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RESUMEN

El estrés oxidativo ha sido implicado en el dafio neuronal ligado a la
Enfermedad de Alzheimer (EA). La toxicidad del péptido p-amiloide (BA), la
reduccién del metabolismo oxidativo de la glucosa y la disminucién de la
actividad oxidoreductora mitocondrial han sido factores asociados a la
generacion del estrés oxidativo en la EA. Sin embargo, la relacién entre la
neurotoxicidad del péptido PA, el desajuste del metabolismo energético
cerebral y el estrés oxidativo ain no ha sido totalmente esclarecida. La
toxicidad del péptido PA /n vivo no se conoce claramente, generando diversas
controversias al respecto. En estudios previos se ha demostrado que el
péptido pPA25-35 tiene efectos téxicos en las neuronas del hipocampo /1 vivo,
cuando éste es administrado durante un estado moderado de inhibicién
glucolitica 6 mitocondrial. En el presente trabajo se muestra que durante
condiciones energéticas deficientes, la toxicidad del PA genera estrés
oxidativo, ya que se incrementan los niveles de lipoperoxidacién cuando el
péptido PA es administrado en el hipocampo de ratas tratadas con
yododoacetato (inhibidor de la glicélisis). Tanto el dafio neuronal como la
lipoperoxidacidn son totalmente prevenidos por la vitamina E, y parcialmente
por el PBN (a-fenil-N-ter-butil nitrona), agentes antioxidantes. Estos
resultados sugieren la interaccién entre el estrés oxidativo, el desajuste del
metabolismo energético y la cascada de eventos neurotéxicos que ocurren en

la enfermedad de EA.



ENFERMEDAD DE ALZHEIMER, UNA PROBLEMATICA SOCIAL

A lo largo de la historia de la humanidad, el promedio de vida del hombre se
ha venido incrementando, una razén de este comportamiento esta dada por
los avances en la investigacion biomédica y su aplicacidn. El desarrollo de
vacunas, antibiéticos y tratamientos en la prevencién de enfermedades
vasculares son uno de los logros del dltimo siglo. Hacia 1900 el promedio de
vida en la poblacién de Estados Unidos era de 50 afios, ahora en este siglo el
promedio se ha incrementado hasta los 75 afios en hombres y 78 en mujeres.
En México, hacia el afio de 1930 el promedio de vida era de 34 afios, y para el
aifio 2003 era de 77 afios en mujeres y 72 afios en hombres. Sin embargo, el
promedio de longevidad se rige por factores sociales, geogrdficos vy
econdmicos. El incremento en la longevidad ha llevado a un problema de salud
en la poblacién mayor de 65 afios: la apariciéon de desérdenes mentales
caracteristicos del envejecimiento, como son la demencia senil y la
Enfermedad de Alzheimer (EA). La frecuencia de casos de demencia con un
componente patoldgico degenerativo ha ido en aumento. Hasta hace un siglo,
sélo eran casos esporddicos, pero ahora constituyen un problema de salud
publica, social y familiar. La EA es una enfermedad neurodegenerativa que
progresa lentamente, deteriorando la capacidad cognoscitiva de la persona y
menguando la independencia de valerse por si misma. Es un proceso de
evolucion lenta que puede durar varios afios, hasta que llega la muerte.
Conocer los mecanismos de muerte neuronal en esta patologia y los procesos
que en ella intervienen, permitiran desarrollar herramientas farmacoldgicas
que con lleven a mejorar la vida de las personas que la padecen. Es por ello
que constituye un problema muy importante para abordar. El disefio de

modelos experimentales en animales, permiten conocer mds sobre la etiologia



de la patologia. En el presente trabajo se abordaran 3 aspectos que se han
analizado individualmente, pero que estdn estrechamente relacionados y su
conjuncién puede agravar la patologia: 1) la deficiencia energética celular, 2)
la toxicidad del péptido B —Amiloide (BA), y 3) el dafio neuronal mediado por
estrés oxidativo.

Ante este (ltimo aspecto, analizaremos la eficiencia de agentes
antioxidantes como la vitamina E y el PBN (a-phenyl-N-tert-butil nitrona), en

la prevencidn del dafio oxidativo y de la muerte neuronal.
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INTRODUCCION

1.1 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER (EA)

La enfermedad de Alzheimer fue descrita por el neuropsiquiatra Alois Alzheimer, en
1907. Alzheimer describio el caso de August una mujer de 51 afios y las alteraciones
coghitivas bdsicas de esta enfermedad. La pérdida de memoria a corto plazo, el
deterioro para reconocer caras y personas, alucinaciones auditivas, estados de
delirio, que en un principio duran unas horas y después varios dias. Conforme avanza
la enfermedad las habilidades cognoscitivas se van deteriorando (Smith, 1996).

Fue en los afios 60°s con el trabajo de los neuropatdlogos Blessed, Thomlinson y
Roth, que se profundizo en las caracteristicas neuropatoldgicas, bioquimicas y clinicas
de la enfermedad (Selkoe Dennis J, 1994).

Las caracteristicas histopatoldgicas de la EA incluyen atrofia en corteza cerebral, en
el hipocampo, y otras estructuras del sistema limbico (principalmente las cortezas de
asociacion), asi como hinchamiento de los ventriculos laterales. A nivel celular, hay
pérdida neuronal y de terminales sindpticas, dafio en el citoesqueleto, y presencia de
placas neurofibrilares interneuronales con depdsitos extraneuronales de filamentos
amiloideos y un gran nimero de placas neuriticas (placas seniles).

Las placas neuriticas estdn compuestas por depdsitos de agregados insolubles de la
proteina B-amiloide (BA), compuestos por residuos que van de 39 a 43 en su forma
beta plegada, adquiriendo a lo largo del tiempo una forma de placa, denominadas
"placas amiloideas”. Estas placas también estdn presentes en individuos viejos
“normales”, pero en menor cantidad y complejidad. La densidad de las placas estd en
funcién directa con el deterioro cognoscitivo y el grado de la enfermedad que
presentan los pacientes.

La patogénesis de la EA es muy compleja, y ain mds heterogénea su etiologia, sin
embargo, se pueden identificas dos formas: a) Alzheimer esporddico y b) Alzheimer

1



hereditario, en cuyo caso el componente genético es un factor determinante (Eckert,
2003). Sin embargo, existe un factor comun, la presencia del péptido f—Amiloide (BA)
soluble, asociado con el papel de iniciador en la cascada de eventos que prenden las

sefales de neurodegeneracion finalizando en la muerte neuronal.

1.1.1. TOXICIDAD DEL PEPTIDO B-AMILOIDE (BA).

El BA es un péptido hidrofébico de 4kD denominado /A4 6 BA, el cual se ensambla
en fibrillas extracelulares. La neurotoxicidad del /A4 inicia por inducir la formacion
de placas neuritica, con destruccion del neuropilo, distrofia de neuritas, formacion de
blancos neurofibrilares y finalmente la muerte celular (Selkoe DJ , 1994).

El BA se forma a partir de la glicoproteina transmembranal, la proteina precursora
amiloide (PPA), con un peso de 110-130 kDA, que se encuentra codificada en el
cromosoma 21 (Sisodia y Price, 1992). La funcién de ésta proteina no es totalmente
conocida; se expresa en varios tipos celulares, incluyendo neuronas y glia, y participa
en diversos procesos: como la regulacion de la divisién celular, modulacion de la
adhesién y en el crecimiento celular (Hoyer, 1994). El rompimiento anormal de esta
proteina da lugar al péptido BA. Se han caracterizado cuatro distintos ARN
mensajeros que dan origen a cuatro isoformas de la proteina precursora amiloidea
(PPA).

En pacientes con EA se han localizado mutaciones en el cromosoma 21, en el gen
codificante de la PPA, siendo un factor directamente asociado a los casos
hereditarios de la patologia. Pacientes con sindrome de Down’s presentan 3 copias
del gene codificador de PPA, y muestran la sintomatologia de EA a edad promedio de
40 afios, con las mismas caracteristicas patoldgicas de los pacientes con EA, (Murrell

y col., 1991).



Los cromosomas 1 y 14 también se encuentran implicados en el Alzheimer. Existen
registros de una poblacién en Estados Unidos descendientes de una colonia alemana
que habitaba en el Volga, y todos ellos portan una mutacién en el cromosoma 1
relacionado con alteraciones en la PPA con alto riesgo de desarrollar la patologia. Se
han localizado cinco formas mutantes en el cromosoma 14 asociadas con EA,
denominadas S182, son formas similares a la mutante del cromosoma 1 STM2, sin que
hasta el momento se hayan descrito funciones bioldgicas para ellas. Sin embargo,
tanto las formas S182 como la STM2, estdn asociadas con el incremento de
amieloidosis y las proteinas alteradas se conocen como Presenilinas 1y 2 (Smith,
1996).

Otro de los factores hereditarios de riesgo lo constituye la Apolipoproteina E
(APOE), localizada en el cromosoma 19 conformada por tres alelos: el APEc2, APO<3 y
APOEz:4, siendo minimas las diferencias entre las isoformas (solamente posicion de
aminodcidos como la cisteina y la arginina); hasta el momento, el alelo de la APOE:4
ha sido identificado como factor de riesgo de EA esporddico 6 hereditario. Las
personas con resultados positivos a APOEc4 mayores de 68 afios, presentan un factor
de riesgo del 20 al 90% a desarrollar la enfermedad, dependiendo del nimero de

copias de APOEc4 (Smith, 1996). Ver Esquema 1.
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Esquema 1. Posible cascada de eventos en Alzheimer. La proteina PPA estd
insertada en la membrana neuronal o glial. El fragmento A4 mostrado con el
rectdngulo que cruza la membrana celular quedando la parte del amino terminal
hacia el espacio extracelular hacia donde es liberado. Tomado de Smith C. U.

M.

