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Resumen

1. RESUMEN:

Una de las principales causas de muerte y discapacidad en nuestro pais son
las enfermedades cerebrovasculares, especialmente la isquemia cerebral. El
dafio cerebral por isquemia es el resultado de una reduccion transitoria o
permanente del flujo sanguineo y por tanto de oxigeno y glucosa a un area del
cerebro. Esto desata una cascada de eventos idnicos y metabdlicos que llevan
a la activacion de multiples sefiales de transduccion que resultan en disfuncion
neuronal y muerte celular. La severidad del dafio esta determinada por el grado
y duracién de la interrupcién del flujo sanguineo, el dafio aumenta si el paciente

permanece sin un tratamiento adecuado.

Entre los mecanismos patologicos principales de la isquemia cerebral se
encuentra el dafio por el estrés oxidativo. Este es provocado por la produccién
descontrolada de especies reactivas de oxigeno debido a la falta de ATP y al
incremento del Ca®* citosélico, durante la isquemia. El restablecimiento del flujo
sanguineo, llamado también reperfusion, incrementa el estrés oxidativo debido
principalmente a que durante la isquemia se genera un ambiente reductor por
la falta de aceptor final de electrones. Al reintroducirse el O, se producen
grandes cantidades de especies reactivas, superando los mecanismos de
captura. Por todo esto, el estrés oxidativo constituye actualmente uno de los

principales blancos para la neuroproteccion.

Los modelos experimentales son una herramienta indispensable en el
campo de investigacion de la isquemia cerebral, tanto para investigar los
mecanismos del dafio isquémico como para desarrollar nuevas estrategias que
minimicen sus repercusiones. En la Ultimas décadas se han desarrollado
modelos de dafio en rebanadas cerebrales, que aparentemente ofrecen
muchas ventajas sobre los modelos in vivo, principalmente por requerir menor
tiempo para generar el dafo isquémico y porque se tiene un acceso inmediato
al compartimiento extracelular en el tejido cerebral al no existir la barrera

hematoencefélica.



Resumen

Por las ventajas que ofrece el modelo de isquemia y reperfusién en
rebanadas cerebrales, puede utilizarse como herramienta para evaluar el
efecto de farmacos antioxidantes con posible actividad neuroprotectora. Sin
embargo, las condiciones utilizadas para la obtencion e incubacion de
rebanadas en estudios previos de isquemia y reperfusion en el modelo de

rebanadas cerebrales son muy variables.

Es por eso que en este trabajo, se determinaron condiciones reproducibles
para la obtencién y la induccion in vitro de isquemia y reperfusion en rebanadas
cerebrales, con el fin de obtener informacion acerca del dafio oxidativo
generado en este modelo y sobre qué elementos antioxidantes se ven
afectados. Sobre el modelo establecido, se determind la viabilidad celular, el
dafio oxidativo y la actividad de las enzimas antioxidantes superoxido

dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa.
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2- INTRODUCCION
2.1 Enfermedad Vascular Cerebral: Epidemiologiay tipos:

El término Enfermedad Vascular Cerebral (EVC) se refiere a toda
anormalidad funcional del sistema nervioso central, causada por la interferencia

en el aporte normal de sangre al cerebro®>.

En las Ultimas décadas la EVC ha sido identificada como la tercera causa de
It 2 48 incluyendo México® **2. Ademas
8,13 y |a

segunda causa de demencia después de la enfermedad de Alzheimer®®.

mortalidad en la poblacion mundia

constituye la primera causa de discapacidad en los paises desarrollados

Debido a que el riesgo de sufrir EVC aumenta exponencialmente con la edad,
se espera que su incidencia aumente conforme la poblacién va envejeciendo.
La EVC tiene un gran impacto econOmico ya sea por costos directos en
cuidado para la salud como en costos indirectos por la pérdida de
productividad’** ya que los sobrevivientes presentan diversos grados de
incapacidad que dificilmente les permiten reasumir su vida normal. Por todo
esto la EVC representa una gran carga moral y econdmica y es actualmente

una de las enfermedades mas desafiantes.

Segun su naturaleza, la EVC se puede presentar como isquémica 0 como
hemorragica, con una proporcién en torno al 85 y 15%, respectivamente®®. La
EVC isquémica tiene su origen en la oclusién por un trombo o un émbolo de
alguna de las principales arterias cerebrales. Otras causas de isquemia
cerebral son el paro cardiaco y la hipotension sistémica, que originan el
descenso del aporte sanguineo al cerebro en su totalidad. La EVC hemorragica
se genera por la ruptura de una arteria 0 vaso sanguineo bien sea en el
parénquima (“hemorragia intracerebral”) o en la superficie cerebral
(“hemorragia subaracnoidea”). En este trabajo nos enfocamos a la EVC

isquémica.
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2.2 Isquemia

La isquemia cerebral es la reduccion temporal o permanente, parcial o total
del flujo sanguineo cerebral hasta un nivel que resulta insuficiente para
mantener el metabolismo y funcionamiento normal de las células cerebrales.
Se conoce que durante la isquemia sélo se mantiene el 35% del flujo cerebral
normal *°. Esto resulta en una falla energética que da inicio a una compleja

serie de eventos metabdlicos que llevan a la muerte neuronal.

Hay principalmente dos tipos de isquemia cerebral®>"*°.

a) Isquemia cerebral focal y aguda:

Se produce por la oclusién in situ de una arteria (trombosis), de
estenosis arterial o de una embolia. El dafio se restringe a un area de
infarto en aquellas regiones suplementadas por el vaso ocluido y no se

da de forma homogénea.

En la region isquémica central, core 0 area de infarto se mantiene un
flujo sanguineo del 20% de lo normal por lo que se agotan las reservas
energeéticas. Las células se despolarizan permanentemente y mueren
rapidamente por lipolisis, protedlisis y desagregacion de microtubulos.

Alrededor del area de infarto o core existe un area conocida como
penumbra isquémica. En ésta, la perfusion sanguinea se mantiene en un
20 a 50% de lo normal. Las células ahi localizadas se despolarizan
constantemente, disminuyen su metabolismo pero son potencialmente
rescatables ya que conservan su estructura '8, La penumbra tiende a
evolucionar a area de infarto si el deterioro del flujo sanguineo cerebral

persiste (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Si no hay un tratamiento adecuado y la reduccion en el flujo sanguineo
cerebral persiste, la penumbra evoluciona a zona isquémica o core donde el dafio es
irreversible. Tomado y modificado de Dirnagl et al *'.

b) Isquemia cerebral difusay retardada:

También conocida como isquemia global; es el descenso de flujo
sanguineo a la totalidad del cerebro. Ocurre como consecuencia de un
paro cardiaco o hipotension. El dafio resultante en este tipo de isquemia
es difuso y afecta a las neuronas que estan en regiones mas
susceptibles al dafio, como son el hipocampo, el estriado y la corteza. El
dafio no ocurre de manera inmediata sino que tarda algunos dias para

desarrollarse®®.

El cerebro es muy susceptible al dafio por isquemia ya que tiene un alto

consumo de oxigeno y glucosa. A pesar de representar el 2% del peso total del

cuerpo, recibe el 15% del flujo cardiaco y utiliza el 20% del oxigeno que

consume el cuerpo®*®. La glucosa y el oxigeno los utiliza para generar energia

7,17

en forma de ATP por medio de la fosforilacion oxidativa en la mitocondria”~".

Ademas, la capacidad de almacenamiento de glucosa y glucdégeno del cerebro

es limitada. De hecho esta reserva es capaz de cubrir los requerimientos

2,19

energéticos cerebrales durante solamente un minuto=~".
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2.3 Reperfusion:

Se le llama reperfusién al restablecimiento del flujo sanguineo cerebral. La
reperfusion afiade efectos deletéreos al dafio causado por isquemia debido a la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), a la acumulacion de
leucocitos que interaccionan con el endotelio y al aumento de la respuesta
inflamatoria local con produccién de citocinas'®?°. Estos procesos se explicaran

mas adelante (ver secciones 2.4.4y 2.4.6).

2.4 Fisiopatologia de la isquemia reperfusion:

El avance en el tratamiento de la isquemia cerebral humana se debe al
conocimiento de la fisiopatologia de la enfermedad, es decir a conocer todos

los mecanismos implicados en el dafio neuronal y muerte.

El proceso isquémico es sumamente complejo, con un gran numero de
interacciones®, el nivel de dafio depende de la duracién y el grado de la

isquemia y el tiempo en el que se restablece el flujo sanguineo.

Los principales mecanismos patologicos involucrados en el dafio por
isquemia y reperfusion son: Falla energética, la excitotoxicidad, el incremento
de Ca®" libre intracelular, el estrés oxidativo, la inflamacién y la apoptosis que

se explican a continuacion.

2.4.1 Falla energética:
La disminuciéon de flujo sanguineo al cerebro, restringe la llegada de
sustratos, principalmente oxigeno y glucosa, por lo que la sintesis de ATP en la

mitocondria se detiene!’?2.

En esas condiciones la célula depende de la
glucdlisis anaerdbica y de los depésitos de glucdgeno para obtener ATP, pero
éstos son muy limitados. Como consecuencia todos los componentes del

sistema de transporte de electrones mitocondrial se saturan con electrones ya
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gue no hay O, que es su aceptor final y se acumulan NADH vy lactato

provocando acidosis™”.

Al detenerse la sintesis de ATP el funcionamiento la Na*/K*ATPasa (Fig 2.2),

entre otras bombas idnicas de la membrana se hace deficiente, por lo que el

gradiente i6nico desaparece, acumulandose iones K* en el medio extracelular,

y iones Na* en el interior de las células, por lo tanto éstas se despolarizan™*

18,23
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Figura 2.2. La Na'/K'ATPasa es responsable mayoritariamente de fijar y mantener las
concentraciones intracelulares de Na“ y K" y de generar el potencial eléctrico
transmembranal, al sacar tres iones Na* de la célula por cada dos iones K" que entran.
Debido a la falta de ATP durante la isquemia la Na*/K*ATPasa no funciona y se pierde el
potencial eléctrico transmembranal, es decir la célula se despolariza. Tomado de

Lehninger et al®’.

La despolarizacién provoca la apertura de canales de Ca®* dependientes de

voltaje, que se abren dejando entrar Ca®" a la célula®**®?* |o cual tiene graves

consecuencias (Ver secciéon 2.4.3). Por la falta de ATP también fallan muchos

procesos biosintéticos dependientes de ATP*. Esto afecta especialmente al
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metabolismo de las proteinas, cuya degradacion y sintesis parecen estar

suspendidas durante y después del episodio isquémico®>°.

2.4.2 Excitotoxicidad:

El término excitotoxicidad se refiere a la capacidad de los aminoacidos
excitadores, glutamato y aspartato, de destruir a las células nerviosas. Es un
fendmeno global que inicia con la sobreactivacion de los receptores
glutamatérgicos y continla con una serie de reacciones metabdlicas que

conllevan a la destruccién neuronal*®?’.

Los receptores de glutamato se
clasifican en: 1) Receptores ionotrépicos, los cuales estan acoplados a canales
ibnicos que se abren al ser fijado el neurotransmisor, como los receptores
NMDA (N-metil-D-aspartato), KA (kainato) y AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-
metililoxazol-4-propidnico) (ver Figura 2.3) y 2) Receptores metabotrépicos, que
estan acoplados a proteinas G y al activarse, desatan distintas vias de

sefalizacion intracelular (ver Figura 2.3).

