celulares. En primera
instancia, la nitracién de tirosina puede llevar a la disfuncidon de las proteinas nitradas
como se ha sugerido en el caso de la superéxido dismutasa, la tirosina hidroxilasa
neuronal, el citocromo P450 y la prostaciclina sintasa (Greenacre e Ischiropoulos, 2001).
La oxidacién de grupos sulfhidrilos es responsable de la inhibicibn mitocondrial, de la
aconitasa citosélica y de otras enzimas criticas en la cadena respiratoria mitocondrial
(Hausladen y Fridovich, 1994). Mientras la reaccion con grupos sulfhidrilos es directa con
el ONOO, la nitracion de tirosina probablemente esté asociada con la formacién del

cation nitrosonio (NO;") intermediario.

La mitocondria representa un blanco preferencial de las acciones toxicas del peroxinitrito.
Experimentos iniciales (Radi et al., 1994) mostraron que el peroxinitrito afecta varios
componentes de la cadena de transporte mitocondrial y de la sintesis de ATP y la enzima
ferro-sulfurada del ciclo de Krebs aconitasa, llevando a una inhibicion de la respiracion y
una caida de la sintesis de ATP. Estos efectos a su vez tienen un impacto sobre la
homeostasis mitocondrial y celular del calcio. Ademas la interaccidn del peroxinitrito con
las mitocondrias puede determinar la sefializacion de procesos de muerte celular

programada (apoptosis).
Es importante resaltar que el ONOO" puede inhibir a la superdxido dismutasa

(Ischiropoulos et al., 1992; Yamakura et al., 1998), la glutarredoxina (Aykac-Toker et al.,

2001) y otras moléculas y sistemas antioxidantes como el glutation (Cuzzocrea et al.,
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1998). EI ONOO’ también puede ocasionar dafio a nivel genético por rupturas vy
desaminacion del ADN (Fig. 5) (Rojas-Walker et al., 1995).

Tabla 4. Procesos citotoxicos iniciados por peroxinitrito (Szabo et al., 2002).

Accién Mecanismo

e A nivel molecular

Inhibicién de enzimas citosolicas. Oxidacién, nitraciéon
Inhibicién de bombas de membrana. Oxidacién, nitraciéon
Inhibicién de enzimas antioxidantes. Oxidacién, nitraciéon

Alteraciones en la transduccion de sefiales. | Oxidacion, nitracion

Dafio al ADN Oxidacion, nitracion, desaminacion, formacion de
aductos.

Activacion de metaloproteinasas. S-glutoxidacion de pro-metaloproteinasas.

Agotamiento de enzimas antioxidantes Oxidacion de glutation y de cisteina.

Inhibicion de enzimas dependientes de BH,, | Oxidacion de BH,

Inhibicion de enzimas dependientes de NAD". | Oxidacién de NADH.

e A nivel subcelular

Disfuncion de la mitocondria. Inhibicion de citocromos.

Agotamiento de NAD". Activacion de PARP, oxidacion directa de NAD".

Sobre regulacion de receptores de adhesion. |Activacion de NF-kB

Fragmentacion de ADN. Dafio al ADN, activacion de caspasas.

Deficiente regulacion de calcio. Deficiente funcionamiento de las bombas de
calcio.

e Anivel celular
Necrosis. Dafio mitocondrial, colapso energético, oxidacion,

nitracion, agotamiento antioxidante, deficiente
regulacién de calcio.
Apoptosis. Dafio mitocondrial, dafio al DNA, activacion de

caspasas, disturbios en las sefales de

transduccién, deficiente regulacion de calcio.

La reaccion del peroxinitrito con los lipidos lleva a la peroxidacién (malondialdehido y
formacion de dienos conjugados) y la formacién del nitro- nitroperoxo- y/o oxidacién de
aductos de lipidos nitrados (Rubbo et al., 1994).
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La nitracion de residuos de tirosina es considerada como un marcador bioquimico de la
produccion de OONO" in vitro e in vivo (Beckman et al.,, 1994). La deteccion de 3-
nitrotirosina se ha establecido como un marcador del incremento de la nitracion de tirosina

en una gran variedad de enfermedades (Greenacre e Ischiroropoulos, 2001).