El péptido BA estd compuesto por una secuencia de 40 a 43 aminodcidos: de 11 a 15
aminodcidos conforman el dominio transmembranal y 28 aminodcidos se encuentran en
el dominio extracelular acoplado a la PPA (Esquema 2). La forma mds comin del

péptido PA contiene de 40 a 42 aminodcidos (PA 1-40 6 1-42), siendo el fragmento



25-35 quien posee las propiedades neurotdxicas y neurotroficas (Kowall y col., 1992;
Giovannelli y col., 1995). El fragmento 25-35 contiene el residuo de metionina 35, el
cual juega un papel critico en las propiedades pro-oxidativas del péptido (Butterfield
y Bush, 2004). La sustitucién del residuo de metionina 35 del péptido pA1-42 por
norleucina 35 6 por aspdrtico o glicina, anularon los efectos neurotéxicos y la
generacion de estrés oxidativo /n vitro (cultivos de hipocampo) e /n vivo (en una
mutante de Caenorhabditis elegans, donde se sobre expresé el péptido BA1-42). En
ambas preparaciones, el incremento de carbonilos inducido por el péptido BA1-42,
disminuyd y se observan niveles como en el control, cuando se aplicé BA modificado en

la metionina 35. (Yatiny col., 1999; Butterfield, 2002; 2004).

MEMBRANA
CELULAR

B-secretasa y-secretasa

(dominio
transmembranal)

ESQUEMA 2. Esquema del anclaje de la proteina precursora amiloidea (PPA) en la
membrana celular, el corte de la y-secretasa en el dominio transmembranal

produce el péptido PA, liberado al espacio extracelular.

El andlisis de la secuencia del péptido ha permitido su sintesis y su aplicacién en
diversos modelos experimentales: en células cultivadas 6 en modelos animales
(ratones transgénicos de la PPA), y analizar los mecanismos de la muerte celular en

esta enfermedad. Diversos estudios experimentales /n vitro han demostrado que el



péptido BA requiere de exposiciones prolongadas para generar los efectos téxicos. El
tiempo de agregacion del péptido y su composicion en nimero de aminodcidos, son
propiedades estrechamente relacionadas con la citoxicidad y la generacién de
radicales libres (Howlett, 1995; Monji 2001). Una condicién relevante del péptido es
la formacién de agregados insolubles, o que se combine con otros factores que
faciliten su accién téxica (Butterfield, 2002). Existen diversas controversias sobre
la toxicidad del péptido BA, en los modelos experimentales /n vivo. Algunos modelos
no han encontrado dafio neuronal, ain cuando el péptido BA es aplicado directamente
en las regiones cerebrales blanco de la patologia, como el hipocampo 6 la corteza
parietal (Emre y col., 1992). Hasta el momento los resultados sobre la toxicidad del
BA por si solo no son contundentes. Sapolsky y col. en 1992, encontraron que
solamente el 10% de animales presentaron lesion en la hoja dorsal del giro dentado
después aplicar el fragmento BA25-35 en el hipocampo. Sin embargo, si el péptido es
agregado hasta por 7 dias, los efectos neurotéxicos son evidentes, como lo
observaron Giovanelli y col. (1995) al administrar el péptido 25-35 6 el 1-40 en el

ndcleo basalis de la rata.

1.1.2 Estrés oxidativo asociado a la toxicidad del BA

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) en las estructuras cerebrales afectadas por
el EA, son generadas en los sitios de inflamacién y dafio neuronal. Las ERO, incluyendo
superéxido (O2'7), radicales hidroxilo (OH"), peréxido de hidrégeno (H202) y 6xido
nitrico (NO), son bioproductos fisioldgicos. Su funcién fisioldgica esta modulada por
la activacion de los mecanismos de defensa antioxidantes neuronales, o modulando
mensajes de transduccién (como el NO, identificado como segundo mensajero). El
cerebro cuenta con las herramientas bioquimicas para controlar y mantener el

balance entre la generacion de ERO y la activacion de los sistemas de



desintoxicacion. Sin embargo, bajo condiciones patoldgicas, la sobreproduccion de
ERO inducida por factores enddgenos o exdgenos sobrepasa la capacidad de las
defensas antioxidantes, generando un estado de estrés oxidativo (determinantes en
el control de estos productos). En concentraciones bajas, funcionan como sefiales
intermedias en la regulacién de la actividad celular normal, tales como el crecimiento
o en respuestas de adaptacion. Sin embargo, en altas concentraciones, los niveles de
ERO desencadenan cascadas de sefiales que inducen dafio y/o muerte celular.
En el cerebro, el estrés oxidativo contribuye al envejecimiento vascular, asociado con
los cambios estructurales del endotelio y los vasos sanguineos, reduciendo la
vasodilatacion y ocasionando el endurecimiento de las arterias. Esta disfuncion
endotelial provoca alteraciones en el equilibrio de vasorelajacion, factor
caracteristico de envejecimiento (Gjumrakch y col., 2002).
El estrés oxidativo ha sido implicado en diversas patologias del sistema nervioso,
incluyendo esclerosis amiotréfica lateral (EAL), desmielinizacién, enfermedad de
Huntington (EH), enfermedad de Parkinson (EP), isquemia cerebral, enfermedad
pridnica, y enfermedad de Alzheimer (EA). El dafio oxidativo a biomoléculas de las
células nerviosas puede tener diferentes blancos en cada patologia. En pacientes con
EA, existe una estrecha relacion entre el estado de oxidacion y el dafio cerebral,
aportdndose datos experimentales que refuerzan la importancia del estrés oxidativo
en la patogénesis de esta enfermedad (esquema 3).
Algunas de estas observaciones son:

a) Incremento de los niveles de oxidacion de dcidos nucleicos, proteinas y lipidos

en el cerebro de pacientes con EA (Behl y Moosmann, 2002; Butterfield, 2002)
b) Elevadas concentraciones de Fe (III) y Cu (II), en las placas amiloideas.
Ambos metales interactian con el péptido AR promoviendo su agregacién y

contribuyendo a la formacién de Hz0.. El incremento en los niveles de



radicales, esta asociado con la formacién de placas amiloideas (Huang y col.,
1999).

c) Aumento de depésitos intracelulares de productos terminales de la
glicosilacidn, los cuales se co-localizan en las marafias neurofibrilares junto con
la proteina TAU. Un posible papel de estos productos es su participacién en la
fosforilacion de la TAU, la forma insoluble de esta proteina constituye un
blanco neurofibrilares, afectando la estructura del citoesqueleto (Lith y col.
2005).

d) Induccién de estrés oxidativo celular por el péptido BA en modelos animales y
en cultivos neuronales (Butterfield, 2002).

En la patogénesis de la EA la alteracidn de los procesos proteoliticos del péptido

BA, incrementan su produccidn, la agregacién y la formacion de placas. Estudios /n

vitro, sugieren que la generacién de ERO por los agregados del BA o en su forma

soluble, inducen la lipoperoxidacion, dando como resultado la alteracion de
proteinas insertadas en la membrana, incluyendo las ATPasas Na'/K’, los
transportadores de glutamato y de glucosa, ocasionando un disturbio en la
homeostasis iénica y en el metabolismo energético, incrementando la generacién
de 4-Hidroxinonenal (HNE, producto de la lipoperoxidacién) y la lipoperoxidacién

(esquema 3, Mattson y col., 2002).

Un gran nimero de estudios y de evidencias indirectas han demostrado la presencia

de estrés oxidativo en los tejidos de los pacientes que padecen o padecieron la EA. El

incremento de productos de oxidacion de lipidos como los isoprostanos, han sido

detectados en orina, en sangre, en plasma y en el cerebro de los pacientes con EA, y

en modelos animales de ratones transgénicos que sobre expresan la proteina PAPP de

humano (Pratico, 2000, 2001). La acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ERO)

estdn directamente asociadas a la localizacion de las placas neuriticas (McLellan y col.

2003). La mutacion en PPA y en presenilina-1 estdn asociadas al incremento de los
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niveles de carbonilos, HNE y proteinas nitrosiladas, estos resultados fueron

observados en cultivos neuronales al péptido BA1-42 (Abdul y col, 2006).
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Esquema 3. Origen del estrés oxidativo en neuronas, durante el envejecimiento, eventos
incrementados durante el Alzheimer. Ejemplo de moléculas dafiadas por procesos mediados
por radicales libres. El principal origen de radicales de oxigeno es producido en la
mitocondria, generando el anion superdxido (Oz—") como producto de la fosforilacion
oxidativa. El superéxido es convertido a peroxido de hidrogeno (H.O;) por la accion de la
enzima manganeso superoxido dismutasa (MnSQO) y por la superéxido dismutasa cobre-zinc
(Cu/Zn-S0D). El peroxido es eliminado de la célula, al formar agua por la accién catalizada
por la catalasa y la glutatién peroxidasa (6SHp). Otra ruta que sigue el H,O; es dar origen
al radical hidroxilo (OH") que es formado por la reaccién de Fenton dependiente de Fe* o
de Cu®. El OH" es un potente inductor de la lipoperoxidacién (LPO) de los lipidos de la
membrana celular. Los radicales de oxigeno pueden ser generados por los influjos de Ca** via
la activacién del oxido nitrico sintetasa (NOS), produciendo dxido nitrico (NO), este puede
reaccionar con el superéxido, para formar peroxinitrito (ONOO"). Esta molécula puede
dafiar proteinas, lipidos y dcidos nucléicos. Productos como el 4-hidroxinonenal (4-HNE),
pueden modificar y alterar la funcién de proteinas insertadas en la membrana. Tomado y
modificado de Mattson y col. 2002.

Diversas evidencias atribuyen el papel central del PA en la patologia del Alzheimer

(Butterfield y col. 2001; Tkezu y col. 2003; Kanski y col. 2002), y a la generacion del



dafio oxidativo a las neuronas /n vitro (Kanski y col, 2002; Varadarajan y col. 2000),
asi como /n vivo (Drake y col. 2003; Varadarajan y col. 2000; Yatin y col. 1999).