La excitotoxicidad es uno de los primeros eventos de la cascada isquémica.
La despolarizacién celular aunada a la entrada de Ca®" a través de canales
dependientes de voltaje provoca la liberacion de glutamato y aspartato de las
neuronas®?8. Su recaptura no es posible debido a la falta de energia'’ y al
funcionamiento inverso de los transportadores de glutamato, por lo que se
acumula en el espacio extracelular y se genera una sobreactivacion de sus
receptores. La despolarizacion también favorece la activacion de los receptores

NMDA al desplazar un ién Mg®* que se encuentra bloqueandolos®® (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Receptores de Glutamato: Existen dos tipos de receptores para el glutamato: 1)
Receptores ionotropicos que son canales idnicos que se abren al ser fijado el neurotransmisor.
Estos se denominan de acuerdo a su agonista farmacolégico y los principales son los
receptores kainato (KA), a-amino-3-hidroxi-5-metililoxazol-4-propiénico (AMPA) y N-metil-D-
aspartato (NMDA). Son permeables principalmente a Na®, K' y Ca®. 2) Receptores
metabotropicos. Estan acoplados a proteinas G a través de las cuales pueden, por una lado
activar la fosfolipasa C para producir los segundos mensajeros diacilglicerol (DAG) e inositol
trifosfato (IP3), o por otro lado, inhibir a la adenilato ciclasa, Yy por tanto suspender la sintesis del
AMP ciclico. La figura muestra los diferentes SItIOS de unién para cada receptor asi como sus
principales agonistas. Tomado de Massieu 1999"

La excitotoxicidad provoca eventos patolégicos importantes como son:

<% Edema:

La entrada de Na" a la célula por medio de receptores ionotropicos,
principalmente receptores AMPA y KA, provoca la entrada pasiva de CI
y H,O provocando edema, lo cual afecta el flujo sanguineo a las

regiones que rodean el centro de la lesién y ésta aumenta® 17232829

< Aumento de Ca*" libre intracelular:

El Ca?* libre intracelular aumenta debido a: 1) la entrada de Ca** a la
célula a través de receptores ionotropicos, principalmente NMDA, y 2) la
activacion de receptores metabotrépicos provocando la liberacién de
Ca?* del reticulo endoplasmico (Figura 2.4). Esto tiene gran efecto en el

15-16, 22, 28-31

desarrollo del dafio al tejido (ver seccion 2.4.3).
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+ Despolarizaciones Perinfarto:

La acumulacién de glutamato y aspartato en el medio extracelular
genera una onda de despolarizacion prolongada llamada
despolarizaciones perinfarto. En la zona de penumbra las células
pueden repolarizarse a expensas de un alto consumo de energia, pero
se despolarizan nuevamente debido a que los niveles de glutamato y K*
extracelular siguen altos, disminuyendo la posibilidad de que este tejido

sobreviva > 172329

2.4.3 Incremento de Ca?" libre intracelular:

En una célula sana la concentracién de Ca®" libre intracelular es muy baja
(<107 M)*. Existen sistemas reguladores muy finos para evitar que no se
modifique: Es eliminado del citosol por las bombas de Ca** dependientes de
ATP, se encuentra unido a proteinas tampon y es confinado en el reticulo

endoplasmico (RE) o en las mitocondrias***2.

Como se ha mencionado, son muchos los factores que durante la isquemia,

aumentan el Ca*" libre intracelular® (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Factores que incrementan el Ca”" libre intracelular durante la isquemia
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Este incremento juega un papel muy importante en el dafio por isquemia

debido a que el Ca*":

= Activa enzimas proteoliticas que degradan proteinas del
citoesqueleto (actina y espectrina) y proteinas de la matriz extracelular

(laminina)*" 8,

= Activa fosfolipasas, como la fosfolipasa A2, lo que resulta en la
liberacion de grandes cantidades de acidos grasos libres como el acido
araquidénico de la membrana de los fosfolipidos*®*®; produciendo
lesion en las membranas citoplasmética, mitocondrial y lisosomal.
Activa también a la fosfolipasa C que hidroliza fosfolipidos liberando
diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). EI DAG activa a la proteina
cinasa C lo que conduce a la transferencia de grupos fosfato del ATP a
varias proteinas citosélicas, alterando de ese modo su actividad. El IP3
produce la liberacion de Ca* de los compartimentos intracelulares

aumentando el dafio por Ca** % %,

= Activa a la Ciclooxigenasa, que metaboliza el acido araquiddnico
generando radicales libres que saturan los mecanismos de defensa
enddgenos; produciendo peroxidacion de lipidos y dafio a la
membrana. Los radicales libres son también moléculas de sefializacion

que desencadenan inflamacién y apoptosis®’ %

(ver seccion 2.4.4).

= Activa a la enzima sintasa del 6xido nitrico (NO) dependiente de
Ca?*. El NO formado reacciona con el anién superéxido (O,-) formando
peroxinitrito (ONOQ"), una especie altamente reactiva que promueve el
dafio al tejido por dafio directo a las proteinas, a los lipidos de la

membrana y al ADN?*¢17:23.30-33
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2.4.4 Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo es un desbalance entre la generacion de especies
oxidantes y el sistema antioxidante de la célula, que lleva a una variedad de
cambios fisiolégicos y bioquimicos, los cuales provocan el deterioro en las
funciones celulares o incluso muerte celular (ver seccion 2.4.4.4). Se origina
como consecuencia de la disminucion en las defensas antioxidantes (ver
seccion 2.4.4.3), del incremento en la produccién de radicales libres (ver

seccion 2.4.4.1) o de ambos.

2.4.4.1 Especies Reactivas de Oxigeno y de Nitrégeno:

En términos de estrés oxidativo se llama especies reactivas (ER) a
moléculas altamente inestables y oxidantes que reaccionan rapidamente con
componentes celulares produciendo dafio. Las ER pueden ser radicales libres,
es decir que contienen un electron desapareado en su orbital mas externo, lo
que les da una alta inestabilidad quimica; o bien ser compuestos que tienen la
capacidad de convertirse o generar radicales libres (pro-radicales). Las ER mas
importantes a nivel celular son las derivadas del oxigeno (ERO) y las de

nitrégeno (ERN), las principales se muestran en la tabla 2.1.

Especies Reactivas de Oxigeno

Radicales Libres Pro-Radicales
Superéxido O, - Peroxido de Hidrogeno H,0,
Radical Hidroxilo OH- Oxigeno Singulete 10,

Acido Hipocloroso HOCI

Especies Reactivas de Nitrégeno

Radicales libres Pro-Radicales
Oxido Nitrico NO- Peroxinitrito ONOO"
Dioxido de nitrégeno -NO, Nitrito NO,

Tabla 2.1 Principales especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno
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Dentro de la célula existen muchos sitios de formacion de ER. La cadena
respiratoria mitocondrial es el principal sitio de formacion de ERO seguido de
los peroxisomas y el citosol. Las ERO son indispensables entre otras cosas en
la regulacion metabdlica y la defensa inmunolégica. Las ERN se producen
principalmente a través de reacciones metabdlicas en el citosol y son
indispensables en el proceso de contraccién del musculo liso en el endotelio
vascular y actualmente se ha demostrado que estan implicadas en la

regulacién metabdlica de las neuronas® 3* *.

2.4.4.2 Incremento de ER durante la Isquemia vy la Reperfusion

Durante la isquemia se producen ER de una forma descontrolada debido a la
falta de ATP y al incremento del Ca** citosolico® 3" *°. Esta produccién de ER
se incrementa con la reperfusion®® ***°, debido principalmente a que durante la
isquemia se genera un ambiente reductor por la falta de aceptor final de
electrones; al reintroducirse el O, reacciona rapidamente con éstos por lo que
se producen grandes cantidades de ER superando los mecanismos de captura
(Figura 2.5).

2.4.4.4 Dano Oxidativo:

Las ER oxidan a un gran numero de moléculas, sus principales blancos son

proteinas, lipidos y ADN*’:

Proteinas:

Las proteinas son el blanco inicial de oxidacién por ER*, ésta se da
principalmente sobre enlaces insaturados, anillos aromaticos y grupos tiol.
Dentro de las principales modificaciones que sufren las proteinas ante la
oxidacion se encuentran las modificaciones en aminoacidos, la formacion
de grupos carbonilo, la fragmentacién, la formacion de enlaces covalentes
inter o intraproteicos y la formacion de puentes disulfuro. Estos cambios en

la estructura proteica, tienen como efectos principales la pérdida de la

13
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actividad catalitica, la alteracion de la estabilidad térmica, cambios en la
viscosidad, y una mayor susceptibilidad a la proteélisis*" 2.

Las moléculas mas afectadas son las proteinas de membrana (canales
i6nicos, receptores, etc.), las enzimas y las proteinas estructurales® *!. Las

RN atacan principalmente grupos sulfhidrilo de las cisteinas y los residuos

de tirosina
ol Se activan genes Respuesta
T proinflamatarios > Inmunolégica ‘\
No hay aceptor final —— Dafio a membrana
de electrones e Y mitocondrial
Activa —— ) T
/ /v‘ Fosfolipasa L
1Ca2* y, “-s Liberacion de Ac.
I mi el i _ araquidénico
squermnia citosoblico ~ Activa o ‘
Ciclooxigenasa — % |
\ g ( \ v
. ——
5 ActivaNOS | 1 ERO
Acumulacion de T ] \ 000 |
hipoxantina por Movimiento de Ca?* : \
degradacion de ATP mitocondrial .
\\ Activacion de Xantina
Oxidasa

L

o, - — \
/ N\

Reaccion de hipoxantina a Xantina
generando O, - a partir de O, /

a— e Reaccion de Oy - con NO
T / ara formar peroxinitrito
B N = O, recibe los electrones ) .

acumulados durante la isquemia

I Reperfusion

—

Figura 2.5. Incremento de ER en isquemia y reperfusion.

Lipidos:
Las ER atacan la doble unién de los acidos grasos poliinsaturados que
contienen los fosfolipidos, fragmentandolos. Las estructuras fosfolipidicas
de las membranas se desorganizan y destruyen. Este proceso se conoce

como lipoperoxidacion y afecta a la membranas plasmatica, mitocondrial y
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de otros organelos como reticulo endoplasmico y nudcleo con la
consiguiente pérdida de su funcionalidad®®. También dafia la barrera
hematoencefalica, desencadenando inflamacion y apoptosis*’ y causando

edema?®’.

La reaccion de lipoperoxidacion inicia cuando una ER extrae un atomo
de hidrégeno de uno de los carbono metileno de la cadena del acido graso,
dejando un electron desapareado, con lo cual se genera un radical lipidico.
Este radical lipidico rapidamente sufre un reordenamiento molecular para
producir un dieno conjugado, que reacciona con el oxigeno molecular
produciendo un radical hidroperoxilo. Este radical puede a su vez extraer un
atomo de hidrégeno de un carbono metileno de otro acido graso
poliinsaturado para formar un nuevo radical lipidico y un hidroperdxido
lipidico. El radical lipidico entonces se combina con otra molécula de

oxigeno y continta la reaccion en cadena.

