UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

Evaluacion del estrés oxidativo y la muerte neuronal
en un modelo de isquemia cerebral in vitro

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
PRESENTA:

SELENE GARCIA DE LA CADENA FARFAN

MEXICO, D. F. 2008



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado asignado:

Presidente Prof. Marina Gavilanes Ruiz

Vocal Prof. Francisco Javier Plasencia de la Parra
Secretario Prof. Maria Elena Chanez Cardenas

1er Suplente Prof. Criselda Mendoza Milla

2do Suplente Prof. Aurora Lara Nufez

Sitio donde se desarrollo el tema:

Laboratorio de Patologia Vascular Cerebral. Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”.

Este trabajo se realizé con el apoyo de la beca de pregrado otorgada
por la fundacién Armstrong.

Dra. Maria Elena Chanez Cardenas Selene Garcia de la Cadena Farfan

ASESORA SUSTENTANTE



DEDICATORIAS

A mi papa, por su carifio y comprension.

A mi mama, por su apoyo incondicional.

A Kar, por los buenos momentos que hemos pasado juntas, por hacerme ver la
vida diferente, pero sobre todo gracias, por ser mi hermana.

A mi hermano, por aguantarme todo este tiempo.



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Nacional Autbnoma de México, por el orgullo de formar parte de
ella, por ser la mejor universidad de América Latina y por darme la oportunidad de

seguir creciendo.

A la Facultad de Quimica y a todos mis profesores, gracias por ayudarme a

cumplir esta meta.

A la Dra. Maria Elena Chanez Cardenas, gracias por toda la confianza desde el
primer dia en que nos conocimos, por el tiempo que dedicaste en revisar este
trabajo, por siempre estar dispuesta a escucharme y resolver mis dudas, por cada
uno de tus consejos, pero sobre todo, gracias por ser para mi, no sélo mi asesora

sino una amiga.

A la Dra. Marina Gavilanes, por despertar en mi el interés en la Bioquimica y por
sus valiosos comentarios. Al Dr. Francisco J. Plasencia, por el tiempo dedicado en

la revision y correccion de este trabajo.

A la Dras. Penélope Aguilera y Perla Maldonado, por su ayuda incondicional, sus
consejos, su amistad y por crear un excelente ambiente de trabajo dentro del

laboratorio.

A mis amigos y compafieros del laboratorio: Adriana, Araceli, Ranferi, Daniel,

Pablo y Carlos por los buenos momentos que pasamos juntos trabajando.

A mis amigos entrafnables: Brenda Loaiza y Rodrigo Martinez, mil gracias por su
amistad incondicional, por su confianza, lealtad y franqueza. Gracias también, por

todos los momentos inolvidables que junto a ustedes he pasado.



A mis amigos de toda la vida: Judith, Karla y Armando, gracias porque a pesar del

tiempo y la distancia me han brindado su apoyo y su amistad.

A mis amigos: Oswi, Paco, Aracne, Malena, Maru, Vanessa, Hortensia, Adalith,

Betty, Monica y Anahi por compartir su tiempo conmigo.



ABREVIATURAS

Ac-DEVD-AMC

AEBSF
ASB
CAT
CHAPS

DMSO
DTT
E-64
Gpx
GR
GSH
GSSH
HEPES

LCRa
LCRa sac
LCRa s/sac
LCRa s/glu
NBT

PBS
PMSF
PSA

SOD
TEMED
TTC

UAF

ABREVIATURAS

Acido N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-metilcumarina
4-(2-aminoetil)bencenosulfonil fluoruro

Albumina de suero bovino

Catalasa

(hidrato de 3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-
propansulfonato)

Dimetil sulfoxido

Ditiotreitol
N-[N-(L-trans-carboxioxirano-2-carbonil)-L-leucil]-agmatina)
Glutation peroxidasa

Glutation reductasa

Glutatién reducido

Glutation oxidado

Acido N-(2-hidroxietil)piperazina-N’-(acido 2-etanosulfénico); 4-
(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfonico

Liquido cefalorraquideo artificial

Liquido cefalorraquideo artificial con sacarosa

Liquido cefalorraquideo artificial sin sacarosa

Liquido cefalorraquideo artificial sin glucosa

Nitroazul de tetrazolio

Amortiguador de fosfatos salino

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

Persulfato de amonio

Superoxido dismutasa

Tetrametiletilendiamina

Cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio

Unidades arbitrarias de fluorescencia



iNDICE

iNDICE
RESUMEN
I. ANTECEDENTES

1.1 ENFERMEDAD VASCULAR CEREBRAL
1.1.1 Tipos de EVC
1.2 MODELOS USADOS EN ISQUEMIA
1.3 FISIOPATOLOGIA DE LA ISQUEMIA CEREBRAL
1.3.1 Falla energética
1.3.2 Excitotoxicidad
1.3.3 Elevacion intracelular de calcio
1.3.4 Generacion de radicales libres
1.3.5. Inflamacioén
1.3.6 Inhibicion de la sintesis de proteinas
1.3.7. Muerte neuronal
1.4 GENERALIDADES DE ESTRES OXIDATIVO
1.4.1 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO
1.4.1.1 Oxigeno singulete
1.4.1.2 Anion superdxido
1.4.1.3 Peroxido de hidrogeno
1.4.1.4 Radical hidroxilo
1.4.2 ESPECIES REACTIVAS DE NITROGENO
1.4.2.1 Peroxinitrito
1.4.2.2 Oxido nitrico
1.4.3 DEFENSAS ANTIOXIDANTES
1.4.3.1 Superoxido dismutasa
1.4.3.2 Catalasa
1.4.3.3 Glutatién peroxidasa
1.4.4 ESTRES OXIDATIVO EN LA ISQUEMIA/REPERFUSION
1.4.4.1 Xantina oxidasa
1.4.4.2 Mitocondria
1.4.4.3 Leucocitos polimorfonucleares
1.4.4.4 Oxido nitrico sintasa

1.4.4.5 Ciclooxigenasa 2

© 00 00 OO B~ W W=~

10
11
11
12
12
13
13
14
14
14
15
15
16
16
17
18
19
20
20
20
21
21



iNDICE

I. JUSTIFICACION 22
ll. HIPOTESIS 23
IV. OBJETIVO GENERAL 23
4.1 OBJETIVOS PARTICULARES 23
V. METODOS 24
5.1 ANIMALES 24
5.2 DISECCION DEL CEREBRO Y OBTENCION DE REBANADAS 24
5.3 MODELO DE ISQUEMIA/REPERFUSION IN VITRO 25
5.4 DETERMINACION DE VIABILIDAD CELULAR 25
5.4.1 Tincion con cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) y extraccion de 25
formazan
5.5 DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES 26
5.5.1 Homogenizacién de las rebanadas 26
5.5.2 Cuantificacion de proteinas totales 26
5.5.3 Actividad de catalasa (CAT) 27
5.5.4 Actividad de glutatién peroxidasa (GPx) 27
5.5.5 Actividad de superdxido dismutasa (SOD) 28
5.6 DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE CASPASA 3 29
5.7 REPLICA EN WESTERN 30
5.7.1 Deteccién de caspasa 3 30
5.7.2 Deteccion de ADP-ribosilacion 31
5.8 ANALISIS ESTADISTICO 32
VI. RESULTADOS Y DISCUSION 33
6.1 VIABILIDAD CELULAR 33
6.2 ACTIVIDAD DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES 36
6.2.1 Actividad de Catalasa 36
6.2.2 Actividad de Glutatiéon peroxidasa 38
6.2.3 Actividad de Superdxido dismutasa 40
6.3 ACTIVIDAD DE CASPASA 3 44
6.4 DETECCION DE ADP-ribosilacion 47
VII. CONCLUSIONES 51

VIil. BIBLIOGRAFIA 52



RESUMEN

RESUMEN

El dafo cerebral por isquemia es el resultado de una reduccion transitoria o
permanente del flujo sanguineo cerebral que provoca alteracion en las funciones
cerebrales. La pérdida del flujo sanguineo causa dafio cerebral a través de una
serie de eventos que evolucionan en tiempo y espacio.

Se ha propuesto que el estrés oxidativo es un evento importante que causa
dafo en el infarto cerebral isquémico. Lo anterior se debe a que comparado con
otros 6rganos el cerebro parece ser particularmente vulnerable al estrés oxidativo.
El estrés oxidativo que se induce durante la restitucion del flujo sanguineo o
reperfusion, es un evento que exacerba el dafio inducido por la isquemia cerebral.
La reoxigenacion provee de O, a las células para mantener la viabilidad neuronal
pero también, ese O, sirve como sustrato para numerosas reacciones de

oxidacién en donde se producen especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.

En los modelos de isquemia cerebral in vitro se ha observado una gran
heterogeneidad entre los tiempos de isquemia y de reperfusion empleados.
Considerando estas variaciones de los modelos in vitro y la falta de datos
definitivos acerca de los cambios en la actividad de las enzimas antioxidantes
durante la isquemia/reperfusion, surgio el interés de investigar la respuesta de las
principales enzimas antioxidantes después de diferentes tiempos de isquemia y de

reperfusion.

En este trabajo se utiliz6 un modelo in vitro de isquemia/reperfusion
cerebral utilizando rebanadas corticoestriatales de rata sometidas a privacion de
oxigeno y glucosa. Se evalud la viabilidad celular (tincion con cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazolio), la actividad de las enzimas antioxidantes (CAT, SOD y GPx) y el
mecanismo de muerte neuronal, a través de la deteccidon fluorométrica de
actividad de caspasa 3 y deteccién por réplica en western de caspasa 3 y ADP-
ribosilacion utilizando dos tiempos de isquemia (0.5 y 1.5 h) y diferentes tiempos
de reperfusion (1, 1.5, 2, 3,6y 8 h).
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Se observé que el aumento en el tiempo de isquemia (1.5 h) generd
alrededor de un 20 % mas de dafno en las rebanadas sometidas a
isquemia/reperfusion. Fue posible observar una respuesta en la actividad de las

principales enzimas antioxidantes (CAT, GPx y SOD).

Finalmente los resultados de actividad de caspasa 3 y de deteccidén de
ADP-ribosilacion por réplica en western sugieren que el principal mecanismo de
muerte neuronal en las rebanadas sometidas a 0.5 y 1.5 h de isquemia a los

diferentes tiempos de reperfusion fue la necrosis.



ANTECEDENTES

. ANTECEDENTES
1.1 ENFERMEDAD VASCULAR CEREBRAL

La enfermedad vascular cerebral (EVC) es una interrupcién subita del flujo

sanguineo en cualquier area del cerebro como consecuencia de la obstruccion de
un vaso sanguineo, causada por arteriosclerosis (acumulacién progresiva de
calcio, colesterol y otras grasas en la pared de las arterias) o un coagulo; o bien
debido a la ruptura de un vaso sanguineo (Adams et al., 1999).

La EVC constituye la tercera causa de muerte en los paises industrializados
y es considerada como la primera causa de invalidez a nivel mundial (Ruiz-
Sandoval et al., 2003). En México, la EVC ocupo en el 2003 el sexto lugar como
causa de muerte en personas de 15 a 64 anos con una tasa de 9.41 por 100,000 y
contribuyendo al 3.6 % de las defunciones. En el grupo de personas de 65 y mas
afios la EVC fue la tercera causa de muerte (solo por abajo de la enfermedad
isquémica del corazén y la diabetes) con una tasa de 387.9 por 100,000
contribuyendo al 8.2 % de las muertes (Ramirez et al., 2007).

Existen factores de riesgo que predisponen a la EVC, dentro de los cuales
existen factores de riesgo modificables y no modificables. Entre los factores de
riesgo no modificables, se encuentran: la edad: se ha calculado que por cada
década después de los 55 afios se duplica el riesgo de EVC; el sexo: la incidencia
de EVC es aproximadamente un 19 % mayor en los hombres que en las mujeres;
la raza: la poblacién negra tiene dos veces mas la posibilidad de presentar EVC
que los individuos de raza blanca, debido a que tienen una mayor incidencia de
hipertension arterial, sin embargo la incidencia es similar entre hispanos y blancos;
la herencia: los miembros de una familia pueden tener una tendencia genética a
factores de riesgo de EVC, tales como una predisposicion heredada a la
hipertension o a la diabetes.

