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RESUMEN

El estrés esta implicado en diversos trastornos: neurolégicos, psiquiatricos vy
neurodegenerativos. En el presente estudio evaluamos el efecto del estrés por
inmovilizacién aguda sobre diferentes marcadores de estrés oxidativo y disfuncién
mitocondrial en distintas regiones del cerebro de rata. Adicionalmente, evaluamos
los efectos de la L-carnitina (L-CAR) y diazepam (DZ) en estos marcadores. Se
formaron seis grupos con seis ratas cada uno: 1) Control (sin estrés); 2) Estrés; 3)
L-CAR; 4) L-CAR + Estrés; 5) DZ; y 6) DZ + Estrés. El estrés fue inducido por
inmovilizacién a los animales durante un periodo de 24 horas. La L-CAR (300
mg/Kg) y el DZ (1 mg/Kg) fueron administrados por via intraperitoneal en dosis
unica inmediatamente antes de la sesion de inmovilizacion. Los niveles de
lipoperoxidacién (LP), funcionalidad mitocondrial (FM), actividad de la superdxido
dismutasa (SOD), niveles de glutation reducido (GSH) fueron medidos en
diferentes regiones cerebrales (hipotalamo, estriado, hipocampo y corteza
prefrontal). Asi mismo se determinaron los niveles de corticosterona (CORT) en
suero al final de la inmovilizacion. La exposicion aguda a estrés por inmovilizacion
incrementd los niveles de LP en casi todas las regiones, excepto en el hipocampo.
Adicionalmente se observé una disminucion no significativa en la FM en todas las
regiones, acompanada de una disminucion en la actividad de la SOD vy
disminuciéon moderada de los niveles de GSH. La L-CAR demostré ejercer efectos
protectores en los animales estresados, disminuyendo los niveles de LP en
hipotalamo, estriado e hipocampo. Por su parte el DZ mostr6 efectos protectores
sobre de los niveles de LP en animales estresados aunque este efecto dependid
de la region estudiada. El estrés agudo induce un incremento en los niveles de LP,
reduce los niveles de FM y disminuye la actividad de la SOD, dependiendo de la
region cerebral. Por otro lado, la L-CAR y el DZ mostraron efectos protectores
variables en los grupos de estrés, siendo también dependiente de la regidén. Los
resultados variables pueden deberse a los efectos diferenciales del estrés y/o los
farmacos sobre las diferentes regiones cerebrales, asi como de la susceptibilidad

de cada region, o de las condiciones preexistentes de los tejidos evaluados.
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1. INTRODUCCION

1.1. El estrés

El estrés puede ser definido como una situacion subita e inesperada (por
ejemplo, un estresor quimico, fisico, ambiental, emocional o psicosocial) que altera
un determinado balance (homeostasis), y por lo tanto induce una respuesta
adaptativa al estrés designada a restaurar los niveles iniciales de estabilidad

(Selye, 1936).

Hans Selye (1950) define a la respuesta adaptativa al estrés como el Sindrome
de Adaptacion General (SAG), la cual depende de la funcion del Sistema
Nervioso, y subsecuentemente ésta permite los cambios importantes para la

adaptacion.

1.1.1. El estrés como concepto energético y el Sindrome de Adaptacion

General

El SAG es propuesto como un concepto de adaptacion de energia y consta
progresivamente de tres estados que representan los procesos energéticos
producidos durante el estrés: |) La reaccion de alarma representa la movilizaciéon
de la energia, en un corto tiempo, para emplearse en caso de ser necesario; Il) E/
estado de resistencia emplea las fuentes de energia y compensa la falta de ésta
con produccion de energia de los compartimentos de reserva; y lll) El estado de
cansancio implica cuando las fuentes de energia estan agotadas (Selye y Fortier,

1950).
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1.1.2. El eje Hipotdlamo-Pituitaria-Adrenal

Fisiologicamente, el estrés induce una respuesta que involucra cambios
centrales y periféricos (sistema endocrino) coordinados por el sistema nervioso
central. La liberacién de glucocorticoides, las principales hormonas del estrés, es
controlada por el nucleo paraventricular del hipotalamo, donde las neuronas
parvocelulares sintetizan y secretan la hormona liberadora de corticotropina (CRH)
en respuesta al estrés (Pardon, 2007). Estas neuronas también liberan otras
hormonas, como la arginina vasopresina, la cual actua sinérgicamente con la CRH
para modular el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), el mayor componente
neuroenddcrino de la respuesta al estrés (Pardon y Rattray, 2009). La liberacién
de la CRH dentro del sistema de la pituitaria causa la secrecion de la hormona
adrenocorticotropica (ACTH), y en consecuencia esta hormona viaja por el torrente
sanguineo desencadenando la sintesis y liberacion de glucocorticoides de la

corteza suprarrenal (Figura 1) (Pardon, 2007).

Sefiales
regulatorias
Hipotalamo

y v
Pituitaria)

f

~>

Cortisol

Corteza
adrenal

Figura 1. Esquema de los pasos de la liberacion de hormonas que regulan el eje HPA. CRF:
Hormona liberadora de corticotropina, ACTH: Hormona adrenocorticotropica. Las flechas rojas
muestran una retroalimentacion negativa.
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El principal glucocorticoide es conocido en el humano y primates como cortisol
(Figura 2A), mientras que en los roedores son mejor conocidos como

corticosterona (Figura 2B).

OH OH

HO CHg HO CHy
OH
CHy CHs

o A o B

Figura 2. Estructura quimica del cortisol (A) y la corticosterona (B)

1.1.3. Corticosteroides

El cerebro es el mayor blanco de accion de los corticosteroides, y esta
ampliamente documentado que éstos se unen a dos tipos de receptores: los
receptores de glucocorticoides (RG) y los receptores de mineralcorticoides (RM)
(Meijer, 2006). Ambos receptores juegan un importante papel en la regulacion de
la actividad del eje HPA: los RM mantienen la actividad basal del eje HPA,
mientras que los RG facilitan la retroalimentacion negativa bajo la proporcion de la

concentracion de glucocorticoides en respuesta al estrés (De Kloet et al., 1998).

Los RG Y RM son mejor conocidos como receptores nucleares, ya que son
proteinas intracelulares que cuando son activadas por la hormona se translocan
del citoplasma al nucleo y actuan como factores de transcripcion (Meijer, 2006).

Cuando los RG se unen a su ligando, se disocian de una proteina “heat shock” 90

14



para posteriormente formar un dimero que se une al elemento de respuesta de

glucocorticoides en el ADN (Karin, 1998).

Estudios recientes se han concentrado en elucidar que genes pueden modular
transcripcionalmente los glucocorticoides. Actualmente se sabe que los
glucocorticoides estan involucrados en una gran variedad de diferentes procesos
celulares en diversos tejidos, entre los cuales destaca su funcion como
reguladores de la energia del metabolismo y el control de glucosa en la sangre, el
control en transduccion de sefales, la estructura neuronal, la dinamica de

vesiculas, la adhesion celular y factores neurotréficos (Datson et al., 2008).

1.1.4. Los efectos de la respuesta adaptativa al estrés y la induccion del

estrés oxidativo

Las manifestaciones de las respuestas adaptativas al estrés son benéficas para
el organismo hasta cierto punto: cuando la duracién de exposicion al estrés es
excesiva, puede ser perjudicial debido a que se sobrepasa la capacidad de

respuesta al mismo el organismo.

El estrés cronico ha demostrado afectar una variedad de respuestas, incluyendo
la psicoldgica, la inmunoldgica, la enddcrina, los procesos de desarrollo, e incluso
puede tener efectos sobre la expresion de desérdenes como la arterosclerosis, la
depresion, la toxicidad a nivel del Sistema Nervioso y el desarrollo de

enfermedades infecciosas (Buynitsky y Mostofsky, 2009).

Se sabe que el estrés es un factor etiolégico importante en distintos tipos de

patologias severas como la cardiovascular, la inmunoldgica, las
15



neurodegenerativas y las psiquiatricas. Adicionalmente, ciertos estudios han
evidenciado que el estrés tiene un rol importante en los procesos fisioldgicos que
ocurren en el envejecimiento (Esch et al., 2002; Swaab et al., 2005; Bao et al.,

2008).

Se estima que hoy en dia la gran mayoria de las personas estan expuestas a los
efectos negativos del estrés psicosocial, especialmente en las grandes ciudades
(Esch et al., 2002). Resulta importante destacar que los desordenes de ansiedad
son uno de los desordenes psiquiatricos mas comunes en el mundo, con una
ocurrencia de 13 a 17 % en la poblacién (Bandelow et al., 2002), pudiendo ser el
estrés psicosocial de la vida diaria la posible causa del incremento en los

desordenes de ansiedad (Bijl et al., 1998; Turner y Lloyd, 2004).

Aunque aun existe un gran debate sobre como el estrés puede inducir dano
sobre los diversos tejidos y células (McEwen, 2000), hoy se sabe que algunas
formas de estrés, como el estrés oxidativo, se encuentran constantemente
generando dafo celular y se relacionan con la respuesta adaptativa al estrés. Esto
se debe a que durante la condicidon de estrés hay un incremento en la tasa
metabdlica generando una gran cantidad de radicales libres, los cuales en exceso
generan un estado de estrés oxidativo que es quimicamente danino para la célula
(Pardon, 2007). Sin embargo, los mecanismos por los cuales el estrés genera

radicales libres aun no han sido bien estudiados ni comprendidos.

Diversos estudios sobre modelos inductores de estrés en roedores han

reportado que éstos pueden generar un dafio oxidativo sobre varias
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macromoléculas como los lipidos, las proteinas y el ADN en diversos 6rganos,
principalmente en corazén (Sahin y Gumuslu, 2007a), estdmago (Liu et al., 1994;
Sahin y Giimuslii, 2007b; izgit-Uysal et al., 2007), higado (Glavin et al., 1994; Liu
et al., 1996; Sahin y GUmuslu, 2007a; Sahin y GUmusli, 2007b), rifidn (Liu et al.,
1996; Sahin y GUmuslu, 2007a; Sahin y Gumdusgla, 2007b) y cerebro (Glavin et al.,

1994; Liu et al., 1996; Zaidi y Banu, 2004; Buynitsky y Mostofsky, 2009).
1.2. Modelos de estrés

Existe una gran variedad de modelos experimentales de induccion de estrés que
pueden producir dano oxidativo, ya sea por procedimientos fisicos o incluso
psicologicos, siendo los roedores los animales de experimentacion mas

empleados (Bierhaus et al., 2003; Liu y Mori, 1999).
1.2.1. Estrés por aislamiento social

Uno de los modelos de estrés psicoldégico ampliamente usado en roedores es el
llamado aislamiento social, el cual consiste en separar a cada uno de los animales
y colocarlos en pequefias cajas, de tal manera que quedan aislados visual y

fisicamente de los demas (Dong et al., 2008).
1.2.2. Estrés por hacinamiento

Otro modelo inductor de estrés psicolégico consiste en colocar multiples
individuos de experimentacion en un lugar reducido, de tal manera que los
animales quedan encimados unos con otros, este modelo es conocido como

estrés por hacinamiento (Catania et al., 2009).
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1.2.3. Estrés por dominancia social

El estrés por dominancia social es un modelo inductor de estrés psicologico en
el que se emplean los machos de una cepa de rata con una conducta agresiva y
con un peso mayor (por ejemplo, la cepa Long-Evans). Estas se colocan en una
caja junto a las hembras de la cepa a emplearse y se seleccionan los machos que
presenten una alta agresividad, posteriormente se colocan los machos de la
misma cepa de las hembras y estas ultimas son retiradas. Entonces los machos
de la cepa a estudiar interacttan con los machos agresivos y son muy
susceptibles de estresarse por el dominio social que ejerce la otra cepa (Meerlo et

al., 1996; Marini et al., 2006).

1.2.4. Estrés por descarga eléctrica

Este método inductor de estrés se basa en usar descargas eléctricas sobre los
animales de experimentaciéon. En roedores, la descarga eléctrica se produce por
una pequefa red instalada en la base de la caja donde se encuentra el animal; las
descargas (en miliamperios) se dan por un aparato externo y en un tiempo

constante por cierto periodo (Swiergel et al., 2007; Swiergel et al., 2008).

1.2.5. Estrés por nado forzado

Este modelo consta de colocar al roedor en un cilindro de ciertas dimensiones
con agua; de esta manera el roedor se estresa al intentar nadar y no poder salir a
la superficie (Swiergel et al., 2007; Swiergel et al., 2008). Cabe sefialar que este
modelo se emplea por pocos minutos debido a la posibilidad de que los animales

expuestos se ahoguen.
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1.2.6. Estrés por privacion del suefio

En este modelo se coloca al roedor sobre una pequefa plataforma que se
encuentra en la base de un gran recipiente; este ultimo se llena con agua hasta el
nivel de la plataforma de tal manera que el roedor no puede moverse con mucha
libertad y evita que entre en suefio por el miedo a caer al agua (Singh y Kumar,

2008).

1.2.7. El estrés por inmovilizacion y sus efectos

El método de estrés por inmovilizacidon es una variante del procedimiento de
estrés por restriccion; es comunmente descrito como un rango de restriccion de
locomocioén, aunque no intenta limitar un miembro especifico o estructura
particular, como cualquier otra técnica de restriccion (Buynitsky y Mostofsky,

2009).

La manera de someter a un organismo al estrés por inmovilizacion involucra
confinar al animal de experimentacidon a un tubo rigido de plastico de forma
cilindrica, bolsas de plastico, cajas de restriccién, u otros dispositivos adaptados,
lo que la hace una técnica ideal para roedores (Figura 3) (Glavin et al., 1994;

Buynitsky y Mostofsky, 2009).
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Figura 3. Esquema representativo del modelo de estrés por inmovilizacién con un dispositivo
especial en roedores (Tomado de Donovan y Brown, 2004)

El procedimiento de restriccion es una de las técnicas mas empleadas para la
induccion del estrés experimental, ya que es una técnica facil y sencilla de usar,
ademas de que el dano fisico inducido hacia el animal es minimo debido al hecho
de que no existe un estimulo directo que daine al animal, tal como las descargas
eléctricas empleadas en otros modelos. Cabe destacar que esta técnica, ademas
de inducir un estrés fisico, también puede inducir estrés psicolégico (Buynitsky y

Mostofsky, 2009).

Aunque se puede asumir que el modelo de estrés por inmovilizacion produce
necesariamente una respuesta al estrés (Glavin et al., 1994), en ciertas instancias
puede no desencadenarla (Buynitsky y Mostofsky, 2009), dependiendo de la

intensidad y duracion de la inmovilizacion.