Los productos finales de la lipoperoxidacion son principalmente
aldehidos, gases hidrocarbonados y malondialdehido (MDA). Esos
productos de degradacion pueden difundir lejos de su lugar de produccion y
producir edema celular, ademas de influir sobre la permeabilidad vascular,
inflamacion y quimiotaxis. También pueden alterar la actividad de
fosfolipasas e inducir la liberacion de &cido araquidénico, con la

subsiguiente formacién de prostaglandinas y endoperéxidos 333 44,

Accion sobre el ADN.

Las ER pueden reaccionar con todos los componentes del ADN dando
lugar a gran diversidad de productos y nuevos radicales. Esto tiene como
consecuencia la ruptura y desalineacion de las bases por hidroxilacién, o
bien entrecruzamientos entre hebras de ADN, traduciéndose en bloqueos

de la replicacién del ADN celular o bien en mutaciones®* .
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2.4.4.3 Defensas Antioxidantes.

Debido al potencial efecto destructivo de las ERO y ERN, la célula cuenta
con sistemas de defensa antioxidante, tanto enzimaticos como no enzimaticos,
que se coordinan cooperativamente para evitar el dafio oxidativo y sus posibles
implicaciones. Esta defensa puede organizarse en cuatro niveles: Enzimas
antioxidantes, antioxidantes enddgenos, antioxidantes exdgenos Yy

secuestradores de metales.

1) Enzimas Antioxidantes:

Las células disponen de enzimas especificas para la neutralizacion de
diversas especies reactivas de oxigeno, las principales son la superéxido

dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx).

A pesar de que la actividad de estas enzimas en el cerebro es menor
comparada con higado y rifién, en los ultimos afios se ha demostrado el papel
de SOD y GPx en el dafio cerebral por isquemia y reperfusion a través de
diversos estudios de actividad, sobrexpresion o knockout en diversos modelos

de isquemia cerebral” 2% 38 45,

e Superédxido Dismutasa:

La enzima Superoxido dismutasa (SOD) cataliza la reaccion de dos
aniones superéxido (O,) para formar peréxido de hidrégeno (H,0-)*3.
Esto se logra a través de oxidaciones y reducciones sucesivas del metal

de transicion del sitio activo de la enzima.

20, " + 2H" —* H)0; + Oy
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En los eucariotas existen tres tipos de SOD de diferente localizacion,
gue se sintetizan en los ribosomas citoplasmaticos como producto de
genes diferentes. Estos son: 1) CuzZn-SOD o SOD1 que es citosdlica, 2)
MnSOD o SOD2 que se localiza en la mitocondria, y 3) EC-SOD que es

también dependiente de cobre y zinc pero es extracelular.

La SOD no es realmente una enzima destoxificante porque el
producto de su actividad es un agente toxico, pero es el primer paso
para reducirlo hasta agua. El H,O, generado es metabolizado por la CAT
y la GPx.

En modelos in vivo, como ratones transgénicos con sobreexpresion
de SOD1, se ha observado una disminucion en el dafio causado por
isquemia y reperfusién. En ratones knockout o con una actividad

disminuida de SOD1, este dafio aumenta®® %°.

e Catalasa:

La Catalasa (CAT) se localiza en citosol, mitocondrias Yy
principalmente en peroxisomas. Es una de las enzimas més eficientes,
ya que no puede ser saturada por H,O, a ninguna concentracion,
catalizando su conversion en H,O y O,, para proteger a las células del

H.O, que se genera en su interior:

2H,O0p —— 2H,O0 + O5

También reacciona como peroxidasa con donadores de protones

(AH2) como metanol, etanol y acido formico

ROOH + AH, —» H,O+ ROH+ A

17
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e Glutation Peroxidasa:

La Glutation peroxidasa (GPx) reduce el H,O, o hidroperoxidos
organicos (ROOH) a agua y alcohol (ROH) respectivamente, y para ello
utiliza el glutation reducido (GSH) como donante de electrones. Se

localiza en el citosol.

2GSH + H203 _— GSSG + 2Hy0

2GSH + ROOH ——» GSSG + ROH

La GPx es una enzima selenio dependiente, se ubica en citosol,
mitocondria y en la membrana celular. Forma parte importante en el
mecanismo de proteccion celular contra el dafio oxidativo a lipidos de
membrana, proteinas y acidos nucleicos. En células animales, y
especialmente en eritrocitos humanos, la principal enzima antioxidante
para la destoxificacion de H,O, es la GPx, debido a su localizacién

citosdlica y a que la CAT presenta mucha menos afinidad por el H,0,.

En ratones transgénicos que sobreexpresan a la GPx, se observa una
disminucién en el dafio provocado por isquemia y reperfusion en un

modelo in vivo®.

2) Antioxidantes Enddgenos:

Son sustancias que reaccionan con las ER neutralizandolas ya que la ER le
cede un electréon al antioxidante transformandolo en una ER débil no toxica.
También son conocidos como scavengers debido a su capacidad eliminadora
de radicales libres. Los principales antioxidantes endégenos son: acido urico,

melatonina y glutation.
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e Glutation:
El glutation (GSH) es un tripéptido (Glu-Cys-Gly) que se sintetiza
continuamente en la célula. Esta presente a concentraciones mayores

74, 75

a 12 mM en células de mamifero . Tiene muchas funciones

fisioldgicas, una de las mas importantes es la defensa contra las ER,

donde el GSH esta involucrado en dos tipos de reacciones*®™*":

1) Reacciona no-enzimaticamente con radicales como el O,-, NO- y
OH-.

2) Es el donador de electrones para la reduccion de peroxidos en la

reaccion catalizada por la GPx.

El producto final de la oxidacion del GSH es el disulfuro de glutation
también llamado glutation oxidado (GSSG). Este es regenerado en

una reaccion catalizada por la enzima glutation reductasa (GR):

GSSG + NADPH —> 2GSH + NADP*

3) Antioxidantes Exégenos

Los antioxidantes exdgenos se adquieren en la dieta y acttan igual que los

antioxidantes enddgenos. Los principales son la vitamina E, el &cido ascorbico,

los carotenoides, los compuestos sulfurados y los flavonoides.

4) Secuestradores de metales

Ciertos metales (como Fe?* y Cu*) pueden donar electrones en la reaccién

de Fenton, la cual genera radical hidroxilo (OHs). Existen sistemas de defensa

antioxidante que actuan secuestrando metales y de esta forma evitan la

formacion de OHe. Algunos de estos son la transferrina y la lactoferrina, que

secuestran el hierro y la ceruloplasmina que secuestra el cobre. De esta forma

evitan la formacion de ER.
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2.4.5 Inflamacioén:

Durante los primeros minutos de isquemia, ocurre una regulacién positiva de
genes proinflamatorios que producen mediadores de inflamacion como el factor
activador de plaquetas, el factor de necrosis tumoral a (TNFa)® y la
interleucina 1B ( IL 1B8). También se incrementa la expresion de moléculas de
adhesioén al endotelio vascular como CAM 1, P-selectinas y E-selectinas. Ante
estas sefiales los neutrofilos migran de la sangre al parénquima cerebral

seguidos por los macréfagos y monocitos'” .

A pesar de que la inflamacién se da como respuesta al dafio, ésta aumenta
el dafio neuronal por isquemia** debido, entre otras cosas, a: 1) la obstruccién
microvascular por neutrofilos, 2) la produccién de mediadores téxicos por las
células inflamatorias activadas y neuronas dafiadas (citocinas, ON, O, vy
prostanoides)® ' 23, 3) el dafio a la barrera hematoencefélica por la entrada de

leucocitos'® y 4) la activacién de la apoptosis®’.

2.4.6 Apoptosis:

La apoptosis, o0 muerte celular programada es la activacién secuencial de
una serie de enzimas celulares que producen una degradacion ordenada de los

elementos nucleares y citoplasmaticos™®.

Varios procesos como la excitotoxicidad, la formacion de radicales libres, la
inflamacion, el dafio a mitocondria y al ADN vy la liberacién del citocromo C de
la mitocondria®> 2% “°; activan la apoptosis después de la lesién cerebral por
isquemia, particularmente dentro del area de penumbra®® #. La apoptosis es
un proceso que consume energia por lo que la reperfusion puede potenciar la

apoptosis al restaurar la energia celular?.
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2.5 Modelos de Isquemia

Los modelos experimentales son una herramienta indispensable en el
campo de investigacion en la isquemia cerebral. Han sido utilizados para
investigar los mecanismos del dafio isquémico, asi como para desarrollar

nuevas estrategias que minimicen sus repercusiones>’.

El nimero y diversidad de los modelos experimentales en esta area ha
aumentado en las Ultimas décadas y los estudios en animales han
proporcionado la mayoria del conocimiento de la patofisiologia y los

mecanismos involucrados en la isquemia cerebral?! 23 3152,

La rata es el animal normalmente usado en los estudios de isquemia
cerebral debido a muchas razones®’, como la mayor aceptabilidad ética

23,53 |a similitud con los

(comparando con modelos en animales superiores)
humanos en la anatomia y fisiologia cerebrovascular, la facilidad en su manejo,
su tamafio moderado que permite supervisar los parametros fisioldgicos
facilmente y la facilidad de obtener estudios reproducibles. El raton es el mas
utiizado cuando se realizan modificaciones genéticas. Normalmente se
recomienda que al lograr un resultado positivo en animales pequefios el
experimento se reproduzca con animales superiores hasta llegar a primates no

humanos.

Existen modelos in vivo y modelos in vitro. Los modelos in vivo pueden ser
de isquemia global, isquemia focal permanente, isquemia focal transitoria o de
hipoxia/isquemia®*®*. Para los modelos in vitro se han usado cultivos de células
neuronales o bien rebanadas de porciones cerebrales como corteza,

hipocampo y estriado (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Principales modelos experimentales de isquemia cerebral.

Los modelos in vitro ofrecen varias ventajas sobre las técnicas in vivo en el

estudio de los mecanismos involucrados en la isquemia cerebral:

- Son més répidos y faciles de manejar®.
- Ofrecen un inmediato y directo acceso al compartimento
extracelular, permitiendo evaluar farmacos que no cruzan la barrera
hematoencefalica® >*.
- Se puede tener un control total sobre el ambiente extracelular
(iones, pH, gases y temperatura)® >,
- Se tiene disponibilidad de analisis funcional, bioquimico y
morfolégico™.

- Permiten realizar un escaneo de farmacos neuroprotectores de

forma mas rapida y econémica>>.
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2.6 Rebanadas Cerebrales:

Desde hace 15 o 20 afos se han usado rebanadas de partes del sistema
nervioso central para numerosos estudios. La preparacion de rebanadas
cerebrales es un instrumento inestimable en el estudio de los mecanismos de
dafio neuronal en isquemia y reperfusion ya que ademas de ser un sistema in
vitro sensible y barato®, ofrece ventajas sobre el uso de cultivos neuronales, ya
que la morfologia del tejido no sufre cambios y las conexiones intercelulares
entre neuronas y glia se conservan®®; ademas se requiere menos tiempo para
el desarrollo de la isquemia y reperfusién®. La viabilidad depende
principalmente del grosor de la rebanada, tiempo de rebanado, manejo

cuidadoso del tejido, edad de animales, temperatura y protocolo de incubacion.

En estos modelos las rebanadas deben ser delgadas para que el oxigeno y
la glucosa del medio de incubacién puedan difundir correctamente y mantener

30, 55, 58, 59 se han

vivas a todas las células en la rebanada®. En estudios previos
utilizado rebanadas de 350 uym a 1 mm de grosor, estas Uultimas son

consideradas rebanadas gruesas.