Dentro de los factores de riesgo modificables, la hipertension arterial es
el mas importante de todos, evidenciado tanto por su frecuencia, como por el
hecho de que controldndola adecuadamente se reduce el riesgo de EVC;
enfermedades cardiacas: especialmente los casos de anormalidades en las

valvulas del corazon; diabetes mellitus: la diabetes es un factor de riesgo al
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producir alteraciones en los vasos sanguineos que a su vez derivan en
hipertension; niveles altos de colesterol en la sangre: los cuales pueden provocar
arteriosclerosis; accidentes isquémicos transitorios (AIT) previos: en el 35 por
ciento de los casos un AIT es seguido de EVC, aproximadamente la mitad de
estos casos de EVC ocurren durante el afo posterior al AIT; tabaquismo: el
consumo de cigarros duplica el riesgo de una persona de sufrir una EVC al
promover la arteriosclerosis y aumentar los niveles de factores de coagulacion en
la sangre, tales como el fibrinbgeno. Ademas la nicotina y el diéxido de carbono
del humo del cigarro dafian la pared endotelial del sistema cerebrovascular; abuso
de drogas: el abuso de cocaina, anfetaminas y heroina aumenta entre 7 a 14
veces el riesgo de EVC, debido a que estas sustancias tdoxicas pueden estrechar
los vasos sanguineos del cerebro y por lo tanto reducir el flujo sanguineo;
consumo de alcohol: un consumo elevado de alcohol es un factor de riesgo de
EVC debido a que provoca un incremento en la presion sanguinea; obesidad: se
ha sugerido que la obesidad aumenta el riesgo de EVC porque se asocia a su vez
con hipertension y altos niveles de lipidos; terapia de reemplazo hormonal: se ha
encontrado que la terapia de reemplazo aumenta el riesgo de EVC; uso de
anticonceptivos orales: los anticonceptivos orales, independientemente, no
constituyen un factor de riesgo significativo, pero combinados con otros factores
de riesgo, tales como el habito de fumar, el riesgo de sufrir una EVC aumenta.
(Chaves, 2000; Garate-Salazar et al., 2002; Ramirez et al., 2007).

1.1.1 Tipos de EVC

En 1990 fue propuesta la "lll clasificacion de enfermedades

cerebrovasculares” por el National Institute of Neurological Disorders and Stroke
(NINDS) con la finalidad de definir de forma precisa los tipos de EVC. Segun su
naturaleza, la EVC se puede presentar como isquemia o como hemorragia. Existe
una mayor incidencia de EVC de tipo isquémico, aproximadamente 85 %, mientras
que el tipo hemorragico representa el 15 % de los casos (Diez-Tejedor et al.,
2001).


http://sisbib.unmsm.edu.pe/Bvrevistas/neurologia/v08_n1/enfermedad_cerebrovascular_isqu%C3%A9mica.htm#2#2
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En un evento vascular hemorragico lo que se produce es la ruptura de un
vaso sanguineo. La hemorragia puede ocurrir dentro de los hemisferios
cerebrales, tallo cerebral o cerebelo denominandose "intraparenquimal” o bien en
el espacio subaracnoideo sobre la superficie cerebral, denominandose
"subaracnoidea". La causa mas frecuente de ruptura de un vaso sanguineo
cerebral es la presencia de un aneurisma (dilatacion permanente de una arteria
ocasionada por la debilidad de su pared) (www.ucol.mx/acerca/coordinaciones/

cgic/cuadernos/infartocerebral.pdf).

Durante un evento vascular isquémico, la circulacion de una parte del
cerebro se interrumpe debido a la obstruccion de un vaso sanguineo (Aguilar et
al., 2005), causada por arteriosclerosis o por un coagulo. La isquemia que
involucra al cerebro completo y ocurre por la oclusion temporal de las arterias que
irrigan la totalidad cerebral como son las arterias carétidas y las arterias
vertebrales, se denomina "isquemia cerebral global". El dafio resultante de este
tipo de isquemia es difuso y afecta a neuronas que estdn en regiones mas
susceptibles al dafio, como son la regién CA 1 del hipocampo, el estriado, las
capas 3, 5y 6 de la corteza cerebral y el cerebelo. Aquella que afecta regiones
restringidas del cerebro y se produce por la oclusién transitoria o permanente de la
arteria cerebral media (ACM) se denomina "isquemia cerebral focal” (Massieu,
1999).

Después de la aparicion de la isquemia cerebral focal es posible observar
dos regiones morfologicas debido a que la reduccion del flujo sanguineo no es
homogénea en el territorio isquémico. La completa pérdida del flujo sanguineo
produce una zona de infarto donde se observa muerte celular necrética. La zona
de infarto esta rodeada por la zona de penumbra, la cual esta localizada entre la
zona de infarto y la zona no dafiada o tejido irrigado normalmente. Las células de
la zona de penumbra continuan irrigadas por arterias colaterales.

La penumbra es una zona potencialmente viable, en la que la integridad de

la membrana celular se preserva y puede ser rescatada de su conversion a zona


http://www.ucol.mx/acerca/coordinaciones/%20cgic/cuadernos/infarto
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de infarto (Figura 1). El periodo de tiempo durante el cual la penumbra persiste
representa una ventana de oportunidad terapéutica y es el blanco para la
intervencién con tratamientos neuroprotectores (Crack et al., 2005, Aguilera et al.,
2007).
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Figura 1. Evolucién de zona de penumbra a zona de infarto en relacion con el tiempo. Modificada
de Dirnagl et al., 1999

1.2 MODELOS USADOS EN ISQUEMIA
Para estudiar el dafio isquémico han sido desarrollados modelos de

isquemia in vivo e in vitro. Los modelos de isquemia in vivo generalmente usan
ratas, ratones o gerbos en los cuales puede ser inducida la isquemia global o
focal. Los modelos usados para inducir la isquemia global en ratas son la oclusion
de cuatro vasos (OV-4) y dos vasos (OV-2), mientras que en gerbos se utiliza el
modelo de oclusion de la arteria caroétida bilateral (OACB). EI modelo de isquemia
cerebral focal involucra la oclusion de la arteria cerebral media (OACM). Tanto en
el modelo global como focal la isquemia puede ser transitoria (cuando involucra un
periodo de reperfusién) o permanente (Hunter et al., 1995; Small et al., 2000).
Entre las ventajas de usar un modelo in vivo para evaluar el dafio por
isquemia cerebral se encuentran que, debido a las similitudes entre la circulacion
craneal de ratas y humanos, los resultados reflejan mas lo observado en los
pacientes (Hunter et al., 1995), ademas se pueden hacer evaluaciones
conductuales en los animales para complementar lo observado a través de

histologia. Entre las desventajas de usar modelos in vivo encontramos que es
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necesario controlar mas variables como son la presion arterial, la temperatura
corporal, el flujo sanguineo cerebral y los gases disueltos en sangre (Traystman,
2003), se necesita personal capacitado para llevar a cabo las cirugias, la
variabilidad entre individuos es muy alta y se necesita mas tiempo para la

obtencién de resultados.

Para los modelos de isquemia in vitro se utilizan cultivos primarios de
neuronas/glia de corteza, hipocampo, cerebelo o hipotalamo que se extraen de
embriones de rata o raton y cultivos organotipicos de rebanadas de hipocampo.
Ademas pueden ser utilizadas rebanadas de tejido cerebral principalmente de
hipocampo, corteza y estriado (Hossmann, 2008). Los cultivos y las rebanadas
son incubados en soluciones saturadas de O; 95%/CO, 5% y luego cambiados a
soluciones con Ny 95%/CO;, 5%. Cuando la glucosa es mantenida en el buffer
anodxico, el dafo es denominado anoxia o hipoxia y cuando la glucosa es omitida,
se denomina isquemia in vitro o privacion de oxigeno y glucosa (Lipton, 1999).

Algunas de las ventajas de usar un modelo in vitro para evaluar el dafio por
isquemia cerebral son: un mejor control de algunas variables como la temperatura,
la obtencion de resultados en un menor tiempo y que se evita el uso de animales
en el caso de cultivos celulares. Utilizar rebanadas cerebrales presenta ademas
algunas ventajas sobre el uso de cultivos celulares. En las rebanadas se preserva
la organizacion tridimensional y las caracteristicas funcionales del tejido cerebral y
por el contrario, en las células cultivadas se pierde la estructura anatdomica del
tejido original (Fekete et al., 2008).

Entre las desventajas de usar un modelo in vitro se encuentran que la
preparacion de rebanadas esta asociada con un severo trauma al tejido, asi como
también a un periodo de paro circulatorio antes de que la rebanada sea colocada
en el medio de incubacion. Ademas las preparaciones in vitro requieren medios de
incubacion, los cuales son sustancialmente diferentes del medio extracelular

normal (Hossmann, 2008).
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1.3 FISIOPATOLOGIA DE LA ISQUEMIA CEREBRAL

El cerebro requiere un alto y constante suministro de oxigeno y glucosa

para mantener la viabilidad y las funciones normales de las células. Por lo tanto, la
reduccion transitoria o permanente del flujo sanguineo en la isquemia cerebral
desencadena una serie de eventos que finalmente llevaran a la muerte neuronal.

La cascada de eventos involucrados en la muerte neuronal después de un
episodio isquémico son: 1) la pérdida de la actividad eléctrica neuronal como
consecuencia de la interrupcién de los procesos dependientes de ATP; 2) la
activacion de canales de Ca?* dependientes de voltaje y el incremento intracelular
de Ca®"; 3) la liberacién masiva de aminoacidos excitadores y el consiguiente
incremento de sus concentraciones en el espacio extracelular; 4) la inhibicion de la
sintesis de proteinas; 5) la generacion de especies reactivas de oxigeno vy
especies reactivas de nitrégeno; 6) inflamacién y 7) apoptosis (Dirnagl et al., 1999;
Aguilera et al., 2007; Durukan et al., 2007).

1.3.1 Falla enerqgética

La disminucién del flujo sanguineo induce hipoxia e hipoglucemia. Al no
haber aceptor final de electrones (oxigeno), se interrumpe la fosforilacion oxidativa
y consecuentemente la produccion de ATP. Ademas se acumula lactato via
glucdlisis anaerobia. La acidosis puede aumentar la formacién de radicales libres,
interferir con la sintesis de proteinas y empeorar el dafo cerebral isquémico
(Durukan et al., 2007). La falla energética provoca que la actividad de la ATPasa
Na’/K" sea deficiente, provocando la despolarizacion de la terminal presinaptica.
En estas condiciones se activan los canales de Ca®" dependientes de voltaje
incrementandose la concentracion intracelular de este i6n (Haces del Blanco et al.,
2005). El aumento de Ca®" intracelular favorece la liberacion de aminoacidos
excitadores, principalmente glutamato y aspartato, incrementando su
concentracion en el espacio extracelular (Gundersen et al., 2001). La acumulacion
de glutamato también se debe a una falla en los sistemas de recaptura y de la
enzima que cataliza la conversién de glutamato a glutamina, ya que ambos
dependen de ATP (Bonde et al., 2005) (Figura 2).
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1.3.2 Excitotoxicidad

El término excitotoxicidad se emplea para definir el dafo celular inducido
por la sobreexcitacion de los receptores de glutamato (Olney, 1994). En el espacio
extracelular el glutamato y el aspartato se unen a distintos tipos de receptores
postsinapticos. Entre ellos, los receptores ionotrépicos que se han denominado de
acuerdo a sus agonistas farmacoldgicos: el receptor de tipo N-metil-D-aspartato
(NMDA), el receptor al acido a-amino-3-hidroxi-5-metiloxazol-4-propiénico (AMPA)
y el receptor a kainato. Estos dos ultimos receptores estan acoplados a canales
idnicos permeables a Na*, que al activarse provocan un incremento intracelular de
este i6Gn generando la despolarizacidn de la neurona postsinaptica. Ademas de
Na®, también entra agua a la célula, lo que favorece la formacién del edema
celular. Por otro lado, al despolarizarse las neuronas, el idbn magnesio que
normalmente bloquea el receptor NMDA es removido y el receptor es activado por
la union del glutamato. La activaciéon de estos receptores provoca la entrada de
Ca?* y Na* al interior de la célula. Esta despolarizacion también favorece la
activacion de los canales de Ca?* dependientes de voltaje (Camacho et al., 20086),
incrementandose de esta forma la toxicidad via el exceso intracelular de Ca?*
(Figura 2).

1.3.3 Elevacion intracelular de calcio

El Ca®* puede entrar a la célula a través de los receptores de glutamato,
principalmente los de tipo NMDA, los canales de Ca?* dependientes de voltaje y el
intercambiador Na*/Ca®*. El aumento intracelular no sélo se debe a la entrada de
Ca?*, sino también a su liberacién de organelos intracelulares: reticulo
endoplasmico y mitocondria (mecanismo mediado por el inositol trifosfato)
(Neumar, 2000). La pérdida de la homeostasis de Ca?" intracelular genera la
activacion de una gran variedad de enzimas involucradas en la muerte neuronal
entre las que se incluyen: fosfolipasas (A, y C), proteasas (calpaina),
endonucleasas, proteina cinasa C, ciclooxigenasa y 6xido nitrico sintasa (Bano et
al., 2007). El aumento citosdlico de Ca®* provoca ademas la entrada masiva de

este i6n a la mitocondria generando dafio mitocondrial. La activacién de ciertas
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enzimas y el dafo generado en la mitocondria contribuyen a la produccién de

radicales libres (Dirnagl et al., 1999) (Figura 2).