3.7 METALOPORFIRINAS

3.7.1 Generalidades

Se han descrito un conjunto de metaloporfirinas que catalizan la descomposicién de
ONOO/, entre estas tenemos al FeTMS, FeTPPS, FeTMPyP, MnTBAP, MnTMPyP, etc.
Las porfirinas de Mn(ll) y Fe(lll) muestran efectividad a bajas concentraciones, sin
embargo, dependiendo del mecanismo de reaccion, los atrapadores cataliticos pueden no
apagar o detener efectivamente a los intermediarios reactivos, por 1o que requieren de
compuestos celulares para ser regenerados; tipicamente de antioxidantes como el
ascorbato y el glutation (Crow, 2000).

En los ultimos afios se ha descrito la gran afinidad del ONOO™ por los metales de
transicion. La primera indicacién de que interactuaba con el Fe del grupo hemo aparece
en 1993 cuando Floris et al. reportaron una constante de 6.2x10° M's™, para la reaccion
de ONOO' con la mieloperoxidasa a un pH de 7.2. En 1996, Stern et al. reportaron que el
FeTMPyP descompone el ONOO' a nitrato; en el mismo afio Szabo et al. reportaron que
el MnTBAP inhibe la oxidacion mediada por el ONOO in vitro y que ademas previene de

la inhibicion de la respiracion mitocondrial en células expuestas a ONOO'.

3.7.2 Mecanismos de accion

Las porfirinas de Mn(lll) son diferentes de las de Fe(lll) en los agentes reductores que
utilizan. El ascorbato es necesario para reducir Mn(1V)=0 (el cual es un intermediario de la
reaccion entre el ONOO' y la porfirina de Mn(lll) ) a Mn(lV) y de esta manera completar el
ciclo (Fig. 6).
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Ascorbil

Mr(Ill)-TMPyP
Ascorbato, .
Mn(IV)-TM
I PyP 0

Figura 6. Mecanismo propuesto para las porfirinas de Mn(lll) (Crow, 2000).

Por otra parte las porfirinas de Fe(lll) pueden descomponer el ONOO™ de manera
catalitica, sin agentes reductores. La reaccién entre el ONOO™ y la porfirina de Fe(lll)
forma el oxoFe(lV); las porfirinas de Fe(lll) descomponen el ONOO™ a NO3s;” en mayor

proporcion tal y como se muestra en la Fig. 7.

0"+ NO
=N=0
6.7 x 10° M sec™ Jo-N
Fe'l. Porfiina O
ONOO- Fe"- Porfirina
pH=T4
OHOCIH ? NO;
\I Fg.w. Paorfirina
Especies x ’
Oxidantes NOs I NOy = 0.07

NO, / NOy = 0.47
Figura 7. Mecanismo de la descomposicién de ONOO' por porfirinas de Fe(lll) (Salvemini

et al, 1998).

Las siguientes reacciones muestran la forma en que la porfirina de Fe(lll) al reaccionar
con el peroxinitrito forma un intermediario oxoFe(IV) (1) el cual se puede reducir al
reaccionar con el eNO, (2) o con el NO, (4) y formar nitrato. Cuando el oxoFe(IV)

reacciona con el eNO, libre es muy rapido comparado con el NO, . El eNO; esta en
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constante equilibrio con el N,O4 (3), el cual es una fuente de NO,” y NO3™ (Shimanovich y

Groves, 2001).

o)
I
Fe!-porfirina + ONOO™ —— Fe"-porfirina + eNO,
o
I

Fe™)-porfirina + eNO, » el

porfirina + NO3

H,O
NO, — NyO; — p NOs + NO, + 2H*

O

|
Fe™-porfirina + NO, —  Fe""-porfirina + eNO,

3.7.3 5,10,15,20-tetrakis (4'-fenilsulfonato) porfirinato de Fe(lll) (FeTPPS)