La isquemia es inducida in vitro quitando temporalmente la glucosa del
medio de incubacion y desplazando el oxigeno con burbujeo constante de
nitrégeno en el medio de incubacion. Estos modelos permiten evaluar el efecto
de la reperfusion cuando el oxigeno y la glucosa son devueltos al medio de
incubacion, proporcionando una oportunidad de evaluar agentes terapéuticos
en este punto®. En modelos previos desarrollados en rebanadas de cerebro,
los tiempos de isquemia y reperfusién varian entre 3 min hasta 2 h para la
induccion de isquemia (siendo mas comun 30 min); y entre 30 min hasta 16 h
para la reperfusién (siendo mas comdn 3 h)3® > %8 %9 | 3 eleccién de los
tiempos de incubacién adecuados depende de las determinaciones que se

vayan a realizar en el modelo.

La preparacion de rebanadas implica un severo trauma al tejido y ademas un

periodo de isquemia antes de que la rebanada se coloque en el medio de
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incubacion®®°. Esto afecta principalmente rebanadas de hipocampo, que son
el tejido mas sensible al dafio por isquemia®. Ademas pueden activarse genes
relacionados con el estrés y esto puede alterar la sensibilidad a la isquemia®.
Esto se puede superar acortando el tiempo de decapitado y rebanado, teniendo
cuidado maximo durante la diseccidon y usando soluciones hiperosmoticas
durante el corte para evitar el edema®. Es comun también el uso de soluciones
con alto Mg®" y sin Ca®" usadas durante el corte y en un periodo de
preincubacién de las rebanadas®. Esto evita el dafio durante su obtencion ya
que el Mg?" bloquea los receptores de glutamato tipo NMDA evitando su
activacion y por lo tanto el inicio de la excitotoxicidad. Al quitar el Ca®" de la

solucion también se evita la sobreactivacion de receptores de glutamato.

La sobrevivencia de las rebanadas en la incubacién es dependiente de un
continuo y adecuado suplemento de iones, oxigeno y glucosa a todas las
células de la rebanada. Es por eso que es recomendable usar rebanadas
delgadas (300-500 um) ya que en rebanadas gruesas (1 mm) se genera un
dafio debido a la falta de oxigeno y nutrientes al centro de la rebanada®®*°.
También son importantes el mantenimiento de pH y la temperatura los cuales

deben estar en un rango fisiolégico.
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3- JUSTIFICACION

La isquemia cerebral es actualmente una de las principales areas de
investigacion en México, debido al alto grado de mortalidad y a que los
pacientes que sobreviven a un episodio isquémico, presentan diversos grados
de discapacidad, lo que no les permite reasumir su vida normal y los hace

dependientes.

Al ser el estrés oxidativo, uno de los principales mecanismos patologicos en
la isquemia cerebral y el principal durante el proceso de reperfusion, representa

un punto clave para desarrollar nuevas estrategias de neuroproteccion.

Por las ventajas que ofrece, el modelo de isquemia y reperfusion en
rebanadas cerebrales, puede utilizarse como herramienta para evaluar
farmacos antioxidantes con posible actividad neuroprotectora. Sin embargo,
debido a las diferencias entre el dafio provocado en los distintos modelos de
isquemia, es necesario hacer una completa evaluacion del estrés oxidativo en

este modelo.
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4- OBJETIVOS
4.1 Objetivo General:

Evaluar el efecto de 0.5 y 1 h de isquemia y diferentes tiempos de
reperfusion (0, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 6 y 8 h) sobre el estrés oxidativo en un modelo

in vitro de rebanadas cerebrales de rata.
4.2 Objetivos particulares:

- Establecer las condiciones Optimas de obtenciébn e incubacién de

rebanadas cerebrales para la induccion de isquemia y reperfusion in vitro.

- Determinar la viabilidad celular de las rebanadas cerebrales sometidas a

isquemia y reperfusion y valorar si el dafio inducido es reproducible.

- Evaluar el dafio oxidativo en rebanadas sometidas a isquemia y reperfusion
a través de la determinacion de: cantidad de glutation reducido y niveles de

lipoperoxidacion.

- Evaluar el efecto de la isquemia y la reperfusion en rebanadas cerebrales
sobre la actividad de las enzimas antioxidantes superéxido dismutasa, catalasa

y glutation peroxidasa.
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5- METODOLOGIA

5.1 ANIMALES:
Para todos los experimentos se emplearon ratas macho de la cepa Wistar de

200 a 250 g de peso con alimento y agua ad libitum.

5.2 OBTENCION DE REBANADAS CEREBRALES:

El proceso de obtencion de rebanadas es un procedimiento delicado que
requiere rapidez y el control de una baja temperatura. En este trabajo se
evaluaron dos distintos procedimientos de obtencion de las rebanadas (Figura
5.1).

En ambos modelos cada rata se anestesié con un exceso de pentobarbital
sbdico (350 pL) mediante inyeccion intraperitoneal, posteriormente la rata se
colocOd en posicion supina sobre una cama de hielo y cuidadosamente se
expuso el corazén. Se realizd6 una perfusibn cardiaca con liquido
cefalorraquideo artificial (LCRa) con sacarosa frio (procedimiento 1: Sacarosa
238 mM, Glucosa 30 mM, NaHCO3 25 mM, KCI 3 mM, MgCl, 2.5 mM; pH 7.4 =
0.05; procedimiento 2: Sacarosa 215.5 mM, Glucosa 30 mM, NaHCO3; 25 mM,
KClI 3 mM, MgCl, 10 mM; pH 7.4 = 0.05) durante un minuto y medio. Esta
perfusion se realizo inyectando en el ventriculo izquierdo LCRa con sacarosa
con ayuda de una bomba peristaltica (Dynamax, Rainin RP-1; flujo maximo), la
aguja se introdujo en el ventriculo izquierdo y se realizd un corte en la auricula
derecha con el fin de drenar la sangre. El medio LCRa con sacarosa se
burbuje6 media hora antes de la perfusion y durante este proceso con una
mezcla de 95%0;, y 5% CO..
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Procedimiento 1 — : Procedimiento 2
Perfusion cardiaca con
LCRasacarosa1 ¢ LCRasacarosa?
Sacarosa 238 mM LCRa sacamsa frio Sacarosa2155
Glucosa 30mM oxigenado mM Glucosa 30
NaHCO;25mM miM NaHCO ;25
KCl 3mM mM KCl 3 mh
MgCl.2.5mM MgCla10mm
l v
Disecciony extraccion de Disecciony extraccion de
cerebro LCRa sacarosa cerebro LCRa sacarosa 2

1/LCRa frio oxigenado frio oxigenado

! LCRa ’

preincubacion
Corte de rebanadas NaCl107 75 mM Corte de rebanadas
LCRa frio oxigenado Glucosa 30 mM LCRa sacarosa 2 frio
Ld NaHCO ;25 mM :
KCI 3mM oxigenado
! MgCl,10mM L
Recuperacion 1h Preincubacion 30 min
LCRatemp.amb NaCl 1|1.th LCRa de preincubacion
oxigenado Glucose30mM termp.amb oxigenado
NaHCO ;25 mM
l KCI 3mM ¥
MgCla1 mi R 7 ;
. , Cacl-1 5mM ecuperacion 30 min
Isquemia 30 min LCRa i LCRa 32 °C oxigenado
isquemnia 32°C
nitrogenado T Py 7
v E:f.gg:;";,:,m Isquemia 1,1.50 2h LCRa
Reperfusion 1.5 h KCI 3mM isquemia 32°C nitrogenado
LCRa 32°C oxigenado s e I

Reperfusion005,1,15236
u8h LCRa32°C oxigenado

Figura 5.1: Procedimientos para la obtencion e incubacion de rebanadas para la induccion in

vitro de Isquemia/Reperfusion cerebral. LCRa=Liquido cefalorraquideo artificial

Al final del periodo de perfusion, la rata se decapitd y la cabeza se coloco en
un recipiente con LCRa con sacarosa frio y burbujeado (95%0, /5% CO,). El
cerebro se removié rapidamente y se colocé en una caja Petri con LCRa con
sacarosa frio y oxigenado (95%0, /5% CO;). En el primer procedimiento el

LCRa con sacarosa del recipiente para la cabeza y de la caja Petri se mezclo
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con LCRa normal. Se realiz6 un corte recto al cerebro para eliminar el cerebelo

y el tallo cerebral.

El cerebro se tomd cuidadosamente y se fij6 con pegamento a la placa de un
vibratomo (Leica VT 1000S). Esta placa se mont6 en la base del vibratomo que
contenia LCRa (procedimiento 1) o LCRa con sacarosa (procedimiento 2), frio
burbujeado media hora antes de iniciar el corte y durante este proceso (95%0,
/5% CO,). Las rebanadas se cortaron con una navaja para afeitar de doble filo
partida a la mitad a la que se quitdé previamente la cera de su superficie y se fijo

en el vibratomo. Se obtuvieron rebanadas corticoestriatales de 500 pm.

Por cada rata se obtuvieron de 5 a 6 rebanadas corticoestriatales, las cuales

se distribuyeron aleatoriamente entre las condiciones a evaluar.

5.3 MODELO DE ISQUEMIA-REPERFUSION in vitro

Conforme se fueron obteniendo las rebanadas se transfirieron rapida y
cuidadosamente a las etapas de incubacion correspondientes al procedimiento
a sequir (ver figura 5.1). Todos los recipientes de incubacion fueron disefiados
en el laboratorio. En éstos las rebanadas se colocan sobre una malla de

manera que estan en contacto completo con el medio de incubacién.

5.3.1 Preincubacién:

Las rebanadas se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente (sélo
procedimiento 2, ver figura 5.1) en un recipiente de incubacion con LCRa de
preincubacion (NaCl 107.75 mM, Glucosa 30 mM, NaHCO3 25 mM, KCI 3 mM,
MgCl, 10 mM; pH 7.4 £ 0.05). Media hora antes de incubar la rebanadas y
durante todo este proceso el medio se burbujed de forma constante con una
mezcla de 95%0, /5% CO..
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5.3.2 Recuperacién:

Las rebanadas se transfirieron a un molde de incubacion con LCRa (NacCl
119 mM, glucosa 30 mM, NaHCO3; 25 mM, KCI 3 mM, MgCl, 1 mM, CaCl, 1.5
mM; pH 7.4 + 0.05) donde se incubaron 1 h a temperatura ambiente
(procedimiento 1) o 30 min a 32°C (procedimiento 2). El LCRa fué burbujeado
media hora antes de iniciar la incubacién y durante este proceso con una
mezcla de 95%0, /5% CO..

5.3.3 Isquemia:

La isquemia se indujo eliminando el oxigeno y la glucosa del medio de
incubacion. Esto de realizé a través del burbujeo constante de 95% de N, y 5%
de CO; a un medio de LCRa sin glucosa (NaCl 134 mM, NaHCO3; 25 mM, KCI
3 mM, MgCl, 1 mM, CaCl, 1.5 mM; pH 7.4 £ 0.05).

Una vez finalizado el periodo de recuperacion las rebanadas asignadas como
isquémicas se transfirieron a un molde de incubacién con LCRa sin glucosa
donde se incubaron durante el tiempo de isquemia a 32°C burbujeado media
hora antes y durante esta incubacién con 95% de N, y 5% de CO, . Las
rebanadas asignadas como controles permanecieron en la camara de
recuperacion en LCRa pero fueron sujetas a la misma accibn mecéanica de

cambiarlas de medio.