En la cepa de ratones con envejecimiento acelerado (senescence-accelerated mouse,
SAMP8), que desarrollan déficit de aprendizaje y de la memoria desde los 12 meses
de la edad (Morley y col. 2002), tanto los niveles de la PPA, como del péptido BA
soluble en el hipocampo se encuentran incrementados (Kumar y col. 2000). Los
ratones viejos SAMP8 (de 24 meses de edad), presentan niveles muy elevados de
lipoperoxidacion (determinados por TBARS, sustancias reactivas al dcido
tiobarbitirico) y de la oxidacion de proteinas (carbonilos, un indice de la oxidacién de
proteinas) en el tejido cerebral (Farry col. 2003; Poon y col. 2004).

El tratamiento de estos ratones con el dcido a-lipoico (un antioxidante), disminuye los
niveles de carbonilos, de TBARS, y revierte el déficit de memoria (Farr y col. 2003;
Poon y col. 2004).

La administracién del oligonucledtidos antisentido dirigidos contra la regién del Ap en
el gene de la PPA en éstos ratones, disminuye los niveles del péptido BA soluble en el
cerebro (Kumary col. 2000), asi como los niveles de carbonilos, de lipoperoxidacion y
del déficit cognitivo (Poon 2004, 2005). Estos estudios apoyan la hipétesis del papel

que juega el estrés oxidativo en la patologia del Alzheimer.

1.1.3.Relacion entre el metabolismo cerebral, estrés oxidativo y EA

En los pacientes con EA se ha demostrado una marcada reduccién del flujo sanguineo
cerebral regionalizado, disminuyendo la oxigenacion cerebral y la funcién neuronal
(Hock y col. 1997). Existe una disminucion del metabolismo de la glucosa
especialmente en el I6bulo temporal y parietal, alteracion observada por tomografia

de emision de positrones en pacientes con alta probabilidad de padecer la

10



enfermedad. El decremento en la actividad metabélica ha sido observado a nivel de
subregiones celulares (como el aparato de Golgi). Los cambios en el metabolismo de la
glucosa correlacionan con las alteraciones del estado minimo mental, sugiriendo que el
deterioro clinico y el desbalance metabdlico estdn estrechamente relacionados
(Mielke y col. 1994).

En pacientes con demencias, la tasa del metabolismo cerebral presenta una
disminucién del 19 al 40%, con reduccion en la capacidad de utilizacién de la glucosa,
pero no del oxigeno. Este resultado correlaciona con la disminucion de algunas
enzimas que participan en la degradacién de la glucosa y en la formacion del ATP
(Hoyer, 1995). En microvasos sanguineos aislados de la corteza temporal de pacientes
con EA, Marcus y col. observaron disminucién del metabolismo de glucosa, sugiriendo
un déficit en el metabolismo energético cerebral de estos pacientes (Marcus y col.
1989).

Foster y colaboradores (1984), reportaron que el decremento en el metabolismo
cerebral puede preceder a la falla cognitiva, esto fue comprobado en sujetos
cognitivamente normales, pero con genotipo homocigoto para el alelo APOEe4 (factor
de riesgo para EA), los pacientes presentaron disminucion de la tasa metabdlica en la
region temporal (relacionada con el procesamiento cognitivo), pero un incremento en
el consumo de glucosa en la regién frontal. La reduccion regional del metabolismo de
glucosa cerebral y el estado de avance de la patologia, esta estrechamente
relacionada con la disfuncién neuropsicoldgica (Haxby y col. 1986, 1988). Esto sugiere
que antes que se desarrolle la enfermedad, se presenta un desorden hipometabdlico
regionalizado. En pacientes con Parkinson, que presentan estados de demencia, se
observa un acentuado decremento del metabolismo de glucosa especialmente en la
region temporo-parietal, similar a los pacientes con EA (Peppard y col. 1992).

Estas evidencias, sugieren que el mantenimiento del estado energético cerebral
constituye uno de los factores relevantes en los procesos de toxicidad y evolucién de
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la patologia. La alteracién de la via de transformacion de la glucosa o del metabolismo
oxidativo, pueden generar un estado energético vulnerable con circunstancias
propicias para facilitar la disfuncién de otros sistemas celulares, lo cual pone en
riesgo la viabilidad neuronal, facilitando el inicio de diversas cascadas que conlleven a

la muerte celular por excitoxicidad.

1.2.METABOLISMO ENERGETICO CEREBRAL

El sistema nervioso central tiene como fuente principal de energia a la glucosa, el
metabolismo de esta molécula constituye la parte esencial proveedora de energia
para la funcionalidad celular del cerebro. La glucosa se metaboliza a través de la
glicdlisis, produciendo piruvato, este producto puede tomar dos vias: la via aerdbica,
produciendo acetil-Coenzima A (acetil-CoA) y entrar al ciclo de los dcidos
tricarboxilicos 6 ciclo de Krebs, aportando los requerimientos necesarios para la
cadena respiratoria mitocondrial y generando finalmente 38 moléculas de ATP por
cada molécula de glucosa. En la via anaerdbica, el piruvato se transforma en lactato,
produciendo dnicamente 2 moléculas de ATP, lo cual es insuficiente para mantener
todas las funciones celulares. El cerebro obtiene la glucosa a través del flujo
sanguineo y cualquier alteracion en el mismo constituye un grave problema en el

funcionamiento cerebral (Bazan, 1992).
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Esquema 4. Homeostasis energética cerebral. La glucosa llega a través de los
capilares de donde es tfomada por las células nerviosas (neuronales o gliales), para
ser metabolizada por la via glucolitica. El piruvato como producto final de la
glucélisis es a su vez el recurso energético primordial del metabolismo de los
dcidos tricarboxilicos (TCA) que se desarrolla en la mitocondria. Tomado de
Bazan, 1992. Voet/Voet, 1995.



1.2.1.6LUCOLISIS

La glucosa se obtiene a partir de la descomposicion de polisacdridos ingeridos a
través de la dieta. El cerebro depende esencialmente de ésta molécula para generar
su propia energia, la glucdlisis es la via principal de degradacion de la glucosa, y este
proceso ocurre en el citosol. La glucosa es transportada a la célula, a través proteinas
acarreadoras especificas localizadas en la membrana celular (transportadores de
glucosa, esquema 4), es aqui cuando empieza su degradacién a través de la glucélisis
(esquema 5), para formar el piruvato que constituye la fuente esencial del ciclo de
Krebs de la cadena respiratoria. La formacién de ATP es esencial para la célula, de
ello depende el funcionamiento de las bombas ATPasas de Na'/K" para mantener la
homeostasis de los gradientes idnicos celulares y el equilibrio del potencial de
membrana.

La glucélisis se compone de 2 etapas, la primera que es la fase preparatoria y consta
de 4 reacciones que consumen 2 moléculas de ATP, aumentando la energia libre
contenida. En esta eftapa tiene como enzimas limitantes la hexocinasa y la
fosfofructocinasa-1, su modulacién depende del producto fructuosa 1,6-bifosfato, y
de los niveles de AMP y de ADP.

La segunda etapa es la fase de ganancia, en ella las moléculas de gliceraldehido 3-
fosfato son oxidadas y dan como resultado 2 moléculas de piruvato. La energia
liberada se recupera en 4 moléculas de ATP y 4 moléculas de NADH. Habiendo en
total una ganancia de solo 2 moléculas de ATP, ya se invirtieron 2 en la primera etapa.
En el primer paso de la etapa IT es donde la via puede ser interrumpida, por el
yodoacetato, ya que se une irreversiblemente a la gliceraldehido 3-fosfato

deshidrogenasa (GAPDH).

14



GLUCOLISIS Glucosa

AT
Mg =
hexocinasa (HC)
ADP

Glucosa-G-fosfato

I fosfoglucosa isomerasa

ETAPA Fructuosa-6-fosfato

ATP
S Mg
fosfofructuosa
ADP

Fructuosa-1,6-bifosfato

I aldolasa
GAP ___, DHAP

- +

5 Triosa-fosfato-isomerasa

P+ NAD- Gliceraldehido-3-fosfato |}
MAD + H* deshidrogenasa E

1,3-Bifosfoglicerato \

ATP yvodoacetato
fosfoglicerato cinasa
Ivig =+

ADP

J-Fosfoglicerato

fosfoglicerato mutasa

2-Fosfoglicerato

H
[ ]
n
H
[ ]
n
H
[ ]
n
H
H
n
:
:
n
:
enclasa i
H,0 Mg > :
H
n
:
:
n
:
[ ]
n
=
[ ]
n
=
[ ]
n
=
-

ETAPA I
Fosfoenaolpiruvato

ATP
K, hag 2
piruvato cinasa

ADP

Piruvato
I i N N N N N N M N EE N

ESQUEMA 5. GLUCOLISIS. La via de la glucélisis se divide en 2 etapas, la
primera es la fase de preparacion, donde se invierten 2 moléculas de ATP. En la
etapa II, la ganancia es de 4 moléculas de ATP. El yodoacetato interrumpe la
glucdlisis al inhibir a la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenada (6APDH).
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1.2.2.CICLO DE KREBS Y METABOLISMO MITOCONDRIAL

Las moléculas orgdnicas combustibles (carbohidratos, dcidos grasos y aminodcidos) se
oxidan para formar los grupos acetilo de la acetil-coenzima A (acetil-CoA), esta
molécula se incorpora al ciclo de los dcidos tricarboxilicos, que la degrada
enzimdticamente para formar dtomos de hidrdgeno ricos en energia y liberar COg,
que es el producto final de la oxidacién de estos combustibles. Los dtomos de
hidrégeno se separan dando protones (H") y electrones ricos en energia, los cuales
son transferidos a las moléculas tfransportadoras de los electrones (cadena
respiratoria) hasta reducirse y formar HO, durante este proceso la energia liberada
se conserva en forma de ATP, este proceso es denominado fosforilacion oxidativa.

La mitocondria es el organelo celular considerado como la fdbrica generadora de
energia, ya que en ella se encuentra toda la maquinaria para realizar la fosforilacidn
oxidativa.