El efecto del estrés por inmovilizacion en roedores repercute sobre diversos
organos, pero afecta principalmente al cerebro, propiciando cambios en la

conducta, disminuyendo la actividad motora, la memoria espacial y la exploracion
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de campo abierto (Mamczarz et al.,, 1999). Por otro lado, también se ha
demostrado que este modelo puede inducir el incremento en la secrecion de
ACTH, corticosterona y prolactina (McGivern et al., 1997; Jaroenporn et al., 2007).
Adicionalmente, el estrés por inmovilizacion ha demostrado que puede inducir
dafio oxidativo en diversos érganos periféricos, asi como en el cerebro (Buynitsky
y Mostofsky, 2009), por lo que se ha convertido en un buen modelo para investigar
las alteraciones en el balance oxidante/antioxidante (Zaidi y Banu, 2004; Sahin y

Gumuslu, 2007a y b).

1.3. El estrés oxidativo

Cuando existe en los organismos un desbalance entre la formacion de ciertos
compuestos (llamados radicales libres y especies reactivas del oxigeno y
nitrégeno), y los mecanismos que permiten la remocion de estos ultimos (cascada
antioxidante), se genera un estado llamado estrés oxidativo (Kidd, 2005; Sayre et
al., 2008). Este estado resulta ser nocivo para la célula y todo el organismo,

quedando implicado en diversas enfermedades.

1.3.1. Las Especies Reactivas del Oxigeno y los Radicales Libres

Todos los organismos aerdbicos tienen la capacidad de oxidar algunos
productos y reducir otros; adicionalmente, éstos requieren de una fuente de
electrones para reducir el O,, aunque al llevar a cabo estos procesos se pueden
generar agentes oxidantes como las especies reactivas del oxigeno (ERO) y
diversos radicales libres, los cuales en exceso pueden resultar dafinos (Roberts et
al., 2009; Hansberg-Torres, 2008; Shigenaga et al., 1994).
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Las ERO son compuestos de oxigeno que tienen una gran reactividad con otras
moléculas. Se consideran ERO al oxigeno atomico (O), al ozono (O3), al oxigeno
singulete ('0,), al anién superdxido (O,), al perdxido de hidrégeno y al radical

hidroxilo (HO") (Hansberg-Torres, 2008).

Por otro lado, los radicales libres son atomos que contienen un electron
desapareado dentro de su estructura; es decir, la existencia de un electrén que no
tiene una pareja con spin opuesto dentro de un atomo o grupo de atomos

(Miranda, 2008).

En este punto, hay que tomar en cuenta que algunas ERO son radicales libres
por definicion; sin embargo, existen algunas que no lo son y pueden incluso tener

una mayor reactividad que cualquier otro radical libre.
1.3.1.1. El ozono

La luz ultravioleta y las descargas eléctricas pueden romper los dos enlaces
covalentes en la molécula de oxigeno y dar origen a dos atomos de oxigeno; éste
a su vez puede interactuar con una molécula de oxigeno molecular y formar el Os.
Aunque esta molécula se genera en la estratésfera, puede llegar a formarse en la
superficie terrestre por la descomposicién del dioxido de nitrégeno (NO;’). Se sabe
que esta ERO puede a su vez interactuar con acidos nucléicos, proteinas y lipidos,

y dar origen al radical hidroxilo (Hansberg-Torres, 2008).
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1.3.1.2. El oxigeno singulete

Esta ERO se origina cuando uno de los dos electrones libres del O, cambia de
giro al captar energia. Las sustancias coloridas que hay en las células (flavinas,
porfirinas, retinol, quinonas, pterinas, etc.) pueden excitarse con la luz azul (430 a
490 nm) y con el componente A de la luz ultravioleta (320 a 400 nm), consiguiendo
transferir energia de excitacion al O, y generando oxigeno singulete. La
dismutacién espontanea del O," también puede generar 'O,. El oxigeno singulete
reacciona con la mayoria de los componentes celulares, participando de manera

importante en la oxidacion del ADN (Hansberg-Torres, 2008).
1.3.1.3 El anién superoéxido

Cuando el O, capta un electrén, éste se puede aparear con uno de los dos
electrones libres de los orbitales 1y formar asi el O,", que es a la vez un anién y
un radical. Esta ERO se produce principalmente en la cadena respiratoria
mitocondrial, siendo el complejo | y Ill sus sitios de formacién. Sin embargo, el
anion superoxido también se puede formar de la NADPH oxidasa, el citocromo
P4s0 y la xantina oxidorreductasa. El O,™ es toxico para la célula, porque a partir de
el se puede originar el radical hidroxilo, el cual es mas reactivo y dafia aun mas a

los componentes celulares (Hansberg-Torres, 2008; Hall et al., 2010).
1.3.1.4. Peré6xido de hidréogeno

El H,O, se forma cuando uno de los dos electrones libres del O, se ha a
apareado con un electrén de giro contrario. La actividad de la enzima superéxido

dismutasa (SOD) produce la mayor parte de peroxido de hidréogeno en la célula, ya
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que ésta enzima se encarga de transformar el O, en H,0,. La toxicidad del
peréxido de hidrégeno se debe principalmente a la reaccién de algunos metales

de transicion con los que se produce el radical OH’ (Hansberg-Torres, 2008).
1.3.1.5. El radical hidroxilo

Cuando el H,O, acepta un electron desapareado - por ejemplo, de un metal de
transicion como el hierro o el cobre -, entonces se fragmenta y forma un ion
hidroxilo y el radical hidroxilo (reaccion de Fenton). EI OH" es uno de los
compuestos mas reactivos que existen y puede oxidar tanto las purinas como las
piridinas, y también la desoxirribosa, reaccionando con cualquier aminoacido y
ocasionando danos irreversibles a las proteinas. Los acidos grasos poli-
insaturados son mas susceptibles a la oxidacion por el radical hidroxilo (Hansberg-

Torres, 2008; Hall et al., 2010).

1.3.2. Las especies reactivas del nitrogeno

También el oxigeno puede formar otras moléculas reactivas con el nitrogeno,
siendo éstas conocidas como especies reactivas del nitrogeno (ERN), y son: el
oxido nitrico (NO"), el didxido de nitrégeno (NO3) y el peroxinitrito (ONOQ"). Estas
moléculas también son muy dafinas para la célula ya que pueden reaccionar con
las macromoléculas e interferir con sus funciones (Hansberg-Torres, 2008; Hall et

al., 2010).
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1.4. Fuentes de ERO

Diversos estudios han descrito cuales son los principales procesos y fuentes de
radicales libres y ERO, asi como los pasos y fendmenos que permiten su

produccion.
1.4.1. Reacciones de Fenton y Haber-Weiss

Una de las maneras de producir radicales libres en un organismo vivo es por
medio de una de las reacciones de oxidacidn mas comunes, conocida como la
reaccion de Fenton (ver Reaccién 1). La reaccién implica la oxidacion del Fe*,
uno de los compuestos pro-oxidantes por excelencia, a Fe** mediada por el

peréxido de hidrogeno (Halliwell y Gutteridge, 1984).

H,O, + Fe*" wmssi> Fe® + OH + OH'

mn

OH + H-R === R +H,0

Reaccién 1. Mecanismo de la reaccion de Fenton y el dafio que puede ocasionar su producto OH".

Esta reaccion fragmenta al perdoxido en un ion hidréxido y un radical hidroxilo.
Este radical es de muy alta energia, y puede oxidar y fragmentar compuestos
organicos. En principio, el radical hidroxilo reacciona abstrayendo hidrégeno de los
compuestos organicos y generando radicales alquilo (Re) que pueden sufrir
diferentes reacciones, entre las que destacan su reaccion con oxigeno molecular y
la generacibn de peroxidos organicos que sufren posteriormente una
fragmentacion y generan nuevos radicales que llevaran a cabo la completa

fragmentacion de la molécula (Miranda, 2008).
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Otro mecanismo por el cual se pueden generar algunas ERO es mediante la
interaccion entre el anidén superoéxido, el perdxido de hidrogeno, radicales hidroxilo
y la presencia de algun metal en transicion libre (Fe** o Cu'*) (Haber y Weiss,

1934).
OH + H202 | — 02._ + HQO +H*

O, " +H,O, msm==e O, + OH + OH’

Reaccion 2. Mecanismo de la reaccion de Haber-Weiss

Esta reaccion es conocida como de Haber-Weiss (Reaccion 2) y produce anion
superdxido, que a su vez puede generar una reaccion en cadena que va

produciendo mas ERO.
1.4.2. Cadena respiratoria mitocondrial

La mitocondria es un organelo muy importante dentro de la célula ya que una de
sus funciones es la de generar la energia a través de la molécula de adenosin
trifosfato (ATP) (Kidd, 2005). Lo anterior lo realiza a través de la cadena
respiratoria mitocondrial que consiste en complejos enzimaticos (I-1V; I: NADH
ubiquinona oxidoreductasa o NADH deshidrogenasa, II: succinato ubiquinona
oxidoreductasa o succinato deshidrogensa, Ill: ubiquinol citrocomo ¢
oxidoreductasa, y IV: citocromo c oxidasa), cofactores y la ATP sintetasa (Sas et

al., 2007).

La mayor parte del O, consumido por la mitocondria es reducido a agua por el

complejo IV de la cadena respiratoria. Este mecanismo se da gracias a que este
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complejo se encarga de que los e provenientes de la cadena utilicen H*
procedentes de la matriz mitocondrial y se unan al oxigeno singulete para formar
agua (Konigsberg-Fainstein, 2008a). Sin embargo, cerca del 1-2% del O, no se

reduce completamente, lo que genera anion superéxido (Chance et al., 1979).

Debido a que la cadena respiratoria produce la energia para la manutencion de
la célula, en su proceso de intercambio de electrones se constituye como una de
las fuentes mas importantes de radicales libres y ERO. Existen electrones
desapareados que escapan de los complejos respiratorios, principalmente del
complejo | y lll, que permite la generacion de anidén superoxido por la interaccion

con O, (Ames et al., 1993).

Aunque el mecanismo por el cual se da la produccion del anion superéxido en el
complejo | es poco entendido, se sabe que el ciclo de la ubiquinona tiene un rol
importante en la formacion del Oy, lo cual ha sido sugerido en base a los
experimentos con inhibidores del complejo | que demuestran que existen dos sitios
de formacion del anién superdxido: uno relacionado con la ubiquinona y otro con
un centro de hierro-azufre (FMN) (Kowaltowsky et al., 2009; Kakkar y Singh,
2007). La formacién del anién superéxido en el complejo | ocurre en el lado de la

matriz de la membrana interna mitocondrial (Orrenius, 2007; Poyton et al., 2009).

Otros estudios han evidenciado que el complejo Il y el succinato tienen una
participacion destacada en la produccion del anidén superoxido en el complejo | por

via de la transferencia de electrones reversa del succinato a la ubiquinona
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(Kowaltowsky et al., 2009; Orrenius, 2007; Poyton et al., 2009); sin embargo, el

mecanismo no es claro aun.

Por otra parte, la produccion del O, en el complejo Ill estd mejor documentada.
El proceso de formacion de esta ERO se da por un flujo de electrones que existe
en el ciclo de la ubiquinona, la cual sufre procesos de reduccion y oxidacion, y
estos electrones pueden interactuar con el oxigeno que difunde libremente en el
espacio intermembranal de la mitocondria (Kowaltowsky et al., 2009; Orrenius,
2007). Se sabe que la produccién del O,” puede darse tanto hacia el lado de la
matriz como al citosol (espacio intermembranal) de la membrana interna
mitocondrial, siendo mayoritaria su produccién hacia la matriz (Kakkar y Singh,

2007).
1.4.3. Sintasa del 6xido nitrico

El estimulo de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDAr) (receptor para
aminoacidos excitadores) puede permitir la acumulacion de Ca”" intracelular Yy, en
consecuencia, causar la activacion de la sintasa del oxido nitrico (NOS),
generando NO. La formacion del NO se deriva de la capacidad que tiene la NOS
de oxidar la L-arginina a L-citrulina (Puddu et al., 2008). Un incremento en la
concentracion del O," puede interactuar con el NO, permitiendo la formacion de un

aniéon muy téxico, el peroxinitrito (ONOO") (Sas et al., 2007).
1.4.4. Citocromo Paso

Existe una superfamilia de enzimas denominadas mono-oxigenasas, las cuales

se encargan de oxidar ciertos sustratos (Konigsberg-Fainstein, 2008b). Dentro de
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esta superfamilia existe un grupo de enzimas que contienen un grupo hemo como
grupo prostético; a este grupo se le conoce como citocromo P4s0 (Gonzalez, 2005).
La funcion de estas enzimas estd involucrada en el metabolismo de los
xenobidticos, aunque también se sabe que algunas de estas enzimas también
estan involucradas en la biosintesis de esteroides (Gonzalez, 2005; Konigsberg-

Fainstein, 2008b).

Como se menciond anteriormente, estas enzimas participan en el metabolismo
de los xenobidticos, y lo realizan dentro de un sistema denominado mono-
oxigenasas microsomales (MOM), el cual se localiza en la cara externa de la
membrana del reticulo endoplasmico. Este sistema se conforma de dos isoformas
de citocromo P450: la NADPH Pyso reductasa y la P4so (Werck-Reichhart y

Fayereisen, 2000).

Basicamente, la razén por la que se forman ERO se debe a que existen
procesos de oOxido-reduccion en esta etapa del proceso de destoxificacion de
xenobidticos, por lo cual existe fuga de electrones, los cuales pueden interactuar
con el oxigeno que se emplea para la oxidacion del sustrato y formar asi O, "y

H202.

1.4.5. NADPH oxidasa

La familia de las NADPH oxidasas, o NOX, son proteinas que transfieren
electrones alrededor de las membranas bioldgicas. Por lo general el NADPH es el

donador del electron y el oxigeno es el aceptor, siendo los productos de la
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transferencia de electrones el anion superdxido y el NADP+, tal como se muestra

en la siguiente reacciéon (Reaccion 3) (Bedard y Krauze, 2007).

20, + NADPH u 20, +NADP" + H"

Reaccion 3. Mecanismo de accion de las NOX

La funcién biolégica de las NOX es la de producir ERO y se encuentran
presentes en diversos tejidos y en los fagocitos de los organismos vivos (Bedard y

Krauze, 2007; Paravicini y Touyz, 2008).

El complejo enzimatico que comprende la NADHP oxidasa se compone de tres
subunidades citosolicas (p40pnox, P47phox ¥ P67phox), las cuales necesitan ser
fosforiladas por una proteina cinasa y unirse con proteinas G pequefias (Rac 1y
2) para poder interactuar con las unidades transmembranales (P22pnox Y 9P91phox)
(Bedard y Krauze, 2007). La subunidad gp91,nox €S el centro catalitico de este
complejo enzimatico y contienen dos grupos hemo en la region amino terminal, un
sitio de unién al NADPH y al FAD en la region del carbono terminal, formando un
complejo aparato de transporte de electrones del NADPH por la via de los dos

grupos hemo hacia al oxigeno (Sumimoto, 2008).