1.3.4 Generacion de radicales libres

Los radicales libres son moléculas que poseen un electrén desapareado en
el ultimo orbital, lo que los hace altamente reactivos pues tienden ya sea a donar
ese electron a alguna molécula vecina o bien a remover un electrén de otra para
que su ultimo orbital quede completo (Halliwell, 2006).

Algunas de las enzimas activadas por calcio que producen radicales libres
son: fosfolipasa A, y la 6xido nitrico sintasa. La activacién de la fosfolipasa A
produce la liberacién de acidos grasos libres, entre ellos el acido araquidonico, el
cual es metabolizado por la ciclooxigenasa 2 (COX-2) produciendo superéxido,
hidroperdxidos y cicloperoxidos. La 6xido nitrico sintasa utiliza arginina y oxigeno
como sustratos para producir 6xido nitrico (NO®). EI NO* se combina rapidamente
con el superdxido para generar el peroxinitrito, que es sumamente reactivo
(Margaill et al., 2005). Los radicales libres generados reaccionan irreversiblemente
con varios constituyentes celulares tales como proteinas, dobles enlaces de
fosfolipidos y ADN. Provocando peroxidacion lipidica, dafio a la membrana y
mutaciones del genoma. Los radicales libres también sirven como importantes
moléculas de senalizacion que provocan inflamacion y apoptosis (Durukan et al.,
2007).

1.3.5. Inflamacién

El incremento de radicales libres provoca la expresiéon de un numero de
genes proinflamatorios mediante la induccién de la sintesis de factores de
transcripcion como el factor nuclear kp (NF-kB), el factor inducible por hipoxia 1y
el factor regulador de interferén 1. Por lo tanto, citocinas inflamatorias como el
factor de necrosis tumoral a (TNF-a), la interleucina 1 (IL-1) y la interleucina 6 (IL-
6) son activadas y secretadas después de la isquemia. Estas citocinas pueden
inducir reacciones inflamatorias y también actuar como quimioatrayentes para

leucocitos (Leker et al., 2002). Ademas son expresadas moléculas de adhesién
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intercelular 1 (ICAM-1), P-selectinas y E-selectinas (Bramlett et al., 2004). Las
moléculas de adhesion interactuan con receptores que se encuentran en la
superficie de neutrdfilos. Los neutréfilos se adhieren al endotelio, cruzan la pared
vascular y entran al cerebro. Los macréfagos y monocitos siguen a los neutrdfilos
y migran dentro del cerebro isquémico. La inflamacién puede contribuir al dano
isquémico por varios mecanismos: la obstruccidn microvascular por neutréfilos, la
produccion de mediadores téxicos por las células inflamatorias activadas y las
neuronas dafadas. En modelos de isquemia cerebral en roedores y en pacientes
con EVC la infiltracion de neutréfilos activa la enzima o6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS) que produce NO°®. Las neuronas isquémicas expresan
ciclooxigenasa 2 (COX-2) y pueden producir TNF-a una citocina que puede
exacerbar el dafo isquémico. La microglia activada también debido a la
produccion de radicales libres tiene el potencial para producir neurotoxinas,
incluyendo NO?®, especies reactivas de oxigeno y prostanoides toxicos (Dirnagl et
al., 1999).

1.3.6 Inhibicién de la sintesis de proteinas

Uno de los parametros mas sensibles a reducciones de flujo sanguineo
cerebral es la sintesis proteica que se inhibe profundamente durante la isquemia,
ya sea focal o global, a pesar de que no se observan cambios en la morfologia de
los polirribosomas que permanecen agregados durante el periodo de la isquemia.
Ello impide la nueva sintesis de proteinas que, de prolongarse durante suficiente
tiempo, podria provocar un déficit en proteinas esenciales para la supervivencia
celular (Planas, 1997).

1.3.7. Muerte neuronal

La muerte neuronal puede suceder por apoptosis o necrosis. La apoptosis
es la “muerte programada” donde las células mueren de manera controlada en
respuesta a la activacion de programas genéticos especificos y requiere de
energia. En cambio, la muerte por necrosis ocurre en las células con pérdida de

ATP acompafnada de aumento intracelular de calcio que resulta en la pérdida
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completa de su habilidad para regular procesos homeostaticos. La isquemia
interrumpe la integridad de la membrana mitocondrial, permitiendo la liberacion de
citocromo C y la activacion de caspasas (9 y 3) implicadas en la ejecucion de la

apoptosis.

Terminal

\NMDA postsinaptica
Mltacnndrla

Falla energética y Apoptasis
despolatizacion de \
la membrana \\ Despolarizacion

yedema Radlcales

[Ca? — Glu/Asp — \ c 1+ libres
. AMPAK’nmto [ 4
/ fnsfollpasas

Terr_'nipe;! nucleasas

resinaptica )

0 B CCDV proteasas Degradacin’n de B i

la membrana ania

Mediadores Radicales Apoptosis
inflarnatorios libres \

Dafio mltocondrlal

Figura 2. Fisiopatologia de la isquemia cerebral. Abreviaturas: Glu, glutamato; Asp, aspartato;
AMPA, acido o amino-3-hidroxi-5-metiloxazol-4-propiénico; NMDA, N-metil-D-aspartato; CCDV,
canales de Ca®* dependientes del voltaje; NOS, 6xido nitrico sintasa. Modificado de Camacho et
al., 2006

1.4 GENERALIDADES DE ESTRES OXIDATIVO
1.4.1 ESPECIES REACTIVAS DE OXIiGENO

Aunque el oxigeno (O2) es indispensable para los organismos aerobios, a

altas concentraciones o bajo ciertas condiciones llega a ser toxico. La toxicidad del
O, se explica debido a la formacion de las especies reactivas de oxigeno (ERO's).
Estas especies derivadas del O, son mas reactivas que éste en su estado basal
de triplete. La mayor parte del O, que consumen los organismos aerobios se
reduce a H,O por el complejo de la citocromo oxidasa de la cadena respiratoria
mitocondrial. Esta reduccion parcial del oxigeno molecular via univalente conduce
a la generacion de ERO's (Figura 3). Las principales ERO's son: las especies que

son producto de la ruptura o de la excitacion del O,, o sea, el oxigeno atomico, el
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ozono, el oxigeno singulete y las especies de oxigeno que estan parcialmente
reducidas, esto es, el superoxido, el perdxido de hidrégeno y el radical hidroxilo
(Hansberg, 2002).

0, 2" 0;"——= H,0, —=OH" + OH™ ——= 2 H,0

Figura 3. Reduccion univalente del oxigeno

1.4.1.1 Oxigeno singulete

El oxigeno singulete ('0,) se forma cuando uno de los electrones
desapareados del oxigeno absorbe energia e invierte su rotacién (giro). Cuando
eso sucede, inmediatamente se aparea con el otro electrén libre. El 'O, es muy
reactivo y es capaz de reaccionar con la mayoria de los compuestos celulares. El
producido fuera de las células reacciona fundamentalmente con las membranas
plasmaticas; el producido dentro de las células reacciona con el ADN, las

proteinas, los lipidos y otros compuestos celulares (Lledias et al., 2000).

1.4.1.2 Anidén superoéxido

El anién superéxido (O,”) se forma cuando el O, capta un electrén. Esto
ocurre en todos los organismos que respiran, pues una pequefa parte de los
electrones que pasan por la cadena respiratoria salen de ésta y son captados por
el O,. Esto ocurre principalmente a nivel de la semiubiquinona o del ubiquinol y
también del complejo | (NADH coenzima Q reductasa). ElI O, también puede ser
producido por enzimas como la NADPH oxidasa, xantina oxidasa (XO),
lipooxigenasa (LOX) y la P459 oxidasa. Contrario a lo que generalmente se piensa,
el O," es poco reactivo. Sélo reacciona a una tasa importante con las quinonas,
los fenoles, con el fierro libre o unido a algunas proteinas, por ejemplo los centros
[Fe-S] y también con otros radicales (el propio O, el 6xido nitrico y los radicales
fenoxi) (Hansberg, 2002).
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1.4.1.3 Peréxido de hidrégeno

El perdxido de hidrégeno (H202) se forma por la actividad enziméatica de la
superéxido dismutasa. Aunque no es un radical libre, tiene una gran lipofilicidad
que le permite atravesar las membranas celulares y reaccionar con el anion
superéxido en presencia de metales de transicion, para generar el radical
hidroxilo. Por esta razén se le considera un oxidante importante en las células de

los organismos aerobios (Nitan et al., 2001).

1.4.1.4 Radical hidroxilo

El radical hidroxilo (OH") es altamente reactivo causando mas dafio que

cualquier otra EROQO's, pero es muy inestable, de modo que su tiempo de vida
media es muy corto e interactua con las moléculas mas cercanas a él. La
formacion del OH" se puede lograr facilmente por la reaccion de Haber-Weiss
entre el O,” y el H,O, catalizada por un metal de transicion o a través de la
reaccion de Fenton cuando el H,O, acepta un electrén desapareado de un metal
de transicion como el Fe?* o el Cu®, entonces se fragmenta y forma el OH" y el i6n
hidroxilo (OH") (Figura 4).

Reaccion de Haber-Weiss Reaccion de Fenton
0, . HO, H,0,
0, + o +OH" OH® - ow

Figura 4. Formacion del radical hidroxilo a través de las reacciones de Haber-Weiss y de Fenton

1.4.2 ESPECIES REACTIVAS DE NITROGENO

Ademas de las especies reactivas de oxigeno mencionadas, en la ultima

década se ha descubierto que hay otras especies derivadas del nitrégeno que se
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conocen como especies reactivas de nitrogeno (ERN's). Entre las ERN's se
encuentran los radicales 6xido nitrico y dioxido de nitrogeno (*NO3) y los no
radicales como el acido nitroso (HNO.) y el peroxinitrito, entre otros.

1.4.2.1 Peroxinitrito

El peroxinitrito (ONOQO") es una especie altamente citotéxica formada por la
reaccion entre el O, y el NO". EIl ONOOQO reacciona con facilidad con el diéxido de
carbono (CO;) para formar el anion nitroso peroxicarboxilato (ONOOCO;),
también puede protonarse para formar el acido peroxinitroso (ONOOH) que se
homolisa en OH" y *NO,.

ElI ONOO' o sus productos de reaccidon pueden oxidar a las lipoproteinas de
baja densidad (LDL), liberar iones cobre por la destruccién de ceruloplasmina y
atacar los residuos de tirosina de diferentes proteinas (Nordberg et al., 2001).

1.4.2.2 Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO®) es un gas incoloro relativamente soluble. Es

sintetizado por la 6xido nitrico sintasa (NOS) a partir de L-arginina, O, y NADPH
(Figura 5). A concentraciones fisioldgicas, el NO® funciona principalmente como
segundo mensajero intracelular, siendo una de sus cualidades mas conocidas el
actuar como factor relajante del musculo liso (Porasuphatana et al., 2003). EI NO°®
no reacciona facilmente con biomoléculas a pesar de tener un electréon
desapareado, sin embargo, lo hace con otros radicales libres (por ejemplo,
radicales peroxilo y alquilo), generando moléculas menos reactivas, por lo que
funciona como atrapador de radicales libres (Nordberg et al., 2001). También
puede reaccionar con el O, generando *NO; y con el O," generando ONOO"

Ambos compuestos son mas oxidantes que el NO® (Hansberg, 2002).

L-arginina + O, + NADPH

L-cifrulina +NO "+ NADP™

Figura 5. Sintesis de éxido nitrico
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1.4.3 DEFENSAS ANTIOXIDANTES

Por el potencial efecto destructivo de las ERO's y ERN's, la célula cuenta

con defensas para evitar el dafio oxidativo (Yu, 1994). Estos sistemas de
destoxificacidon presentes en la célula pueden ser de tipo enzimatico y no
enzimatico (Krinsky, 1992). Los antioxidantes no enzimaticos estan representados
por el acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutation (GSH),
bilirrubina, &cido urico, carotenoides, flavonoides, entre otros. Las defensas
antioxidantes enzimaticas incluyen superoxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT) (Margaill et al., 2005; Valko et al., 2007). La
hemo-oxigenasa (HO), se considera una enzima antioxidante, porque cataliza la
degradacion del grupo hemo (un pro-oxidante) para formar biliverdina
(antioxidante), hierro y monoxido de carbono. Posteriormente, la biliverdina es
transformada a bilirrubina (antioxidante) por la biliverdin reductasa (Dennery,
2000).

1.4.3.1 Superoéxido dismutasa

La superodxido dismutasa (SOD) es una enzima antioxidante endégena que
cataliza la dismutacién del anion superoxido a peroxido de hidrogeno y oxigeno
(reaccién 1) (Danielisova et al., 2005). Esto se logra a través de oxidaciones y
reducciones sucesivas del metal de transicién del sitio activo de la enzima, en un

mecanismo de tipo ping-pong (Meier et al., 1998).