El ciclo de Krebs consta de ocho etapas (Esquema 6), el piruvato (producto final de la
glucélisis) es el precursor inmediato de la acetil-CoA el cual es transportado a la
mitocondria a través de un cotransportador de piruvato-H" especifico, y es oxidado
por complejo enzimdtico de la piruvato deshidrogenasa. Los productos intermedios
formados en el ciclo de Krebs también son precursores para la sintesis de
aminodcidos. Al finalizar el ciclo, la oxidacion completa de cada molécula de glucosa
por esta ruta genera 38 moléculas de ATP, esto constituye la fuente mds importante
de energia en la célula.

La energia producida en las mitocondrias de las células nerviosas, tanto en las
neuronas como en la glia, se reparte en diferentes funciones: la primera se refiere al
mantenimiento homeostdtico celular, incluyendo el metabolismo de carbohidratos,
lipidos y dcidos nucleicos, con el cual se consume cerca de la mitad de energia. Otro

tanto de energia se invierte en mantener la funcion especializada, transmision,
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comunicacion y mantenimiento de las bombas ATPasas de Na'/K" que permiten regular
los gradientes idnicos celulares (Clarke y Sokoloff, 1999).

El ATP hidrolizado por esta funcion produce ADP causando una aceleracidn en la
fosforilacién oxidativa, promoviendo a su vez su consumo en la cadena respiratoria

(esquema 6).
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Esquema 6. El esquema muestra el metabolismo mitocondrial y el frasporte de
sustratos del ciclo de Krebs y la cadena respiratoria. Nicotinamida adenin
dinucleétido reducido (NADH); flavina adenin dinuceétido (FAD); flavina adenin
mononucleétido (FMN); proteina azufre-fierro (FeS); Coenzima Q (CoQ 6
ubiquinona); fosfatos inorgdnicos (Pi); (ATP) adenosin trifosfato (ATP); adenosin

difosfato (ADP); citocromo a, by ¢ (Cit a,b,c).
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1.3.ALTERACIONES METABOLICAS Y EA
1.3.1.6liceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y EA

Como se menciond anteriormente, la glucélisis es la fuente de producciéon del piruvato,
esta via metabdélica puede verse interrumpida al bloquear la ruta de la segunda etapa
(Esquema B), inhibiendo la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GADPH).
El dcido yodoacético tiene una accién directa sobre esta enzima, ya que se une
irreversiblemente a la cisteina del sitio activo, afectando la unién de la enzima por su
sustrato (el 1,3-difosfoglicerato), interrumpiendo asi la glucdlisis.

Se han encontrado diversas evidencias que asocian la disfuncién de la GAPDH con
algunas enfermedades neurodegenrativas. Burke y colaboradores (1996) reportaron
que la proteina Huntingtina (la cual estd involucrada con la enfermedad de
Huntington), en su extensién de poliglutaminas, se une a la GAPDH, produciendo la

inhibicion de la enzima.

En la EA, la GAPDH interactda con el dominio citopldsmico (fragmento C-terminal) de
la PPA (Schulze y col. 1993; Mazzola y Sirover, 2004), formando complejos proteicos
aberrantes que modifican la actividad de la enzima. La disminucion de la actividad
enzimdtica de la GAPDH ha sido reportada en la fraccién postnuclear y nuclear en
fibroblastos de pacientes con Huntington y Alzheimer (Mazzola y Sirover, 2003,
2004), afectando la produccién energética y produciendo un hipometabolismo,
caracteristico en el EA. La formacion del complejo GAPDH-RNA y la localizacion de
proteinas de alto peso molecular-GAPDH en la fraccién postnuclear, encontrado
exclusivamente en células de pacientes con EA, proveen la evidencia que existe en la
interaccion de la GAPDH con otras proteinas (Mazzola y Sirover, 2003).

Recientemente la atencion sobre la GAPDH nuclear y su papel en la enfermedades

neurodegenerativas, es de gran interés, ya que puede estar relacionada con
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desencadenar las sefiales de muerte apoptética, siendo un blanco selectivo en el
disefio de farmacos, como el Deprenyl en los pacientes con EA (Tsuchiya, 2004;

Mazzola y Sirover, 2004), retardando la evolucién de la enfermedad.

1.3.2.Disfuncion mitocondrial y EA.

La disfuncién mitocondrial y el dafio oxidativo han sido relacionados en la patogénesis
de diversas enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la EAL, el Parkinson, el
Huntington y el EA. Se ha propuesto que durante el envejecimiento y en las
enfermedades neurodegenerativas, incluyendo el EA; existen alteraciones
mitocondriales que pueden alterar la formacién de radicales libres e inducir la
interrupcion de la fosforilacion oxidativa, ocasionando un decremento de los niveles
de ATP (Shults y col., 1997).

Estudios recientes, sugieren que la deficiencia energética por alteracion del
metabolismo mitocondrial 6 glucolitico, genera un estado vulnerable cerebral que
facilita la toxicidad del péptido BA en el hipocampo de la rata (Arias y col, 2002). El
dafio neuronal es prevenido al suministrar piruvato infravenoso, previo a la
administracién del péptido BA, lo cual sugiere, que si las condiciones energéticas son
restablecidas, el tejido es capaz de mantener en buen funcionamiento la maquinaria
celular para amortiguar la cascada de toxicidad (Arias y col., 2002).

Recientemente se ha dado énfasis al estudio de las posibles alteraciones en el
metabolismo energético, particularmente el mitocondrial, como posible condicionante
de la muerte neuronal. Algunos estudios proveen datos de la disminucién de los
complejos enzimdticos mitocondriales, asi como glucoliticos en el tejido de pacientes
con EA, Parkinson 6 Huntington. En el tejido cerebral de pacientes con Alzheimer se

ha encontrado una disminucién de la actividad del complejo IV del transporte de
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electrones de la cadena mitocondrial (Parker y col. 1994), mientras que en pacientes
con Parkinson se ha encontrado una disminucién en la actividad del complejo I (Parker
y col. 1989; Shults y col. 1997), y de los complejos IT y III en pacientes con
Huntington (Browne y col. 1997). Ademds, muchas de las caracteristicas de la
enfermedad de Parkinson se mimetizan con la administracién del MPP" que es un
inhibidor reversible el complejo I,y a su vez, la administracién del 3-nitropropiénico
(3-NP), que inhibe irreversiblemente el complejo IT mitocondrial, reproduciendo
varias de las caracteristicas de la enfermedad de Huntington (Brouillet y col., 1999).
Aunque nho se conocen las causas del dafio mitocondrial asociado a estos desérdenes,
es posible que deriven del dafio oxidativo a lipidos, proteinas y ADN mitocondriales
causado por la acumulacién de ERO a lo largo de la vida del individuo. La acumulacion
de mutaciones o deleciones en el ADN mitocondrial inducida por la exposicion
continua a radicales libres, produciria errores en las proteinas codificadas por el
ADN mitocondrial afectando el transporte de electrones y la fosforilacién oxidativa.
A su vez, defectos en la cadena respiratoria darian lugar a una mayor produccién de
radicales libres mitocondriales produciéndose un circulo vicioso. Numerosos estudios
han demostrado la presencia de productos de oxidaciéon en tejido cerebral
proveniente de pacientes con la EA (Good y col., 1996; Smith y col., 1996), Huntington
(Browne y col., 1997) y Parkinson (Sdnchez y col., 1994). Ademds, en diversos modelos
in vitro se ha mostrado que el estrés oxidativo estd asociado a la muerte de tipo
apoptética (Ratan y col., 1994), la cual también se presenta en los tejidos de
pacientres con EA y ofras enfermedades neurodegenerativas (Stefanis y col., 1997).
Estas evidencias sugieren una estrecha relacion entre el envejecimiento, la disfuncion
mitocondrial, el estrés oxidativo y la neurodegeneracion, y favorecen la hipotesis del
estrés oxidativo, sino como agente causal de muerte en el sistema nervioso,
posiblemente como un factor condicionante o facilitador de la neurodegeneracion
(Lenaz, 1998; Beal, 1995).
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HIPOTESIS.

Si nivel energético es esencial para mantener el funcionamiento neuronal y regular la
formacidn de radicales libres generados por el péptido BA en el hipocampo; entonces,
si existe falla energética (glucolitica 6 mitocondrial), se incrementardn los niveles de
radicales libres y la toxicidad del BA.

¢Podrd este efecto ser prevenido por agentes antioxidantes?

OBJETIVO
> Analizar el papel que juega el metabolismo energético en la toxicidad del
BA25-35 y en la generacién de estrés oxidativo, valorando los niveles de
lipoperoxidacidn.

> Evaluar el efecto de los tratamientos con agentes antioxidantes: vitamina E (a-
tocoferol) y a-phenyl-N-tert-butil nitrona (PBN) sobre la lipoperoxidacién y la
muerte neuronal inducida por el péptido BA25-35 en el hipocampo de la rata.

Se desarrollardn dos modelos /n vivo de deficiencia energética:

1) inhibicion glucolitica, tratamiento con yodoacetato (inhibiendo la actividad de la
enzima GAPDH)

2) intoxicacion mitocondrial, por el tratamiento con el dcido 3-Nitropropidnico
(inhibidor irreversible de la enzima succinato deshidrogenada del complejo IT
mitocondrial).
3.1.0bjetivos particulares:

1) Analizar el efecto de los tratamientos crénicos con los inhibidores
metabdlicos, sobre los niveles de ATP, la actividad de las enzimas
Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenada (GAPDH) y succinato
deshidrogenada (SDH).
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2) Andlizar si el estado energético contribuye a la generacion del estrés
oxidativo, y si este incrementa en presencia del BA25-35. Determinando
los niveles de lipoperoxidacién por el método de TBARS.

3) Determinar si el tratamiento con la Vitamina E 6 PBN previenen el dafio

neuronal y la lipoperoxidacién.
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MATERIALES Y METODOS

4.1 _MODELOS EXPERIMENTALES
Para realizar el presente estudio utilizamos ratas macho de la cepa Wistar entre
250-320 gramos de peso corporal, los animales fueron obtenidos del bioterio del

Instituto de Fisiologia Celular.