La funcidon de las NOX en los fagocitos se encuentra bien estudiada. Su
desempeno radica en la produccién de ERO para inducir un dafio oxidativo y, en
consecuencia, aniquilar a los agentes patégenos; a este proceso se le conoce
como estallido respiratorio o explosion oxidativa (Bedard y Krauze, 2007). Las
NOX, al encontrase en el fagosoma y al ser activadas, inducen la formacién del

anion superoéxido. En consecuencia, este puede inducir la formacion de otras ERO
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o radicales, como el peroxido de hidrogeno o el radical hidroxilo, el cual es muy
peligroso por la alta reactividad hacia las macromoléculas. De esta manera se
desarrolla el estallido respiratorio, generando estragos a las bacterias o micro-

organismos dafinos a la célula (Bedard y Krauze, 2007; Paravicini y Touyz, 2008).

1.4.6. Xantina oxidorreductasa

La xantina oxidorreductasa (XOR) es un miembro de la familia de enzimas que
contienen molibdeno como grupo prostético (Kisker et al.,, 1997). Esta enzima
puede interconvertirse en dos formas: en xantina deshidrogensa (XDh) y xantina
oxidasa (XO) (Berry y Hare, 2004). Ambas formas pueden catalizar la conversion
de hipoxantina a xantina, y de xantina a acido urico (Berry y Hare, 2004), las dos

reacciones terminales de la via de degradacion de la purina.

La XOR contiene como cofactores a una molibpterina (Mo-Co), dos centros
hierro-azufre y un FAD (Hille y Nishino, 1995). La XO difiere de la XDh en que
puede reducir oxigeno, mientras que la XDh reduce mayoritariamente NAD+ y
minoritariamente oxigeno (Berry y Hare, 2004). La importancia de esta enzima en
el estrés oxidativo radica en que puede producir O,” y H,O, por una serie de
pasos de oxidorreduccion, en donde puede existir una fuga de electrones al oxidar
la hipoxantina a xantina y la xantina a acido urico, provocando asi la reduccion del

oxigeno molecular a Oz« (Puddu et al., 2008).

1.5. Peroxidacion de lipidos

Durante el estado de estrés oxidativo, las macromoléculas son susceptibles de

ser dafadas por las ERO y radicales libres, ya que estos interaccionan con lipidos,
31



proteinas, ADN y carbohidratos quitandoles electrones, volviéndolos inestables y

generando dafos por reaccion en cadena (Sayre et al., 2008).

De entre las moléculas bioldgicas, los lipidos son mas susceptibles de ser
atacadas por ERO y ERN. Se sabe que este dafno oxidativo altera las propiedades
biolégicas de la membrana (estructura, funcién, permeabilidad, etc.) y genera
productos potencialmente toxicos que pueden danar proteinas y ADN (Niki, 2008;

Valko et al., 2007).

Al proceso de dafo oxidativo a lipidos se le conoce como lipoperoxidacidn o
peroxidacién de lipidos (LP) (Halliwell y Chirico, 1993). De los acidos grasos
existentes en los organismos, los acidos grasos poli-insaturados son los mas
susceptibles al dafio por radicales con respecto a los acidos grasos saturados y
mono-insaturados, los cuales son mas estables y resistentes al ataque por

radicales.

El proceso de la lipoperoxidaciéon se da en tres etapas:

1) Iniciacion: ElI comienzo de la peroxidacidon de lipidos se desarrolla cuando
alguna ERO o ERN es lo suficiente reactiva como para abstraer un atomo
de hidrégeno del carbono del grupo metilo de la cadena de un lipido
(Halliwell y Chirico, 1993). Al efectuarse este mecanismo, el lipido sufre un
arreglo molecular formando dienos conjugados, y el carbono que sufrié la
pérdida del hidrégeno interacciona con oxigeno molecular, formando un

radical denominado peroxilo (ROQO¢) (Zenteno y Saldafia, 2008).
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2) Propagacion: El ROO-« necesita de un electrén para estabilizarse. Al estar
juntos, los acidos grasos poli-insaturados en cualquier membrana, el
radical abstrae un atomo de hidrégeno del carbono del grupo metilo del
lipido adyacente, lo cual propicia que el nuevo lipido dafiado rearregle su
estructura con dienos conjugados y forme un radical peroxilo; este proceso
genera una reaccion en cadena a lo largo de la membrana y dana las
estrucutras de los lipidos (Halliwell y Chirico 1993; Zenteno y Saldafia,
2008).

3) Término: Este mecanismo puede ser finalizado cuando el ROO- interactua
con otro radical (ROO¢) o un antioxidante que pueda estabilizarlo
(ascorbato o a-tocoferol), de tal manera que no afecte al lipido adyacente

(Zenteno y Saldafia, 2008).

Al observar los procesos que se dan durante la lipoperoxidacién, uno se puede
dar cuenta de que es esta es dafiina para la célula al generar un dafo sobre la
estructura, funcion y permeabilidad de la membrana, dando pie a que se alteren
otras funciones vitales, incluso comprometiendo la sobrevivencia de ésta. Durante
este proceso, se pueden generar productos que pueden ser toxicos para la célula,
dos de éstos son el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), los

cuales se sabe pueden ser mutagénicos (Valko et al., 2007; Ogino y Wang, 2007).

1.6. Mecanismos antioxidantes

La formacién de ERO/ERN y radicales libres en el organismo es natural, siempre

y cuando ocurra en bajas concentraciones. Estas especies desempenan funciones
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como senfalizacién y proteccién contra microorganismos; sin embargo, cuando las
concentraciones de ERO/ERN son altas, se desencadena un proceso de estrés
oxidativo, el cual, como ya hemos mencionado, puede inducir un dano celular
(lipoperoxidacion, dano a ADN, dafio a proteinas, etc.). Ante los procesos de dafno
oxidativo, el organismo cuenta con defensas antioxidantes que evitan el dafio y
pueden estabilizar aquellas ERO que son mas reactivas. Este mecanismo se
divide en dos tipos: los no enzimaticos (glutatién reducido, acido ascérbico y a-
tocoferol) y los enzimaticos (superdxido dismutasa, glutation peroxidasa y

catalasa) (Matés y Sanchez-Jiménez, 1999).
1.6.1. Super6xido dismutasa

La superéxido dismutasa (SOD) es una enzima que se encarga de llevar a cabo
la reduccidn del anion superoxido a perdxido de hidrogeno para que este ultimo en
su momento pueda ser catalizado a agua por la glutation peroxidasa (GPx) o

catalasa (CAT) (Matés y Sanchez-Jiménez, 1999).

0,7+ O," + 2H" u H,O, + O,

Reaccion 4. Mecanismo de accién de la SOD.

Esta enzima puede presentarse en tres isoformas en las células de los
mamiferos, y dependiendo del lugar donde se encuentren seran sus
caracteristicas. La primera de estas tres isoformas es la cobre/zinc superdxido
dismutasa (Cu/Zn-SOD) o SOD 1 (denominada asi en el humano), y se encuentra
en la regidon citosdlica de la célula, fracciones lisosomales, e incluso puede

ubicarse en el espacio intermembranal de la mitocondria. Aunque realiza la misma
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reaccion, se caracteriza por ser un homodimero de 64 kDa con un centro catalitico
en cada subunidad compuesta por un cobre y zinc (Matés y Sanchez-Jiménez,
1999; Warner et al., 2004; Ho et al., 1998; Okado-Matsumoto y Fridovich, 2001).
Otra de estas isoformas es la denominada manganeso superoxido dismutasa (Mn-
SOD) o0 SOD 2, la cual es un homotetramero de 96 kDa que contiene un atomo de
manganeso por cada subunidad y se encuentra en la matriz mitocondrial (Matés y
Sanchez-Jiménez, 1999; Warner et al., 2004). Esta enzima es muy importante
debido a que es la primera en actuar ante la formacion del O,” en la cadena

respiratoria mitocondrial (Guan et al., 1998).

Finalmente, la ultima de estas enzimas es la superéxido dismutasa extracelular
(EC-SOD) o SOD 3. Esta enzima tiene en su centro catalitico un atomo de Cu y
uno de Zn; sin embargo, se diferencia de la Cu/Zn-SOD en que es
homotetramérica y contiene en su estructura una glucoproteina, ubicandose en el
espacio extracelular de los tejidos, plasma, linfa y fluidos sinoviales (Adachi y

Wang, 1998; Matés y Sanchéz-Jiménez, 1999).

1.6.2. Glutatiéon reducido

Una molécula que es empleada en los mecanismos antioxidantes, tanto
enzimaticos como no enzimaticos, es el glutation (Figura 4). Esta molécula es un
tripéptido compuesto de glutamato, glicina y cisteina (Warner et al., 2004). Y es
sintetizado por la enzima llamada y-glutamilcisteina sintetasa (Fernandez-Checa y

Garcia-Ruiz, 2008).
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Figura 4. Estructura del glutatién reducido

El glutation es denominado reducido (GSH) dada la presencia de grupos
sulfhidrilos de la cisteina, los cuales pueden oxidarse formando un puente
disulfuro con otro glutation (Figura 5), formando asi un compuesto denominado

glutation oxidado (GSSG) (Warner et al., 2004).
0 NH,
Hojf\NHJj/NHT\/‘\[(OH
0]
O s\ O
0] 0 S O
NH, 0

Figura 5. Estructura del glutation oxidado

El GSH participa en mecanismos antioxidantes enzimaticos como cofactor de la
GPx. Como se menciono previamente, la GPx lleva a cabo la catalisis de perdxido

de hidrégeno a agua, ayudandose del GSH (Reaccion 5).

H,0, + 2GSH u 2H,0 + GSSG

Reaccion 5. Mecanismo de accion de la GPx
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La GPx es un homotetramero (80 kDa) miembro de la familia de las peroxidasas
que contiene en su centro catalitico de cada subunidad un residuo de
selenocisteina. Como integrante de la familia de las peroxidasas puede catalizar la
reduccion de varias hidroperoxidasas, incluyendo al peroxido de hidrégeno (Matés

y Sanchez-Jiménez, 1999).

Tal y como lo muestra la reaccion, se emplean dos moléculas de GSH para
obtener una de GSSG, lo cual se debe, como lo mencionamos anteriormente, a
que los GSH, por medio de sus grupos sulfhidrilos de la cisteina, dona sus
hidrogenos en la reaccion y forma un conjugado por medio de un puente disulfuro,

lo que da lugar a una sola molécula de GSSG (Warner et al., 2004).

Para reducir el GSSG a GSH, es necesaria la enzima glutation reductasa (GR),
la cual requiere de NADPH como cofactor; de esta manera se obtienen dos
moléculas de GSH a partir de una de GSSG (Figura 6) (Kakkar y Singh, 2007). La
GR es una flavoproteina homodimérica de un peso de 51 kDa por cada subunidad,

y es dependiente de NADPH (Fernandez-Checa y Garcia-Ruiz, 2008).

H,0 4| GsH "\ NADP*

jeex( " GR|
i) | .| [

ROoH[L | GSSGl “JINADPH

Figura 6. Mecanismo de accion del GSH, GPx y GR. Tomado de Kakkar y Singh, 2007.

Sin embargo, el GSH no solo actua como cofactor de la enzima GPX, pues

también puede actuar como una mecanismo antioxidante no enzimatico (no
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necesita de una maquinaria enzimatica para llevar a cabo una reaccién) en donde
esta molécula interactua con radicales libres para poder estabilizarlos (Fernandez-

Checa y Garcia-Ruiz, 2008).
1.6.3. Catalasa

La catalasa (CAT) es una enzima homotetramérica con un peso de 60 kDa por
cada subunidad, y esta asociada a un grupo hemo (Matés y Sanchez-Jiménez,
1999). Esta enzima lleva acabo la reduccion del perdxido de hidrégeno a agua, tal

y como la muestra la siguiente reaccion:

2 H,0, l:} 2 H,0 + O,

Reaccion 6. Mecanismo de accion de la catalasa sobre el H,0,.

Sin embargo, también tiene una actividad de peroxidasa (Reaccion 7):

ROOH + AH, Q H,O + ROH + A

Reaccién 7. Mecanismo de accion de la catalasa como peroxidasa.

A diferencia de la GPx, la CAT no necesita del glutation como cofactor y actua
cuando los niveles de peroxido de hidrégeno son muy altos, participando sélo
como una respuesta adaptativa al estrés oxidativo, mientras que la GPX es la que

actua en condiciones normales (Hunt et al., 1998; Peraza-Reyes, 2008).
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1.7. El estrés oxidativo en el cerebro en modelos de estrés por

inmovilizaciéon

El sistema nerviosos central (SNC) es particularmente una de las regiones mas
vulnerables al dafo oxidativo debido a la alta proporcion de O, que emplea, a la
relativamente baja concentracion de antioxidantes y enzimas relacionadas, y al
alto contenido de lipidos poli-insaturados, que son las macromoléculas mas
susceptibles a la oxidacion (Sayre et al., 2008). Se calcula que el cerebro emplea
alrededor del 20% de toda la energia que se produce en un organismo (Papa,

1996).

En los ultimos 25 afos se han realizado diversos estudios sobre el efecto que
tiene el estrés como inductor de dafo oxidativo en el cerebro y su posible relacion
con el desarrollo de enfermedades neurologicas y neurodegenerativas. Las
investigaciones que se han enfocado en modelos de estrés agudo como inductor
de dafo oxidativo en roedores en el cerebro son resumidas en la siguiente tabla,
en las que se muestra el tipo de estrés, el tiempo de exposicion, los marcadores
de estrés oxidativo evaluados, el efecto sobre defensas antioxidantes, el area

cerebral estudiada y la referencia:
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Tabla 1. Efectos del estrés agudo en marcadores de estrés oxidativo en regiones
cerebrales de distintos modelos en roedores

Especie Modelode Duracién ~ Marcador ~ Defensa ~  Region  Referencia
estrés Antioxidante cerebral

Rata Inmovilizacion 30 min. |Lipoperoxidacion Cerebro (Kovacs et al., 1996)
completo
Inmovilizacion 2h 1Cu/Zn-SOD y Hipocampo  (Pajovic et al., 2005)
por frio CAT
Inmovilizacion 2h =Mn-SOD y Hipocampo  (Pajovic et al., 2005)
Cu/Zn SOD; |CAT
Restriccion 6h tLipoperoxidacion ~ |GSH, SOD, CAT Cerebro (Zaidi y Banu, 2004)
y GST completo
Inmovilizacion 6 h TNOS;, COX-2 |GSH Corteza (Madrigal et al.,
tLipoperoxidacion cerebral 2003)
Inmovilizacion 8h tLipoperoxidacion, Corteza (Liu et al., 1996;
dafio a proteinas y cerebral, Radak et al., 2001)
ADN cerebelo,
hipocampo y

mesencéfalo

Restriccion 1y4h 1 Lipoperoxidacion | GSH, GPx y Hipocampo, (Atif et al., 2008)
GR

corteza y
estriado
Raton
Inmovilizacion 6h 1 Lipoperoxidacién | GSHy CAT Cerebro (Goyal y Anil, 2007;
Comp|eto Kumar Yy Goyal,
2007; Kumar et al.,
2009)
Privacion del 72 h 1 Lipoperoxidacién | GSH Cerebro (Singh y Kumar,
suefio completo 2008)

|: Disminucion en la actividad de enzimas o niveles de GSH, 1: Aumento en la actividad de enzimas o niveles
Qe GSH, =: Sin cambio en la actividad de enzimas o niveles de GSH. GST: Glutation-S-transferasa, NOS:
Oxido nitrico sintasa, COX-2: Ciclooxigenasa 2. Modificado de Pardon, 2007.