(1)

(2)

(3)

(4)

El FeTPPS es un poderoso catalizador de la descomposicién de peroxinitrito, es soluble

en agua y funciona catalizando la isomerizacibn de ONOQ’ exclusivamente a nitrato

(Stern et al., 1996). También se ha determinado que juega un papel muy importante en

inflamaciones agudas (Salvemini et al., 1998) y que tiene efecto protector frente al ONOO"

generado endégenamente en células RAW 264.7 y en cultivos de neuronas hipocampales

expuestas a citocinas (Misko et al., 1998).

El FeTPPS ha sido utilizado en un modelo neurotéxico inducido por meta-anfetamina en el

cual resulté ser totalmente protector contra la produccion de peroxinitrito y contra la

deplecién dopaminérgica inducida por la meta-anfetamina (Imam et al., 2000).
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4. HIPOTESIS

Dado que el QUIN es un conocido agente prooxidante, y que esta caracteristica se debe
parcialmente a la formacion de peroxinitrito, postulamos que el empleo de un catalizador
de la descomposicién de peroxinitrito, como el FeTPPS, atenuard o prevendra el dafio

neurotéxico inducido por el QUIN en el estriado de ratas.

5. OBJETIVO

/

< Evaluar si la infusién estriatal de QUIN y su consecuente neurotoxicidad estan

relacionadas con la formacién de ONOO'.

< Determinar si el patron de neurotoxicidad evocado por el QUIN puede ser

modulado por el catalizador de la descomposicion de ONOO', el FeTPPS.
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6. MATERIALES Y METODOS

Para realizar esta investigacion se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar (270-300 g)

del bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia. Los animales se

mantuvieron a una temperatura constante (20-25°C), con un ciclo de luz normal y con libre

acceso a comida y agua.
Se utilizé agua bidestilada para la preparacién de todos los reactivos y soluciones.

6.1 Diagrama de flujo

Formacién de 4 grupos de ratas Wistar macho
(250 — 300 g)

v

v

v

Grupo 1
Inyeccion ip. de
solucion salina

Grupo 2
Inyeccion ip. de
solucion salina

I

i 2 horas despu

Microinyeccion
intraestriatal de 1
pL de sol. salina

Microinyeccion
intraestriatal de 1
pL de sol. salina

v

v

Grupo 3
Inyeccion ip. de
FeTPPS 10 mg/Kg

Grupo 4
Inyeccion ip. de
FeTPPS 10 mg/Kg

!

'

Microinyeccion
intraestriatal de (240
nmol/pL) de QUIN

Microinyeccion
intraestriatal de (240
nmol/pL) de QUIN

2 horas después

Obtencion del tejido estriatal

'

|

'

Peroxidacién de
lipidos in vivo

Actividad de la
superoxido
dismutasa

I

Peroxidacion
de lipidos in
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6.2 Pretratamiento de los animales con FeTPPS e inyeccion intraestriatal con QUIN

Se disefiaron 4 grupos experimentales de seis animales cada uno: 1) solucion salina
intraperitoneal (i.p.) + solucion salina intraestriatal (i.e.); 2) FeTPPS (i.p.) + solucion salina
(i.e.); 3) solucién salina (i.p.) + QUIN (i.e.); 4) FeTPPS (i.p.) + QUIN (i.e.). La solucion
administrada por via intraperitoneal fue administrada dos horas antes de la inyeccion
intraestriatal. La concentracion de FeTPPS administrada fue de 10 mg/kg de peso del
animal. Transcurridas las dos horas las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital
sédico (0.2 ml/250 g de peso) e inyectadas unilateral y estereotdxicamente (coordenadas
de acuerdo al Atlas esterotaxico de cerebro de rata de Paxinos y Watson (1998) en el
estriado derecho (caudado/putamen) con solucién salina (pH 7.4) 6 QUIN (240 nmol/pl,
pH 7.4), segun el grupo de tratamiento. La inyeccién en estriado se realizd en un lapso de
2 min. y se mantuvo la aguja en la zona de lesién por 2 min. mas para permitir la

adecuada difusion de la solucion inyectada.