4.1.1 Inhibicion glucolitica y toxicidad del péptido pA25-35

Para inhibir la glicdlisis, los animales fueron tratados durante 3 dias con una inyeccion
diaria de yodoacetato 15 mg/kg via intraperitoneal (i.p.) disuelto en buffer fosfatos
10 mM. Cuatro horas después de la Ultima dosis del yodoacetato, se realizé la
microinyeccion del péptido BA25-35 (1 ug/ul), en el giro dentado del hipocampo, con
un flujo de 0.5 pl/min, dejando un retardo de dos minutos al finalizar la inyeccion
para permitir la difusién del péptido.

Para realizar la cirugia, las ratas fueron anestesiadas con 2% de halotano en una
mezcla de 02-95%/C02-5%, manteniendo constante el flujo entre 1-1.5% de la
mezcla de carbdgeno. La microcirugia se realizd en un equipo estereotaxico,
utilizando las siguientes coordenadas: antero-posterior (AP) -3.6mm, lateral (L) 2.0
mm y profundidad (V) de -2.7 mm desde la dura madre, de acuerdo al atlas de
Paxinos y Watson (1986).

El péptido BA25-35 6 el péptido con secuencia revuelta (NHz-IMLKGNGASIG-
COOH, BA35-25), empleado como control de la especificidad téxica del BA25-35. Los
péptidos fueron microinyectados en el hipocampo de ratas intactas o tratadas con
yodoacetato. Los péptidos, fueron disueltos en H,O des-ionizada estéril, la solucién
fue almacenada a -20 °C y dos horas antes de su inyeccién se mantuvieron a

temperatura ambiente para facilitar su agregacion.
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4.1.1.2 Protocolo de agentes antioxidantes
Tratamiento con vitamina E (a-tocoferol)

Los animales fueron sometidos al tratamiento semi-crénico de vitamina E via
intfraperitoneal (i.p.) en dosis de 100 mg/kg por dia durante siete dias (diagrama 1).
Simultdneamente se trato un grupo de ratas con el vehiculo de la Vitamina E (aceite
de cdrtamo). Al quinto dia del tratamiento se inicio el protocolo del yodoacetato
(como previamente ya se describid). Al séptimo dia del tratamiento, la vitamina E fué
administrada una hora antes de la microinyeccién del BA25-35. Cuando la dosis de
vitamina E se incrementé a 200 mg/kg/dia, los animales fueron sometidos a 2
inyecciones diarias (de la solucién de 100 mg/kg), con un intervalo entre 8 y 12 horas.
Veinticuatro horas después de la administracién del BA25-35, los animales fueron
prefundidos por via intracardidca (para evaluar el dafio neuronal), o sacrificados por

decapitacion para el ensayo de lipoperoxidacion por el método de TBARS (diagrama

1).

Diagrama 1

Inyeccion Volimen
i i ipocampi de lesion
Yodoacetato 15 mg/kg (i.p.) intrahipocampica A
l Perfusién
(histologia)
4 h
Dosis1 2 3 BA 24h
T T T T T 1 1 g/ \
Dias 1 2 3 4 5 6 7 . . .,
pretratamiento Vitamina E (i.p.) Lipoperoxidacion

100 6 200 mg/kg (por dia)

IV.1.1.2.2. Tratamiento con PBN (a-phenyl-N-tert-butil nitrona)

En este protocolo las ratas fueron sometidas al fratamiento con yodoacetato
(descripcidn anterior), treinta minutos antes de la microinyeccién del péptido BA25-

35 se aplicé una dosis de 100 mg/kg de PBN i.p. 6 del vehiculo (DMSO al 50% en
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solucién salina, diagrama 2). En este protocolo se realizaron dos grupos
experimentales uno para determinar el dafio neurotéxico y en el otro para evaluar los

niveles de lipoperoxidacion por el método de TBARS (se describird mds adelante con

detalle).
Diagrama 2
Volimen ' _ '
Yodoacetato 15 mq/kq |nyeccién de lesién LIDODEI’OXIdaCIon
intrahipocampica A
Perfusion
(histoloaia)
4
24
Dias 1 2 3 h BA —h—f
1 M
ua/ul

PBN
100 ma/ka (i.n)

4.1.2.Inhibicion mitocondrial y toxicidad del péptido BA25-35

Los animales fueron tratados con una toxina mitocondrial, el dcido 3-nitropropidnico
(3-NP), el cual inhibe irreversiblemente a la enzima succinato deshidrogenasa
impidiendo la funcionalidad del complejo IT de la cadena del transporte de electrones
mitocondrial. En este protocolo las ratas fueron tratadas con 15 mg/kg/dia i.p. de 3-
NP (disuelto en buffer fosfatos 10 mM y ajustado a pH 7.0-7.5 con NaOH) durante
dos dias. Cuatro horas después de la segunda administracion del 3-NP se inyectd el
péptido BA25-35 0 el péptido de secuencia revuelta BA35-25 como ya se describié
anteriormente. El tratamiento con vitamina E 100 mg/kg/dia (diagrama 3) fue
realizado igual que para el yodoacetato. El dafio neurotéxico 6 la lipoperoxidacion
inducida por el péptido BA25-35 fue evaluado veinticuatro horas después de la

inyeccidn intracerebral.
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Diagrama 3 Inyeccién

3-NP 15 mg/kg (i.p.) intrahipocampica

‘ 4 h después 24 h

! 2 P > PA » Perfusion
I I I I I I I 1 pg/pl (ﬂfg%ﬁgd':'

Dias 1 2 3 4 5 6 7 Nissl)
pretratamiento Vitamina E i.p.
100 mg/kg (por dia) /
VolUimen

de
lesion

4.2 Histologia y volumen de lesion

Veinticuatro horas después de la inyeccion intrahipocdmpica del péptido BA25-35 6
del péptido inactivo BA35-25, las ratas fueron anestesiadas con una sobre dosis de
pentobarbital sédico y perfundidas por via cardiaca con 200-250 ml de solucidn salina
(NaCl 0.9%), seguido de 200 ml de formaldehido al 5% en buffer de fosfatos de
sodio 0.1 M pH 7.4. Los cerebros fueron removidos y preservados por una noche en
el fijador, posteriormente transferidos a un gradiente de sacarosa del 20 y 30% en
buffer fosfatos 0.1 M (24 y 48 horas respectivamente). Los cerebros fueron
congelados, cortados en criostato en secciones coronales de 40 um y posteriormente
tefiidos con violeta de cresilo (tincién de Nissl).

Todos los cortes de cada cerebro fueron examinados bajo microscopio dptico,
seleccionando todas las Idminas con dafio neuronal. El dafio fue considerado cuando se
observaron nlcleos pignéticos en la hoja dorsal y ocasionalmente en la hoja ventral
del giro dentado del hipocampo. El drea dafiada fue manualmente delimitada y
cuantificada con un analizador de imdgenes (NIH, Macintosh 1.6). El volumen de la
lesién fue calculado considerando la sumatoria total de las dreas de todos los cortes
por 40 um (grosor de cada corte), desde la primera y hasta la dltima seccion dafiada,

aplicando la siguiente formula:
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Volumen de lesién (mm?®) = ¥ drea (del # total de cortes ) * 40 um
Los resultados estdn expresados en mm?, graficando el promedio + error estdndar de
cada grupo experimental.
Para el andlisis estadistico se aplicé una anova seguida de una prueba post-hoc de

Fisher de comparacién mdltiple.

4 .3 Actividad de la GAPDH.

Los animales que recibieron el tratamiento con yodoacetato (15mg/kg) o el vehiculo,
durante 3 dias, fueron sacrificados por decapitacion 4 horas después de la dltima
dosis, los cerebros fueron removidos y el hipocampo fue disectado. La actividad de la
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (6APDH) fue determinada por el método
reportado por Ikemoto (2003), con modificaciones menores. Los tejidos fueron
homogenizados en una proporcién 1:10 voldmenes de buffer Tris-HCI 0.1 mM pH 8.5y
la actividad de la enzima se determind en 1 ml de la mezcla de reaccién, conteniendo:
(en concentracion mM) 1.7 arsenate de sodio, 20 fluorida de sodio, 1.0 NAD" y 5 de
KH2PO4. La reaccion fue iniciada al agregar 1.0 mM del gliceraldehido-3-fosfato (el
sustrato). La actividad enzimdtica se evalué por espectrofotometria a 340 nm
durante los primeros 30 segundos (durante la fase lineal), determinando la formacion
de NADH. El coeficiente de extincién de 2.07 del NAD" fué empleado para calcular la
formacién de NADH. Los datos estdn expresados como pmol NADH/min/mg proteina.

Los valores representan el promedio + error estandar.

4.4 Actividad de la SDH
La determinacién de la enzima succinato deshidrogenasa (SDH), se realizo por el

método de histoquimico en cortes de tejido cerebral en presencia de succinato
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(sustrato de la enzima) y azul de tretrasoliom (NBT, aceptor de electrones). La
densidad dptica de la coloracién azul-obscuro producida por la formacién de la sal de
formazan, fue cuantificada para determinar la actividad de la enzima (Brouillet y col.,
1998; Massieu y col., 2001). Cuatro horas después de la Ultima inyeccion del 3-NP (15
mg/kg) o del vehiculo, los animales fueron sacrificados por sobredosis de
pentobarbital y perfundidos por via intracardiaca con 100 ml de solucién salina (0.9%)
fria, seguida de buffer de fosfatos-salina conteniendo 10% de glicerol (PBS-glicerol).
Los cerebros fueron removidos y congelados en isopentano, e inmediatamente
después cortados por congelacién a -20 °C. Se extrajeron secciones de 16 pym las
cuales fueron montadas en portaobjetos. Los cortes fueron almacenados a -20 °C,
por 2 dias. Las secciones se incubaron a 37 °C durante 10 minutos con PBS,
posteriormente se agregaron 100 pl de la mezcla de reaccién a 4 °C, conteniendo:
NBT 0.3 mM, buffer fosfatos 0.05 mM pH 7.6, succinato de sodio 0.05 mM. La
reaccion fué iniciada al transferir las ldminas a una cdmara himeda e incubadas por
30 minutos en la oscuridad a 37 °C, terminada esta incubacidn, los cortes fueron
lavados durante 5 min con PBS y sumergidos por unos segundos en agua destilada a
temperatura ambiente. La coloracién azul fue cuantificada por densidad dptica en un
analizador de imdgenes (NIH, Macintosh 1.6). La reaccion no especifica fue evaluada
en secciones en las cuales se omitié el succinato en la mezcla de reaccion. Los datos

estdn expresados en valores porcentuales con respecto al control.