Como se menciond previamente, el mecanismo por el cual el estrés genera dafio
oxidativo no es muy claro; sin embargo, se cree que se debe a la alta demanda
metabdlica y energética, lo que podria inducir un aumento en los niveles de ERO

(Pardon, 2007).
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1.8. L-carnitina

La L-carnitina (trimetilamino-B-hidroxibutirato) es un compuesto de amonio
cuaternario (Figura 7), de bajo peso molecular obtenido del consumo de carne y
alimentos (75 %). También es sintetizada a partir de los aminoacidos esenciales L-
lisina y L-metionina (25%), siendo el higado y los rifiones los sitios de mayor
produccion. La L-carnitina es biologicamente activa en su isoforma L (Hoppel,
2003; Anusuya et al, 2006; Virmani y Binienda, 2004) y se presenta en las células
y en el tejido como carnitina libre o cédmo acilcarnitinas, incluyendo a la acetil-L-

carnitina (ALC).

|, OH

Figura 7. Estructura quimica de la L-carnitina.

1.8.1. El rol fisiologico de la L-carnitina

El papel fisiologico de la L-carnitina (L-CAR) consiste en ser cofactor en el
trasporte de acido grasos para su conversion en energia por la -oxidacion (Figura
8). Interviene facilitando la oxidacion de los acidos grasos y actuando como un
cofactor en el trasporte de grupos acil grasos hacia la membrana interna
mitocondrial, realizando la funcion de remover los grupos acil grasos toxicos de la

mitocondria (Savitha y Panneerselvam, 2006).

La activacién de los acidos grasos para formar acil-Coenzima A (acil-CoA)

ocurre en las fracciones microsomales del reticulo endoplasmatico y en la
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superficie de la cara exterior de la membrana externa mitocondrial, en donde la
acil-CoA atraviesa la membrana hacia el espacio intermembranal de la
mitocondria por medio de un canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC)

(Kerner y Hoppel, 2000).

Citosol Espacio Matriz
Intermembranal mitocondrial
Acil-CoA o1 Carnitina
- Acil-CoA n
Acil-Coh
Coh
Acil-Carnitina Acil-Carnitina

p-oxidacion

Translocasa

Carnitina Carnitina

Figura 8. Papel de la L-carnitina como molécula pro-energética. CPT 1: carnitina
palmitoiltransferasa 1, CPT 2: carnitina palmitoiltransferasa 2, Translocasa: acilcarnitina
translocasa, MEM: membrana externa mitocondrial, MIM: membrana mitocondrial interna.

Bajo condiciones normales, la carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT 1) cataliza la
transferencia de grupos acil de la molécula acil-CoA a la carnitina para producir
acilcarnitinas y Coenzima A libre (CoA) (Jones et al., 2010). Por otro lado, la
carnitina acetiltransferasa (C-AT) cataliza la sintesis de la acilcarnitinas de

cadenas cortas, especificamente la ALC, y estd ubicada en la membrana

mitocondrial interna. Consecuentemente, las acilcarnitinas son transportadas al
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otro lado de la membrana interna mitocondrial por la acilcarnitina translocasa, un
importante sitio de regulacién del contenido de carnitina intramitocondrial (Hoppel,
2003). Dentro de la matriz, la acetil carnitina actia como sustrato para la carnitina
palmitoiltranferasa Il (CPT-II), la cual transfiere el grupo acil a una CoA vy libera la
carnitina (Hoppel, 2003; Jones et al., 2010). Finalmente el grupo acil entra a la B-

oxidacion.

1.8.2. La L-carnitina como antioxidante

Se sabe que las concentraciones de cartinina en el cerebro son bajas con
respecto a los demas tejidos periféricos (Jones et al., 2010), por lo que su estudio
en patologias relacionadas con su deficiencias exaltan la importancia de esta
molécula. Es por ello que se han realizado estudios sobre sus posibles efectos

sobre el dano neuronal.

La funciones protectoras de la L-carnitina sobre el dafio oxidativo en las células
han sido ampliamente estudiadas, aunque los mecanismos por los cuales actua
aun no se han comprendido muy bien. Ciertas investigaciones han establecido que
la L-carnitina tiene una capacidad antioxidante y antirradical al demostrar que
puede reducir el efecto quelante del ion hierro y secuestrar ERO como el Oy y
H>0, (Gulgin, 2006). Paradies y colaboradores (1994) han reportado que la ALC
tiene un efecto protector en la actividad de los complejos enzimaticos citocromo
oxidasa y adenina nucleoétido translocasa en la mitocondria del corazén de ratas
ancianas, mejorando su desempefo. Posteriormente, este mismo grupo evalué el

efecto de la acetil-L-carnitina sobre el transportador de piruvato y la oxidacion en
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las mitocondrias del corazéon de ratas envejecidas, encontrando que restaura la
tasa de su funcidon metabdlica al nivel que tienen las ratas jovenes (Paradies et al.,
1999). El suministro de ALC en la dieta de ratas ancianas ha tendido un efecto
positivo al revertir los efectos degenerativos en la actividad mitocondrial propia de
la senectud en las células hepaticas, restaurando los niveles de cardiolipina y la
actividad ambulatoria (Hagen et al., 1998); ademas, la administracién de ALC junto
con acido lipéico ha demostrado tener buenos resultados al disminuir el estrés
oxidativo (Hagen et al., 2002). La administracién de L-CAR junto con el acido DL-
a-lipdico tiende a evitar, en gran medida, el dafio macromolecular inducido por la
oxidacion en varias regiones del cerebro (Anusuya et al., 2006), mejora la
condicion de la membrana mitocondrial en el corazdn de ratas longevas (Savitha y
Panneerselvam, 2006) y revierte el efecto de decrecimiento del GSH en musculo
esquelético y corazén de ratas longevas. Otro efecto que ha demostrado tener la
L- CAR es la de evitar la apoptosis en células neuronales, como han demostrado
Ishii y colaboradores (2000). Se ha relacionado este efecto neuroprotector a su
capacidad antioxidante al evitar un dafio oxidativo en el DNA y RNA en varios
regiones del cerebro de ratas envejecidas, evitando asi una posterior
fragmentacion del material genético (Juliet et al., 2005), asi como por su habilidad
para regular la actividad de las caspasas por medio de la via del ligando FAS
(Mutomba et al., 2000). Adicionalmente, en un trabajo previo que se ha realizado
en este laboratorio (Silva-Adaya et al., 2008) se encontré que la L-carnitina

previene el estrés oxidativo inducido por la actividad sinérgica de dos toxinas
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(acido quinolinico y acido 3-nitropropidncio), demostrando su actividad

antioxidante en pruebas de modelos neurotoxicos.

1.9. Diazepam

El diazepam (7-cloro-1,3-dihidro-1-metil-5-fenil-2H-1,4-benzodiazepin-2-ona) es
un farmaco que pertenece al grupo de las benzodiacepinas (BDZ) (Figura 9) y es
ampliamente usado para tratar la ansiedad, epilepsia, intoxicacion y supresion
alcohdlicas, tension muscular y ciertas enfermedades neurolégicas (Jiménez-

Velasquez et al., 2008).

Figura 9. Estructura quimica del diazepam.

1.9.1. Mecanismo de accién del diazepam

El acido-y-amino butirico (GABA) es el neurotransmisor inhibitorio mas
importante en el cerebro de los mamiferos y es esta transmision la que se ve
alterada en la epilepsia, ansiedad y otros desordenes psiquiatricos (Heiss y
Herholz, 2006). Se conocen dos tipos de receptores de GABA: los receptores de

GABA tipo A (GABAA) que son ionotropicos, y los tipo B (GABAg) que son
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metabotrdpicos (Sivilotti y Nistri, 1991). Sin embargo, existe un tipo de receptores
GABA denominados de tipo C, los cuales se encuentran en la retina (Costa et al.,
2002). Hoy en dia se sabe que la estructura de los receptores de GABAa se puede
componer de 16 subunidades (a1-a6, $1-3, y1-y3, d, €, Ty 0) (Sieghart y Sperck,
2002), aunque algunos autores sugieren la existencia de otra subunidad -4
(Costa et al., 2002). Estas subunidades se ensamblan formando un pentamero
con una estructura definida formada por dos tipos iguales de subunidad a, dos
tipos iguales de subunidades 8 y una subunidad de vy, 9, €, ™ 0 6, dando origen al
receptor de GABAA (Whiting, 2006). Tal como se puede esperar, existe una gran

variedad de tipos de GABA,, dependiendo de las subunidades que lo conforman.

Las BDZ son agonistas de estos receptores de GABA,, potenciando la actividad
de GABA, y los receptores que contienen a las subunidades y2 y y3 dentro de sus
estructuras tienen el sitio de unidn a las BDZ, siendo que solo las combinaciones
de subunidades a1Bxy2, a2pxy2, a3pfxy2 y a5pxy2 (donde x es cualquier tipo de
subunidad ) tienen una alta afinidad por las BDZ clasicas como el diazepam (DZ),

lorazepan y clonazepan (Whiting, 2006; Sivilotti y Nistri, 1991).

Al interactuar alguna BDZ, como el DZ, con el sitio de unién a los receptores
GABAa, se induce la activacion del receptor, permitiendo un cambio
conformacional que permite la entrada de cloro (CI) en la neurona a través del
receptor (Figura 10), actuando como un canal (Costa et al., 2002). La entrada de
cloro permite la hiperpolarizacion de la membrana, propiciando que la respuesta

excitatoria de una neurona sea inhibida (Sivilotti y Nistri, 1991).
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Figura 10. Mecanismo de accion de las BDZ sobre los receptores GABAA.

1.9.2. El efecto antioxidante/pro-oxidante del diazepam

Aunque el mecanismo por el cual el DZ actua es conocido, se han comenzado a
realizar estudios sobre su posible efecto neuroprotector en modelos de isquemia
en gerbos y ratas, gracias a su capacidad de mejorar la neurotransmision
GABAérgica (Schwartz et al., 1994; Schwartz et al., 1995); en algunos estudios se
ha observado que este farmaco reduce la temperatura cerebral, disminuye
significativamente la muerte celular en el area CA1 del hipocampo y mejora su
conducta en pruebas de campo abierto (Dowden et al., 1999). Igualmente, se ha
encontrado que puede disminuir la formacion de 6xido nitrico y la peroxidacion
lipidica, y mejorar la actividad de enzimas antioxidantes en un modelo de
epilepsia que induce estrés oxidativo en ratas (Rajasekaran, 2005). No obstante,

existen investigaciones que, aunque concuerdan con los trabajos de Dowden
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(1999) sobre la reduccién de muerte celular en CA1, evidencian que el DZ no
ejerce neuroproteccion durante periodos prolongados de isquemia (Davies et al.,
2004), contribuyendo ademas a la generacién de radicales libres (Musavi y
Kakkar, 1998). Adicionalmente se ha visto que después de una repetida
administracion de DZ, su retirada abrupta genera disminucion en enzimas

antioxidantes (Musavi y Kakkar, 2000).
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2. JUSTIFICACION

El estrés esta implicado en diversas enfermedades, tanto neuroldgicas, como
psiquiatricas. Debido a la alta incidencia de trastornos relacionados al estrés y la
ansiedad, resulta importante conocer si existe una susceptibilidad regional

cerebral al dafio oxidativo inducido por el estrés.

Por otro lado el tratamiento actual de los trastornos de estrés y ansiedad esta
basado casi de forma exclusiva en el uso de ansioliticos (generalmente
benzodiacepinas) e inhibidores en la recaptura de serotonina. Sin embargo, los
efectos de estos farmacos sobre el dafio tisular y celular ejercido por el estrés aun
son inciertos. Hasta el momento ningun tratamiento neuroprotector es utilizado en

el manejo de estos trastornos.

Adicionalmente, es de gran interés conocer si el dafio oxidativo inducido por el
estrés puede verse modificado con el uso de antioxidantes y comparar sus efectos

con la administracion de un ansiolitico tipico como el diazepam.
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3. HIPOTESIS

La exposicion de las ratas a una inmovilizacion por 24 hrs ocasionara un
aumento en los niveles de la peroxidacion lipidica, acompafiado de una
disminucién en la funcionalidad mitocondrial, en la actividad de la superdxido
dismutasa y en los niveles de GSH en las fracciones sinaptosomales vy
homogenados de las distintas regiones cerebrales a estudiar (hipotalamo,
estriado, hipocampo y corteza cerebral). Por otro lado, la L-carntina y el diazepam
disminuirian los efectos del estrés sobre estos marcadores a través de la
disminucién del dafo oxidativo. Finalmente, los niveles de corticosterona en el
plasma se veran elevados en los animales sometidos a estrés, mientras que los

animales tratados con estos farmacos no se veran afectados.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar los efectos que tiene el modelo de estrés por inmovilizacion en rata por

24 hrs sobre distintos marcadores de dano oxidativo en las fracciones

sinaptosomales y homogenados de cuatro regiones cerebrales diferentes

(hipotalamo, estriado, hipocampo y corteza prefrontal), asi como conocer y

comparar los efectos que el antioxidante L-carnitina y el ansiolitico diazepam

ejercen como posibles agentes neuroprotectores en este paradigma.

4.2. Objetivos particulares

Evaluar el dafo oxidativo en el modelo de inmovilizacion a través de los
niveles de peroxidaciéon lipidica en las fracciones sinaptosomales de las
regiones a estudiar.

Evaluar la alteracion del metabolismo energético en el modelo de
inmovilizacién a través de la funcionalidad mitocondrial en las fracciones
sinaptosomales de las regiones a estudiar.

Conocer los efectos del modelo de inmovilizaciéon sobre la actividad de la
enzima superoxido dismutasa de los homogenados de las regiones a
estudiar.