5.3.4 Reperfusion:

Al término del periodo de isquemia las rebanadas isquémicas y las controles
se transfirieron a un molde de incubacion con LCRa donde se incubaron a 32°C
durante el tiempo de reperfusion burbujeando con 95%0, /5% CO, media hora

antes y durante el tiempo de incubacion.

Al término del periodo de reperfusion cada rebanada se peso y se almacend
por no mas de una semana a -20°C para futuras determinaciones, excepto para
la determinacion de viabilidad celular en la que se utilizaron inmediatamente.
Todas las rebanadas se distribuyeron aleatoriamente para todas las

determinaciones a realizar.
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5.4 EVALUACION DE LA VIABILIDAD CELULAR

Para evaluar el dafo celular en las rebanadas cerebrales se utilizé el método
de Preston y Webster (2000)®° que determina la actividad mitocondrial en el

tejido viable, a través de la tincion con cloruro de 2, 3, 5 trifeniltetrazolio (TTC).

El TTC es reducido por la succinato deshidrogenasa en las mitocondrias de
las células vivas formando depdsitos de formazan insolubles en agua. Una
mezcla de Etanol:Dimetil sulfoxido (DMSO), se usa para extraer el formazan y

medirlo espectrofotométricamente.

Este método ha sido ampliamente usado en la evaluacién de isquemia
cerebral, ya que permite medir cuantitativamente el dafio al tejido de forma

sencilla y sensible*” ®*.

5.4.1 Tincion con TTC (Cloruro de 2, 3, 5 Trifeniltetrazolio).
Al término del periodo de reperfusion, cada rebanada se tifié con 500 uL de
solucién de TTC al 1% disuelto en amortiguador de fosfatos 100 mM, pH 7.4.

Se incubéd durante 30 min a 37°C con agitacion suave.

5.4.2 Extraccién de Formazan.
Después de la tincion con TTC las rebanadas se lavaron con solucion salina
isotonica, se determind su peso humedo y se les agregé una mezcla 1:1 de

etanol y DMSO en una proporcion de 20 mL por gramo de tejido.

El formazan obtenido durante la tincién se extrajo durante 24 h en oscuridad
a temperatura ambiente con agitacion suave. 50 pL de esta solucién de
extraccion se diluyeron con 950 uL de la mezcla de extraccion. Se determind la
absorbencia a 490 nm en un espectrofotometro Beckman DU 530, usando la

mezcla de etanol:DMSO como referencia.
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El porcentaje de dafo de las rebanadas sujetas a isquemia con respecto a
las rebanadas control se calcul6 de la siguiente forma:
{ Abx, ‘]

-3
% d2 Dofis = 109 » \1—1 — |
‘:.L_H. L . f

&L 7

5.5 DETERMINACION DE DANO OXIDATIVO:

Es posible conocer el grado de estrés oxidativo siguiendo la disminucion de
sustancias antioxidantes o mediante la cuantificacion de los productos de las
reacciones de oxidacion entre los radicales libres y las biomoléculas. Es por
€S0 que en este trabajo se determinaron los niveles de glutatién reducido asi

como los niveles de malondialdehido, un producto final de la lipoperoxidacion.

5.5.1 Niveles de Glutation Reducido:

El glutation reducido (GSH) en el sobrenadante de las muestras
centrifugadas se determin6 de acuerdo al método fluorométrico de Hissin y Hilf
(1976)°2. Este método se basa en la reaccién del reactivo fluorescente o-
ftalaldehido (OPT) con el GSH a pH 8.

Cada rebanada se homogeniz6 con 600 puL de FEDTA (NaH,PO4 0.1 M,
EDTA 0.005 M, pH 8) y 160 pL de H3PO,4 al 25% utilizando un homogenizador
con punta de teflon Wheaton adaptado a un taladro. El homogenado se
centrifug6é a 12,000 rpm durante 30 min en una centrifuga con refrigeracion a
4°C (Eppendorf 5417 R).

Se tomaron 10 pL del sobrenadante a los cuales se afiadieron 1.89 mL de
FEDTA y 100 pyL de OPT (Img/mL en metanol). Después de 15 min a
temperatura ambiente en oscuridad, la reaccion se transfirio6 a una celda de
cuarzo para medir fluorescencia (350 nm de excitacion y 420 nm de emision)

en un fluorémetro (Perkin Elmer LS55).
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Se prepard una curva estandar de GSH en FEDTA con un rango de
concentraciones de 0 a 0.015 pg/mL; cada punto de la curva se tratd de la
misma forma que las muestras. La concentracion de GSH en cada muestra se
determind interpolando el valor de fluorescencia en la curva estandar y
multiplicando la concentracion obtenida por el factor de dilucién (2 mL/0.01
mL=200). La concentracion de GSH en el sobrenadante se dividio entre el peso
de la rebanada cerebral para obtener los microgramos de GSH por miligramos

de peso de tejido.

5.5.2 Niveles de Lipoperoxidacion:

El malondialdehido (MDA) es uno de los productos finales de la oxidacion de
los lipidos por los radicales libres. Determinar los niveles de MDA es un
excelente parametro para evidenciar la oxidacion no enzimatica de los lipidos
de las membranas celulares. Un método muy utilizado que mide MDA de forma
indirecta es el de TBARS (Thiobarbituric acid reactive substances). Se basa en
la capacidad de reaccion de una molécula de MDA con dos moléculas de &cido
tiobarbitdrico (TBA) para formar un cromogeno rosado que es facilmente
cuantificable por fluorescencia, ya que presenta un maximo de absorcion entre
532-535 nm.

Cada rebanada se homogenizé en 500 puL de HEPES (NaCl 0.1 M, NaH,PO4
0.001M, NaHCOj3 0.005M, CaCl; 0.001M, CgH1,0¢ 0.006 M, HEPES 0.01M). El
homogenado obtenido se virti6 en un tubo eppendorf de 1.5 mL al cual se
realizaron cuatro orificios en la tapa con ayuda de una aguja. Se afiadieron 500
puL de solucion de TBA (para 100 mL: 0.75g de TBA, 15 g de acido
Tricloroacético, 2.54 mL de HCI concentrado y se aford con H,0) y se calenté a
bafio Maria durante 20 min. Se dej6 enfriar 5 min sumergiendo cada tubo en

hielo. Se centrifug6 a 10,500 rpm durante 20 min y se separ6 el sobrenadante.

Se prepar0 una curva estandar de tetrametoxipropano (TMPO) en
amortiguador de fosfatos (Na,HPO, 100 mM, pH 7.4) con un rango de
concentraciones de 0 a 11.84 nmoles/mL, el TMPO genera MDA por hidrdlisis

acida. Cada punto de la curva se tratd de la misma forma que las muestras. Se
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determind la absorbencia de cada sobrenadante a 532 nm. La concentracién
de MDA en cada muestra se determindé interpolando su absorbencia en la curva
estandar. La concentracion obtenida se dividio entre el peso de la rebanada

cerebral para obtener los nanomoles de MDA por miligramo de tejido.

5.6 ACTIVIDAD DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

5.6.1 Homogeneizacion de las rebanadas
A través de este proceso se obtuvieron los sobrenadantes para determinar la
actividad de catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD) y glutation

peroxidasa (GPx), asi como la cantidad de proteinas en dichos sobrenadantes.

Cada rebanada se homogeneiz6 con 500 pL de amortiguador de lisis (Tris
10 mM pH 7.9, NaCl 15 mM, Sacarosa 0.25 mM) con 2.5 pL de inhibidores de
proteasas (Sigma).

EL homogenizado se dividi6 en dos partes: 1) 100 yuL se colocaron en un
tubo eppendorf donde se agregd bajo agitacion 25 pyL de Tritdon X-100 al 1%.
Este homogenizado se utilizd para medir la actividad de catalasa. 2) El resto
del homogenizado se utilizé para determinar la actividad de SOD y GPx.
Ambas partes del homogenizado se centrifugaron durante 30 min a 12,000 rpm
y 4°C. Los sobrenadantes obtenidos se almacenaron a -20°C por no mas de
una semana. En cada sobrenadante se determin0d la concentracion de

proteinas.

5.6.2 Cuantificacion de las proteinas

Se utilizé del método de Lowry et al. (1951)°, en el cual iones Cu?* en medio
alcalino, se unen a las proteinas formando complejos con los atomos de
nitrégeno de los enlaces peptidicos. Estos iones Cu®*, provocan también el
desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteina, exponiéndose los
residuos fendlicos de tirosina, los cuales en medio basico reducen el reactivo

de Folin-Ciocalteau. El principal constituyente del reactivo de Folin-Ciocalteau
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es el acido fosfomolibdotungstico, de color amarillo, que al ser reducido por los
grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso que se detecta

espectrofotométricamente a 660 nm.

Para determinar la cantidad de proteinas en el sobrenadante de cada
muestra se tomaron 15 pL del sobrenadante que se diluyeron con 485 uL de
H,O destilada, de esta dilucién se tomaron 200 pL, los cuales se mezclaron con
1 mL de reactivo C (50 mL de reactivo A: Na,CO3 2%, NaOH 0.4%, Tartrato de
sodio 0.02% y 1 mL de reactivo B: Cu,(S0O4)3; 0.5%). La mezcla se dejé incubar
10 min a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 100 pL de una
dilucion 1:1 del reactivo de Folin en H,O y se dejo incubar durante 30 min a
temperatura ambiente. Finalmente se determiné la absorbencia a 660 nm en un

espectrofotometro usando un blanco con H,O destilada.

En cada experimento se realizd una curva patron utilizando un estandar de
albumina sérica bovina (ASB) con concentraciones de 0 a 50 pug de proteina.
Cada punto de esta curva estandar se manejo al igual que las muestras y se
determind igualmente su absorbencia a 660 nm. Interpolando la lectura de
absorbencia de cada muestra en la curva patrén se obtuvieron los microgramos
de proteina en el tubo de reaccion. Para calcular la concentracion de proteinas

en el sobrenadante de cada muestra se uso la siguiente formula:

[ 1] de Frﬁ'tﬁfiiﬂ; — l".gpt-n:v-; . Suﬂi.'glﬂ\_.j
‘Bl 200pI1,,  15pl.

Donde:
Mg protrx = Valor obtenido al interpolar la lectura de absorbencia de la
muestra en la curva patrén.
ML sp = pL de sobrenadante.
ML gil = pL de dilucion.
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5.6.3 Actividad de la Catalasa (CAT)
Se utilizé el método de Aebi (1984)%* que mide la descomposicién de H,0

por la catalasa en las muestras.

En una celda de cuarzo se colocaron 50 pL del sobrenadante con Triton
obtenido en el proceso de homogenizacion (ver seccion 6.6.1). Se agregaron
700 pL de H,0, 30 mM en amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7. Se mezclé
rapidamente y se leyé la absorbencia a 240 nm cada 30 seg durante 2 min en
un espectrofotometro Beckman DU 530, mediante cinética simple, tomando

como blanco el amortiguador de fosfatos 10 mM.

Se us6 la constante de reaccion de primer orden (k) como unidad de

actividad de la catalasa. Esta se obtuvo mediante la siguiente formula:

ivs AN
E=l—itr=2]
AfEi s A-d

Donde:
At = intervalo de tiempo medido =t,-t; =2 min

A,y A,= las absorbancias de H,O, enla muestra a los tiempos t, y t,.