4.5 Determinacion de ATP

Los niveles de ATP fueron determinados en homogenados de hipocampo, por el
método luminométrico, empleando la técnica de luciferin-luciferasa (kit de Molecular
Probe). La reaccion fué monitoreada durante 45 segundos en un luminémetro

(Massieu y col., 2003). Cuatro horas después de la Ultima dosis del tratamiento con 3-
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NP o con yodoacetato, los animales fueron anestesiados con halotano al 4% en un
estereotdxico, el hueso del cerebro fué expuesto y congelado por aplicacion de
nitrégeno liquido en forma directa, durante 3-5 minutos, hasta haberse congelado el
tallo cerebral (Delaney y Geiger, 1996). Los cerebros fueron removidos y
permanecieron durante 10 minutos en nitrégeno liquido, inmediatamente después
fueron almacenados a -70 °C. El hipocampo fue disectado en hielo seco a 4°C,
homogenizado en dcido perclorico a 0.8M (10 ul/mg de tejido congelado), el
homogenado se centrifugé a 10,000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se recuperdé el
sobrenadante y se heutralizé con una solucién de K2CO3 2M (9% del volimen total),
centrifugado y almacenado a 4°C por 24 horas (Matthews y col., 1997). Las muestras
fueron diluidas en un factor de 8 con agua desionizada, para la determinacién de ATP
se emplearon 500 pl finales, 200 ul de la muestra (diluida) y 300 pl de la mezcla de
reaccion (luciferin-luciferasa). EI ATP fué determinado durante 20 segundos,
tomando el valor del pico durante los 5 segundos después de agregar la mezcla de
reaccion.

La concentracion de ATP en cada muestra se calculé con una curva del nucleétido (de
6.5-125 pmol de ATP). Los datos son expresados en pmol/pg por gramo de tejido

congelado. Los valores representan el promedio + error estdndar.

4.6 .Lipoperoxidacion

Para evaluar el dafio oxidativo generado por el péptido A25-35, realizamos el ensayo
del TBARS (sustancias reactivas al dcido tiobarbitirico) de acuerdo a la descripcion
de Gluck y col. 2000. Esta técnica estd basada en la formacién de malondialdehido
(MDA) por la oxidacidn de lipidos.

Veinticuatro horas después de la inyeccidon intrahipocdmpica del BA25-35, los

animales fueron decapitados, disecando el hipocampo ipsi y contralateral. El tejido
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fue homogenizado en 500 pl de KCl 1.15%-Azida de sodio 0.4 mM e incubado a 37°C
durante 15 min, se agregaron 500 pul de dcido tricloracético al 20% (para precipitar
proteinas), se centrifugé a 14,000 g durante 10 min a 4°C . Se recuperé el
sobrenadante y se agregaron 500 pl de dcido tiobarbitdrico al 0.8%, la mezcla se
incubé durante 20 min a 50 °C. La reaccién fue determinada por espectrofotometria
a una absorbancia de 532 nm. Los datos fueron calculados con una curva de acetal
dimetil-Malondialdehido-bis y expresados en nmolas TBARS/mg proteina.
La concentracion de la proteina total del homogenado fue determinado por el método
de Bradford (1976).
En el hipocampo del hemisferio contralateral al inyectado, se evalué la
lipoperoxidacidn inducida por el tratamiento sistémico de: a) buffer fosfatos (en los
controles), b) yodoacetato, c) 3-NP, d) pretratamiento con vitamina E y e)
tratamiento con PBN. Esta evaluacion también fue realizada en otras estructuras
cerebrales como: el cuerpo estriado y la corteza cerebral.
1.  Los datos estdn expresados en nmolas de TBARS/mg proteina (promedio + error
estdndar). Para el andlisis estadistico se aplicé un andlisis de anova de

comparacién multiple seguida de una prueba post-hoc de Fisher.
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RESULTADOS
5.1.DANO NEURONAL

5.1.1.Toxicidad del péptido A25-35 en la inhibicion glucolitica.

La administracién del péptido BA25-35 en el giro dentado del hipocampo en animales
intactos, produce un dafio minimo. La lesién se circunscribe alrededor del tracto de la
aguja de inyeccién (0.012 mm®, Fig. 1A y Fig. 2). La secuencia inactiva (péptido PA35-
25) presento un dafio menor que el péptido BA25-35, sin embargo, no hubo diferencia
estadistica en el dafio de ambos péptidos (0.007 mm3, Fig. 2). Cuando el péptido
BA25-35 fue administrado en el hipocampo de las ratas con deficiencia glucolitica, el
dafio en el giro dentado incremento mds de 6.5 veces (078 mm3, Fig. 1C, Fig. 2),
mientras que el BA35-25 no mostré ningln efecto téxico (Fig. 1B y Fig. 2).

Como se menciond en la introduccion, el yodoacetato inhibe directamente a la enzima
gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH). Teniendo presente esta
observacion, se determiné la actividad de esta enzima en el hipocampo de los animales
tratados con yodoacetato (Tkemoto, y col 2003), encontrando una inhibicién del 52%
de la GAPDH (Tabla 1), de 0.128 en el control a 0.061 pmol de NADH/min/mg
proteina en ratas tratadas con IOA, cuatro horas después de la dltima dosis (tiempo
en el que se aplica el BA25-35). La GAPDH permanece inhibida en un 35% después de
24 horas de concluido el tratamiento, momento en el que se evalda el dafio neuronal y

la lipoperoxidacion.
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TABLA 1. Actividad de GAPDH y SDH, niveles de ATP en el hipocampo
de ratas tratadas con los inhibidores metabdlicos.

CONTROL YODOACETATO 3-NP
Actividad GAPDH
(nmol of NADH/min/mg proteina) 0.128 + 0.02 0.061 * 0.01* -
Actividad SDH (% of control) 1000 + 6717 - 43.43 * 6.29*
ATP (pmol/ug peso de tejido congelado) 2.810 + 0.26 2330 + 042 2790 * 0.61

Actividad de las enzimas gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (6APDH), y de
la succinato deshidrogenasa (SDH). La actividad de ambas enzimas asi como los
niveles de ATP, fueron determinados en el hipocampo de las ratas sacrificadas 4
horas después de la dltima administracion de TOA 6 3-NP. Los niveles de glucosa
fueron determinados 30 minutos antes y después de la primera y de la dltima
administracién de cada inhibidor metabdlico. * p < 0.05 respecto al control.

5.1.1.2 Efecto de agentes antioxidantes y dafio neuronal.

El pretratamiento de siete dias con la vitamina E 100 mg/kg/dia resulté muy
eficiente en la prevencién del dafio inducido por el BA25-35, disminuyéndolo en un
65%, de 0.078 mm3 a 0.028 mm* (Fig. 1E y Fig. 2). Esta proteccién fue mayor cuando
los animales recibieron 200 mg/kg/dia (Fig. 1IF y Fig. 2), en este caso el dafio fue
prevenido al 90%, de 0.078 mm® a 0.028 mm?®, lesién adin menor que la producida
dnicamente por el BA25-35. La proteccion del dafio heuronal por una sola aplicacion

de PBN 100 mg/kg, fue del 57% de 0.078 mm® a 0.034 mm* (Fig. 1D y Fig. 2).
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Figura 1. Microfotografias representativas del efecto protector de la vitamina E y del
PBN sobre el dafio inducido por el péptido Ap25-35 en el hipocampo, en ratas tratadas
crénicamente con yodoacetato (IOA).

Las ratas recibieron 15 mg/kg/dia de yodoacetato o del vehiculo (buffer fosfatos 10 mM)
durante 3 dias. Cuatro horas después de la Ultima dosis se administro 1ug/ul del péptido
pA25-35 o del péptido inactivo en giro dentado del hipocampo. En el caso de los animales
tratados con PBN, estos recibieron una sola inyeccidn i.p. de 100 mg/kg, 30 min antes del
péptido Ap.

Los animales sometidos al tratamiento con vitamina E, recibieron dosis diarias de 100 6
200 mg/kg/dia por 7 dias, previo a la microinyeccién del péptido Ap.

(A) Efecto neurotdxico del péptido pA25-35 en animales control, (B) muestra el efecto de
la secuencia inactiva (péptido PA35-25) en animales tratados con yodoacetato, (C)
muestra la lesién inducida por el péptido pA25-35 en animales tratados con yodoacetato,
(D) muestra el efecto de proteccion del tratamiento con PBN en animales tratados con
yodoacetato y el pA25-35. En E y F se muestra la reduccion del dafio generado por el
péptido PA25-35 en los animales tratados con yodoacetato y vitamina E 100 o 200 mg/kg
(respectivamente). Barra de escala = 200 pym (A-E) y 500 pm en F. Las flechas indican la
extension de la lesidn.
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Figura 2. La grdfica muestra el volumen de lesion en el giro dentado del
hipocampo, inducido por el péptido Ap25-35 en ratas tratadas con el inhibidor
glucolitico (yodoacetato) y los diferentes tratamientos con antioxidantes. Los
animales tratados con PBN recibieron una sola dosis i.p. de 100 mg/kg 30 minutos
antes del péptido PA. En los grupos tratados con vitamina E, los animales
recibieron 100 o 200 mg/kg/dia durante 7 dias antes del péptido pA25-35.

En cada grupo se representa el valor promedio + error estdndar de 5-8 animales. a
= p<0.05 con respecto al péptido BA (tratamiento con el vehiculo ip.), b = p<0.05
con respecto al grupo tratado con yodoacetato + péptido BA.
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5.1.2.Toxicidad del péptido BA25-35 y deficiencia mitocondrial.