Conocer los efectos del modelo de inmovilizacién sobre los niveles de
glutation reducido de los homogenados de las regiones a estudiar.
Caracterizar el efecto de la previa administracion de la L-carnitina sobre los

marcadores de dafio oxidativo mencionados previamente.
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Definir el efecto de la previa administracion del diazepam sobre los
marcadores de dafo oxidativo mencionados previamente.
Evaluar los niveles de corticosterona en los distintos grupos a estudiar para

conocer si se generd un efecto estresante.
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5. METODO

5.1. Reactivos

El acido thiobarbiturico (TBA), el malondialdehido (MDA), el MTT, el o-
ftalaldehido (OPA) y la SOD se obtuvieron de Sigma-Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA). La L-carnitiha se obtuvo de Sigma-Tau (Pomezia, Rome, lItaly). El
Diazepam - Valium 10 — fue obtenido de Roche Quimicos y Farmacéuticos S.A.
(Rio de Janeiro, Brasil, Reg. No. 62019 SSA IlI). El resto de los reactivos fueron
proporcionados por otras fuentes comerciales. La determinacién de Corticosterona
en suero se realiz6 usando el Corticosterone EIA Kit de Oxford Biomedical
Research (Oxford, MI, USA). La determinacion de la actividad de la SOD en
homogenados y sinaptosomas se realizé usando el SOD determination Kit 19160

(Fluka, St. Louis, MO, USA).

5.2. Animales de experimentacion

Los animales se manejaron de acuerdo a los criterios establecidos por la “Guia
para el cuidado y uso adecuado de los animales del laboratorio”. Para el desarrollo
de la investigacion se emplearon un total de 36 ratas machos de la cepa Wistar,
con un peso de entre 320-380 g, todas ellas provenientes del bioterio del Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia. Se alojaron 5 animales por caja y se
mantuvieron en el mismo cuarto donde se realizé el protocolo de inmovilizacion
desde dos dias antes del inicio del experimento como habituacion; asi mismo, se
mantuvieron bajo condiciones constantes de temperatura ambiente (25°C + 3°C),

humedad (50 + 10%), vy ciclos de luz/oscuridad (12:12hrs). Antes de la
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manipulacion experimental, los animales tuvieron libre acceso a alimento y agua

(Laboratory rodent diet 5001, PMI Feeds Inc. Richmond, IN, USA).

5.3. Procedimiento de induccion de estrés por inmovilizacion vy

administracion de farmacos

Los animales de experimentacion fueron divididos en 6 grupos con 6 animales
cada uno. En el grupo de estrés se realizé la inmovilizacién durante 24 hrs por
medio de un dispositivo de restriccion individual del movimiento hecho de plexiglas
fenestrado (Modelo: 544-RR, Flat Bottom Restrainer 3.25” X 8”. Plas Labs Inc.
Lansing Minnesota, U.S.A.), el cual permite la inmovilizaciéon de roedores de forma
no traumatica y es ajustable para animales de entre 250-500 g de peso.
Adicionalmente, durante la inmovilizacién los animales fueron privados de alimento
y agua. El grupo control y los grupos de tratamiento sin estrés no fueron sometidos
a inmovilizacion, pero permanecieron en las mismas condiciones de aislamiento y
restriccion que los animales inmovilizados (cada rata en una caja individual con
privacion de agua y alimento durante 24 hrs). Las dosis administradas fueron para
L-CAR de 300 mg/kg, y para DZ de 1 mg/kg. Estas dosis fueron administradas por
via intraperitoneal (I.P.) en dosis Unica a los 20 minutos antes del aislamiento o la
inmovilizacién, segun correspondiera. Al terminar la inmovilizacion se anestesié a
los animales con pentobarbital sédico (50mg/Kg I.P.) y se realizé la extraccidon de
4-5 ml de sangre por puncion cardiaca para después realizar la perfusion usando
solucién salina al 0.9 % (200-250 ml). Las muestras de sangre total fueron
centrifugadas durante 10 minutos a 3,800 x g, y se obtuvo el suero que fue

almacenado a -70°C hasta su utilizacion para la determinacion de corticosterona.
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Al final de la perfusidon, se extrajo el cerebro, se disecaron las distintas regiones
cerebrales de interés (hipocampo, hipotdlamo, cuerpo estriado y corteza
prefrontal), y se procedié a la obtencion de las preparaciones bioldgicas
(homogenados o sinaptosomas). Para los ensayos de peroxidacion lipidica y
funcionalidad mitocondrial, se decidid emplear sinaptosomas por ser estructuras
enriquecidas en membrana y mitocondrias, mientras que para la medicion de la
actividad de la SOD vy los niveles de GSH se usaron homogenados de las distintas
regiones obtenidas con la finalidad de contar con una preparacién mas integral del
sistema celular. Cabe destacar que para la realizacién de la determinacion de los
niveles de GSH se empled otro conjunto de 6 animales por los 6 grupos, los
cuales se mantuvieron bajo las mismas condiciones y se realizaron los mismos

procedimientos previamente descritos.

5.4. Homogenados y fracciones sinaptosomales

Las fracciones sinaptosomales se obtuvieron a partir de cada una de las
regiones cerebrales mediante centrifugaciones diferenciales en gradientes
crecientes de sacarosa, segun lo reportado con anterioridad (Santamaria et al.,
2003; Silva-Adaya et al., 2008). Brevemente, el procedimiento fue el siguiente: las
regiones cerebrales se preservaron transitoriamente en hielo y fueron
homogenizadas en 10 volumenes (p/v) de sacarosa (0.32 mol/L). Durante este
paso se obtuvo el volumen necesario para realizar las pruebas para determinar la
actividad de SOD. Posteriormente, para obtener los sinaptosomas, el homogenado
fue centrifugado a 1,073 x g durante 10 minutos, y el sobrenadante fue

recentrifugado a 17,172 x g durante 15 min. El pellet resultante fue suavemente
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resuspendido en 1.3 mL de buffer-HEPES (NaCl 0,1mol/L, NaH,PO4 0.01 mol/L,
NaHCO3; 0.05 mol/L, CaCl, 0.01 mol/L, glucosa 0.006 mol/L, HEPES 0.01 mol/L,
pH 7.4). Las fracciones sinaptosomales obtenidas fueron utilizadas en fresco para

los siguientes ensayos.

5.5. Ensayo de la peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica fue estimada en cada region del cerebro a través del
método espectrofotométrico de determinacion de sustancias reactivas al TBA,
usando una curva estandar para MDA, segun lo reportado previamente
(Santamaria et al., 1999; Pérez-De La Cruz et al., 2006; Silva-Adaya et al., 2008).
Brevemente, el proceso fue el siguiente: se tomaron alicuotas de 250 yL de los
sinaptosomas, se mezclaron con 250 pyL de buffer-HEPES y 500 uL de reactivo
TBA (0.75 g TBA + 15 g de acido tricloroacetico + 2.54 mL HCI), y se incubaron en
agua a 94°C durante 20 minutos. Posteriormente, las muestras se enfriaron en
hielo durante 5 minutos y mas tarde fueron centrifugadas a 3,000 x g por 15 min.
La densidad Optica del sobrenadante fue medida en un espectrofotdmetro
ThermoSpectronic Genesys 8 (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, USA) a una longitud
onda de 532 nm. La concentraciéon final de TBARS (principalmente MDA) fue
calculada a través de la interpolacion con una curva estandar de MDA, y corregida
segun el contenido de proteina de cada muestra. Los resultados se expresaron en
porcentaje de formacion de sustancias reactivas al TBA con respecto de los
valores control. Los célculos fueron corregidos por el contenido de proteina de
acuerdo al método de Lowry (1951). Los valores de los seis individuos de cada

grupo fueron obtenidos.
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5.6. Ensayo de la funcionalidad mitocondrial por MTT

La viabilidad mitocondrial en las distintas regiones se evalué mediante el ensayo
de reduccion de (MTT), como una aproximacion parcial a la funcionalidad de la
cadena respiratoria y la funciéon mitocondrial, usando el método reportado con
anterioridad (Berridge y Tan, 1993; Mosmann, 1983; Silva-Adaya et al., 2008). Se
emplearon alicuotas de 400 pL de fracciones sinaptosomales, que se incubaron
con 8 yL de MTT (5 mg/ml) durante 60 minutos a 37°C. Posteriormente, las
muestras se centrifugaron a 15,300 x g durante 3 minutos, se elimind el
sobrenadante y el pellet fue suavemente resuspendido en 500 uL de isopropanol
acido. La nueva suspension se recentrifugd a 1,700 x g durante 2 minutos mas, y
finalmente, la cantidad de formazan se determiné midiendo la absorbancia del
sobrenadante a una longitud de onda de 570 nm en un espectrofotometro
ThermoSpectronic Genesys 8 (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, USA). Los
resultados fueron expresados en porcentaje de reduccion de MTT con respecto a
los valores control. Datos de los seis individuos de cada grupo fueron obtenidos y

promediados.

5.7. Determinacién de la actividad de la SOD

La determinacion de la actividad de la SOD en homogenados se realizé usando
el kit comercial SOD determination Kit 19160 (Fluka, St. Louis, MO, USA).
Brevemente, el ensayo se basa en el empleo de una sal de tetrazolio altamente
soluble en agua (2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-

tetrazolium, sal monosddica), la cual produce un formazan soluble en agua en
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respuesta a la reduccion de una molécula de anion superoxido. La proporcion de
reduccion del O, es linealmente relacionada con la actividad de la XO y es inhibida
por la actividad de la SOD, siendo ésta la manera en que se puede determinar su
actividad por método colorimétirico. El formazan asi formado fue medido usando
un espectrofotometro ThermoSpectronic Genesys 8 (Cole-Parmer, Vernon Hills,
IL, USA) a una longitud de onda de 450 nm. Los datos se expresaron como
porcentaje de actividad de la SOD (proporcion de inhibicién) con respecto al

control.

5.8. Determinacién de los niveles de GSH

Los niveles de GSH se midieron usando un método previamente descrito (Hissin
y Hilf, 1976; Galvan-Arzate et al., 2005). Para esta técnica se empleé el tejido de
las regiones directamente y se homogenizaron en 3.75 mL de buffer EDTA-fosfato
(pH 8.0) mas 1 mL de HPO3 (25 %). Posteriormente, el homogenado se centrifugd
a 3,000 x g por 15 minutos y el sobrenadante fue separado. Subsecuentemente,
usando 500 pL del sobrenadante, se agregaron 4.5 mL del buffer EDTA-fosfato, a
100 pL de esta dilucion se anadieron 1.8 ml de buffer, posteriormente se
adicionaron 100 pyL de o-phthalaldehido (OPA). La mezcla fue incubada a
temperatura ambiente durante 15 minutos y la cuantificacion de GSH fue calculada
midiendo la sefal fluorescente, usando un espectrofotometro luminiscente (Perkin-
Elmer LS 55), usando una longitud de onda de 350 nm de excitacién y 420 nm de
emisiéon. Los datos se corrigieron segun el contenido de proteina en la muestra, de
acuerdo al método de Lowry (1951) y se expresaron en ug de GSH por mg de

proteina.
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5.9. Determinacién de los niveles de corticosterona

La sangre recolectada del corazén de los diferentes grupos de animales se
centrifugdé a 3,800 x g por 10 minutos, el suero se recolectd y guardo a -70°C
hasta su empleo. Los niveles de corticosterona se cuantificaron empleando el kit
comercial Corticosterone EIA Kit de Oxford Biomedical Research EA66 (Oxford,
MI, USA). Brevemente, el ensayo se basa en la competencia que existe entre el
conjugado enzimatico y la corticosterona contenida en la muestra por un numero
limitado de sitios de unidén en los anticuerpos que se encuentran recubriendo la
placa. Primero se agrega la muestra de suero a la placa, después se agrega el
conjugado diluido de la enzima, se agita e incuba durante 1 hora a temperatura
ambiente. Posteriormente, se realiza un lavado para eliminar lo que no se haya
unido a la placa y se agrega un sustrato para evidenciar el contenido de la enzima
en la placa. La reaccion de la enzima y el sustrato producen un cromoforo a los 30
minutos que puede ser cuantificado midiendo la absorbancia a 650 nm de longitud
de onda y extrapolandola en una curva estandar. La intensidad de color en la
muestra es inversamente proporcional al contenido de corticosterona presente en

la muestra. La concentracion final de corticosterona es expresada en ng/mL.

5.10. Anélisis estadistico

Todos los resultados se expresaron como valores promedio + error estandar de
la media (E.E.M.). Los datos se analizaron usando analisis de varianza simple de

una via, seguido de una prueba de Tukey para comparacion entre promedios,
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usando del software Prism 4 (GraphPad, San Diego, Ca, USA). Los valores de

P<0.05 se consideraron como estadisticamente significativos.

5.11 Diagrama de flujo metodoldgico

Grupos

experimentales
Ratas Wistar de 320-

380 gramos)

L-CAR (300
ma/kag)

Obtencian de
Regiones
cerabrales:

Ensayo de PL ; Hipotdlamo
Ensayo de FM Estriado

Hipocampo

Corteza

ortezacerebral | prefrontal

L-GAR (300 I 17 (4 mgyia)
Estres + Estrés

Determinacion da ™3
los niveles de
corticosterona por
ELISA

dela actividad
delaSOD

| Determinacion
de ios nivales de
GSH

Figura 11. Resumen metodoldgico del protocolo y ensayos llevados a cabo en el trabajo.
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6. RESULTADOS

6.1. Niveles de peroxidacion lipidica

La determinacién de PL en las cuatro regiones cerebrales estudiadas es
mostrada en la Grafica 1. El estrés agudo por inmovilizacion incrementd de
manera significativa los porcentajes de PL con respecto al control en el hipotalamo
(P< 0.001, Grafica 1A), estriado (P< 0.01, Grafica 1B) y en la corteza prefrontal
(P< 0.05, Grafica 1D); sin embargo, no se observo diferencia significativa en el
hipocampo (Grafica 1C). La administracion aislada de L-CAR no generé cambios
significativos en la PL con respecto al control en ninguna de las regiones, a
excepcion del hipocampo, en la que se observé un incremento significativo de la
PL con respecto al control (P< 0.05, Grafica 1C). Por su parte, la administracion
aislada de DZ provocé un aumento significativo en la PL en el hipotalamo (P<0.01,
Grafica 1A) e hipocampo (Grafica 1C, P< 0.05), pero no se observaron cambios en
estriado ni corteza prefrontal. El tratamiento con L-CAR y DZ en ratas estresadas
disminuy6 significativamente los niveles de PL en comparacion con el grupo de
estrés (P< 0.01 y P<0.05, respectivamente) en el hipotalamo (Grafica 1A). Sin
embargo, no se encuentraron diferencias significativas en los niveles de PL entre
el grupo de estrés y los grupos de estrés tratados con DZ 6 L-CAR en estriado,

corteza prefrontal e hipocampo (Grafica B, Cy D).
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Grafica 1. Efectos de la L-CAR y el DZ sobre los niveles de PL inducidos por estrés por
inmovilizaciéon (x 24 h) en sinaptosomas de diferentes regiones del cerebro de rata. La LP fue
estimada como porcentaje de formacion de sustancias reactivas al TBA con respecto al control en
hipotalamo (A), estriado (B), hipocampo (C) y corteza cerebral (D). Los valores presentados
corresponden a una n=6 por grupo, y se representan como promedios + E.E.M. *P<0.001, **P<0.01
y ***P<0.05, diferentes con respecto al control; +P<0.01 y ++P<0.05, diferentes con respecto al
estrés. Se realiz6 un ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey.