6.3 Obtencion de sinaptosomas

Decapitar a las ratas y obtener el cerebro completo.

Pesar los cerebros y ponerlos en un homogenizador.

Agregar 37 mL solucién de glucosa 0.32 M.

Homogenizar.

Centrifugar a 1073 x g durante 10 min.

Obtener el sobrenadante y centrifugar a 17172 x g por 15 min

Resuspender el precipitado en 37mL de HEPES (NaCl 0.1 M, NaH,PO,4 0.001 M,
NaHCO; 0.005 M, CaCl, 0.001 M, HEPES 0.01 M ) pH=7.4

Estandarizar a 300ug/mL de proteina.

9. Guardar a — 70°C.

N o o bk~ oD RE

o
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6.4 Peroxidacién de lipidos

6.4.1 Método fluorométrico (en tejido estriatal)

Se desarroll6 este método dos horas después de la inyeccion estriatal de acido QUIN a
las ratas; utilizando el método fluorométrico de deteccidn de productos de peroxidacion
modificado por Santamaria y Rios (1993). Los pasos a seguir para la determinacién de

productos fluorescentes derivados de la peroxidacion son los siguientes:

1. Pesar y homogenizar en 3 mL de solucién salina isotonica, con un homogenizador
de vidrio con brazo de teflon

2. Transferir un mililitro del homogenizado a un tubo de vidrio y adicionar 4 mL de
una mezcla cloroformo: metanol (2:1 v/v). Mezclar en un vortex por 60 seg.
Dejar reposar los tubos en hielo durante 45 minutos protegidos de la luz.
Desechar la fase lipidica.
Medir fluorescencia de cada muestra en un espectrofotdbmetro de luminiscencia
Perkin-Elmer LS50B, a una longitud de onda de excitacion de 370 nm y de emisién
de 430 nm.

6. Ajustar la sensibilidad del espectrofotdbmetro se ajusta previamente a 300 unidades
con un estandar fluorescente de quinina (0.1 ug/mL) en &cido sulfdrico 0.05 M.

7. Los resultados se expresan en unidades de fluorescencia/g de tejido fresco.

6.4.2 Método fluorométrico (en sinaptosomas)

1. Adicionar 500 pL de la solucién estandarizada de sinaptosomas a un tubo
Eppendorf.
2. Preparar en tubos Eppendorf diferentes concentraciones de FeTPPS y MnTBAP

(0 a 750 uM) de acuerdo a la siguiente tabla:

Concentraciéon | Vol. de la solucién Vol. de &cido Vol. de Vol. de
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de FeTPPS estandarizada de | Quinolinico 100 | FeTPPS 2 mM HEPES
(uM) sinaptosomas (uL) puM  (uL) (uL) pH=7.4 (uL)
Control 500 500
0 500 50 -—-- 450
10 500 50 5 445
25 500 50 12.5 437
50 500 50 25 425
75 500 50 37.5 462
100 500 50 50 400
250 500 50 125 325
350 500 50 175 275
500 500 50 250 200
750 500 50 375 75

Realizar esta parte por duplicado en un bafio con hielo.

Incubar las muestras a 37°C durante 60 min.

Sacar los tubos y agregar 3 mL de una mezcla cloroformo: metanol (2:1 v/v).

Agitar en un vortex por 60 seg.

5. Dejar reposar los tubos en hielo protegidos de la luz durante 45 minutos para que

se lleve a cabo la extraccion.

Desechar la fase metandlica.

Medir la fluorescencia de cada muestra en un espectrofotémetro de luminiscencia

Perkin-Elmer LS50B, a una longitud de onda de excitacién de 370 nm y de emision
de 430 nm.