2 02._ +2H" > H>O5 + O, (1)

Los mamiferos poseen tres isoformas de la SOD (Nozik-Grayck et al., 2005)

gue se sintetizan en los ribosomas citoplasmicos:

* CuZn-SOD (SOD 1): es encontrada en el citoplasma de las células eucariotas
(Yoon et al., 2006). La SOD 1 es una metaloenzima homodimérica de 32 kDa. Su
sitio activo contiene dos iones cobre y un ién zinc por molécula. Los iones cobre

son requeridos para la actividad enzimatica, mientras que el ién zinc no tiene una
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funcion en el ciclo catalitico, pero ayuda a estabilizar a la enzima. El Cu?* de la
enzima es reducido por el superoxido para producir dioxigeno y el Cu® reducido de
la enzima es posteriormente oxidado por otra molécula de superoxido para

producir peroxido de hidrogeno (Choi et al., 2005).

* Mn-SOD (SOD 2): se localiza en la mitocondria. Es un homotetramero de 96 kDa
que contiene un atomo de Mn por subunidad. Durante la dismutacién del
superdxido el Mn** pasa a Mn?* y regresa nuevamente a Mn** (Mac Mlllan-Crow et
al., 1998). La SOD 2 proporciona la primera linea de defensa contra la

sobreproduccién de superoxido de la mitocondria (Kim et al., 2002).

* SOD extracelular (EC-SOD): es una glucoproteina que se ha encontrado en el
espacio intersticial de tejidos y también en fluidos extracelulares. Aunque
ocasionalmente es encontrada como un dimero, en la mayoria de las especies, la
EC-SOD es un tetramero de subunidades idénticas de 30 kDa. El tetrdmero esta
compuesto de dos dimeros unidos a través de puentes disulfuro. La enzima
contiene un atomo de cobre y uno de zinc por subunidad y ambos son requeridos
para la actividad enzimatica (Nozik-Grayck et al., 2005; Maldonado et al., 2008).
La SOD no es realmente una enzima destoxificante ya que el producto de
su actividad, el H,O,, es un agente téxico. Sin embargo, la dismutacion del anion
superoxido es el primer paso de una cascada enzimatica que conduce a su
inactivacion completa. EI H,O, generado es metabolizado por la catalasa y la

glutation peroxidasa.

1.4.3.2 Catalasa
La catalasa (CAT) es una hemoproteina tetramérica de 240 kDa. Se localiza
principalmente en peroxisomas, en donde cataliza la dismutacién de perdxido de

hidrogeno en agua y oxigeno molecular (reaccion 2).

2H,0, — 2H,0 + O, (2)

17



ANTECEDENTES

La catalasa participa también en la destoxificacion de diferentes sustratos,
por ejemplo: fenoles y alcoholes, via la reduccion acoplada de perdxido de
hidrégeno (reaccioén 3).

H,O, + R'H, » R'+ 2H,0 (3)

Uno de los papeles antioxidantes de la catalasa es disminuir el riesgo de
formacion del radical hidroxilo a partir de peréxido de hidrégeno via la reaccién de
Fenton catalizada por iones Cu® o Fe?*. La catalasa se une a NADPH, el cual
protege a la enzima de la inactivacion e incrementa su eficiencia (Nordberg et al.,
2001).

1.4.3.3 Glutation peroxidasa

La glutation peroxidasa (GPx) esta formada por cuatro subunidades
idénticas y cada una de ellas contiene un residuo de selenocisteina que es
esencial para su actividad enzimatica. La GPx (80 kDa) cataliza la reduccién de
hidroperoxidos (ROOH y H20;) usando glutatiéon reducido (GSH) (reaccion 4), asi
protege a las células contra el dafio oxidativo. De hecho, el metabolismo del
glutation es uno de los mas importantes mecanismos de defensa antioxidantes
(Matés et al., 1999).

ROOH/H20,; + 2GSH — ROH + GSSG + H,0 (4)

Hay cuatro principales isoenzimas de GPx depedientes de selenio en
tejidos de mamiferos: la citosolica (GPx-1), la gastrointestinal (GPx-2), la
plasmatica (GPx-3) y la de hidroperoxidos de fosfolipidos (GPx-4). Son
homotetrameros con excepciéon de la GPx-4 que es un mondmero de tamafo
menor al de las subunidades de las otras glutation peroxidasas (Takebe et al.,
2002; Fukuhara et al., 2005). La GPx-4 es capaz de actuar sobre los fosfolipidos
de las membranas celulares y de las lipoproteinas, ademas de los hidroperdxidos

de timina y de ésteres de colesterol. Todas las GPx son capaces de reducir el
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H.O, y los hidroperéxidos de acidos grasos. La GPx-1 es la enzima mas
abundante sobre todo en los eritrocitos, el higado, los rifiones y los pulmones. La
GPx-3 no solo esta en el plasma sanguineo, también se encuentra en la mayoria
de secreciones corporales. Se sintetiza en el rifidn y de ahi es liberada a la
sangre. La GPx-2 sélo se encuentra en el epitelio del tracto digestivo y en el
higado (Hansberg, 2002). GPx-4 se expresa mayoritariamente en células del
epitelio renal y en los testiculos.

Se sabe que hay otras dos isoenzimas de GPx, llamadas GPx-5 y 6, que
estan presentes en tejidos de mamiferos. Aunque GPx-5 tiene una secuencia de
nucledtidos similar con GPx-3, carece de selenocisteina en el sitio activo. GPx-6
ha sido identificada recientemente como una GPx dependiente de selenio en
humanos y cerdos, tiene una estructura similar con GPx-4 (Fukuhara et al., 2005).

1.4.4 ESTRES OXIDATIVO EN LA ISQUEMIA/REPERFUSION

La pérdida del balance entre condiciones oxidantes y defensas

antioxidantes puede deberse a un aumento en la produccion de especies reactivas
de oxigeno y de nitrdgeno o bien, a una disminucion en los sistemas antioxidantes,
0 a una combinacién de estos factores. A tal condicién se le denomina estrés
oxidativo (Cardenas-Rodriguez et al., 2006).

Comparado con otros o6rganos, el cerebro parece ser particularmente
vulnerable al estrés oxidativo: (1) las células del cerebro humano utilizan 20% del
oxigeno consumido por el cuerpo, pero éste constituye sélo el 2% del peso
corporal total, indicando que el cerebro genera mas radicales libres que otros
tejidos, (2) varias regiones del cerebro contienen altas concentraciones de hierro,
el cual puede catalizar la generacion de radicales libres, (3) el cerebro es rico en
lipidos con acidos grasos insaturados, blancos para peroxidacion de lipidos y (4) el
cerebro posee sistemas antioxidantes con capacidad de proteccion de baja a
moderada comparada con los del rindn o el higado (Margaill et al., 2005).

El estrés oxidativo que se induce durante la reperfusién, es un evento que
exacerba el dafio inducido por la isquemia cerebral. La reoxigenacién provee de

O, a las células para mantener la viabilidad neuronal; pero también, ese O, sirve

19



ANTECEDENTES

como sustrato para numerosas reacciones de oxidacion en donde se producen
ERO's (Nita et al.,, 2001). A continuacién se describen las principales fuentes de

ERQO's y ERN's durante la isquemia cerebral:

1.4.4.1 Xantina oxidasa

Durante la isquemia los niveles de ATP disminuyen y éste se metaboliza
progresivamente a ADP y AMP; a su vez, el AMP es degradado a adenosina y
ésta a inosina. La inosina a su vez se degrada a hipoxantina. En condiciones
isquémicas la xantina deshidrogenasa se convierte en xantina oxidasa a través de
la oxidacion de sus grupos tiol (-SH) o de protedlisis. Esta oxidasa produce
especies reactivas de oxigeno como el superdxido y el peréxido de hidrégeno al

oxidar la xantina o la hipoxantina (Massieu, 1999).

1.4.4.2 Mitocondria

Se ha observado in vivo que la mitocondria es la principal fuente de
radicales libres durante la reperfusion postisquémica. En ratones mutantes con
una deficiencia en la enzima SOD 2 se aumenta la produccion de O," y se
exacerba el infarto cerebral después de isquemia transitoria o permanente,
mientras que la sobreexpresion de SOD 2 confiere resistencia a la peroxidacion de
lipidos de la membrana, cuantificado por niveles de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico, bajo condiciones fisiolégicas normales y después de isquemia

transitoria.

1.4.4.3 Leucocitos polimorfonucleares

Los leucocitos polimorfonucleares (PMN) tienen también un papel
importante en la produccion de radicales libres durante la reperfusion
postisquémica. Los PMN pueden contribuir a la produccién de radicales libres a
través de dos enzimas, mieloperoxidasa y NADPH oxidasa que producen acido

hipocloroso (HCIO) y O, respectivamente (Margaill et al., 2005).
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1.4.4.4 Oxido nitrico sintasa

Esta enzima sintetiza NO® a partir de arginina y oxigeno. El NO* puede

reaccionar con O," para generar el ONOO'".

1.4.4.5 Ciclooxigenasa 2

Otra fuente de ERO’s es el metabolismo del acido araquidénico por la
enzima ciclooxigenasa 2 (COX-2), una enzima que produce aniéon superoxido y
prostanoides téxicos.

21



JUSTIFICACION

Il. JUSTIFICACION

La reperfusién después de la isquemia provoca muerte neuronal que ha
sido asociada con un incremento en la produccion de ERO's. Estas especies
provocan dafio oxidativo a macromoléculas celulares tales como lipidos, proteinas
y acidos nucleicos. Asi, la actividad de las enzimas antioxidantes en el tejido
afectado por la isquemia/reperfusion es particularmente importante como
mecanismo de defensa enddgeno contra el dafio inducido por los radicales libres.
Esta linea de defensa involucra la accidon cooperativa de las tres principales
enzimas antioxidantes: la SOD, la GPx y la CAT. Durante la reperfusion, estas
defensas antioxidantes endégenas pueden ser ineficaces como resultado de una
sobreproduccion de ERO's por las enzimas prooxidantes citosdlicas y la
mitocondria y una degradacién de antioxidantes (Homi et al., 2002).

En los modelos de isquemia cerebral in vitro se ha observado una gran
heterogeneidad entre los tiempos de isquemia y de reperfusion empleados.
Durante el periodo de isquemia cuando las rebanadas son colocadas en
soluciones carentes de glucosa y burbujeadas con nitrégeno es comun utilizar
tiempos que van desde 5 hasta 120 min y para la reperfusion cuando las
rebanadas son incubadas en medio oxigenado y con glucosa se utilizan periodos
de tiempo mas largos (2 a 24h) (Mathews et al., 2000; De La Cruz et al., 2004;
Xue et al., 2004; Fernandez-Lépez et al., 2005). Considerando estas variaciones
en los modelos in vitro y la falta de datos definitivos acerca de los cambios en la
actividad de las enzimas antioxidantes durante la isquemia/reperfusion, surgio el
interés de investigar la respuesta de las principales enzimas antioxidantes
después de diferentes tiempos de isquemia y de reperfusién en un modelo in vitro
de rebanadas corticoestriatales y la relaciéon con la activacion de caspasas y

ADPribosilacion.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

ll. HIPOTESIS
» En el modelo de isquemia cerebral in vitro al aumentar el tiempo de
reperfusion aumentara el dafno celular, reflejandose en una disminucion de
la viabilidad celular y una respuesta en la actividad de las enzimas

antioxidantes.

IV. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta de la viabilidad celular, la actividad de enzimas
antioxidantes y el mecanismo de muerte neuronal en un modelo de isquemia
cerebral in vitro utilizando dos tiempos de isquemia y diferentes tiempos de

reperfusion.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

» Evaluar el efecto de 0.5 y 1.5 h de isquemia y tiempo variable de

reperfusién (1, 1.5, 2, 3, 6 y 8 h) sobre la viabilidad celular.

» Evaluar el efecto de 0.5 y 1.5 h de isquemia y tiempo variable de
reperfusion (1, 1.5, 2, 3, 6 y 8 h) sobre la actividad de las enzimas
antioxidantes: superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation

peroxidasa (GPx).
» ldentificar el mecanismo de muerte neuronal a los tiempos de isquemia y

reperfusion evaluados para viabilidad celular y actividad de enzimas

antioxidantes.
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V. METODOS
5.1 ANIMALES

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 200 a 250 g proporcionados
por el bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco
Suarez”. Los animales se mantuvieron con ciclos de 12 h luz/ 12 h oscuridad y con

libre acceso al agua y al alimento.