6.2. Funcionalidad mitocondrial

Los resultados del ensayo de funcién mitocondrial (FM) se muestran en la Tabla
2. El ensayo de funcionalidad mitocondrial realizado en las 4 regiones en los 6
grupos se muestra como el porcentaje de reduccion del MTT con respecto al
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grupo control. Los resultados muestran que solo a nivel del estriado existe una
disminucién significativa de la funcionalidad mitocondrial con respecto al control
(P<0.05). Por otro lado, solo en el hipocampo se observé que el pretratamiento
con DZ fue capaz de inducir una recuperacion significativa en los niveles de

reduccion de MTT con respecto al grupo control (P<0.05).

Tabla 2. Efectos de la L-CAR y el DZ sobre la disminucién en la FM inducida por el
estrés por inmovilizacién (x 24 h) en sinaptosomas de diferentes regiones
cerebrales en rata.

100+15.02  83.01%19.97 88.39+19.65  101.46+17.54 89.67+43.52 52.18+23.74

100£16.90 65.61+9.10* 96.18+6.65 73.14£12.18 85.70£6.32 83.36+£31.23

100+23.10 83.01%10.23 88.39+21.22  101.46+20.55 89.67+10.54 52.18+13.68 *

100+£16.69 93.98+14.24  104.51+12.75  103.80+26.99  114.53+19.91 91.45+9.83

La funcionalidad mitocondrial es expresada como porcentaje de reduccion de MTT con respecto al
control. Los valores presentados corresponden a una n=6 por grupo y se representan como
promedios + E.E.M. *P<0.001, diferente con respecto al control. Se realizé una prueba de ANOVA
de una via seguido de una prueba de Tukey.

Los resultados mostrados en la corteza prefrontal en los analisis de PL y la FM
mostraron pocos cambios asociados al estrés por inmovilizacién aguda, por lo que
para la determinacion de la actividad de la SOD vy los niveles de GSH, esta region

fue descartada en lo sucesivo.
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6.3. Actividad de la SOD

La actividad de la SOD (dada por su capacidad de inhibicién) en homogenados
de las diferentes regiones es mostrada en la Grafica 2. La condicion de estrés
disminuy6 de manera significativa la actividad enzimatica de la SOD en hipocampo
(P<0.001, Grafica 2C) y estriado (P<0.05, Grafica 2B); sin embargo, en el
hipotalamo no se observan cambios en la actividad de SOD con el estrés agudo
(Grafica 2A). La administracién aislada de L-CAR y DZ mostré una disminucion
significativa de la actividad de SOD con respecto al control en hipotalamo (L-CAR
a P<0.01 y DZ a P<0.05, Grafica 2A) e hipocampo (L-CAR a P<0.01, Grafica 2C).
Solo en el estriado la L-CAR demostrd recuperar significativamente la actividad de
la SOD en los animales sometidos a estrés (P<0.05, Grafica 2B). En las otras dos
regiones se observo inclusive una estimulacion de la reduccién de la actividad de
SOD en los animales sometidos a estrés que recibieron L-CAR o DZ (Grafica 2A y

C).
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Gréfica 2. Efectos de la L-CAR y el DZ sobre la actividad de la SOD inducida por el estrés por
inmovilizacion (x 24 h) en homogenados de diferentes regiones del cerebro de rata. La actvidad de
la SOD se presenta como porcentaje con respecto del control en base a su proporcion de inhibicon
en homogenados de hipotalamo (A), estriado (B) e hipocampo (C). Los valores corresponden a
una n=6 por grupo y se representan como promedios + E.E.M. *P<0.001, **P<0.01 y ***P<0.05,
diferentes con respecto al control. ++P<0.05, diferente con respecto al estrés. Se realizd un
ANOVA de una via seguido de una prueba del Tukey.

6.4. Niveles de GSH

Los niveles de GSH en los diferentes grupos y regiones se presentan en la Tabla
3. Como se puede observar, en el estriado no se gener6 ningun cambio
significativo entre los diferentes grupos. En el hipocampo, el estrés disminuyo los

niveles de GSH significativamente (P<0.001) con respecto al control.

65



Adicionalmente, se observé que los tratamientos con L-CAR y DZ en grupos
control y en los sometidos a estrés, generaron una disminucion significativa con

respecto al control (P< 0.05) en los niveles de GSH en hipotalamo e hipocampo.

Tabla 3. Efectos de la L-CAR y el DZ sobre los niveles de GSH inducidos por el
estrés por inmovilizacion (x 24 h) en homogenados de diferentes regiones
cerebrales en rata.

2.18+1.06 2.27+0.24 1.06+0.14***, + 1.14£0.15**, ++ 1.69+0.15 1.26£0.17**, ++

1.33+0.21 1.39+0.30 1.32+0.12 1.09+0.18 1.26+0.05 1.63+0.66

1.51+0.08  1.19£0.06* 1.30+0.22*** 1.24+0.06*** 1.29+0.07** 1.17+0.10*

Los niveles de GSH son expresados en ug/mg de proteina. Los valores presentados corresponden
a n=6 por grupo y se presentan como promedios + E.E.M. *P<0.001, **P<0.01 y ***P<0.05,
diferentes con respecto al control; +P<0.01 y ++P<0.05, diferentes con respecto al estrés. Se
realizé una prueba de ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey.

6.5. Niveles de corticosterona

Los niveles de corticosterona en suero se determinaron al término del periodo de
inmovilizacidn en todos los grupos, y son presentados en la Grafica 3. Se observd
un incremento significativo de esta molécula en el grupo de animales estresados
con respecto al control (P<0.05). Los grupos tratados con L-CAR y DZ, y
posteriormente sometidos a estrés, no mostraron diferencias significativas en los

niveles de corticosterona con respecto a los animales inmovilizados.
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Grafica 3. Efecto de la L-CAR y el DZ sobre los niveles séricos de corticosterona inducidos por el
estrés por inmovilizacién (x 24 h) en ratas. Los niveles de corticosterona estan presentados como
ng/ml. Los valores mostrados corresponden a una n=6 por grupo y se representan como promedios
+ E.E.M. *P<0.001, diferente con respecto al control; +P<0.01, diferente con respecto al estrés. Se
realizé un ANOVA de una via seguido de una prueba del Tukey.
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7. DISCUSION

El estrés es definido como una condicion externa o interna que perturba la
homeostasis biolégica y la psicologia del individuo (Selye, 1936). El estrés
desencadena una serie de respuestas organicas orientadas al restablecimiento de
la homeostasis, y estas respuestas a su vez preparan al organismo para generar
reacciones adaptativas de combate o huida en situaciones de peligro (McEwen,
2007). Las dos vias efectoras mas importantes de estas reacciones adaptativas
son el sistema simpatico-adrenomedular - que media la secrecién rapida de
catecolaminas a través del sistema nervioso autbnomo -, y el eje neuroendocrino
HPA - que termina por incrementar los niveles sanguineos de cortisol en el ser
humano, o la corticosterona en el caso de los roedores - (Esch et al., 2002). Sin
embargo, aunque las respuestas al estrés tienen una finalidad homeostatica,
existe amplia evidencia que apoya que, bajo ciertas circunstancias, estas
respuestas organicas pueden resultar deletéreas para el organismo, sobre todo
cuando se trata de respuestas estresantes severas o de larga duracion (Sapolski,
1996). Los estresores o estimulos que generan estrés son muy diversos en su
origen y modo de accion, y éstos pueden ser de origen interno o externo, fisico o
psicoldgico, etc. Recientemente, se ha despertado un gran interés por elucidar el
papel que puede tener el estrés en el origen y progresion de diversos trastornos y
enfermedades tanto sistémicas como neuroldgicas y psiquiatricas (Esch et al.,
2002). Se ha sugerido que el estrés ambiental puede estar relacionado con el
desarrollo de enfermedades crénicas como las neurodegenerativas (Esch et al.,
2002). Mas aun, a nivel mundial se ha reportado un incremento en la incidencia

68



tanto de trastornos psiquiatricos, como de enfermedades neurodegenerativas, y se
ha sugerido que la exposicion cronica a estresores podria jugar un papel
importante en el incremento de estos trastornos, sobre todo en los habitantes de
las grandes ciudades (Kondo, 1996; Kessler et al., 2005). Es por ésto que resulta
de vital importancia el conocimiento mas preciso de la relacion que existe entre los
dafios organicos ocasionados por el estrés y el desarrollo de las distintas
enfermedades a las que se ha asociado, lo que a su vez permitira realizar
aproximaciones terapéuticas mas precoces y eficaces para su manejo y

prevencion.

Distintos modelos experimentales han sido utilizados en el laboratorio con la
finalidad de estudiar los procesos biolégicos involucrados en las respuestas al
estrés (Anisman y Matheson, 2005). El estrés por inmovilizacion en roedores es
considerado un buen modelo de estrés tanto psicologico como fisico, y consiste en
la privacion no traumatica del movimiento en los animales de experimentacion,
generalmente ratas y ratones, utilizando multiples dispositivos (Buynitsky vy
Mostofsky 2009; Glavin et al., 1994). Reportes previos han evidenciado que se
trata de un buen modelo para estudiar las alteraciones en el balance
oxidante/antioxidante en distintos organos y tejidos (Sahin y Gumusli, 2007a;
Zaidi y Banu, 2004). Otros estudios han demostrado que el estrés por
inmovilizacion aguda en ratas genera un aumento en la PL, una reduccion de la
actividad de la SOD (en sus dos isoformas) y una disminucién del GSH, aunque

las regiones cerebrales y los tiempos de restriccidn aguda varian en los diferentes
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estudios (Liu y colaboradores (1996): 8 horas; Atif et al. (2008): 1 y 4 horas; Zaidi y

Banu (2004): 6 horas; Madrigal et al. (2003): 6 horas).

En el presente estudio, el estrés por inmovilizacion aguda (x 24 horas) en ratas
demostré incrementar el porcentaje de PL (medido por la técnica de TBARs en
sinaptosomas) con respecto al control en hipotalamo, estriado y corteza prefrontal,
aunque no se observaron cambios en el hipocampo. Estos resultados concuerdan
con los datos obtenidos por Atif y cols. (2008), quienes observaron un incremento
en los niveles de PL (medidos mediante la técnica de TBARs) en homogenados
ricos en mitocondrias de hipocampo, estriado y corteza frontal, tanto a los 60
minutos como a las 4 horas post-inmovilizacion. Sin embargo, estos resultados
difieren de lo encontrado en este trabajo, debido a que a 24 horas de restriccion
no observamos incremento en la PL en el hipocampo. En el estudio llevado a cabo
por Liu y cols. (1996), realizado con inmovilizacion aguda durante 8 horas, se
observo un incremento en los niveles de PL medidos a través de los niveles de
MDA en 4 regiones cerebrales (corteza, mesencéfalo, cerebelo e hipocampo),
pero a diferencia de nuestros resultados, estos autores no observaron cambios
significativos en estriado, hipotalamo (como ocurrié en nuestro caso) ni tallo
cerebral caudal. En un estudio similar se reportd un incremento en los niveles de
PL en el hipocampo después de 8 horas de restriccion de movimiento (Radak et
al., 2001). Todos estos estudios muestran aparentemente un efecto diferencial del
estrés oxidativo generado por inmovilizacién aguda sobre las diversas regiones
cerebrales; sin embargo, hay que considerar que existen variables metodoldgicas

entre los estudios, tales como la duracion de la inmovilizacion, el dispositivo
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utiizado para la inmovilizacién, la preparacion biolégica empleada en las
determinaciones, etc., que en su conjunto hacen dificil una comparacioén rigurosa
entre los estudios. Sin embargo, algunos estudios han demostrado que las
diversas regiones cerebrales difieren en su capacidad antioxidante y en su
susceptibilidad al dano oxidativo. En un estudio usando ratones de 3 meses de
edad se observaron altos niveles de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina en mesencéfalo,
caudado-putamen e hipocampo, mientras que el cerebelo, la corteza y el tallo
cerebral caudal generaron niveles menores de este mismo marcador (Cardoso-
Pelaez et al., 2000). Otros estudios sobre la capacidad antioxidante de distintas
regiones cerebrales en ratas envejecidas han corroborado estas diferencias
(Siqueira et al., 2005). Estas observaciones pueden explicar al menos en parte de

las diferenciales regionales de PL encontradas en los estudios de estrés agudo.

Los mecanismos que se encuentran mediando el dafo celular ocasionado por
estrés ambiental no se conocen por completo, pero hasta ahora se han implicado
factores de transcripcion como el NF-kB activados mediante receptores de
catecolaminas (Bierhaus et al., 2003), el acortamientro de los telomeros
cromosomicos y la disminucion de la actividad de las telomerasas (Epel et al.,
2004), etc. En el caso del tejido nervioso, existe amplia evidencia sobre la
toxicidad celular ocasionada por glucocorticoides (McEwen, 1999), y se ha
demostrado que el estrés puede incrementar los niveles de aminoacidos
excitadores a nivel extracelular, lo cual puede predisponer al desarrollo de
excitotoxicidad (Lowy et al., 1995; Liu et al., 1996). Por otro lado, se sugiere que

el incremento en la tasa metabdlica generada como respuesta adaptativa al estrés
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puede también incrementar la generacién de especies reactivas a partir de la
cadena respiratoria mitocondrial, generando estrés oxidativo y dafo a
macromoléculas por peroxidacioén lipidica (Pardon, 2007; Liu et al., 1996; Psarra y

Sekeris, 2009).