8. Ajustar la sensibilidad del espectrofotometro a 300 unidades con un estandar

fluorescente de quinina (0.1 ug/mL) en acido sulfarico 0.05 M.

9. Los resultados se expresan en unidades de fluorescencia / mg de proteina.
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6.5 Determinacion de proteinas

Se determino por el método de Lowry (Lowry et al.,1951).

1. Preparar una curva estandar, partiendo de una solucién de albumina al 0.05%, de

acuerdo a la siguiente tabla:

Concentracién (ng/ 0.2mL) | Volumen de albimina 0.05% H,0 (uL)
(uL)
Blanco 0 200
5 10 190
10 20 180
15 30 170
25 50 150
35 70 130
50 100 100

2. Colocar en cada tubo 200 pL de la dilucién 1:100 del estriado homogenado.
3. Afadir a todos los tubos 1 mL de una mezcla de Cuy(S0Oy4); 0.05%, Na,CO; 2%,

NaOH 0.4% y tartrato de sodio 0.02% (incluyendo los tubos de la curva estandar y

el blanco).

4. Agitar y esperar 10 minutos a temperatura ambiente.

Afadir a todos los tubos 100 uL del reactivo de Folin al 50%, (con agitacion

simultanea).

6. Incubar 30 minutos a temperatura ambiente.

Leer la absorbencia a 550 nm.

8. Calibrar contra el blanco.
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6.6 Determinacién de la actividad de la superoxido dismutasa (SOD)

La actividad de la SOD se mide por la capacidad de esta enzima de inhibir la reduccién de

azul de nitrotetrazolio (NBT) por los aniones superdoxido generados por el sistema de la

xantina-xantina oxidasa (Oberley et al., 1984)

10.

En cada muestra se utilizan dos tubos problema y un tubo blanco; ademas
considerar 4 tubos adicionales: 2 al principio de la serie y 2 al final de la misma.
Estos 4 tubos son los tubos del 100% de reduccion.

Preparar la mezcla de reaccion (sustratos de SOD) dependiendo del numero de

muestras que se tengan.

Sustrato Concentracion final
Xantina 0.122 mM
EDTA 0.122 mM
NBT 30.6 uM
AlbUumina 0.0006%
Na,COs 49 mM

Los tubos 100% llevan mezcla de reaccién, amortiguador y xantina oxidasa.

Los tubos blanco de muestra llevan mezcla de reaccién, muestra y amortiguador.
Los tubos problema llevan mezcla de reaccién, muestra y xantina oxidasa.
Adicionar a cada tubo 830 pL de la mezcla de reaccion.

Incubar los tubos a 27°C

Elegir un intervalo para la adicién de 165 pL de amortiguador o de muestra (agitar
en el vortex después de cada adicion).

Inmediatamente adicionar 33 pL de amortiguador o de xantina oxidasa.

El tiempo de incubacion sera de 15 min.

Adicionar 330 pL de CuCl, 0.8 mM de tal manera que cada tubo de reaccion tenga
15 min. de incubacion.

Calibrar con la mezcla de reaccién y leer la absorbencia de cada tubo a 560 nm.

Nota: todo se realiza por duplicado. Es necesario medir la concentracién de

proteinas totales para calcular la actividad especifica de esta enzima.
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6.7 Determinacion de la actividad de la sintasa de oxido nitrico

La participacion del NO en el dafio oxidativo fue analizada indirectamente mediante la

técnica desarrollada por Bredt y Snyder, en 1990, modificada por Pérez-Severiano et al.

(1998), en la cual se mide la actividad de la sintasa del 6xido nitrico (NOS), tanto la

dependiente como la independiente de Ca** evaluando la conversion estequiométrica de

[*H]-L-arginina a [*H]-L-citrulina mas NO.

P 0N P

Preparacion de la mezcla de inhibidores de proteasas: leupeptina (1 mg/2 mL),
Inhibidor de tripsina (SBTI) (1 mg/mL), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (17.4
mg/mL), aprotinina (2 mg/mL), Nonidet P-40 (NP40) al 0.1%.