En estudios previos hemos reportado que la actividad de la SDH disminuye un 40%
cuatro horas después de la dltima administracion, en el cuerpo estriado de los
animales tratados con 3-NP (20 mg/kg) durante 2 dias (Massieu y col., 2001). Esta
inhibicidn no induce alteraciones morfoldgicas neuronales aparentes y se presenta en
el 75% de los animales. Sin embargo, el 25% restante, presenta signos clinicos
(postratamiento). Las ratas presentan una distonia severa ventral y de las
extremidades, con rigidez en la fase aguda. Se observa el dafio morfoldgico bilateral
y muerte neuronal tanto en el estriado como en el hipocampo. En el presente trabajo,
encontramos que la inhibicién de la SDH en el hipocampo es del 57% (cuatro horas
después de la segunda dosis del 3-NP) al momento de aplicar el péptido BA25-35
(Tabla 1),

Cuando las ratas manifestaron alteraciones conductuales inducidas por el 3-NP (ratas
postradas, 25% del grupo), el tejido fue procesado para el ensayo de
lipoperoxidacidn, 2 6 3 horas después de la aparicion de los signos conductuales, ya
que pasado este periodo los animales mueren. El 75% restante de los animales
tratados con 3-NP, aun cuando la capacidad mitocondrial estd abatida y la enzima
SDH se encuentra inhibida por debajo del 50% (Tabla 1), no existen manifestaciones
conductuales, ni alteraciones morfoldgicas en el tejido cerebral.

En la deficiencia metabélica mitocondrial en las rata tratadas con 3-NP, la toxicidad
del BA25-35 se potencié e incrementé la lesién en 3 veces el volumen de lesidn de
0.014 a 0.046 mm?>, (Fig. 3B, 3D). Mientras que el péptido BA35-25 no produjo ningdn
efecto téxico en esta condicién (0.003 mm?, Fig. 3A, 3D).

Los efectos toxicos del BA25-35 en el giro dentado de los animales con deficiencia
mitocondrial, fueron prevenidos por el pretratamiento con vitamina E 100 mg/kg/dia,

disminuyendo el dafio en un 50%, de 0.046 a 0.019 mm?> (Fig. 3¢, 3D).
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Figura 3. Microfotografias representativas del efecto protector de la vitamina E sobre el
dafio inducido por el péptido pPA25-35 o del péptido PA35-25 en el hipocampo, en ratas
tratadas con 3-NP. Los animales fueron tratados durante 2 dias con 3-NP (15 mg/kg/dia
i.p.), cuatro horas después de la segunda dosis, recibieron una microinyeccién de 1 pg/pl del
péptido PA25-35 o del péptido inactivo en el giro dentado del hipocampo. El grupo de
vitamina E recibié durante 7 dias una dosis i.p. diaria de 100 mg/kg previo a la aplicacién del
péptido PA. (A) muestra la inyeccién del péptido pA35-25 en animales tratados con 3-NP, (B)
muestra el dafio neuronal inducido por el péptido pA25-35 en animales tratados con 3-NP, (C)
muestra la proteccion del tratamiento con vitamina E en presencia de 3-NP + el péptido
PA25-35. La grdfica (D), muestra el volumen de lesién (mm?) con los diferentes tratamientos.
Las flechas indican la extensién de la lesién. Barra de escala = 200 pm. Cada grupo
representa el valor promedio + error estdndar de 5 a 10 animales.

a = p<0.05 con respecto al péptido BA, b = p<0.05 con respecto al grupo con 3-NP + péptido
BA.
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5.2.LIPOPEROXIDACION
5.2.1.Efecto de la inhibicion glucolitica y del péptido BA25-35.

El estado de lipoperoxidacién en el hipocampo evaluado por el método de TBARS,
veinticuatro horas después del tratamiento con yodoacetato, presenta un incremento
del 26% con respecto al control (0.189 + 0.019, 0.149 + 0.011), valores
estadisticamente no significativo. Niveles muy semejantes fueron inducidos
dnicamente por el BA25-35 (0.177 + 0.021, Fig. 4). Sin embargo, la combinacién de la
deficiencia energética y el agente téxico, incremento los niveles de lipoperoxidacion
en un 56% con respecto al control (0.233 + 0.17, p<0.0011) y de 32% con respecto al
BA25-35 (p<0.02), Fig. 4.

5.2.1.2.Efecto del tratamiento con antioxidantes.

La dosis Unica de PBN 100 mg/kg disminuyé discretamente los niveles de TBARS
producida por el BA25-35 y la deficiencia glucolitica (0.198 + 0.013 vs 0.233 + .017,
Fig. 4), sin efecto sobre el tratamiento sistémico del yodoacetato (0.175 + 0.018 vs
0.189 + 0.019). En ningln caso encontramos diferencias estadisticamente

significativas del fratamiento con este antioxidante.

Contrario a los efectos del PBN, el tratamiento con vitamina E 100 mg/kg previene
totalmente la lipoperoxidacion producida por el péptido BA25-35 en el hipocampo en
estado de deficiencia glucolitica (0.140 + 0.013 vs 0.215 + 0.021, p<0.017), e incluso
mejora el estado de oxidacion producido Unicamente por el tratamiento del

yodoacetato, disminuyendo los niveles por debajo del control (Fig. 4).
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Figura 4. Ensayo de TBARS en hipocampo en animales tratados con yodoacetato.
Efecto de la administracién intrahipocampal del PA en animales con deficiencia
glucolitica (tratados con yodoacetato). La lipoperoxidacién se determiné 24 horas
después del la inyeccién del péptido pPA25-35. El péptido PA incrementa los
niveles de TBARS, siendo mayor este incremento en estado de deficiencia
glucolitica. El incremento en la lipoperoxidacién fue eficientemente prevenido por
vitamina E (100 mg/kg/dia, pretratamiento de 7 dias), pero no por el PBN (100
mg/kg, aplicado 30 min antes del pA).

El tratamiento sistémico de vitamina E evita la lipoperoxidacién del tejido
cerebral a valores alin menores de los niveles control y previene los efectos del
péptido PA.

a = p < 0.005 respecto al control, b = p < 0.05 respecto al pA + yodoacetato, ¢ = p <
0.05 respecto tratamiento sistémico del yodoacetato.

Los resultados muestran el promedio de 5 a 9 datos + error estdndar.
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5.2.2.1. Efecto del tratamiento sistémico de yodoacetato y antioxidantes en
estriado y corteza cerebral.

Al igual que en hipocampo, el estriado y la corteza cerebral, muestran incremento en
la lipoperoxidacién por efecto de la inhibicion glucolitica (del 35 y 45%,
respectivamente), aunque la diferencia estadistica solo se encontrd en la corteza
cerebral. Como ya se describio anteriormente, el tratamiento sistémico con el
atrapador de radicales libres (PBN), no tuvo efecto sobre la lipoperoxidacion (Fig. B).
Sin embargo, la vitamina E disminuyd el dafio oxidativo generado por el tratamiento
sistémico del yodoacetato, tanto en estriado como en la corteza cerebral,

manteniendo los niveles de lipoperoxidacién igual que el control (Fig. 5).
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Figura 5. Ensayo de TBARS en homogenados de estriado y corteza parietal.
La lipoperoxidacon se determiné entre 26 y 28 horas después la Ultima inyeccion de
yodoacetato. El tratamiento sistémico del yodoacetato (15 mg/kg/dia durante 3 dias),
induce un pequeiio incremento en la lipoperoxidacién con respecto al control, tanto en el
estriado como en la corteza. El incremento en los niveles de TBARS fue
estadisticamente significativo solo en la corteza. El pretratamiento con vitamina E (100
mg/kg/dia, durante 7 dias) evita la lipoperoxidaciéon producida por el tratamiento
sistémico del yodoacetato, en ambas estructuras. Sin embargo, el PBN (100 mg/kg) no
tuvo efecto.
a = p<0.005 respecto al control. Los resultados muestran el promedio de 5 a 9
datos + error estandar, valores expresados en nmolas TBARS/mg de proteina.
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5.2.2.Efecto de la inhibicion mitocondrial y del péptido fA25-35.

Contrario a los efectos producidos por el BA25-35 cuando el estado energético es
vulnerado por la inhibicién de la via glucolitica, el tratamiento con el 3-NP, presento
un discreto incremento (no significativo) de la lipoperoxidacion en presencia del
péptido BA25-35 (Fig. 6). Al parecer la alteracion mitocondrial requiere de un
estimulo mds severo, como sucede en las ratas postradas. Las cuales presentan tanto
signos conductuales como dafio neuronal bilateral en el estriado y en el hipocampo
(Massieu y col., 2001). El dafio oxidativo en el hipocampo de éstos animales
incrementé el 78% con respecto al control y 57% con respecto a los animales
tratados con 3-NP que no manifestaron alteraciones conductuales.

La lipoperoxidacién en el estriado y en la corteza de las ratas postradas, incremento
en ambas estructuras. En el estriado incrementé de 0.13 + 0.02 (controles) a 0.41 +
0.043 (ratas postradas) y en la corteza de 0.12 + 0.025 (controles) a 0.23 + 0.046
nmolas TBARS/mg de proteina (ratas postradas). Los incrementos de
lipoperoxidacién en estas estructuras, fueron mayores que en hipocampo,
posiblemente estos incrementos se deben a que tanto la corteza como el estriado son

estructuras blanco de la toxina mitocondrial y son mds vulnerables al 3-NP.
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Figura 6. Ensayo de TBARS en hipocampo de ratas tratadas con 3-NP.