En nuestro estudio, la administracion aislada del antioxidante bifuncional L-CAR
no generé cambios en los niveles de PL con respecto al control, excepto en el
hipocampo en el que se observd un incremento significativo de la PL. Este efecto
aparentemente paradojico de este antioxidante en condiciones basales ha sido ya
reportado con anterioridad. En el estudio de Alves y colaboradores (2009), la
administracion aislada de Acetil-L-Carnitina (ALCAR) a animales control generd un
aumento en los niveles de MDA en mitocondrias aisladas de cerebro total de rata
(Alves et al., 2009). Asi mismo, existen reportes de este efecto pro-oxidante con
ALCAR en tejidos no neuronales como el higado (Hagen et al.,, 2002) y en
estudios in vitro (Yasui et al., 2002). Se especula que este efecto puede estar
ocasionado por las propiedades pro-energéticas de la L-CAR, la cual al
incrementar el transporte de acidos grasos hacia la B-oxidacién, puede al menos
en teoria incrementar el metabolismo energético, y por ende la produccion de
radicales libres en la cadena de transporte de electrones mitocondrial (Yasui et al.,
2002). Es importante destacar que ademas existe evidencia de efectos bioldgicos
pro-oxidantes para otros antioxidantes como el acido a-lipoico (Moini et al., 2002),
la vitamina A (de Oliveira et al., 2007a; de Oliveira et al., 2007b, de Oliveira et al.,

2008) y la vitamina C (Carr y Frei, 1999).
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En nuestro estudio, en los animales sometidos a estrés, la administracion de L-
CAR redujo de manera significativa la PL inducida por estrés agudo en el
hipotalamo; sin embargo, en las otras dos regiones que demostraron incremento
en la PL (estriado y corteza prefrontal) no se demostré efecto significativo de la L-
CAR. Lo encontrado en el hipotalamo coincide con lo observado en otros estudios,
en los que se demuestra proteccion de la L-CAR sobre el estrés oxidante asociado
a otras condiciones como el envejecimiento en ratas (Anusuya et al, 2006, Long
et al., 2009, Savitha et al., 2005; Arockia-Rani y Panneerselvam, 2002). Sin
embargo, la falta de efecto protector de la L-CAR sobre la PL en las otras regiones
puede sugerir un efecto diferencial quiza basado en la biodisponibilidad de la L-
CAR en estas regiones o0 a la susceptibilidad particular de estas regiones al estrés

oxidativo.

El DZ, en nuestros experimentos, demostr6 también ejercer efectos
ambivalentes: por un lado pro-oxidantes, cuando fue administrado de forma
aislada en ratas no estresadas en la region del hipocampo e hipotalamo, y por otro
lado mostro efectos protectores sobre la PL en hipotalamo y estriado en las ratas
sometidas a estrés agudo. Ambos tipos de efectos han sido reportados con
anterioridad. En diversos estudios se ha demostrado que la administracion unica
de DZ es capaz de inducir estrés oxidativo con incremento en los niveles de
peroxidacién de lipidos en homogenados de distintas regiones de cerebro,
fracciones mitocondriales de cerebro de rata, e incluso en hepatocitos (Musavi y
Kakkar, 1998; 2003; El-Sokkary, 2008, Nirmal et al., 2008, Castro et al., 2009). El

mecanismo mediante el cual el DZ induce estrés oxidativo se conoce muy poco,

73



pero se ha sugerido que la accion del DZ sobre otro tipo de receptores de BZD no
asociados al receptor GABA - denominados receptores periféricos de BDZ (PBzR)
que se encuentran en las fracciones subcelulares mitoncondriales y nucleares, y
cuya funcién parece estar involucrada en el metabolismo oxidativo y flujo de iones
- puede jugar un papel importante en la generacion de estrés oxidativo (Musavi y
Kakkar, 1998;2000;2003). La selectividad regional del DZ para ejercer su efectos
pro-oxidantes o protectores observada en nuestro estudio ya ha sido reportada
con anterioridad (Musavi y Kakkar, 2003; Castro et al., 2009), aunque aun no se
conocen la bases de la heterogeneidad regional de sus efectos, e incluso existen
estudios que no han demostrado en absoluto efectos pro-oxidantes del DZ en
homogenados de cerebro completo (Matsumoto et al., 1999). Es posible que la
distribucidn cerebral regional de los PBzR tenga relacién con estos efectos
diferenciales. En un estudio de neuroimagen funcional usando radioligandos para
el PBzR se demostrd una distribucion diferencial de estos receptores en sujetos
sanos, siendo mas alta en el talamo y mas baja en el estriado, lo cual puede
explicar en parte la falta de efecto oxidante del DZ en esta ultima estructura

(Miyoshi et al., 2009).

Por otra parte, los efectos protectores del DZ sobre el estrés oxidativo inducido
por estrés han sido observados y discutidos con anterioridad. Reportes previos
demuestran que la modulacién de los receptores a GABA a través de distintos
farmacos agonistas del receptor de BDZ reduce el dafio oxidativo generado por
estrés por inmovilizacién aguda (Kumar y Goyal, 2007; Goyal y Anil, 2007; Kumar

et al., 2009) y por estrés psicolégico (Matsumoto et al., 1999; Singh y Kumar,
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2008). Aunque el mecanismo por el que ocurre esta proteccién no se conoce con
precision, se ha sugerido que el DZ al incrementar la transmision GABAérgica
disminuye la transmision excitatoria glutamatérgica, disminuyendo asi su posible

efecto excitotdxico.

En cuanto a los resultados observados en la funcionalidad mitocondrial mediante
el ensayo de reduccion de MTT, no se observaron cambios significativos con el
estrés por inmovilizacion aguda, solamente se observd una reduccién de la
funcionalidad en el estriado en animales estresados y una recuperacion de la
funcionalidad en el hipocampo en el grupo de estrés tratado con DZ. Esta falta de
alteracion de la funcionalidad mitocondrial puede deberse a que el estrés por
inmovilizacion aguda (x 24 hrs) fue capaz de generar dafo oxidativo a nivel de
lipidos de una forma region-dependiente, aunque quiza este dafo oxidativo no fue
lo suficientemente severo como para comprometer la funcionalidad mitocondrial de
una forma significativa. En este sentido, estudios con inmovilizacion cronica (21
dias) si han podido demostrar alteraciones de la actividad de los complejos
enzimaticos de la cadena respiratoria mitocondrial a partir de la primer semana

(Madrigal et al., 2001), lo que sugiere que nuestro modelo fue moderado.

Por otra parte, nuestros resultados mostraron que el estrés por inmovilizacion
aguda disminuye de forma significativa la actividad de la SOD total en
homogenados del estriado e hipocampo, pero no se observaron cambios en el
hipotalamo. En estudios previos ya se ha establecido que el estrés disminuye de
manera significativa la actividad y expresion de la SOD (Zaidi y Banu, 2004; Sahin

y GUmuslu, 2007a y b; Zaidi et al., 2003; Filipovi¢ y Pajovi¢, 2009). No obstante es
75



importante destacar que en nuestros resultados la administracién aislada de L-
CAR o DZ provoco también una disminucion en la actividad de SOD en hipotalamo
e hipocampo de animales control, y solo se observdé una recuperacion de la
actividad de la misma en el estriado en el grupo sometido a estrés y tratado con L-
CAR. El efecto deletéreo de la L-CAR sobre la actividad de SOD ya ha sido
reportado con anterioridad en un estudio de estrés por inmovilizacién crénica tanto
en retina como en cerebro completo (Derin et al., 2006), aunque existen otros
estudios que no han encontrado ningun efecto de la L-CAR sobre la actividad de
SOD en grupos control (Barhwal et al., 2009; Anusuya et al., 2006). De la misma
forma, para el DZ existe evidencia que demuestra que la actividad de la SOD
puede verse disminuida con una dosis de DZ en tejido cerebral y en hepatocitos
(Musavi y Kakkar, 1998 y 2003; EI-Sokkary, 2008; Nirmal et al., 2008).
Interesantemente, algunos estudios no demuestran alteracién de la actividad de
SOD con el uso de DZ en varias regiones cerebrales (Castro et al., 2009). Para
explicar esta divergencia de efectos biologicos de los farmacos empleados, tienen
que considerarse distintas variables metodoldgicas entre los estudios, como son la
edad de los animales, la preparacion biolégica o fraccion celular analizada, la
dosis empleada de los farmacos, las regiones analizadas, etc. Todas estas
variables pueden estar influyendo en la respuesta final del sistema nervioso a los

farmacos probados.

En lo que respecta a los niveles de GSH, esta ampliamente documentado que el
estrés tanto fisico como psicolégico puede disminuir los niveles de GSH (Zaidi y

Banu, 2004; Sahin y Gumuslu, 2007a y b; Atif et al., 2008; Kumar et al., 2009,
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Singh y Kumar, 2008). No obstante, nuestros resultados muestran que la Unica
region que mostré una disminucion significativa en los niveles de GSH en
respuesta al estrés agudo fue el hipocampo. De la misma forma, la administracién
aislada de L-CAR y DZ a animales control provocé una reduccién significativa de
los niveles de GSH en el hipotalamo e hipocampo, y no se observé que ninguno
de los tratamientos empleados revirtiera o incrementara los niveles de GSH. Estos
hallazgos comprometen la viabilidad de estos agentes para su empleo a nivel
terapéutico, pues su efecto sobre el GSH es no deseable en el manejo de ninguna

enfermedad.

Finalmente, los niveles de corticosterona son un indicador importante de estrés
en modelos de experimentacion en animales (Sahin y Gumusltu, 2007). Los
resultados obtenidos concuerdan y demuestran lo que previamente se ha
reportado en la literatura (Djordjevic et al., 2003), en donde el estrés incrementa
los niveles de corticosterona con respecto a controles, sugiriendo asi que este es
un buen biomarcador de estrés. La administracion de L-CAR y DZ no gener6

ningun cambio significativo.
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8. CONCLUSIONES

Nuestra investigacién muestra que el estrés por inmovilizacion aguda (x 24
hrs) induce dano oxidativo evidenciado mediante la cuantificacion de
TBARS en sinaptosomas; sin embargo, este dafio ocurre de una forma

region-especifico (mayor en hipotalamo, estriado y corteza prefrontal).

El pretratamiento con una dosis de L-CAR sélo mostré efectos protectores
sobre la PL en hipotalamo, mientras que el uso de DZ demostrd proteccidn
tanto en hipotalamo como en estriado, sin afectar aparentemente la corteza.
Al mismo tiempo se colectd evidencia de actividad pro-oxidante de la
administracion aislada tanto de L-CAR como de DZ en hipocampo, lo que
sugiere la necesidad de mas estudios con éstos farmacos antes de su

consideracion para el disefo de terapias farmacoldgicas.

No se observaron modificaciones significativas de la funcionalidad
mitocondrial, ni en los niveles de GSH con el estrés, ni con el uso de los

farmacos.

El estrés agudo provocéd disminucion de la actividad de SOD también de
una forma region-especifico (solo en estriado e hipocampo), y solo el
tratamiento con L-CAR recupero la actividad de la SOD en el estriado. Asi
mismo tanto L-CAR como DZ en animales control fueron capaces de
provocar una reduccién de la actividad de la SOD tanto en hipotalamo como

en hipocampo.
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En conjunto, todos estos resultados sugieren un efecto regionalmente
heterogéneo del estrés sobre el tejido nervioso, asi como un efecto
biolégico de los farmacos utilizados que depende tanto de la regién
anatomica implicada, como de las condiciones normales o patologicas en
las que se administra, pudiendo ejercer incluso efectos deletéreos en

condiciones basales.

La corticosterona fue alterada en los grupos sometidos a estrés, pero no

presentd ningun cambio significativo con los tratamientos.

Seran necesarios mas estudios para conocer el sustrato biologico de las
diferencias regionales observadas, basados en caracteristicas anatémicas,
neuroquimicas, y mecanismos de defensa que sirvan para apoyar la
creacion de nuevas estrategias terapéuticas que limiten el dafio neuronal

ejercido por el estrés.

79



. BIBLIOGRAFIA

e Adachi T. y Wang X.L., 1998. Association of extracellular superoxide
dismutase phenotype with the endothelial constitutive nitric oxide synthase
polymorphism. FEBS Letters 433, 166-168.

e Alves E., Binienda Z., Carvalho F., Alves C.J., Fernandes E., Bastos M.L.,
Tavares M.V. y Summavielle T., 2009. Acetyl-L-carnitine provides effective
in vivo neuroprotection over 3,4-methylenedioximethamphetamine induced
mitochondrial neurotoxicity in the adolescent rat brain. Neuroscience 158,
514-523.

e Ames B.N., Shigenaga M.K. y Hagen T.M., 1993. Oxidants, antioxidants,
and the degenerative diseases of aging. Proceedings of the National
Academy of Sciences 90, 7915-7922.

e Anisman H. y Matheson K., 2005. Stress, depression, and anhedonia:
caveats concerning animals models. Neuroscience and Biobehavioral
Reviews 29, 525-546.

e Anusuya M., Kokilavani V., Murali G. and Panneerselvam C., 2006.
Oxidative stress-mediated macromolecular damage and dwindle in
antioxidant status in aged rat brain regions: Role of L-carnitine and DL-a-
lipoic acid. Clinica Chimica Acta 368, 84-92.

e Arockia-Rani J. y Panneerselvam C., 2002. Effect of L-carnitine on brain
lipid peroxidation and antioxidant enzymes in old rats. The Journals of
Gerontology. Series A, Biological Sciences and Medecine Sciences 57,
B134-B137.

o Atif F., Yousuf S. y Agarwal S.K., 2008. Restraint stress-induced oxidative
damage and its amelioration with selenium. Europena Journal of
Pharmacology 600, 59-63.

e Bandelow B., Zohar J., Hollander E., Kasper S. y Moller H.J., 2002. World
Federation of Societies of Biological Psychiatry (WFSBP). Guidelines for the
Pharmacological Treatment of Anxiety, Obsessive-Compulsive and
Posttraumatic Stress Disorders. The World Journal of Biological Psychiatry
3, 171-199.

e Bao A.M., Meynen G. y Swaab D.F., 2008. The stress system in depression
and neurodegeneration: Focus on the human hypothalamus. Brain
Research Reviews 57, 531-553.

80



Barhwal K., Hota S.K., Jain V., Prasad D., Singh S.B. y llavazhagan G.,
2009. Acetyl-lI-carnitine (ALCAR) prevents hypobaric hypoxia—induced
spatial memory impairment through extracellular related kinase-mediated
nuclear factor erythroid 2-related factor 2 phosphorylation. Neuroscience
161, 501-514.

Bedard K y Krauze K.H., 2007. The NOX family of ROS-generating NADPH
oxidases: physiology and pathophysiology. Physiological Reviews 87, 245-
313.

Berridge M.V. y Tan A.S., 1993. Characterization of the cellular reduction of
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT):
Subcellular localization, substrate dependence, and involvement of
mitochondrial electron transport in MTT reduction. Archives of Biochemistry
and Biophysics 303, 474-482.

Berry C.E. y Hare J.M., 2004. Xanthine oxidoreductase and cardiovascular
disesase: molecular mechanisms and pathophysiological implications. The
Journal of Physiology 555, 589-606.