Agregar a cada muestra 250 pL de la mezcla de inhibidores.

Homogenizar en un homogenizador de vidrio con brazo de teflon.

Medir proteinas por el método de Lowry descrito anteriormente.

La enzima contenida en 500 ug de proteina se incuba durante 30 minutos a 37°C
en presencia de los siguientes cofactores (todos a concentraciones finales): L-arg
(20 umol/200 ul), NADPH (1 mmol / 100 pl), calmodulina (100 nmol/100 pl), BH,4
(30 umol/100ul), H3-L-arg (0.2 pCi/100 ul). Los volimenes finales de reaccion
fueron ajustados a 100 pl con amortiguador de homogeneizacion (50 nm Tris-HCI,
0.1 mM de EDTA. 0.1 mM EGTA, 0.1% B-mercaptoetanol, pH 7.5). Los volumenes

finales de reaccion fueron ajustados a 100 pL.

CaCl, | EGTA/EDTA |NADPH
Muestra | L-arg (uL) |L-arg 3H (uL)| (uL) (uL) (uL) | CaM (uL) | BH4 (uL)

Calcio 1 1 5 10 ok 2.5

EGTA/EDTA

ek 10 2.5

L-NAME

10 i 25

Calcio

EGTA/EDTA

rx 10 25

L-NAME

I e
w| w| W wl w w

1 5
1 5
1 5 10 b 2.5
1 5
1 5

Nl N N | -

10 el 2.5

5.

Pasado el tiempo de incubacién, detener la reaccion adicionando 1 ml de una
solucion amortiguadora de paro (2 mM EGTA, 2 mM EDTA, 20 mM HEPES,
pH=5.5).
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6. La mezcla de reaccion es transferida a una columna conteniendo 1 ml de resina
Dowex-50W, previamente equilibrada con una solucién de NaOH 1 N.
Dejar eluir.

8. Agregar al liquido eluyente 5 mL del liquido de centelleo para su cuantificacion en
un contador de radiactividad.

9. Los resultados se reportan en ng de L-citrulina/mg de proteina/30 min

6.8 Andlisis estadistico
El analisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA simple seguido por una prueba de

Turkey. Los valores de p<0.05 se consideraron significativos. Los datos se expresaron

como Xzerror estandar de la media (EEM).

33



7. RESULTADOS

7.1 Actividad de superéxido dismutasa

En la Fig. 8 se muestra el efecto del QUIN y del FeTPPS sobre la actividad de SOD
comparada con el grupo control. Se observa que QUIN disminuye la actividad de SOD. El
FeTPPS solo, no tuvo efecto significativo sobre la actividad de esta enzima. La
administracion de FeTPPS al grupo de QUIN (FeTPPS+QUIN) no solo previene la

disminucién de SOD sino que la aumenta significativamente con respecto al control.

12.54

10.0+

7.5

5.0

U/mg de proteina

2.5+

0.0-

Control QUIN FeTPPS FeTPPS+QUIN
Fig. 8. Efecto del QUIN y FeTPPS sobre la actividad de SOD.

El FeTPPS fue administrado 2 horas antes de la lesion intraestriatal

con QUIN y dos horas después de la lesion se obtuvo la muestra. El
nimero de animales tratados fue 6 para cada grupo. p<0.01 vs
control, °p<0.01 vs QUIN.
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7.2 Peroxidacién de lipidos en tejido estriatal

En los productos de peroxidacién lipidica en estriado que se muestran en la Fig. 9 se
observa un incremento de lipoperoxidacion inducida por QUIN con respecto al control. El
FeTPPS solo no produce cambios significativos con respecto al control; mientras que el

efecto del FETPPS disminuye totalmente la peroxidacién inducida por QUIN.