5.2 DISECCION DEL CEREBRO Y OBTENCION DE REBANADAS

Los animales se anestesiaron con una dosis intraperitoneal de pentobarbital

sodico 63 mg/Kg de peso. Para cada uno de los animales se siguio el siguiente
procedimiento: La rata se colocd en posicidn dorsal sobre una superficie fria, se
realizd una incisién ventral para exponer el corazén y se perfundié con liquido
cefalorraquideo artificial con sacarosa (LCRa sac) (sacarosa 215.5 mM, glucosa
30 mM, NaHCO3; 25 mM, KCI 3 mM y MgCl, 10 mM pH 7.4) frio durante 90 seg
introduciendo una jeringa en el ventriculo izquierdo y realizando una incision en la
auricula derecha. Se cort6 la cabeza y se colocé en una solucién fria de LCRa
sac. Se extrajo el cerebro colocandolo en LCRa sac frio, se realizé un corte para
desechar el cerebelo y el tallo cerebral. Se colocé en la base de un vibratomo
Leika VT1000S y se mantuvo sumergido en LCRa sac frio. Se realizaron cortes
coronales de 500 um, obteniendo 5 rebanadas conteniendo tejido cortical vy
cuerpo estriado. Las rebanadas obtenidas se sometieron a un periodo de
preincubacion durante 30 min en liquido cefalorraquideo artificial sin sacarosa
(LCRa s/sac) (NaCl 107.75 mM, glucosa 30 mM, NaHCO3; 25 mM, KCI 3 mM y
MgCl, 10 mM pH 7.4) a temperatura ambiente. Posteriormente, las rebanadas se
incubaron durante 30 min en liquido cefalorraquideo artificial (LCRa) (NaCl 119
mM, glucosa 30 mM, NaHCO3; 25 mM, KCI 3 mM, MgCl, 1 mMy CaCl; 1.5 mM pH
7.4)a 32°C.

En todos los medios se mantuvo un burbujeo constante con O,95% / CO2 5%.
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5.3 MODELO DE ISQUEMIA/REPERFUSION IN VITRO

Las rebanadas se incubaron 0.5 o0 1.5 h en liquido cefalorraquideo artificial
sin glucosa (LCRa s/glu) (NaCl 134 mM, NaHCO3; 25 mM, KCI 3 mM, MgCl, 1 mM
y CaCl, 1.5 mM pH 7.4) a 32°C burbujeado con N2 95% / CO, 5%. Para inducir la

reperfusion las rebanadas isquémicas se incubaron durante 1, 1.5, 2,3, 6 u8 hen

LCRa a 32 °C burbujeado con O; 95% / CO, 5%. Como controles se emplearon
rebanadas de una misma rata incubandolas 0.5 o 1.5 h en LCRa a 32°C
burbujeado con O, 95% / CO, 5% e incubadas después a los distintos tiempos de
reperfusion en el mismo medio. Transcurrido el tiempo de reperfusion las
rebanadas se congelaron a —70°C para realizar posteriormente y por separado la
determinacion de la actividad de las enzimas antioxidantes, la determinacion de
actividad de caspasa 3 y la réplica en western de la caspasa 3 y la ADP-
ribosilacion. En el caso de la determinacién de viabilidad celular, las rebanadas se

utilizaron inmediatamente.

5.4 DETERMINACION DE VIABILIDAD CELULAR

5.4.1 Tincién con cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) y extraccion de

formazan

Para determinar la viabilidad celular se utilizé el método de Preston &
Webster (2000). Cada rebanada se incub6 con TTC al 2% en amortiguador de
fosfatos 100 mM, pH 7.4 durante 30 min a 37°C con agitacion y protegido de la
luz. Se lavo dos veces con solucion salina. Se agregé una solucién de etanol y
dimetil sulféoxido (EtOH/DMSO 1:1) (20 mL por cada gramo de tejido). Se incubd
24 h a temperatura ambiente con agitacion y cubriendo de la luz. Transcurrido el
tiempo se agitd ligeramente cada tubo y se tomaron 100 uL de extracto diluyendo
con 900 pL de EtOH/DMSO fresco. La absorbencia se determind empleando un
espectro Beckman DU® 530 a una longitud de onda de 485 nm. Para calcular el %

de dafo se utilizé la siguiente férmula:

% dano = 100 x [1 — ((Absorbencia de tejido isquémico)/(Absorbencia de tejido control))]
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5.5 DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

5.5.1 Homogenizacion de las rebanadas

Cada rebanada se homogeniz6 con 500 pL de amortiguador de lisis (Tris 20
mM pH 7.9, sacarosa 0.5 mM y NaCl 30 mM) agregando una solucién de
inhibidores de proteasas (AEBSF 104 mM, aprotinina 0.08 mM, leupeptina 2 mM,
bestatina 4 mM, E-64 1.4 mM y pepstatina A 1.5 mM) utilizando un homogenizador
con punta de teflon Wheaton adaptado a un motor de taladro. En un tubo se
colocaron 100 uL del homogenado y se agregaron 25 uL de triton X-100 al 1%. Se
centrifugaron a 12,000 rpm durante 30 min a 4°C en una centrifuga refrigerada
Eppendorf 5417R. Se separo el sobrenadante, se determiné la concentracién de
proteina total y la actividad de la enzima catalasa. El homogenado restante se
centrifugd en las mismas condiciones. Se separé el sobrenadante, se determind la
concentracion de proteina total y la actividad de las enzimas glutatién peroxidasa y

superoxido dismutasa.

5.5.2 Cuantificacion de proteinas totales

Se utilizd del método de Lowry et al. (1951). Los iones Cu?*, en medio
alcalino, se unen a las proteinas formando complejos con los atomos de nitrégeno
de los enlaces peptidicos. Estos complejos Cu?* - proteina tienen un color azul
claro. Ademas, provocan el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la
proteina, exponiéndose los residuos fendlicos de tirosina. La reduccion del
reactivo de Folin-Ciocalteau también ocurre en medio basico por los grupos
fenolicos de los residuos de tirosina, en donde el cobre actua como catalizador. El
principal constituyente del reactivo de Folin-Ciocalteau es el acido
fosfomolibdotungstico, de color amarillo, que al ser reducido por los grupos
fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso.

Se realizé una curva patrén utilizando un estandar de albumina de suero de bovino
(ASB) con concentraciones de 5 a 50 pg/mL. La absorbencia se determin6 a 660

nm.
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5.5.3 Actividad de catalasa (CAT)
Se utilizd el método de Aebi (1984) que mide la desaparicién de H,O, a 240

nm (Figura 6)

2Ha0p ST L 2 H0 + O3

Figura 6. Reaccion para medir la actividad de CAT

Se mezclaron en una celda de cuarzo 25 pL del sobrenadante con 725 yL
de H20, 30 mM en amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7. Se leydé inmediatamente
la absorbencia a 240 nm cada 30 seg durante 2 min. Como blanco se utilizé
amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7. Se uso la constante de reaccién de primer
orden (k) como la unidad de actividad de la catalasa. Los resultados se expresan
como k/ug proteina.

kiug prot = [(1/t)*Log (A1/A)1/25
Mg prot/pL sobrenadante

Donde t = intervalo de tiempo medido, A, y A, son las absorbencias del H,0O, en

los tiempos t, y t,.

5.5.4 Actividad de glutation peroxidasa (GPx)

Se empled el método de Lawrence & Burk (1976), en el cual la GPx cataliza

la reduccion del H,O, acoplado a la oxidacion del GSH a GSSG, el cual a su vez
es reducido por la glutation reductasa (GR) en presencia de NADPH. La

disminucion de la concentracion de NADPH se detecté a 340 nm (Figura 7).

H:D, + 26SH Ll GSSG + 2HO

HADPH | Gr

2G2H + MNADP

Figura 7. Reaccién utilizada para medir la actividad de GPx
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Se mezclaron en una celda de cuarzo 100 uL de sobrenadante con 800 uL
de mezcla de reaccion (EDTA 1 mM, NaN3; 1 mM, NADPH 0.2 mM, GSH1 mMy 1
U de GR/mL en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7). De igual forma se prepar6
un ensayo inespecifico con 100 uL de amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7. Se
incubaron durante 5 min a temperatura ambiente y se adicionaron 100 uL de H,0;
30 mM en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7 e inmediatamente se leyo la
absorbencia a 340 nm cada 30 seg durante 3 min. Como blanco se utilizd
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7. La actividad de GPx se expresa como U/ug
proteina. Una unidad de GPx se define como la cantidad de enzima que oxida 1

pumol de NADPH por min.

U/ug prot = ([AAszso/minfmyest - [AA310/MiN]inesp)/(6.22*100)
Mg prot/pL sobrenadante

Donde AAsz40/min representa los cambios de absorbencia por minuto de la muestra

y de la reaccién inespecifica, respectivamente.

5.5.5 Actividad de superéxido dismutasa (SOD)
La actividad de SOD se determiné por el método de Oberley & Spitz (1984).

El fundamento para medir la actividad de esta enzima se basa en la competicion

de la SOD con el nitroazul de tetrazolio (NBT) por los iones superdxido generados
por el sistema xantina-xantina oxidasa (XO). Debido a que el NBT es reducido al
interaccionar con los iones superéxido formando un compuesto colorido
(formazan) que absorbe a 560 nm, la actividad de la SOD es directamente

proporcional al grado de inhibicion del NBT (Figura 8).
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XO
xantina /;—\‘ P dcido Urico
0, 20,
soD / \ET
2H,0, Formazan

Figura 8. Reaccion utilizada para medir la actividad de SOD

Se prepardé una mezcla de reaccion (xantina 0.122 mM, EDTA 0.122 mM,
NBT 30.6 uM, Na,CO3; 49 mM y ASB 0.006%) y xantina oxidasa (2.5 mg/mL en
[NH4]2SO4). Se colocaron 815 uL de la mezcla de reaccion en todos los tubos. Se
adicionaron 165 pL de la dilucién 1 a 100 del sobrenadante en amortiguador de
fosfatos 5 mM pH 7.8. Se inicié la reacciéon con la adicion de 20 yL de xantina
oxidasa. De la misma forma se prepard un blanco para cada muestra sin xantina
oxidasa. Se prepardé ademas un tubo de 100% de reduccion del NBT, con xantina
oxidasa pero sin dilucidn del sobrenadante. Todos los tubos se incubaron durante
30 min a temperatura ambiente. Se detuvo la reaccion agregando 330 pL de
CuCl,. Se ley6 la absorbencia a 560 nm. Los datos se expresan como U/ug
proteina. Una unidad de SOD se define como la cantidad de SOD necesaria para

inhibir en un 50% la reduccién del NBT.

U SOD/ug prot = [((A100% red — (Am - Asico ))/(0.5*A100% red))/165]*100
Mg prot/ uL sobrenadante

Donde Aioo% req representa la absorbencia del tubo de 100% de reduccion del

NBT. Auw Y Agico SON las absorbencias de la muestra y su blanco respectivamente.

5.6 DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE CASPASA 3
Para determinar la actividad de caspasa 3 las rebanadas se homogenizaron
en 400 uL de amortiguador de lisis para caspasas (HEPES 20 mM pH 7, DTT 5
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mM, EDTA 2 mM, CHAPS 0.1% pl/v, triton X-100 0.1% v/v, PMSF 1 mM,
aprotinina, pepstatina y leupeptina 1 pug/mL). Se centrifugaron a 10,000 rpm
durante 10 min a 4°C. Se separo el sobrenadante y se cuantificaron proteinas por
el método de Lowry et al. (1951). En un tubo de ensayo se mezclaron: 500 uL de
solucion estandar (HEPES 100 mM pH 7, sacarosa 10% p/v, CHAPS 0.1% plv,
DTT 5 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, aprotinina, pepstatina y leupeptina 1
pMg/mL), 60 ug de proteina del sobrenadante de las muestras y 0.025 mM de Ac-
DEVD-AMC sustrato especifico para la caspasa 3 (solucion stock 6 mM en
DMSO). De la misma manera se prepararon un blanco y un control positivo. Este
control positivo es un homogenado de células inducidas para activacion de
caspasas (el control positivo fue donado por el Dr. Julio Moran, con un cultivo
celular tratado con estaurosporina. Instituto de Fisiologia Celular, UNAM). Se
incubaron a 37°C durante 15 min con agitacion y cubriendo de la luz. Se detuvo la
reaccion colocando los tubos en hielo y agregando acetato de sodio al 4% en 0.2
M de acido acético. Se leyd la intensidad de fluorescencia (excitacion 370 nm,
emision 455 nm) en un fluorébmetro Perkin Elmer Precisely LS55 cada 0.1 seg
durante 1 min. Los resultados se expresan como unidades arbitrarias de

fluorescencia (UAF).

5.7 REPLICA EN WESTERN

5.7.1 Deteccion de caspasa 3

Para los ensayos de réplica en western cada rebanada se homogeniz6 con
500 uL de amortiguador de lisis (Tris 20 mM pH 7.9, sacarosa 0.5 mM y NaCl 30
mM) agregando una solucién de inhibidores de proteasas (AEBSF 104 mM,
aprotinina 0.08 mM, leupeptina 2 mM, bestatina 4 mM, E-64 1.4 mM y pepstatina A
1.5 mM). Se centrifugaron a 12,000 rpm durante 30 min a 4°C. Se separo el
sobrenadante, se determiné la concentracion de proteina total y el sobrenadante
restante se procesé para la deteccion de caspasa 3 y ADP-ribosilacidon por réplica
en western.