Efecto de la administracién intrahipocampal del péptido pPA25-35 en animales con
deficiencia mitocondrial (tfratados con 3-NP). La lipoperoxidacdon se determing 24
horas después del la microinyeccion del péptido PA. Los niveles de TBARS no se
modificaron en presencia del péptido PA, solo induce un ligero incremento de los
niveles de TBARS en los animales tratados con 3-NP (estadisticamente no
significativo). Unicamente en los animales tratados con 3-NP que presentaron
alteraciones conductuales (ratas postradas), los niveles de TBARS incrementaron
en 78% con respecto al control y en 58% con respecto a los animales sin
manifestacién conductual.

a = p<0.001 con referencia al control, b = p<0.01 con referencia a 3-NP sistémico
(sin conducta).

Los resultados muestran el promedio de 5-9 datos + error estdndar, valores
expresados en nmolas TBARS/mg de proteina.
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DISCUSION

El péptido 25-35 por si mismo, no genera dafio heuronal en el hipocampo de la rata,
como lo demostraron Arias y col (2002), sin embargo la inhibicion metabdlica genera
un estado vulnerable del tejido cerebral a la toxicidad de diversos agentes,
incluyendo el péptido BA25-35 6 el glutamato como lo reportado en un trabajo previo
(Arias y col., 2002; Massieu y col.,, 2000), la administracién de piruvato para
abastecer el metabolismo mitocondrial en presencia de yodoacetato, puede
posiblemente restablecer las condiciones energéticas y de prevenir el dafio neuronal
inducido por el péptido A25-35.

El tratamiento con 3-NP, por si mismo no generé un incremento en la lipoperoxidacion,
sugiriendo que la inhibicion del metabolismo energético mitocondrial en este modelo,
no es suficiente para inducir una condiciéon de estrés oxidativo. El incremento de
lipoperoxidacién fue observado Unicamente en los animales que mostraron alteracion
conductual que de acuerdo a estudios previos (Massieu y col., 2003), muestran dafio
neuronal y presentan dafio morfoldgico en el estriado y el hipocampo (Kim y col. 2000;
Kim y Chang, 2002), sugiriendo una relacion entre el estrés oxidativo y un severo
desacoplamiento de la funcién mitocondrial. Sin embargo, el pequefio incremento en la
lipoperoxidacidn que se observé en presencia del BA25-35, y la prevencion del dafio
neuronal por el pretratamiento con vitamina E, sugieren la participacion del estrés
oxidativo mitocondrial en la cascada de eventos neurotéxicos del BA.

La alteracion del metabolismo glucolitico en el hipocampo, ain cuando la enzima
GAPDH esta inhibida en un 50%, no modifica los niveles de lipoperoxidacion. Sin

embargo, cuando el yodoacetato es aplicado directamente en el estriado, se ha
reportado incremento de radicales OH" (Matthews y col. 1997). Esto sugiere que solo
la inhibicién glucolitica aguda en el cerebro, empleando dosis altas de yodoacetato

(mayores a 50 nmolas), induce estrés oxidativo. A diferencia de lo observado con el
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3-NP, los animales tratados con el yodoacetato, presentaron un incremento en la
lipoperoxidacidn en presencia del BA25-35, esta respuesta sugiere que el cerebro es
altamente dependiente de la oxidacién de la glucosa por la ruta glucolitica, para
suministrar los productos a la cadena respiratoria y contender ante los efectos
toxicos del B—amiloide.

La inhibicion sostenida del metabolismo glucolitico desajusta la homeostasis de calcio
dependiente de ATP, alterando los sistemas de extrusién y almacenamiento de calcio
intracelulares y favoreciendo la produccion de especies reactivas de oxigeno,
evidencias mostradas por Herndndez-Fonseca y Massieu (2005), en cultivos
neuronales de hipocampo. Recientemente se ha demostrado que la muerte neuronal
inducida por la exposicién a yodoacetato, estd relacionada con la disminucion en los
niveles de ATP y el incremento en la concentracion de calcio intracelular (Herndndez-
Fonseca y Massieu, 2005).

La diferencia entre los efectos del 3-NP y el yodoacetato posiblemente se deban a
que en el tratamiento con 3-NP, el metabolismo mitocondrial estd parcialmente
inhibido ya que solo se afecta el complejo II, permitiendo que los otros complejos
mitocondriales sigan funcionando. En estas condiciones hemos demostrado que la
administracién de piruvato y acetoacetato pueden reducir el dafio producido por el
glutamato y por elBA, sugiriendo que pueden incorporarse a la cadena respiratoria
(Massieu y col., 2000; Arias y col.,, 2002). Por lo tanto, el incremento en la
lipoperoxidacién inducido por el BA25-35 en los animales tratados con yodoacetato
puede estar relacionado con la desregulacion de los gradientes idnicos y con la
pérdida del la homeostasis de calcio. Estos eventos ocurren posiblemente porque las
bombas Na’/K" disminuyen o pierden su actividad por la falta de ATP;
simultdneamente el reticulo endopldsmico pierde su capacidad de captura y

extruccién de calcio, afectando el gradiente e incrementando la concentracion
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intracelular de este catién. Ademds, estudios previos sugieren que el incremento de
calcio intracelular participa en la cascada neurotéxica del PA (Mattsony col., 1994).
Behl y col. (1999) han sugerido que la generacion del estrés oxidativo y la
neurotoxidad del BA, incluyen la pérdida de la homeostasis de calcio, la viabilidad
energética y la disfuncion mitocondrial. Aunque los mecanismos responsables de la
intferaccion entre éstos 3 factores no se han esclarecido totalmente. Se ha
demostrado que el 3-NP induce un incremento en la concentracion de calcio
intracelular /n vitro (Lee y col.,, 2002). Sin embargo, se ha sugerido que el
amortiguamiento de calcio por las pozas intracelulares puede ser regulado
principalmente por la via glucolitica y no por la via mitocondrial (Kahlert y Reiser,
2000).

La vitamina E es un eficiente neuroprotector de los efectos téxicos de BA, ya que
fue capaz de evitar tanto el dafio oxitativo como la muerte neuronal en las ratas
tratadas con los inhibidores metabdlicos, apoyando la hipdtesis del papel que juega el
estrés oxidativo en la toxicidad del BA, durante un estado energético vulnerable.
Estos resultados correlacionan con un estudio reciente en terminales nerviosas
aisladas (sinaptosomas) donde la vitamina E presenté una prevencion total de la
lipoperoxidacién generada por la exposicién al PA en presencia de los inhibidores
metabdlicos (Montiel y col., 2006), apoyando la hipotesis de que las terminales
nerviosas pueden ser el blanco del dafio oxidativo en el Alzheimer (Castegna y col.,
2002).

El incremento del estrés oxidativo asociado a la edad puede ser un
precondicionamiento de la EA (Behl, 1999; Mecocci, 1994), de aqui que el uso de
antioxidantes como terapia en el tratamiento de esta patologia, asi como para
combatir los efectos del envejecimiento, constituyen una alternativa terapéutica
importante. Diversos estudios han demostrado las propiedades antioxidantes de la
vitamina E y debido a sus caracteristicas quimicas de ser una molécula liposoluble, y
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se incorpora principalmente a las membranas celulares, previniendo la oxidacién de
los lipidos membranales (Floyd, 1999). Sin embargo, se le han encontrado otras
funciones bioldgicas, que adn no son esclarecidas (Parks y Traber, 2000). Aunque
diversas evidencias han demostrado la potencialidad de los antioxidantes, incluyendo
la vitamina E, en la prevencién de la neurotoxicidad y en la reduccién de los niveles de
lipoperoxidacién en modelos /n vivo en ratones transgénicos de la EA (Pratico, 2001),
los estudios realizados en humanos han sido limitados (Laurin, 2004; Doraiswamy y
Xiong, 2006). Sin embargo, el tratamiento con la vitamina E puede proporcionar una
disminucién de la incidencia y los riesgos a padecer esta enfermedad (Sano, 1997;
Zandi, 2004).

Otros resultados han mostrado que el tratamiento con a-tocoferol mejora el déficit
de memoria y aprendizaje inducidos por el péptido BA1-42 en modelos animales
(Yamada y col., 1999).

El tratamiento con vitamina E en el inicio de los sintomas clinicos (alteraciones
cognitivas moderadas) del Alzheimer puede prevenir su progresion (Sano, 1997) y
proporciona mayor eficiencia en la prevencion del dafio neuronal como se demostré en
ratones transgénicos (Sung, 2004). Estos datos son reforzados por los resultados del
presente trabajo, donde el tratamiento durante 7 dias con vitamina E previo a la
exposicion del péptido BA, en condiciones de deficiencia energética, previno la
cascada neurodegenerativa iniciada o propagada por el estrés oxidativo.

El presente estudio contribuye a proporcionar mds elementos sobre los beneficios de
la vitamina E para proteger las neuronas del hipocampo, contra la muerte y reducir la
lipoperoxidacién generada por el péptido BA, preservar la funcién mitocondrial y
mantener la integridad de los lipidos membranales. Estos resultados correlacionan
con las evidencias del grupo de Wang y Quinn (1999), donde demostraron que la

vitamina E puede preservar la estabilidad de la membrana celular.
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Por otra parte, el PBN ha demostrado una eficiencia neuroprotectora del dafio
neuronal, previniendo la extensién del mismo en modelos de isquemia (Folbergrova,
1995; Phillis 1990; Zhao, 1994), o de la excitoxicidad inducida por toxinas
mitocondriales (Schulz, 1995). Sin embargo, en el presente modelo se observo solo
una proteccion parcial del dafio neuronal, y no se encontré efecto alguno sobre la
lipoperoxidacién. Estos resultados pueden deberse a que la dosis empleada fue
insuficiente, y posiblemente se requieran dosis de refuerzo del PBN para mantener
su capacidad de atrapador de radicales libres. Probablemente un tratamiento mds
prolongado o dosis mayores de este atrapador permitan obtener mejores resultados

en este modelo.
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CONCLUSION

La toxicidad del péptido B-amiloide /n vivo, se relaciona con el incremento del dafio
oxidativo, el cual se facilita durante un estado de deficiencia energética, estos
eventos toxicos pueden prevenirse con vitamina E, sugiriendo la potencialidad

terapéutica de este antioxidante en la prevencidn o el desarrollo del Alzheimer.
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