200+
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o
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= 100+
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07 |
Control QUIN FeTPPS QUIN + FeTPPS

Figura 9. Efecto del QUIN y FeTPPS sobre la peroxidacion de lipidos en
tejido estriatal. EI FeTPPS fue administrado 2 horas antes de la lesién
intraestriatal con QUIN, dos horas después de la lesion se obtuvo la

muestra. El nimero de animales tratados fue 6 para cada grupo. ®p<0.01

vs control, °p<0.01 vs QUIN.
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7.3 Determinacion de la actividad de las sintasas de 6xido nitrico

En la Fig. 10 se observa un incremento en la actividad de la sintasa de 6xido nitrico
constitutiva (NOSn + NOSe) inducida por QUIN. El QUIN no muestra cambios
significativos en la sintasa de oxido nitrico inducible. EI FeTPPS solo, no muestra cambios
significativos con respecto al control. La administracion de FeTPPS al grupo de QUIN
(FeTPPS+QUIN) disminuye la actividad de la sintasa de 6xido nitrico tanto la constitutiva

como la inducible.

2001

ng L-citrulina/mg de proteina/30min

NOSt NOSi NOSc
C—JControl E==aQUIN E=EEFeTPPS mmmFeTPPS+QUIN

Figura 10. Efecto de QUIN y FeTPPS sobre la actividad de la
sintasas de oxido nitrico. EI FeTPPS fue administrado 2 horas antes
de la lesion intraestriatal con QUIN, dos horas después de la lesiéon
se obtuvo la muestra. EI nimero de animales tratados fue 6 para
cada grupo. ?p<0.01 vs control, °p<0.01 vs QUIN, °p<0.05 vs
control, 9p<0.05 vs control, ®p<0.01 vs QUIN.
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7.4 Peroxidacion lipidica in vitro a diferentes concentraciones de las porfirinas:

FeTPPSy MnTBAP

En la Fig. 11 observamos que el QUIN es capaz de aumentar la peroxidacion lipidica en
sinaptosomas a una concentracion 100 uM. Al agregar las diferentes concentraciones de
FeTPPS y de MnTBAP observamos como desde la menor concentracion (10 uM) se ve un
cambio significativo con respecto al QUIN y asi se mantienen en todas las demas

concentraciones.

75
g QUIN
Q
S
s
e __+ MnTBAP+QUIN
g Control
o .~
D ¥ FeTPPS+QUIN
0-

T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800

[FeTPPS] 6 [MnTBAP] uM

Figura 11. Efecto de diferentes concentraciones de FeTPPS y MnTBAP
sobre la peroxidacién de lipidos inducida por QUIN (100uM), en
sinaptosomas. QUIN diferente de Control, p< 0.01. *p < 0.01 vs QUIN.
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8. DISCUSION

Los resultados del presente estudio nos indican que el FeTPPS tiene efectos protectores
contra la neurotoxicidad inducida por QUIN en el cuerpo estriado de la rata. Estos datos
concuerdan con la informacién del efecto protector del FeTPPS en otros modelos
experimentales como en inflamaciones agudas (Salvemini et al., 1998), en modelos
neurotoxicos inducidos por meta-anfetamina (Imam et al., 2000), en cultivos de neuronas
hipocampales expuestas a citocinas (Misko et al., 1998), entre otros. Son interesantes las
acciones observadas en los diferentes marcadores de neurotoxicidad inducida por QUIN,

implicando asi el amplio espectro de neuroprotecciéon mediada por el FeTPPS.

El FeTPPS es una metaloporfirina catalizadora de la descomposicién de ONOO'". Los
efectos excitotdxicos y oxidantes del QUIN estan documentados extensamente. El QUIN
es un agonista de receptores NMDA (Shwarcz et al., 1984; Stone, 1993) y es de caracter
excitotéxico ya que demuestra efectos toxicos en el sistema nervioso central. La potencia
oxidativa del QUIN, la susceptibilidad de acciones oxidativas sobre el cerebro y
antioxidantes y la habilidad que tiene de afectar sistemas antioxidantes enddgenos, esta
bien documentada (Rios y Santamaria, 1991; Stipek et al., 1997; Santamaria et al., 2001,
2003). Este hecho sugiere que una fraccion de la toxicidad de QUIN quiza sea
independiente de los receptores NMDA y esta fraccion dependa del hierro, ya que se

puede dar la formacién de un complejo de Fe-QUIN.