Para cada una de las muestras se siguio el siguiente procedimiento: en un

tubo se mezclaron el sobrenadante con amortiguador muestra (1:1) 2x (Tris-HCI
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25 mM pH 6.8, SDS 2%, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5% y azul de bromofenol
0.1%) y se hirvieron durante 4 min. Se prepararon geles de acrilamida en un
soporte Bio-Rad con el gel concentrador al 4% (acrilamida 30% / bisacrilamida
0.8%, Tris-HCI 0.5 M con SDS 0.4% pH 6.8, PSA 10% y TEMED) y el gel
separador al 12% (acrilamida 30% / bisacrilamida 0.8%, Tris-HCI 1.5 M con SDS
0.4% pH 8.8, PSA 10% y TEMED) segun el método de Laemmli (1970). Se
montaron en una camara de electroforesis. Se cargaron en cada pozo del gel 100
Mg de proteina del sobrenadante previamente desnaturalizado y se corrié la
electroforesis durante 30 min a 70 V y durante 1 h a 200 V. Las proteinas se
transfirieron a membranas de PVDF Immobilon-P, Millipore durante 1.5 h a 350
mA. Para comprobar que la transferencia fue completa, las membranas se tifieron
con rojo de Ponceau (Ponceau S 0.5%, CH3COOH 1% v/v, NaOH 200 uM vy
CH3CN 20% v/v) y se destifieron con agua destilada. Las membranas se
bloquearon con una soluciéon de leche descremada al 3% en amortiguador de
fosfatos salino PBS (NaCl 137 mM, KH,PO4 2 mM, Na,HPO4 10 mM, y KCI 2.7
mM) durante 1 h, a temperatura ambiente y con agitacion. Se incubaron con el
anticuerpo anti-caspasa 3 (1:738) en PBS con leche al 3% durante 24 h a 4°C. Las
membranas se lavaron dos veces con agua destilada durante 10 min, agitaciéony a
temperatura ambiente. Las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario
acoplado a peroxidasa (1:4000) durante 1.5 h con agitacion y a temperatura
ambiente. Después se realizaron dos lavados con agua destilada durante 10 min,
a temperatura ambiente y agitacién y otros dos lavados de 5 min con Tween 20 al
0.05% en PBS en las mismas condiciones. Finalmente las membranas se
enjuagaron con agua destilada. Los anticuerpos unidos a la membrana se
observaron usando un sistema de deteccion que emplea quimioluminiscencia

Immobilon Western, Millipore.

5.7.2 Deteccion de ADP-ribosilacion

Las membranas se bloquearon con una solucidén de leche descremada al
5% en TTBS (Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 0.5M y Tween-20 0.05%) durante 2 h,

a temperatura ambiente y con agitacion. Se incubaron con el anticuerpo anti-
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poliADPribosa (1:500) en TTBS durante 24 h a 4°C. Las membranas se lavaron 4
veces en TTBS durante 15 min cada uno con agitacion y a temperatura ambiente.
Se incubaron con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa (1:8000)
durante 1 h, a 37°C y con agitacion. Después de la incubacién, las membranas se
lavaron nuevamente. Los anticuerpos unidos a la membrana se observaron

usando el sistema de deteccidon antes mencionado.

5.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentan como la media + la desviacién estandar (DE). Los

datos obtenidos de viabilidad celular, determinacion de actividad de enzimas
antioxidantes (catalasa, glutation peroxidasa y superoxido dismutasa) y actividad
de caspasa 3 se analizaron con el programa Prism 2.01, Graph Pad (San Diego,
CA) usando una prueba de ANOVA y comparaciones multiples con el método de

Bonferroni. Un valor de P<0.05 se consider6 estadisticamente significativo.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 VIABILIDAD CELULAR

En los ensayos de viabilidad celular, actividad de enzimas antioxidantes,

actividad de caspasa 3 y réplica en western se utilizaron dos tiempos de isquemia
(0.5y 1.5 h) y diferentes tiempos de reperfusion (1, 1.5, 2, 3, 6 y 8 h).

Para evaluar la viabilidad celular las rebanadas se incubaron con cloruro de
2,3,5-trifeniltetrazolio un compuesto incoloro, el cual es reducido por la enzima
succinato deshidrogenasa de las mitocondrias del tejido viable a 1,3,5-
trifenilformazan, un compuesto de color rojo que se extrae con una mezcla de
solventes y se detecta mediante espectrofotometria.

Utilizando 0.5 h de isquemia y diferentes tiempos de reperfusion (1, 1.5, 2,
3, 6 y 8 h) se observd que la viabilidad celular disminuyé significativamente
(disminucion de la absorbencia promedio) en las rebanadas sometidas a isquemia
comparadas con sus controles. En las rebanadas expuestas a 2 h de reperfusion
no se observaron diferencias significativas con su control. Esto representa una
disminucién del 50.54, 45.58, 41.91, 60.92, 54.01 y 49.03% para cada tiempo de
reperfusién comparado con su control (Figura 9).

Al aumentar el tiempo de reperfusion hasta 3, 6 y 8 h la viabilidad celular
disminuy0 significativamente (0.1851+0.0140), (0.1845+0.0423) y (0.1883+0.0326)
con respecto al grupo de isquemia con 1 h de reperfusion (0.4765+0.0695).
Aunque con 3, 6 y 8 h de reperfusién existe una diferencia con respecto a sus
controles, la viabilidad celular de los propios controles (0.4737+0.0299),
(0.4012+0.0606) y (0.3695+0.0714) fue menor comparada con el control de 1 h
(0.9635+0.1099) (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de 0.5 h de isquemia y diferentes tiempos de reperfusion sobre la viabilidad
celular. Los valores se presentan como la media + DE (h=4 para cada grupo). *P{0.05 vs su
grupo control. *P(0.05 vs grupo de isquemia con 1 h de reperfusion.

Utilizando 1.5 h de isquemia y los mismos tiempos de reperfusion se
observd que la absorbencia promedio disminuyd significativamente en las
rebanadas expuestas a 1, 1.5, 2, 3, 6 y 8 h de reperfusion comparadas con sus
controles. Esto representa una disminucion del 61.95, 74.92, 69.16, 74.06, 72.73 y
86.71% para el respectivo tiempo de reperfusion (Figura 10). Comparando el dafio
por isquemia utilizando 0.5 y 1.5 h, observamos que a mayor tiempo de isquemia
(1.5 h) se genera alrededor de un 20 % de mayor dafio a los mismos tiempos de
reperfusion (Figura 10).

A partir de 3, 6 y 8 h de reperfusion hay una disminucién significativa en la
absorbencia promedio (0.1369+0.0150), (0.1214+0.0329) y (0.0534+0.0259)
contra el grupo de isquemia con 1 h de reperfusion (0.2380+0.0212). Ademas a
partir de 3, 6 y 8 h de reperfusion también se observa una disminucion en la
viabilidad celular de los controles (0.5278+0.0537), (0.4453+0.0804) vy
(0.4019+0.0914) comparado con el control después de 1 h de reperfusion
(0.6255+0.1089), lo que indica que utilizar mayor tiempo de reperfusiébn aumenta

considerablemente la muerte neuronal (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de 1.5 h de isquemia y diferentes tiempos reperfusion sobre la viabilidad
celular. Los valores se presentan como la media + DE (n=4 para cada grupo). *P{0.05 vs su
grupo control. *P(0.05 vs grupo de isquemia con 1 h de reperfusion.

En un modelo de isquemia/reperfusion in vivo, Ramirez (2007) observé
que después de 3 h de reperfusion el area de infarto ya no aumentaba
considerablemente. En nuestro modelo se observé que la viabilidad celular de
las rebanadas sometidas a 0.5 y 1.5 h de isquemia, ya no disminuyé después
de 3 h de reperfusién. Resultados similares se observaron en sus respectivos
controles, lo que sugiere que la incubacién de las rebanadas por tiempos
prolongados, aun oxigenando, resulta en una muerte celular considerable.

Con ambos tiempos de isquemia se observo que la viabilidad celular de
las rebanadas sometidas a isquemia/reperfusion disminuyé significativamente
comparada con sus controles. En nuestro modelo las rebanadas son incubadas
en un medio libre de glucosa y burbujeado con nitrégeno (isquemia), para
después ser incubadas en un medio con glucosa y burbujeado con oxigeno
(reperfusion). Durante este periodo de reperfusion se incrementa
dramaticamente la produccion de radicales libres (Nita et al., 2001; Margaill et
al., 2005), ésto debido a que el tejido cerebral isquémico al estar en contacto
nuevamente con el oxigeno (reperfusion), esta sujeto al desencadenamiento de

reacciones que favorecen la produccion de radicales.
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6.2 ACTIVIDAD DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES
6.2.1 Actividad de Catalasa

Con el fin de determinar la respuesta antioxidante a los diferentes tiempos

de isquemia y de reperfusion en las rebanadas cerebrales, se determind la
actividad de las enzimas antioxidantes: CAT, GPx y SOD. Estas tres enzimas
intracelulares trabajan en conjunto para contrarrestar el estrés oxidativo generado
por la isquemia/reperfusion. La SOD metaboliza el O, a H,O, mientras que la
CAT y la GPx rompen el H,O, terminando el ciclo de neutralizaciéon del O,” (Homi
et al., 2002). La CAT reacciona eficientemente con el H,O, para formar H,O y O;
y con donadores de H (metanol, etanol, acido formico y fenoles) con actividad de
peroxidasa (Matés et al., 1999). Para determinar la actividad de la CAT se utilizo el
método de Aebi (1984) que mide la desaparicion de H,O, a 240 nm.

Durante la isquemia cerebral y al inicio de la reperfusién se ha observado una
disminucién en la actividad de la CAT (Schaller et al., 2004; Margaill et al., 2005).
En un modelo de isquemia global después de 15 min de isquemia y 3 h de
reperfusion se observé una disminucion en la actividad de la CAT en la regién del
hipocampo y del estriado (Homi et al., 2002). Por otro lado, usando el mismo
modelo, pero con 20 min de isquemia y 1 o 24 h de reperfusion se observd un
aumento en la actividad de la CAT en el hipocampo (Naga et al., 2007). En este
trabajo, utilizando 0.5 h de isquemia y diferentes tiempos de reperfusiéon (1, 1.5,
2, 3, 6 y 8 h) no se observaron cambios en la actividad de la CAT en las
rebanadas sometidas a isquemia comparadas con sus respectivos controles
(Figura 11). Después de 2 y 3 h de reperfusion aumentd significativamente la
actividad de la enzima (1.774E-3+1.306E-4) y (2.048E-3+3.771E-4)
respectivamente, comparando con el grupo de isquemia con 1 h de reperfusion
(1.051E-3+3.75E-4). Este aumento se mantuvo a las 6 y 8 h de reperfusiéon (Figura
11).
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Figura 11. Efecto de 0.5 h de isquemia y diferentes tiempos de reperfusion sobre la actividad de
la CAT. Los valores se presentan como la media + DE (n=4 para cada grupo). *P(0.05 vs grupo
de isquemia con 1 h de reperfusién.

El aumento en la actividad de la catalasa después de someter a las
rebanadas a 0.5 h de isquemia y diferentes tiempos de reperfusion, contrasta
con lo reportado por otros grupos (Nita et al., 2001), donde se ha observado que
la actividad disminuye. Es importante notar que también se observoé un aumento
significativo en la actividad de las rebanadas control a partir de 2 h de
reperfusion lo cual sugiere que esta respuesta de las células no es debida
totalmente al periodo de isquemia.

Después de incubar las rebanadas durante 1.5 h de isquemia y distintos
tiempos de reperfusion (1, 1.5, 2, 3, 6 y 8 h) la actividad de la CAT no presenté
cambios significativos en los grupos de isquemia comparado con su control
(Figura 12). Sin embargo, a partir de 2 h de reperfusibn se observdé una
disminucién en la actividad de la enzima en los grupos de isquemia y sus
controles. Se observé ademas una disminucion significativa en la actividad de la
CAT en los grupos de isquemia que se sometieron a 6 y 8 h de reperfusion
(1.255E-3+1.88E-4) y (1.054E-3+1.35E-4) respectivamente, comparados con el
grupo de isquemia con 1 h de reperfusion (1.593E-3+1.83E-4) (Figura 12).
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Figura 12. Efecto de 1.5 h de isquemia y diferentes tiempos reperfusion sobre la actividad de la
CAT. Los valores se presentan como la media + DE (n=5 para cada grupo). *P(0.05 vs grupo de
isquemia con 1 h de reperfusion.