Los resultados se expresan como k/ug proteina, donde k debe multiplicarse
por el factor de dilucion (1/50=0.02) y dividirse entre la cantidad de proteinas en

la muestra.

5.6.4 Actividad de la Superoxido dismutasa (SOD)

La actividad de SOD se determiné por el método de Flohé y Otting (1984)°°
que utiliza un sistema de Xantina / Xantina oxidasa para generar superéxido

(O2"), el cual reduce al nitroazul de tetrazolio (NBT) a azul de formazan. La
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SOD en la muestra reacciona con el superdxido descomponiéndolo a H,0; y
O, por lo que disminuye la reaccion del superdxido con el NBT.

Se tomaron 10 pL del sobrenadante obtenido en el proceso de
homogenizacion (ver seccion 6.6.1) y se diluyeron con 990 pL de amortiguador
de fosfatos 5 mM. Se tomaron 165 L de esta dilucion que se agregaron en un
tubo de ensayo con 815 pL de la mezcla de reaccion (Xantina 0.122 mM, EDTA
0.122 mM, NBT 30.6 uM, Na,CO3 49 mM y ASB 0.006%). Se afadieron 20 puL
de una solucion de Xantina oxidasa (2.5 mg/mL en sulfato de amonio) y se
incub6 durante 45 min a temperatura ambiente. Después de la incubacion se
detuvo la reaccién con 0.33 mL de CuCl, 0.8 mM y se determiné la absorbencia
a 560 nm. Para cada muestra se realizé un blanco tratado igual que la muestra

pero sin Xantina oxidasa, restando su absorbencia a cada muestra.

Para determinar el 100% de reduccion de NBT se agregaron a un tubo de
ensayo 815 uL de la mezcla de reaccién, 165 pL de H,O destilada y 20 uL de la
solucion de Xantina oxidasa. Se incubdé durante 45 min a temperatura
ambiente. La reaccion se detuvo con 0.33 mL de CuCl; 0.8 mM y se determind

la absorbencia a 560 nm.

Una unidad de actividad de SOD se define como la cantidad que reduce el
cambio de absorbencia en un 50%. Las unidades de SOD en el sobrenadante

se calcularon con la siguiente férmula:

- _ ] _ " - i 7
g30L; ABERipgq, —LABER, —Abrg) . 100097 .,
rﬁi!bj?_'. EI.EIS e _J'il L EJE.-_--:-__ .155-”5‘1"? N iﬁ#ij?__
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Donde:

Absi100ss = Promedio de absorbencias resultantes de las reacciones de
100% de reduccion del NBT.

Abs pp = Absorbencia de la reaccion con la muestra y la enzima.

ADbS py, = Absorbencia de la reaccion con la muestra sin enzima (blanco de
la muestra).

ML sp = ML de sobrenadante.

ML gil = L de dilucion.

Finalmente los resultados se normalizaron por contenido de proteinas

expresandose en U/ug de proteina

5.6.5 Actividad de la Glutation peroxidasa (GPx)

Se empled el método de Lawrence y Burk (1976)% en el cual la GPx cataliza
la reducciéon del H,O, acoplada a la oxidacion del Glutation reducido (GSH) a
Glutation oxidado (GSSG). EI GSSG a su vez es reducido por la Glutatidon
reductasa (GR) en presencia de NADPH (Figura 5.2). La disminucion de la

concentracion de NADPH se detecta a 340 nm.

Y
—— hoe
e 2 | i Sl BGSM I '\.d w ATFH
Figura 5.2 Reacciones acopladas para la determinacion de actividad de
GPx. La GPx en la muestra reduce al H,O, oxidando al GSH, la GR
genera de nuevo GSH requiriendo al NADPH como cofactor, la
desaparicién de este Ultimo se detecta espectrofotométricamente a 340

nm
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En una celda de cuarzo se colocaron 50 pL del sobrenadante y se
mezclaron con 800 uL de mezcla de reaccion (EDTA 1 mM, azida de sodio 1
mM, NADPH 0.2 mM, GSH 1 mM y 1 U de GR/mL; en amortiguador de fosfatos
50 mM pH 7), se incub6 durante 5 min y se agregaron 100 pL de solucion de
H.O, (H.O, 30 mM en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7). Se agitod
rapidamente y mediante una cinética simple se leyé la absorbencia a 340 nm
cada 30 seg durante 3 min, tomando como blanco el amortiguador de fosfatos
50 mM.

Para calcular la actividad inespecifica de la GPx se tomaron 50 pL de
amortiguador de fosfatos 50 mM a los cuales se dio el mismo seguimiento que
a la muestra. La actividad de la GPx se expresa como U GPx/mg de proteina.
Una unidad de GPx se define como la cantidad de enzima que oxida 1 umol de
NADPH por minuto bajo las condiciones experimentales empleadas, las
unidades de GPx en el sobrenadante se obtienen mediante la siguiente

formula:
{adbs; y _{4dbs; ,
17 £8s X ATRIE a4 'rm!‘fz,,]\h_ fETRG.
ek ';:: 32+ i05gL 7 3 mine el
i e, ™ fLER] ':'_. N T
i 1cmM50ud 0
| oot o | om¥5%2.2)
Donde:
(AA/min)pp = pendiente de la porcion lineal de la curva en la reaccion
problema.
(AA/min)i, = pendiente de la porcion lineal de la curva en la reaccion
inespecifica.

6.22 x 10°uL/pumol-cm = absortividad micromolar del NADPH a 340 nm.
lcm= longitud del paso de luz en la celda.

MLsp = UL de sobrenadante utilizados para el ensayo enzimatico.
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5.7 ANALISIS ESTADISTICO:

Los datos obtenidos se analizaron mediante ANOVA, seguido de una prueba
de Bonferroni. Cada grupo de isquemia y reperfusion (IR) se compard con su
respectivo control (CT) mediante la prueba de T de student. En ambos casos
se empled el programa Prism 2.01, Grad Pad (San Diego, CA). Un valor de

p<0.05 se consideré estadisticamente significativo.
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6- RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 ELECCION DEL PROCEDIMIENTO PARA LA INDUCCION DE LA
ISQUEMIA Y LA REPERFUSION

Al inicio de ese trabajo, se evalud la viabilidad celular con dos diferentes
procedimientos de obtencién e incubacion de rebanadas cerebrales para la
induccién in vitro de isquemia y reperfusion. Las diferencias y caracteristicas de
estos procedimientos se muestran en la Tabla 6.1. En el procedimiento 1 se
indujo isquemia por 30 min y reperfusion por 1.5 h; en el procedimiento 2 se

indujo isquemia por 1 h y reperfusién por 1.5 h.

Etapa Procedimiento 1 Procedimiento 2
Perfusion LCRa con sacarosa, sin Ca’" y | LCRa con sacarosa, sin
con MgCl, 2.5 mM Ca®*y con MgCl, 10 mM
Extraccion de cerebro Mezcla de LCRa de perfusién | LCRa con sacarosa, sin Ca’’
y LCRa con CaCl; 1.5 mM y | y con MgCl, 10 mM
MgCl, 1 mM
Corte LCRa normal LCRa con sacarosa, sin
(obtencion de rebanadas) Ca*'y con MgCl, 10 mM
Preincubacion Sin preincubacion 30 min LCRa, sin Ca”" y con
MgCl; 10 mM
Recuperacion 1 h, temperatura ambiente, | 30 min, 32 °C, LCRa normal
LCRa normal
Isquemia 30 min, 32°C, LCRa sin | 1h, 32°C, LCRa sin glucosa
glucosa
Reperfusién 1.5 h, 32 °C, LCRa normal

LCRa= Liquido cefalorraquideo artificial (NaCl 119 mM, glucosa 30 mM, NaHCO3; 25 mM, KCI 3
mM, MgCl, 1 mM, CaCl, 1.5 mM; pH 7.4 £ 0.05)

Tabla 6.1. Procedimientos evaluados para la induccion de isquemia y reperfusién in vitro en
rebanadas cerebrales.

La viabilidad celular se determiné a través de la tincidon/extracciéon con TTC.

El porcentaje de dano de las rebanadas sometidas a isquemia y reperfusion se

obtuvo con respecto a las rebanadas control (ver seccion 6.4).
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Figura 6.1. Viabilidad celular en dos modelos de isquemia/reperfusién in vitro. La
viabilidad se presenta como Abs a 450 nm de una dilucién 1:20 de la solucién de extraccion de
formazan después de la tincion con cloruro de 2,3,5-Trifeniltetrazolio. La Abs es proporcional a
la viabilidad. Se muestra el porcentaje de dafo de las rebanadas sometidas a isquemia y
reperfusidn con respecto a las rebanadas control. * = p<0.05 vs su CT. Los datos se presentan
como lamedia+DE.n27.

Siguiendo el procedimiento 1, la diferencia entre la viabilidad de las
rebanadas control y de las rebanadas sujetas a 30 min de isquemiay 1.5 h de
reperfusion es significativa, pero no muy evidente. El porcentaje de dano por
isquemia y reperfusion fue solamente de 29.8 + 17.66%, comparado con las
rebanadas control y como se observa, la dispersion de los datos es muy grande
(Figura 6.1). Esto puede deberse a que 30 min de isquemia, no son suficientes
para provocar un dafo considerable, o bien a que las rebanadas control estan
dafandose durante todo el proceso. Por esto se aumenté el tiempo de
isquemia y se realizaron modificaciones encaminadas a mejorar la calidad de

las rebanadas, creando asi el procedimiento 2.

Al seguir el procedimiento 2 el dafio de las rebanadas sujetas a 1 h de
isquemia y 1.5 h de reperfusion es mas evidente, 53.3 + 3.46% de dafio
promedio, ademas se observa una menor dispersién de los datos en cada

grupo (Figura 6.1).

Para obtener una mayor viabilidad en las rebanadas, en la literatura se
recomienda que durante la extraccidn y el corte del cerebro se utilicen medios
hiperosméticos, sin calcio y ricos en magnesio®’. Los medios hiperosmaticos
contienen compuestos de alto peso molecular como la sacarosa o el dextran®

que al no poder atravesar la membrana celular evitan el edema celular al evitar
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la entrada de agua a los tejidos. Al eliminar el calcio del LCRa de perfusion se
evita la sobreactivacion de los receptores de glutamato. Por otro lado el
magnesio bloquea los receptores de glutamato tipo NMDA evitando su
activacién y por lo tanto el inicio del proceso de excitotoxicidad durante la
preparacion de las rebanadas (ver Figura 2.3). Algunos autores consideran 2
mM, una concentracién alta de Mg®* °*; por ello esta concentracion se utilizé
para el procedimiento 1. Por otro lado otros autores consideran alta hasta 10

mM?3% ¢ por lo que esta concentracion se utilizé en el procedimiento 2.