En este trabajo encontramos que el QUIN disminuye la actividad de SOD, aumenta la
actividad de la NOSc y la peroxidacion de lipidos; sin embargo al utilizar un compuesto
como el FeTPPS estos efectos se abaten. En el intento de explicar estos resultados,
puesto que el FeTPPS es un catalizador de ONOO’, postulamos tres posibles
mecanismos por los que posiblemente esté actuando: 1) que el FeTPPS es un catalizador
de amplio espectro, es decir que no sélo interviene en la descomposicién de ONOO’, sino
antes de que este se forme; 2) que el FeTPPS al estar catalizando la descompaosicion de
ONOO a nitrato, genere una cantidad menor de radicales libres como el radical hidroxilo y
de esta manera protege a las enzimas y son vulnerables al dafio oxidativo y 3) que el
FeTPPS esté forme un complejo con el QUIN y de esta manera esté impidiendo la

sobreactivacion de receptores NMDA, tal como lo muestra la figura 12.
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Figura 12. Posibles mecanismos por los que actla el FeTPPS

Estos resultados asi como sus posibles mecanismos sugieren realizar experimentos
adicionales para esclarecer cual es el mecanismo real por el cual el FeTPPS protege del
dafio inducido por QUIN. Sin embargo hay que tomar en cuenta, que parte del dafio
causado por QUIN se debe al peroxinitrito y esto lo podemos corroborar ya que la
utilizacion de un ensayo inmunohistoquimico de 3-nitrotirosina como biomarcador de la

presencia de ONOO' resulta positivo (Santiago-Lopez et al., 2004).

Nuestros resultados in vivo son de gran importancia ya que evidencian lo que esta
pasando a las dos horas de haber inyectado intraestriatalmente el QUIN, es decir antes
de que se desencadenen otro tipo de mecanismos.

Por otra parte también se demostré que tanto el MNTBAP como el FeTPPS mostraron
efecto protector desde la concentracion de 10 uM sobre la peroxidacion de lipidos
inducida por QUIN (100 uM) en los sinaptosomas de cerebro de rata lo cual nos indica la
potencia y efecto protector de estas porfirinas in vitro.
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9. RESUMEN DE RESULTADOS

5

S

El FeTPPS (10 mg/kg) disminuy6 la peroxidacion de lipidos inducida por
QUIN in vivo. Esto sugiere que parte del dafio causado por QUIN se debe a

la presencia de ONOO'".

El FeTPPS previno la disminucion de la actividad de SOD y el aumento de
la actividad de NOSc inducidos por QUIN.

El FeTPPS y el MNnTBAP atenuaron el dafio oxidativo inducido por el QUIN

en sinaptosomas de rata.

1. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el FeTPPS no sélo
protege debido a la descomposicion de peroxinitrito a nitrato, sino al bloqueo
de la activacion de las sintasas de Oxido nitrico y de la disminucion de la

actividad de superoxido dismutasa.
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11. PERSPECTIVAS

Se considera la necesidad de realizar estudios mas detallados para adquirir
un conocimiento mas profundo acerca de los mecanismos por los cuales el
FeTPPS ejerce su proteccion en el modelo de neurotoxicidad inducida por

QUIN, entre los cuales destacan:

Determinacion inmunohistoquimica de 3-nitrotirosina debido a que
actualmente es considerada como un biomarcador de especies reactivas de
nitrégeno.

Deteccion de niveles estriatales de acido y-aminobutirico (GABA) y
evaluacion de la conducta de rotacion, debido a que estos son parametros de

neurotoxicidad en el modelo de QUIN.
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