Cuando las rebanadas fueron sometidas a 1.5 h de isquemia se observo
una disminucién en la actividad de la CAT, que concuerda con lo reportado por
Schaller (2004) y Margaill (2005). A pesar de que disminuy0 la actividad de las
rebanadas isquémicas la disminucién de sus controles indica que después de
cierto tiempo es inevitable que se genere muerte neuronal a pesar de que las
rebanadas continden oxigenadndose. La disminucion en la actividad puede ser
consecuencia de los radicales libres generados durante la isquemia/reperfusion,

ya que éstos pueden oxidar a la CAT provocando su inactivacion.

6.2.2 Actividad de Glutatién peroxidasa

La GPx protege a las células de los efectos toxicos de hidroperéxidos
(ROOH y H,0,) catalizando su descomposicion en H,O usando como cofactor al
glutation reducido (GSH). Para determinar la actividad de la GPx se empleé el
método de Lawrence & Burk (1976), en el cual la GPx cataliza la reduccién del
H,O, acoplado a la oxidacién del GSH a GSSG, el cual a su vez es reducido por la
glutation reductasa (GR) en presencia de NADPH. La disminucion de la
concentracion de NADPH se detect6é a 340 nm.

En un modelo de isquemia global y varios periodos de reperfusién (20, 60 y
240 min) se ha observado una disminucion en la actividad de la GPx (Islekel et al.,
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1999). Por otro lado, usando el mismo modelo, pero con 20 min de isquemiay 1 o
24 h de reperfusion se observé un aumento en la actividad de la GPx en la region
del hipocampo (Naga et al., 2007). En un modelo in vitro utilizando rebanadas de 1
mm expuestas a 120 min de privacion de oxigeno y glucosa (POG) la actividad de
la GPx aumenta un 25% (De la Cruz et al., 2004). En las rebanadas sometidas a
0.5 h de isquemia y varios tiempos de reperfusion (1, 1.5, 2, 3, 6 y 8 h) no se
observaron diferencias en la actividad de GPx entre los grupos de isquemia y sus
controles. Se observé una disminucién significativa de la actividad de GPx en los
grupos con 1.5 (6.431E-5+1.273E-5), 2 (5.771E-5+3.297E-6), 3 (4.999E-5+1.422E-
5), 6 (4.199E-54+5.728E-5) y 8 (3.858E-5+1.410E-5) h de reperfusiébn comparados
con el grupo de isquemia sometido a 1 h de reperfusion (1.069E-4+1E-5). Una

disminucién similar se observé en los respectivos controles (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de 0.5 h de isquemia y diferentes tiempos de reperfusién sobre la actividad de
la GPx. Los valores se presentan como la media + DE (n=4 para cada grupo). *P(0.05 vs grupo
de isquemia con 1 h de reperfusion.

En las rebanadas sometidas a 1.5 h de isquemia y los mismos tiempos de
reperfusion tampoco se encontraron cambios significativos en la actividad de GPx
en los grupos de isquemia y sus controles. Se observdé una disminucion
significativa en la actividad de GPx después de 1.5 (3.7239E-05+3.9028E-06), 3
(5.6576E-05+3.5549E-06), 6 (5.434E-05+6.6023E-06) y 8 (5.9943E-05+7.756E-
06) h de reperfusion comparando con el grupo de isquemia con 1 h de reperfusién
(7.0984E-5+5.501E-06) (Figura 14).
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Figura 14. Efecto de 1.5 h de isquemia y diferentes tiempos reperfusion sobre la actividad de la

GPx. Los valores se presentan como la media + DE (n=5 para cada grupo). ®P(0.05 vs grupo de
isquemia con 1 h de reperfusion

En las rebanadas sometidas a 1.5 h de isquemia se observd desde el
primer tiempo de reperfusion evaluado (1 h) una disminucion considerable de la
actividad enzimatica (7.0984E-5+5.501E-06) comparada con las rebanadas
expuestas a 0.5 h de isquemia y el mismo periodo de reperfusion (1.069E-4+1E-
5). Estos resultados confirman lo obtenido en los ensayos de viabilidad celular
que indica que 1.5 h de isquemia genera un mayor dafio celular, que se ve
reflejado en este caso, desde las primeras horas de reperfusion.

Con ambos tiempos de isquemia y al someter a las rebanadas a distintos
tiempos de reperfusion se observd una disminucion en la actividad enzimatica,
esta disminucién también se observé en los propios controles lo que indica una
muerte celular progresiva a lo largo del tiempo de incubacion.

La disminucién observada en la actividad de GPx al someter a las
rebanadas a 0.5 y 1.5 h de isquemia puede deberse a la oxidaciéon de dicha
enzima. La GPx es sensible a la oxidacion por ONOO y O,” . El ONOO" es un
potente oxidante que puede provocar la oxidacion del residuo de selenocisteina
presente en el sitio activo de la enzima y en consecuencia provocar una

disminucién en su actividad (Blum et al., 1985; Padmaja et al., 1998).
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6.2.3 Actividad de Superoxido dismutasa

La SOD es una enzima antioxidante endégena que cataliza la dismutacion
del O, a H,O; y constituye la primera linea de defensa contra las ERO’s formadas
durante la isquemia/reperfusion. La actividad de SOD se determiné por el método
de Oberley & Spitz (1984). Se ha observado que durante la isquemia cerebral y al
inicio de la reperfusion hay una disminucién en la actividad de la SOD (Nita et al.,
2001; Schaller et al., 2004; Margaill et al., 2005). En un modelo de isquemia global
en ratas después de 15 min de isquemia y 3 h de reperfusiébn se observé una
disminucién en la actividad de la SOD en el hipocampo y el estriado (Homi et al.,
2002). En otro estudio, con 15 min isquemia global y 2, 24 y 48 h de reperfusion,
observaron solo una disminucion significativa de la CuZn-SOD durante la isquemia
(Drgova et al., 2004). Por otro lado, en un modelo de isquemia cerebral global
utilizando 5, 15, 30 y 60 min de oclusion y 30 min de reperfusion, se observé un
aumento significativo en la actividad de la CuzZn-SOD a los 60 min del inicio de la
lesion isquémica (Lopez et al., 2004). Después de incubar las rebanadas durante
0.5 h de isquemia y 1, 1.5, 2, 3, 6 y 8 h de reperfusibn no se observaron
diferencias importantes en la actividad de la SOD entre los grupos de isquemia y
sus controles. Por otro lado, la actividad de la SOD disminuyé significativamente
después de 2 (1.4205+0.0644), 3 (1.0846+0.1168), 6 (1.4048+0.1126) y 8
(1.2360+0.0830) h de reperfusion, comparando con el grupo de isquemia expuesto

a 1 h de reperfusion (2.3140+0.4874) (Figura 15).
Actividad de SOD

Control
EZ3 Isquemia

560 nm)

a3
S
a
=3
S
=2
o
o]
(%2]
o]

Tiempo de Reperfusion (h)

Figura 15. Efecto de 0.5 h de isquemia y diferentes tiempos de reperfusién sobre la actividad de
la SOD. Los valores se presentan como la media + DE (n=4 para cada grupo). *P(0.05 vs grupo
de isquemia con 1 h de reperfusion.
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Aunque es posible observar una disminucién en la actividad de la SOD a
partir de las 2 h de reperfusion, esta disminucibn se mantuvo practicamente
constante al aumentar el tiempo de reperfusion. Esto concuerda con los datos
obtenidos en los ensayos de viabilidad celular donde se observé que después de 3
h de incubacion se genera muerte celular considerable a pesar de que las
rebanadas contindan oxigenandose. En este caso, como las células de las
rebanadas estan muriendo, aumentar el tiempo de reperfusion no tiene ya efecto
sobre la actividad enzimatica.

La disminucion observada en la actividad de SOD puede explicarse por un
aumento de H,O, que ataca el residuo de histidina presente en el sitio activo de la

enzima, disminuyendo de esta forma su actividad (Mukherjee et al., 2007).

Utilizando 1.5 h de isquemia y los mismos tiempos de reperfusién no se
encontraron diferencias en la actividad de la SOD en los grupos de isquemia y sus
respectivos controles. Después de incubar las rebanadas durante 1.5
(1.2992+0.8674), 2 (1.9004+0.5375), 3 (1.5440+0.1800), 6 (1.2507+0.3500) y 8
(1.5082+0.4214) h de reperfusion no se observaron cambios en la actividad de la
SOD comparando con las rebanadas expuestas a 1 h de reperfusion

(1.6670+0.3445) (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de 1.5 h de isquemia y diferentes tiempos reperfusiéon sobre la actividad de la
SOD. Los valores se presentan como la media = DE (n=5 para cada grupo).
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En el caso de las rebanadas sometidas a 1.5 h de isquemia, una mayor
produccion de radicales libres podria estar generando la inhibicion de la SOD
desde las primeras horas de reperfusion. Se sabe que la produccion de radicales
es continua y proporcional con la duracién de la isquemia (Nita et al., 2001). Esto
concuerda con lo obtenido al evaluar la actividad de GPx después de 1.5 h de
isquemia, en donde se observé una disminucién en la actividad enziméatica al inicio
de la reperfusion.

Las defensas enzimaticas contra las ERO's involucran la accion cooperativa
de las tres principales enzimas antioxidantes intracelulares: la SOD, la CAT y la
GPx. Esta cooperacion involucra ademas una proteccion de la CAT y la GPx hacia
la SOD protegiéndola de la inactivacion por H,O,. Esta ultima también puede ser
inactivada por ONOOQO'. Reciprocamente, la SOD protege a las enzimas CAT y GPx
contra la inhibicion por O,". Ademas se ha observado que una disminucién en la
actividad de la SOD es paralela a una disminucion en la actividad de la GPx (Blum
et al., 1985; Homi et al., 2002).

La aparente disminucion observada al evaluar la actividad de las enzimas
antioxidantes se mantiene constante al aumentar el periodo de reperfusion, lo cual
concuerda con los resultados observados en la viabilidad celular. La disminucion
en la actividad de las enzimas antioxidantes se debe probablemente a los
radicales libres generados, los cuales atacan el sitio activo de las principales
enzimas antioxidantes.

En los resultados de actividad de las enzimas antioxidantes no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos sometidos a
isquemia/reperfusion y los controles. Hay reportes en los que se ha observado una
disminucién de la actividad enzimatica de la SOD y la CAT pero solamente en la
region del hipocampo y del estriado que son las regiones mas vulnerables al dafio
generado por la isquemia, por otro lado no se observan diferencias en la actividad
enzimatica en el cerebelo y la corteza (Homi et al., 2002). Esto nos indica que en
nuestro modelo al usar rebanadas corticoestriatales las regiones tienen respuestas
diferentes a la isquemia lo cual posiblemente no nos permita observar diferencias

significativas entre rebanadas control y aquellas expuestas a isquemia/reperfusion.
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El hecho de que no se observen cambios durante los diferentes tiempos de
reperfusion puede deberse a que durante la reperfusion la produccion de radicales
libres se da principalmente en la etapa temprana cuando el oxigeno es
suministrado a la regién isquémica (Nita et al., 2001). Pero también hay datos en
donde este incremento de ERO's se mantiene durante un tiempo después de
iniciada la reperfusion. Peters y colaboradores (1998) empleando un modelo de
oclusion de la arteria cerebral media (OACM) durante 1 h observaron un aumento
en la produccion de ERO's después de 20 min de iniciado el periodo de
reperfusion y este incremento se mantuvo durante las siguientes 2 h. Por su parte
Dirnagl y colaboradores (1995) encontraron que con 20 min de isquemia cerebral
global in vivo se incrementa la produccién de ERO's durante la reperfusion y que
estos niveles se mantienen después de 2 h.

Ademas de evaluar la actividad de las enzimas oxidantes otro método
alternativo que se podria usar para evaluar el estrés oxidativo inducido por los
diferentes tiempos de isquemia y de reperfusion es la lipoperoxidacion empleada
como marcador de dafio oxidativo. La peroxidacion de lipidos puede ser evaluada
por el método de sustancias reactivas al &cido tiobarbitlrico (TBARS). Este
método evalla el estrés oxidativo a través del malondialdehido, que es uno de los
productos finales de la peroxidacion lipidica (Matés et al., 1999). Otro método
podria ser evaluar de manera indirecta el estrés oxidativo midiendo la disminucion
de la concentracion de glutation total (glutation oxidado y glutation reducido)
(Lerouet et al., 2002).

6.3 ACTIVIDAD DE CASPASA 3
Los resultados de viabilidad celular indican que existe una muerte celular y

que ésta es mayor conforme aumenta el tiempo de isquemia. Para investigar si la
muerte celular ocurria por apoptosis 0 por necrosis se decidié usar un marcador
de muerte apoptética (actividad de caspasa 3) y un marcador de muerte necrética
(ADP ribosilacion).