En el procedimiento 1 se utilizé medio hiperosmético sin Ca** y alto en Mg®*
durante la perfusién y la extraccion del cerebro pero no durante el corte de las
rebanadas y es en este proceso donde las células cerebrales sufren mayor
trauma. En el procedimiento 2 el corte se realizé en este tipo de medio, ademas
se agrego6 una etapa de preincubacién después del corte de las rebanadas, con

un medio bajo en Ca?* y con Mg®* 10 mM®"%°,

La perfusion cardiaca con liquido cefalorraquideo artificial (LCRa) adicionado
con sacarosa, sin calcio y rico en magnesio; no se ha utilizado en modelos

previoszg’ 30, 53-61

. Debido a la composicion, la baja temperatura y la continua
oxigenacion del medio, esta etapa facilita la extraccion del cerebro y el corte de
las rebanadas, evitando ademas el edema vy la exicitotoxicidad. Otros autores
realizan esta perfusion con solucion salina fria o con medios frios ricos en

sacarosa®’®.

Los resultados obtenidos muestran que la viabilidad de las rebanadas control
aumenta de 0.29 += 0.07 a 0.47 + 0.03 de absorbencia a 450 nm, con el
procedimiento 1 y el procedimiento 2 respectivamente (ver figura 6.1). Esto
indica que las condiciones usadas en el procedimiento 2 mejoran la calidad de
las rebanadas cerebrales, permitiendo obtener datos confiables 'y
reproducibles, por lo que las modificaciones realizadas al procedimiento 1
fueron acertadas. Debido a esto decidimos utilizar el procedimiento 2 para las

determinaciones posteriores. Los tiempos de isquemia y de reperfusion pueden
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variar pero el protocolo a seguir para la obtencién de las rebanadas, la

preincubacién y la recuperacion debe mantenerse.

6.2 DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR A DIFERENTES
TIEMPOS DE ISQUEMIA Y REPERFUSION.

Dado que la calidad de las rebanadas cerebrales mejor6 con las
modificaciones hechas, se utilizé el procedimiento 2 para las determinaciones
posteriores (ver seccion 5.2). Se evaluaron tiempos de isquemia de 1y 2 h.
Para cada tiempo de isquemia se evaluaron tiempos de reperfusion de 0, 0.5,
1,1.5,2,3,6y8h.

Se determind la viabilidad celular a través de la tincion/extraccion con TTC.
Para cada tiempo de isquemia y reperfusion se calculd el porcentaje de dafo
con respecto al promedio de las rebanadas control. Los resultados se muestran

en la Figura 6.2.

La incubaciéon de las rebanadas control por seis 0 mas horas después de la
recuperacion, disminuye la viabilidad celular de 0.514 + 0.042 a 0.275 + 0.0038
de absorbencia a 450 nm en las rebanadas control correspondientes a0y 6 h
de reperfusion, respectivamente (Figura 6.2 A). A pesar de que al utilizar el
procedimiento 2 se mejoré la calidad de las rebanadas, la incubacion
prolongada disminuye la viabilidad celular. Esto puede deberse a una posible
contaminacioén bacteriana o a un dafo producido por la forma de obtencién de
rebanadas. Respecto a la contaminacion bacteriana, Mathews vy
colaboradores®’ al evaluar tiempos de reperfusién mayores a 4 h esterilizan las
camaras de incubacién y el medio, logrando obtener rebanadas viables
después de 16 h de incubacién. Por otro lado en otros estudios la reperfusion
no es mayor a 2 h. Con respecto a la obtencion de rebanadas algunos autores
como Lipton y colaboradores®® recomiendan adicionar compuestos
antioxidantes en el medio de incubacion a lo largo de todo el experimento; sin
embargo, adicionar este tipo de compuestos en nuestro modelo, afectaria la
determinacién del dafio por estrés oxidativo al tejido inducido por la isquemia y

la reperfusion.
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Figura 6.2.Evaluaciéon de viabilidad segun el tiempo de isquemia y reperfusién.
Rebanadas corticoestriatales de 500 um fueron sometidas tiempos de isquemia y reperfusion
variables. A'y C muestran la Abs a 450 nm de una dilucion 1:20 de la solucion de extraccion de
formazan después de tincion con cloruro de 2,3,5-Trifeniltetrazolio. La Abs es proporcional a la
viabilidad. B y D muestran el porcentaje de dafio de las rebanadas IR con respecto a las
rebanadas control.* p<0.05 vs su CT , ** p<0.05 vs CT a 0 h de reperfusion, *** p<0.05 vs % de
dafio a un tiempo de reperfusion anterior. Los datos se presentan como la media + DE. n = 6.

45



Resultados y Discusion

Estudios previos?® °3 ©1

, han reportado que a mayor tiempo de isquemia
aumenta el porcentaje de dano con o sin reperfusion. Los resultados obtenidos
muestran claramente que se genera un 26.4% de dano al someter a las
rebanadas a 1 h de isquemia sin reperfusion, mientras que en 2 h de isquemia

se genera un dafo de 57.32% (Figura 6.2 By D).

Se sabe que la reperfusion anade efectos deletéreos al dafio causado por la
isquemia, debido principalmente a la formacion de especies reactivas de
oxigeno'™®. En las rebanadas sujetas a 1 h de isquemia, no se observan
cambios significativos con 30 min de reperfusion, sin embargo con 1 h de
reperfusion el porcentaje de dafio aumenta de 26.4% a 52.5% y se mantiene
hasta las 8 h de reperfusién evaluadas (Figura 6.2 B). En rebanadas sujetas a
2 h de isquemia, la reperfusion de 30 min basta para que el dafio aumente de
57.32% a 84.01%, 1 h o mas de reperfusidon no modifica el porcentaje de dafio
alcanzado (Figura 6.2 D). Hasta ahora no existen reportes donde se analice la
viabilidad celular en rebanadas cerebrales sometidas a un tiempo de isquemia

fijo y tiempos de reperfusion variables.

Debido a que 2 h de isquemia inducen dafio muy agresivo para las
rebanadas cerebrales, se decidié trabajar con 1 h de isquemia en las siguientes
determinaciones. Este tiempo de isquemia, permitira evaluar potenciales

farmacos con posible actividad neuroprotectora.

6.3 EVALUACION DE DANO OXIDATIVO

El dafio oxidativo se determiné a través de los niveles de glutation reducido
(GSH) y lipoperoxidacion en rebanadas corticoestriatales de 500 um sometidas
a 1 h de isquemia. Se evaluaron distintos tiempos de reperfusion 0, 0.5, 1, 1.5,
2,3,6y8h.
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6.3.1 Niveles de Glutation Reducido (GSH)

El GSH es el principal antioxidante no enzimatico de la célula; por ello el
mantener sus niveles es critico para la supervivencia celular durante el proceso
isquémico’®. La disminucién o inhibicion del GSH durante la isquemia

incrementa la susceptibilidad de la membrana a los peroxidos’”.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la incubacion de las
rebanadas control, por mas de 3 h después de la recuperacion, provoca una
disminucién en la cantidad de GSH (Figura 6.3 A). Esta disminucion es de 23.2,
30.9 y 43.9% en las rebanadas control correspondientes a 3, 6 y 8 h de
reperfusion, respectivamente. Esto indica que existe un dafio oxidativo en las
rebanadas que no fueron sometidas a isquemia, aun antes de que este dafio se
vea reflejado en la viabilidad celular, en la que no se observé una disminucién
significativa en las rebanadas control a 3 h de reperfusion (Figura 6.2 A). De la
Cruz y colaboradores®®, observaron que en rebanadas cerebrales de 1 mm, la
suma de GSH y glutation oxidado (GSSG) en las rebanadas control, disminuye
ligeramente conforme aumenta el tiempo de incubacién, con un tiempo maximo

de incubacién de 2 h la diferencia no fue significativa.

En las rebanadas sujetas a isquemia y reperfusion, la cantidad de GSH es
menor que en los controles en todos los tiempos de reperfusion evaluados,
excepto a 8 h de reperfusion donde el dafio en los controles no permite ver
diferencias significativas (Figura 6.3 A). En nuestras condiciones la isquemia
por si misma disminuye aproximadamente 20% la cantidad de GSH en las
rebanadas debido al estrés oxidativo que se genera durante la isquemia, ya
que el GSH se utiliza como cofactor de la enzima glutation peroxidasa (GPx)
para destoxificar al H,O, o los hidroperédxidos organicos y puede destoxificar

radicales libres por vias no enzimaticas*® 4’

, por lo tanto se acumula en su
estado oxidado (GSSG). Ademas se ha reportado que la glutation reductasa
(GR), enzima que se encarga de regresar el GSSG a su estado reducido, se
encuentra disminuida de 23 a 56 % después de 2 h de isquemia y 22 h de

reperfusion en modelos in vivo® ",
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Figura 6.3. Determinacién de glutatién reducido (GSH). A muestra la cantidad de GSH en
rebanadas de 500 um con 1 h de isquemia y tiempos de reperfusion variables.” p<0.05 vs CT al
tiempo evaluado; ** p<0.05 vs CT a tiempo 0 de reperfusion. B muestra el porcentaje de GSH
de las rebanadas sometidas a isquemia y reperfusion con respecto a las rebanadas control.
Los datos se presentan como la media + DE. n 2 6.

El tiempo de reperfusidon no tuvo ningun efecto sobre el contenido de GSH,
ya que el porcentaje de GSH con respecto al control, se mantiene igual en
todos los tiempos de reperfusion evaluados (Figura 6.3 B). Esto puede deberse

a que el daifo causado durante 1 h de isquemia sobrepasa la capacidad de las

células para regenerar el GSH.
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La disminucion en el GSH ya se habia reportado en distintos modelos de
isquemia cerebral. En un modelo in vitro en rebanadas de hipocampo (el tejido
mas sensible a la isquemia) sometidas a 30 min de privacion de oxigeno y
glucosa, el GSH disminuyé mas del 50%"°, comparado con las rebanadas
control. En modelos in vivo de isquemia cerebral, se ha observado una
disminucién aproximada del 50% en el GSH después de 2 h de isquemia por
oclusién de la arteria cerebral media (ACM) y 22 h de reperfusion '"*. Todos
estos datos sugieren que el dafio inducido en el modelo in vitro empleado, es
menor que el dafno que se induce en modelos in vivo de isquemia cerebral focal

con 2 h de isquemia y 22 h de reperfusion.

6.3.2 Niveles de Lipoperoxidacion

Los niveles de lipoperoxidacion se determinaron a través del método de
TBARS  (Thiobarbituric  acid reactive  substances) en rebanadas
corticoestriatales de 500 ym sometidas a 1 h de isquemia y reperfusion de 0,
0.5, 1y 2 h. EI método de TBARS permite cuantificar los productos finales de la
reaccion de lipoperoxidacion, que es la reaccion de las especies reactivas de
oxigeno Yy nitrégeno, con los lipidos celulares. Por lo tanto este es un método
indirecto para evaluar el grado del dafo oxidativo al tejido, especificamente

sobre los lipidos.

En el modelo empleado, no se observaron cambios en los niveles de
lipoperoxidacién durante la isquemia (sin reperfusion) ni con 30 min de
reperfusion (Figura 6.4). Esto indica que la lipoperoxidacion no es un evento
primario en el proceso isquémico y coincide con lo reportado por De la Cruz y
colaboradores®®, quienes en rebanadas cerebrales de 1 mm, 30 min de

isquemia no tienen efecto sobre la lipoperoxidacion.