Las caspasas son una familia de cistein-proteasas que existen como

zimogenos en las células (Dirnagl et al., 1999). La activacién de las caspasas
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puede tener lugar en respuesta a estimulos tanto extracelulares como
intracelulares (Jordan, 2003). Las caspasas involucradas en la apoptosis son
generalmente divididas en dos categorias, las caspasas iniciadoras, las cuales
incluyen a las caspasas 2, 8, 9y 10y las caspasas efectoras, las cuales incluyen a
las caspasas 3, 6 y 7. Todas las caspasas son producidas en las células como
zimogenos inactivos y deben someterse a una activacién proteolitica durante la
apoptosis. La activacion de una caspasa efectora (como la caspasa 3 0 7) es
llevada a cabo por una caspasa iniciadora (como la caspasa 9) a través de un
corte después de un residuo de acido aspartico (Asp) que separa la subunidad
grande de la pequefia. Las caspasas iniciadoras, sin embargo, son autoactivadas.
Una vez activadas, las caspasas efectoras son responsables del corte proteolitico
de un amplio espectro de blancos celulares, que conducen finalmente a la muerte
celular (Shi, 2002). Entre los sustratos de las caspasas se encuentran: elementos
del citoesqueleto, enzimas encargadas de reparar o degradar el ADN celular,
factores de transcripcion y proteinas reguladoras (Jordan, 2003). Las caspasas 1y
3 parecen tener un papel fundamental en la apoptosis mediada por la isquemia
(Dirnagl et al., 1999).

En el caso de la caspasa 3, la caspasa inactiva es un precursor de 32
kDa. El corte proteolitico en el residuo Asp 175 genera dos subunidades
conocidas como p17 y pll. Tanto el precursor inactivo como los fragmentos de
17 y 11 kDa pueden ser detectados por réplica en western. Por otro lado la
actividad de caspasa puede ser seguida utilizando sustratos especificos.

Para determinar la actividad de caspasa 3 usamos el sustrato fluorogénico
acido N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-metilcumarina (Ac-DEVD-AMC). Este
sustrato sufre protedlisis y genera 7-amino-4-metilcumarina (AMC). Al liberarse el
AMC emite fluorescencia a 460 nm (longitud de onda de excitacién 360 nm). De
este modo, la fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad de sustrato
procesado y por tanto, a la actividad de caspasa 3 presente en la muestra.

La actividad de caspasa 3 utilizando 0.5 h de isquemia y diferentes

tiempos de reperfusion (1, 1.5, 2, 3, 6 y 8 h) no presentdé cambios significativos
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entre los grupos de isquemia y sus controles ni entre los diferentes tiempos de

reperfusion empleados (Figura 17).
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Figura 17. Efecto de 0.5 h de isquemia y diferentes tiempos de reperfusién sobre la actividad de
la caspasa 3. Los valores se presentan como la media £ DE (n=4 para cada grupo).

Utilizando 1.5 h de isquemia y los mismos tiempos de reperfusién no se
observaron cambios significativos en la actividad de caspasa 3 entre los grupos
de isquemia y sus respectivos controles. Después de 1.5, 2, 3, 6 y 8 h de
reperfusién no hay cambios en la actividad de caspasa 3 con respecto al grupo

de isquemia sometido a 1 h de reperfusion (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de 1.5 h de isquemia y diferentes tiempos reperfusiéon sobre la actividad de la
caspasa 3. Los valores se presentan como la media + DE (n=4 para cada grupo).

En el ensayo de actividad de caspasa 3 utilizando 0.5y 1.5 h de isquemia

no se observaron diferencias entre los grupos de isquemia y sus controles y los
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diferentes tiempos de reperfusion empleados. Esto puede deberse a que los
periodos prolongados de isquemia (0.5 y 1.5 h) producen una intensa estimulacién
de los receptores NMDA, generando que la mayoria de las células mueran por
necrosis y no a través de apoptosis mediada por caspasas. Malagelada y
colaboradores (2005) empleando cultivos celulares sometidos a POG observaron
que la muerte celular por necrosis o apoptosis depende de la duracion e
intensidad del estimulo, en este caso la POG. Ademas ha sido reportado que los
receptores NMDA estan involucrados en la muerte por necrosis o apoptosis
dependiendo de la intensidad del estimulo. Asi, un estimulo leve de los receptores
NMDA induce apoptosis, mientras que un estimulo intenso produce principalmente

muerte por necrosis (Bonfoco et al., 1995).

Para confirmar los resultados de actividad de caspasa 3 se realiz6
también un ensayo de réplica en western utilizando un anticuerpo anti-caspasa
3. No se pudo eliminar el fondo para la deteccién de la caspasa 3, por lo que no
se puede mostrar una imagen clara; sin embargo, en todos los casos se pudo
observar la presencia del precursor inactivo, asi como de los fragmentos de 17 y
11 kDa, indicando una activacion parcial de la caspasa 3 sin diferencias
notables entre los diferentes grupos. Estos resultados junto con los de la
actividad de caspasa 3, confirman que la muerte neuronal de las rebanadas no
esta asociada al menos totalmente, con la apoptosis mediada por caspasas y

que la actividad observada corresponde a una actividad basal.

6.4 DETECCION DE ADP-ribosilacion

Como en los ensayos de réplica en western y de actividad de caspasa 3

realizados en las rebanadas sometidas a isquemia/reperfusion no se observaron
resultados que confirmaran muerte celular por apoptosis, se evalué si era posible
detectar un marcador del mecanismo de muerte neuronal por necrosis.

La poli(ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP-1) es una proteina de 113 kDa
presente en el nicleo de la mayoria de los tipos celulares. La PARP-1 es activada

por rupturas en la hebra de ADN, que pueden ser inducidas por una variedad de
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estimulos ambientales y por el atague de los radicales libres, tales como el H,0O,,
el OH*y el ONOO'. En respuesta al dafio, la PARP-1 se une al ADN lesionado y
cataliza la transferencia sucesiva de unidades de ADP-ribosa de su sustrato f-
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD) a una variedad de proteinas entre las
gue se encuentran histonas, topoisomerasa |y Il, proteinas cinasas dependientes
de ADN y PARP-1. La adicion de polimeros de poli(ADP-ribosa) cargados
negativamente a las proteinas nucleares altera drasticamente las cargas
electrostaticas de esas proteinas y contribuye al complejo proceso involucrado en
la reparacion del ADN (Szabo et al.,1998; Ha, 2000).

PARP-1 media la muerte celular necrotica porque depleta el ATP. La
activacion excesiva de la PARP puede agotar el almacén celular de NAD" y
afectar principalmente las rutas metabolicas dependientes de NAD" tales como
glucdlisis y cadena respiratoria. Como consecuencia, la produccion de ATP es
reducida. Ademas, en un esfuerzo para resintetizar NAD", la célula consume una
cantidad significativa de ATP (4 moléculas de ATP para regenerar una molécula
de NAD") de esta forma empeora la falla energética y contribuye a la generacion

de un circulo vicioso que conduce a la muerte celular (Meli et al., 2003).

Para la deteccion de ADP-ribosilacion se realizé una réplica en western. Se
evalué la deteccidén de productos de ADP-ribosilacion en rebanadas después de
ser obtenidas en el vibratomo [(después del corte (DC), después de la
preincubacién (DP) y después de la recuperacion (DR), ver métodos] sin ser
sometidas a tiempos de isquemia o de reperfusion. En estos controles se observo
claramente una sefal de menor intensidad comparada con la obtenida al usar 0.5

0 1.5 h de isquemia (Figura 19).
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Figura 19. Deteccion de ADP-ribosilacién en rebanadas control. DC, después del corte; DP,
después de la preincubacion y DR, después de la recuperacion.

En el ensayo utilizando 0.5y 1.5 h de isquemia, se observo la presencia
de productos de la ADP-ribosilacién. Sin embargo, no hubo diferencias entre los
grupos de isquemia y sus controles y entre los diferentes tiempos de reperfusion.
Se muestra sélo la réplica en western de las rebanadas sometidas a 1.5 h de
isquemia y diferentes tiempos de reperfusion (1, 1.5, 2, 3, 6 y 8 h) (Figura 20). En
el caso de 0.5 h de isquemia no se pudo eliminar el fondo para la deteccién de
ADP-ribosilacién, por lo que no se puede mostrar una imagen clara. Ademas la
sefal obtenida con 0.5 h de isquemia no fue tan intensa como la observada al
someter a las rebanadas a 1.5 h de isquemia, sin embargo, en todos los casos

pudimos observar la presencia de productos de ADP-ribosilacion.

Ct1 IR1 Ct15 IR15 Ct2 IR2 Ct3 IR3 Cté IR6 Ct8 [RS8

Figura 20. Deteccién de ADP-ribosilacion en rebanadas sometidos a 1.5 h de isquemia.
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Con estos resultados y los obtenidos en los ensayos de actividad y
deteccidn de caspasa 3 podemos concluir que el mecanismo de muerte celular en
las rebanadas sometidas a isquemia/reperfusion es la necrosis. La muerte celular
necrotica es consecuencia de la sobreactivacion de los receptores NMDA vy el
subsecuente flujo de Ca?* dentro de las células. Este aumento en la concentracion
intracelular de Ca?* activa varias enzimas, entre las que se encuentran la 6xido
nitrico sintasa (NOS). Esta enzima produce NO’ que reacciona con el O," y genera
ONOO’" que puede causar rupturas en la hebra de ADN y en consecuencia
provocar la activacion de la PARP. Meli y colaboradores (2003) observaron una
activacion significativa de la PARP en cultivos neuronales expuestos a POG.
Ademas demostraron que los inhibidores de la PARP previenen la activacion de
dicha enzima y la muerte neuronal. Sugiriendo que la PARP-1 esta involucrada en

el mecanismo que conduce a la muerte neuronal después de la isquemia cerebral.

En resumen, los datos obtenidos en el presente trabajo sugieren que
durante la isquemia se generan gran cantidad de radicales libres, los cuales
pueden atacar rapidamente el sitio activo de varias enzimas entre ellas las
antioxidantes. Se sabe que la isquemia/reperfusion altera la actividad de las
enzimas antioxidantes y esta disminucién en la actividad puede ser explicada
debido al ataque del sitio activo de las enzimas por los radicales libres de oxigeno
y la interaccion de las enzimas con productos de peroxidacion. Otra razon para la
reduccion de la actividad enzimatica puede ser atribuida a la reduccion del pH, por
ejemplo durante la acidosis. La isquemia hace que las células se sometan a un
metabolismo anaerobio donde hay produccion de acido lactico y acidosis (Naga et
al., 2007).

Los tiempos de isquemia utilizados (0.5 y 1.5 h) generan un estimulo
intenso, muy probablemente sobre los receptores NMDA que provocan que el
mecanismo de muerte celular sea la necrosis. Se ha demostrado que la intensidad
en la estimulacion de los receptores NMDA esta implicada en el tipo de muerte
celular observada después de un periodo de isquemia/reperfusion (Malagelada et
al., 2005).
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VIl. CONCLUSIONES

>

Las condiciones de obtencion, incubacién y generacion de isquemia y
reperfusion in vitro nos permitieron obtener resultados reproducibles en la
determinacion de la viabilidad celular, actividad de enzimas y actividad de
caspasas.

Con los resultados obtenidos con dos diferentes tiempos de isquemia (0.5 y
1.5 h) se observé que el aumento en el tiempo de isquemia generd
alrededor de un 20 % mas de dafio en las rebanadas sometidas a
isquemia/reperfusion.

La actividad de catalasa en las rebanadas con 0.5 h de isquemia sélo
mostré diferencias significativas después de 2 y 3 h de reperfusion, en los
que se observd un aumento en la actividad con respecto al grupo con 1 h
de reperfusién. Utilizando 1.5 h de isquemia se observdo una ligera
disminucion en la actividad que es estadisticamente significativa solo
después de 6 h de reperfusion.

La actividad de GPx en las rebanadas con 0.5 h de isquemia muestra una
disminucién estadisticamente significativa a partir de 1.5 h de reperfusion
con respecto al grupo con 1 h de reperfusion y hasta las 8 h evaluadas.
Esta disminucion significativa se observa también cuando las rebanadas se
someten a 1.5 h de isquemia y diferentes tiempos de reperfusion.

La actividad de SOD en las rebanadas con 0.5 h de isquemia muestra una
disminucion estadisticamente significativa a partir de 2 h de reperfusion con
respecto al grupo con 1 h de reperfusién y hasta las 8 h evaluadas. No se
observaron diferencias en la actividad de SOD en las rebanadas con 1.5 h
de isquemia a los diferentes tiempos de reperfusion.

Los resultados de actividad de caspasa 3 y de deteccion de ADP-
ribosilacion por réplica en western sugieren que el principal mecanismo de
muerte neuronal en las rebanadas sometidas a 0.5 y 1.5 h de isquemia a

los diferentes tiempos de reperfusion es la necrosis.
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