En las rebanadas isquémicas sometidas a 1, 1.5 y 2 h de reperfusion, se
observé un aumento de casi 50% en los niveles de lipoperoxidacion, sin

embargo la dispersion de los datos es muy grande (Figura 6.4).
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Figura 6.4. Niveles de lipoperoxidaciéon. A- Los niveles de lipoperoxidacion se determinaron
por el método de TBARS en rebanadas de 500 um con 1 h de isquemia y tiempos de
reperfusion variables. B muestra el porcentaje de MDA de las rebanadas sometidas a isquemia
y reperfusion con respecto a las rebanadas control. * p<0.05 vs CT a tiempo 0 de reperfusion
Los datos se presentan como la media + DE. n 2 6.

En modelos in vivo se ha reportado, un aumento de lipoperoxidacion
después de la isquemia y la reperfusién. En modelos de isquemia focal, los
resultados son variables obteniéndose un aumento en la lipoperoxidacion

desde 22 hasta 77 % con 2 h de isquemia y 22 h de reperfusion’'"* 7®.

50



Resultados y Discusion

En el modelo de isquemia global inducida por oclusién bilateral de la arteria
carotida comun (BCCAQO), se ha reportado un incremento del 200% en la
lipoperoxidacion después de 30 min de isquemia y 30 min de reperfusion’’; y
un incremento del 300% después de 20 min de isquemia y 24 h de
reperfusion’®. Probablemente el dafio causado por la reperfusion sea
provocado solamente al inicio de ésta, por la llegada subita de oxigeno y su
reaccion con las especies reducidas acumuladas durante la isquemia,
generando metabolitos téxicos; por lo que el dafio generado no depende del

tiempo en que la oxigenacion continua.

6.4 ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Se determind la actividad de las principales enzimas antioxidantes SOD,
CAT y GPx en rebanadas sometidas a 1 h de isquemia y tiempos de 0, 0.5, 1,

1.5, 2, 3y 6 h de reperfusion

6.4.1 Actividad de Superoéxido dismutasa (SOD)

La SOD cataliza la dismutacion de Oy para formar H2O,. Su papel en la
isquemia cerebral ha sido ampliamente estudiado, observandose que la
sobreexpresion de cualquiera de sus isoformas disminuye el dafio causado por

isquemia y reperfusion®*°

y la disminucion de su expresion en ratones
knockout o heterécigos (+/-), lo aumenta®. La administracion de SOD formando
complejos con lecitina para que pueda cruzar la barrera hematoencefélica y
para dar mayor estabilidad a la enzima aumentando su vida media; ha
mostrado neuroproteccién en modelos de isquemia cerebral”®.

El dafio producido por la isquemia y la reperfusion disminuye la actividad de
la SOD. En modelos in vivo de isquemia focal, la actividad de la SOD en el
hemisferio isquémico, disminuye 36% después 30 min de isquemia y 24 h de

reperfusion® y entre 30 y 50% con 2 h de isquemia y 22 h de reperfusion’7%7°,
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En modelos de isquemia global, la actividad de la SOD en el hemisferio
isquémico, disminuy6 aproximadamente 27% después de 30 min de isquemia y
30 min de reperfusion’’ y 36% después de 20 min de isquemia y 24 h de

reperfusion’®.

Los resultados obtenidos en este estudio difieren de lo reportado
anteriormente en modelos in vivo, ya que en las rebanadas sometidas a 1 h de
isquemia sin reperfusion, la actividad de SOD incrementa (Figura 6.5). Sin
embargo en las rebanadas sometidas a 1 h de isquemiay 0.5,1,1.5,2,3y6 h
de reperfusion, la actividad de SOD es igual que en sus controles. Esto quiza
se deba al dafio generado en el modelo, que como se ha visto es menor al
provocado en modelos in vivo y por tanto permite observar este incremento
inicial de la SOD que probablemente sea una respuesta al dano. Una vez
iniciada la reperfusion el dafio aumenta afectando quiza la actividad de la

enzima por lo que ya no se refleja el aumento inicial.

En otro modelo in vitro usando rebanadas de hipocampo se observé una
disminucién en la actividad de la SOD del 50% después de 30 min de privaciéon
de oxigeno y glucosa (POG)”, sin embargo debemos recordar que el
hipocampo es el tejido mas sensible a la isquemia. El dafo generado en
nuestro modelo no refleja claramente la respuesta de la SOD al dafio por

isquemia y reperfusion.
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Figura 6.5. Actividad de Superéxido Dismutasa (SOD). Rebanadas corticoestriatales de 500
pum se sometieron a 1 h de isquemia y tiempos de reperfusion variables. La actividad de SOD
se presenta como U SOD/ ug de proteina. * p<0.05 vs CT al tiempo evaluado; ** p<0.05 vs IR a
tiempo de reperfusion anterior. Los datos se presentan como la media + DE. n = 6.

6.4.2 Actividad de Catalasa (CAT):

La CAT cataliza la conversién del H,O, a H,O y O,. Junto con la GPx reduce
el H,O, generado en la reaccion catalizada por la SOD. Esta localizada

principalmente en peroxisomas.

La informacion reportada anteriormente sobre la actividad de la CAT en
distintos modelos de isquemia y reperfusidn cerebral, es muy variada. En
modelos in vivo se ha observado una disminucion en la actividad de la CAT de

30 a 45% después de 2 h de isquemia focal y 22 h de reperfusion”'"* ®

y de
65% después de 30 min de isquemia global y 24 h de reperfusiéon’®. Yaman y
colaboradores’’ reportan una disminucién de 34% en la actividad de CAT
después de 30 min de isquemia global y 30 min de reperfusion, sugiriendo que
la disminucion en la actividad de CAT es una consecuencia temprana del daino.
Sin embargo en otro modelo con 10 min de BCCAO de isquemia global

moderada la CAT aumenta 63% con s6lo 10 min de isquemia.
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Figura 6.6. Actividad de Catalasa (CAT). Rebanadas corticoestriatales de 500 um se
sometieron a 1 h de isquemia y tiempos de reperfusion variables. La actividad de catalasa se
presenta como k/ug de proteina. Los datos se presentan como la media + DE. n = 6.

Los resultados obtenidos en este estudio no muestran ningun efecto de la
isquemia, ni de los diferentes tiempos de reperfusion sobre la actividad de la
CAT (Figura 6.6).

6.4.3 Actividad de Glutation peroxidasa (GPx):

La GPx es la principal via de reduccién del H,O2 a H,O, para lo cual utiliza el
GSH como donador de electrones. También reduce hidroperoxidos organicos

generando alcoholes.

La informacion que se tiene acerca del cambio en la actividad de la GPx en
modelos de isquemia y reperfusion es muy variada, probablemente porque el
grado de dano provocado en cada modelo es distinto. En modelos in vivo la
actividad de la GPx en el hemisferio isquémico, disminuye entre 30 y 50%
después de 2 h de isquemia focal y 22 h de reperfusion’?"#"®. Después de 20
min de isquemia global y 24 h de reperfusion la actividad de la GPx no se

54



Resultados y Discusion

modifica’®. Sin embargo en un modelo de isquemia focal después de 30 min de
isquemia y 24 h de reperfusion la actividad de GPx disminuye
aproximadamente 50%%°. En un modelo in vitro en rebanadas de hipocampo
sometidas a 30 min de POG, la actividad de la GPx disminuye mas del 50%"°,
mientras que en rebanadas cerebrales de 1 mm sujetas a 90 min de hipoxia la

actividad de la GPx aumenta un 25%2*.

Los resultados obtenidos en este estudio no muestran diferencias
significativas en la actividad de GPx entre las rebanadas sometidas a isquemia
y reperfusion y las rebanadas control a ningun tiempo evaluado (Figura 6.7).
Sin embargo se observa un aumento en la actividad de GPx en las rebanadas
sometidas a mas de 3 h de reperfusion, asi como en las control (Figura 6.7).
Estos resultados pueden deberse a que el grado de dafo provocado en este
modelo es moderado, por lo que no se afecta la actividad de la GPx. En las
rebanadas con mayor tiempo de incubacion, la GPx podria aumentar como
respuesta al mayor dafio y esto podria estar relacionado con la disminucién en

el GSH a estos tiempos de incubacion (ver figura 6.3)
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Figura 6.7. Actividad de Glutation Peroxidasa (GPx). Rebanadas corticoestriatales de 500
um se sometieron a 1 h de isquemia y tiempos de reperfusion variables. La actividad de GPx se
presenta como U GPx/ug de proteina. * p<0.05 vs CT a tiempo 0. Los datos se presentan como
la media + DE. n = 6.
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7- CONCLUSIONES:

e Se establecieron las condiciones 6ptimas de obtencion e incubacion
de rebanadas cerebrales, para la induccion de isquemia y reperfusion

in vitro.

e El uso de un medio hiperosmatico sin calcio y con magnesio 10 mM
durante la extraccion y corte de las rebanadas cerebrales permitio

mejorar la sobrevivencia de las rebanadas control.

e Las condiciones experimentales empleadas en este trabajo,
permitieron obtener un porcentaje de dafio reproducible cuando se
evalla la viabilidad celular a través de la técnica de tincidén extracciéon
de TTC.

e Al aumentar el tiempo de isquemia se incrementa el porcentaje de

dafo de las rebanadas sometidas a isquemia y reperfusion.

e Las rebanadas cerebrales sometidas a 1 h de isquemiay 1,1.5,2y 3

h de reperfusion presentaron un dafio aproximado del 50%.
e El dafio isquemicé esta relacionado con el estrés oxidativo ya que:

a) La cantidad de GSH disminuye 20% en las rebanadas sometidas

a 1 h de isquemia y reperfusion de 0, 0.5, 1, 1.5y 2 h.

b) La lipoperoxidacion aumenté 50% en las rebanadas cerebrales
sometidas a 1 h de isquemia y reperfusibn de 1, 1.5y 2 h.

e El modelo in vitro desarrollado en este trabajo no nos permitid
observar la respuesta de las enzimas antioxidantes CAT, SOD y GPx,
probablemente se requiera de un dafio menor para poder observar
diferencias.
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Abreviaturas

9- ABREVIATURAS:

ACM:

ADN:
AMPA:
ASB:

ATP:

BCCAO:

CAT:
DGA:
DMSO:
ER:
ERN:
ERO:
EVC:
GPx:
GR:
GSH:
GSSG:
H.0,:
IP3:
KA:
LCRa:
MDA:

NBT:

Arteria cerebral media.

Acido desoxirribonucleico.
a-amino-3-hidroxi-5-metililoxasol-4-propionico
Albumina Sérica Bovina.
Adenosin Trifosfato.

Oclusion bilateral de la arteria carétida coman.
Catalasa.

Diacilglicerol.

Dimetil sulfoxido.

Especies reactivas.

Especies reactivas de nitrogeno.
Especies reactivas de oxigeno.
Enfermedad Vascular Cerebral.
Glutation Peroxidasa.

Glutation Reductasa.

Glutation Reducido.

Glutation oxidado.

Peroxido de Hidrégeno.

Inositol trifosfato.

Kainato.

Liquido cefalorraquideo artificial.
Malondialdehido.

Nitroazul de tetrazolio.
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Abreviaturas

NADH:
NMDA:
NO:
(OPIN
OHe:
ONOO™:
OPT:
POG:
SOD:
TTC:

TBARS:

Nicotinamida adenin dinucleétido reducido.
N-metil-D-aspartato.

Oxido Nitrico.

Anion superoéxido.

Radical Hidroxilo.

Peroxinitrito.

o-ftalaldehido.

Privacion de oxigeno y glucosa.
Superodxido Dismutasa

Cloruro de 2, 3, 5 Trifeniltetrazolio.

Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico.
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