Bierhaus A., Wolf J., Andrassy M., Rohleder N., Humpert P.M., Petrov D.,
Ferstl R., Von Eynatten M., Wendt T., Rudofsky G., Joswig M., Morcos M.,
Schwaninger M., McEwen B., Kirschbaum C., Nawroth P., 2003. A
mechanism converting psychosocial stress into mononuclerar cell activation.
Proceedings of the National Academy of Sciences 100, 1920-1925.

Bijl R.V., Ravelli A. y van Zessen G., 1998. Prevalence of psychiatric
disorder in the general population: results of the Netherlands Mental Health
Survey and Incidence Study (NEMESIS). Social Psychiatry and Psychiatric
Epidemiology 33, 587-595.

Buynitsky T. y Mostofsky D.l.,, 2009. Restraint stress in biobehavioral
research: Recent developments. Neuroscience and Biobehavioral Reviews
33, 1089-1098.

Cardoso-Pelaez F., Brooks P.J., Stedeford T., Song S. y Sanchez-Ramos
J., 2000. DNA damage repair and antioxidant systems in brain regions: A
correlative study. Free Radicals Biology & Medicine 28, 779-785.

Carr A. y Frei B., 1999. Does vitamin C act as a pro-oxidant under
physiological conditions? The FASEB Journal 13, 1007-1024.

Castro A.A., Moretti M., Casagrande T.S., Martinello C., Petronilho F.,
Steckert A.V., Guerrini R., Calo G., Dal Pizzol F., Quevedo J. y Gavioli E.C.,
2009. Neuropeptide S produces hyperlocomotion and prevents oxidative
stress damage in the mouse brain: A comparative study with amphetamine
and diazepam. Pharmacology, Biochemistry and Behavior 91, 636-642.

81



Catania C., Sotiropoulos I., Silva R., Onofri C., Breen K.C., Sousa N. y
Almeida O.F.X., 2009. The amyloidogenic potential and behavioral
correlates of stress. Molecular Psychiatry 14, 95-105.

Chance B., Sies H y Boveris A., 1979. Hydroperoxide metabolism in
mammalians organs. Physiological Reviews 59, 527-605.

Costa E., Auta J., Grayson D.R., Matsumoto K., Pappas G.D., Zhang X. y
Guidotti A., 2002. GABAa receptors and benzodiazepines: a role for
dendritic resident subunit mMRNAs. Neuropharmacology 43, 925-937.

Datson N.A., Morsink M.C., Meijer O.C. y de Kloet E.R., 2008. Central
corticosteroid actions: Search for gene targets. European Journal
Pharmacology 583, 272-2809.

Davies L.M., MacLellan C.L., Corbett D.R. y Colbourne F., 2004. Post-
ischemic diazepam does not reduce hippocampal CA1 injury and does not
improve hypothermic neuroprotection after forebrain ischemia in gerbils.
Brain Research 1013, 223-229.

De Kloet R., Vreugdenhil E., Oitzl M.Z. y Joéls M., 1998. Brain corticosteroid
receptor balance in health and disease. Endocrine Reviews 19, 269-301.

de Oliveira M.R., de Bittencourt-Pasquali M.A., Silvestrin R.B., Mello E
Souza T. y Moreira J.C., 2007a. Vitamin A supplementation induces a
prooxidative state in the striatum and impairs locomotory and exploratory
activity of adult rats. Brain Research 1169, 112-119.

de Oliveira M.R., Silvestrin R.B., Mello E Souza T. y Moreira J.C., 2007b.
Oxidative stress in the hippocampus, anxiety-like behavior and decreased
locomotory and exploratory activity of adult rats: Effects of sub acute vitamin
A supplementation at therapeutic doses. Neurotoxicology 28, 1191-1199.

de Oliveira M.R., Silvestrin R.B., Mello e Souza T. y Moreira J.C., 2008.
Therapeutic vitamin A doses increase the levels of markers of oxidative
insult in substantia nigra and decrease locomotory and exploratory activity in
rats after acute and chronic supplementation. Neurochemical Research 33,
378-383.

Derin N., Aydin S., Yargicoglu P. y Agar A., 2006. Changes in visual evoked
potentials lipid peroxidation and antioxidant enzymes in rats exposed to
restraint stress: Effects of L-carnitine. The International Journal of
Neuroscience 116, 205-221.

82



Djordjevic J., Cvijic G. y Davidovic V., 2003. Different activation of ACTH
and corticosterone release in response to various stressors in rats.
Physiological Research 52, 67-72.

Dong H., Yuede C.M., Yoo H.-S., Martin M.V., Deal C., Mace A.G. y
Csernansky J.G., 2008. Corticosterone and related receptor expression are
associated with increased B-amyloid plaques in isolated tg2576 mice.
Neuroscience 177, 154-163.

Donovan J. y Brown P., 2004. Handling and Restraint. Current Protocols in
Neuroscience Suplement 27, A.4D.1-A.4D.6.

Dowden J., Reid C., Dooley P. y Corbett D., 1999. Diazepam-induced
neuroprotection: Dissociating the effects of hypothermia following global
ischemia. Brain Research 829, 1-6.

El-Sokkary G.H., 2008. Melatonin and vitamin C administration ameliorate
diazepam-induced oxidative stress and cell proliferation in the liver of rats.
Cell Proliferation 41, 168-176.

Epel E.S., Blackburn E.H., Lin J., Dhabhar F.S., Adler N.E., Morrow J.D. y
Cawthon R.M., 2004. Accelerated telomere shortening in response to life
stress. Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA 101,
17312-17315.

Esch T., Stefano G.B., Fricchione G.L. y Benson H., 2002. The role of stress
in neurodegenerative diseases and mental disorders. Neuroendocrinology
Letters 23, 199-208.

Fernandez-Checa J.C. y Garcia-Ruiz C., 2008. Glutation, en: Mina
Konigsberg-Fainstein (Ed), Radicales libres y estrés oxidativo. Aplicaciones
meédicas. Manual Moderno. México, 253-268 pp

Filipovic D. y Pajovi¢ S.B., 2009. Differential regulation of CuZnSOD
expression in rat brain by acute and/or chronic stress. Cellular and
Molecular Neurobiology 29, 673-681.

Galvan-Arzate S., Pedraza-Chaverri J., Medina-Campos O.N., Maldonado
P.D., Vazquez-Roman B., Rios C. y Santamaria A., 2005. Delayed effects
of thallium in the rat brain: Regional changes in lipid peroxidation and
behavioral markers, but moderate alterations in antioxidants, after a single
administration. Food and Chemical Toxicology 43, 1037-1045.

Glavin G. B., Paré W. P., Sandbak T., Bakke H. y Murison R., 1994.
Restraint stress in biomedical research: An update. Neuroscience
Biobehavioral Review 18, 223-249.

83



Gonzalez F.J., 2005. Role of cytochromes P450 in chemical toxicity and
oxidative stress: studies with CYP2E1. Mutation Research 569, 101-110.

Goyal R y Anil K., 2007. Protective effect of alprazolam in acute
immobilization stress-induced certain behavioral and biochemical alterations
in mice. Pharmacological Reports 59, 284-290.

Guan Y., Hickey M.J., Borgstah G.E., Hallewell R.A., Lepock J.R., O’Connor
D., Hsieh Y., Nick H.S., Silverman D.N. y Tainer J.A., 1998. Crystal structure
of Y34F mutant human mitochondrial manganese superoxide dismutase
and the functional role of tyrosine 34. Biochemistry 37, 4722-4730.

Glilgin 1., 2006. Antioxidant and antiradical activities of L-carnitine. Life
Science 78, 803-811.

Haber F. y Weiss J., 1934. The catalytic decomposition of hydrogen
peroxide by iron salts. Proceedings of the Royal Society of London, Series A
147, 332-351.

Hagen T.M., Ingersoll R.T., Wehr C.M., Lykkesfeldt J., Vinarsky V.,
Bartholomew J.C., Song M. y Ames B.N., 1998. Acetyl-L-carnitine fed to old
rats partially restores mitochondrial function and ambulatory activity.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA 95, 9562-
9566.

Hagen T.M., Liu J., Lykkesfeldt J., Wehr C.M., Ingersoll R.T., Vinarsky V.,
Bartholomew J.C. y Ames B.N., 2002. Feeding acetyl-L-carnitine and lipoic
acid to old rats significantly improves metabolic function while decreasing
oxidative stress. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
USA 99, 1870-1875.

Hall E.D., Vaishnav R.A. y Mustafa A.G., 2010. Antioxidant therapies for
traumatic brain injury. Neurotherapeutics 7, 51-61.

Halliwell B. y Chirico S., 1993. Lipidperoxidation: its mechaism,
measurement and significance. American Journal of the Clinical Nutritional
57, 715S-725S.

Halliwell B. y Gutteridge J.M.C., 1984. Oxygen toxicology, oxygen radicals,
transitions metals and disease. Biochemical Journal 219, 1-4.

Hansberg-Torres W., 2008. El dioxigeno y sus especies reactivas, en: Mina

Konigsberg-Fainstein (Ed), Radicales libres y estrés oxidativo. Aplicaciones
médicas. Manual Moderno. México, 25-48 pp.

84


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11854487
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11854487
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11854487

Heiss W.D. y Herholz k., 2006. Brain receptor imaging. The Journal of
Nuclear Medicine 47, 302-312.

Hille R. y Nishino T., 1995. Xanthine oxidase and xanthine dehydrogenase.
The FASEB Journal 9, 995-1003.

Hissin P.J. y Hilf R., 1976. A fluorometric method for determination of
oxidized and reduced glutathione in tissues. Analytical Biochemistry 74,
214-226.

Ho Y.S., Magnenat J.L., Gargano M. y Cao J., 1998. The nature of
antioxidant defense mechanisms: A lesson from transgenic studies. Health
Perspect 106, 1219-1228.

Hoppel C., 2003. The role of carnitine in normal and altered fatty acid
metabolism. American Journal of Kidney Disease 41, S4-S12.

Hunt C., Sim J.E., Sullivan S.J., Featherstone T., Golden W., Kapp-Herr
C.V,, Hock R.A., Gobmez R.A., Parsian A.J. y Spitz D.R., 1998. Genomic
instability and catalase

gene amplification induced by chronic exposure to oxidative stress. Cancer
Research 58, 3986-3992.

Ishii T., Shimpo Y. y Kinoshita K., 2000. Anti-apoptotic effect of acetyl-L-
carnitine and L-carntine in primary cultured neurons. Japanese Journal of
Pharmacology 83, 119-124.

ingt—UysaI V.M., Bilbal M., Tan R., Derin N., Ustiinel 1., Agar A. y
Yargicoglu P., 2007. Effect of chronic stress and I-carnitine on rat stomach.
The Journal of Physiological Sciences 57, 187-192.

Jaroenporn S., Nagaoka K., Kasahara C., Ohta R., Watanabe G. y Taya K.,
2007. Physiological roles of prolactin in the adrenocortical response to acute
restraint stress. Endocrine Journal 54, 703-711.

Jiménez-Velazquez G., Lopez-Mufioz F.J. y Fernandez-Guasti A., 2008.
Participation of the GABA/benzodiazepine receptor and the NO-cyclicGMP
pathway in the “antinociceptive-like effects” of diazepam. Pharmacology,
Biochemistry and Behavior 91, 128-133.

Jones L.L., McDonald D.A. y Borum P.R., 2010. Acylcarnitines: Role in
brain. Progress in Lipid Research 49, 61-75.

Juliet P.A., Joyee A.G., Jayaraman G., Mohankumar M.N. y Panneerselnam
C., 2005. Effect of L-carnitine on nucleic acid status of aged rat brain.
Experimental Neurology 191, 33-40.

85



Kakkar P. y Singh B.K., 2007. Mitochondria: a hub of redox activities and
celular distress control. Mollecular and Cellular Biochemistry 305, 235-253.

Karin M., 1998. New twists in gene regulation by glucocorticoid receptor: is
DNA binding dispensable?. Cell 93, 487-490.

Kerner J. y Hoppel C., 2000. Fatty acid import into mitochondria. Biochimica
et Biophysica Acta 1486, 1-17.

Kessler R.C., Chiu W.T., Demler O. y Walters E.E., 2005. Prevalence,
severity, and comorbidity of twelve-month DSM-IV disorders in the National
Comorbidity Survey Replication (NCS-R). Archives of Generals Psychiatry
62, 617-627.

Kidd P.M., 2005. Neurodegeneration from mitochondrial insufficiency:
nutrients stem cells, growth factors, and prospects for brain rebuilding using
integrative management. Alternative Medicine Review 10, 268-293.

Kisker C., Schindelin H. y Rees D.C., 1997. Molybdenum-cofactor-
containing enzymes: structure and mechanism. Annuals Reviews of
Biochemistry 66, 233-267.

Kondo K., 1996. Rising prevalence of neurodegenerative diseases
worldwide. Internal Medecine 35: 238.

Konigsberg-Fainstein M., 2008a. Cadena respiratoria mitocondrial, en: Mina
Konigsberg-Fainstein (Ed), Radicales libres y estrés oxidativo. Aplicaciones
meédicas. Manual Moderno. México, 49-60 pp.

Konigsberg-Fainstein M.,  2008b.  Sistemas microsomales de
monooxigenasas, citocromo P4s0, en: Mina Konigsberg-Fainstein (Ed),
Radicales libres y estrés oxidativo. Aplicaciones médicas. Manual Moderno.
México, 61-72 pp.

Kovacs P., Juranek |., Stankovicova T. y Svec P., 1996. Lipid peroxidation
during acute stress. Pharmazie 51, 51-53.

Kowaltowsky A.J., de Souza-Pinto N. C., Castilho R.F., Verseci A.E., 2009.
Mitochondria and reactive oxygen species. Free Radical Biology &
Medicine, 47. 333-343.

Kumar A. y Goyal R., 2007. Possible involvement of GABAergic modulation
in the protective effect of gabapentin against immobilization stress induced
behavior alterations and oxidative damage in mice. Fundamental & Clinical
Pharmacology 21, 575-581.

86



Kumar A., Goyal R. y Prakash A., 2009. Possible GABAergic mechanism in
the protective effect of allopregnenolone against immobilization stress.
European Journal of Pharmacology 602, 343-347.

Liu J., Wang X. y Mori A., 1994. Immobilization stress-induced antioxidant
defense changes in rat plasma: effect of treatment with reduced glutathione.
International Journal of Biochemistry 26, 511-517.

Liu J., Wang X., Shigenaga M.K., Yeo H. C., Mori A. y Ames B., 1996.
Immobilization stress causes oxidative damage to lipid, protein, and DNA in
the brain of rats. FASEB Journal 10, 1532-1538.

Liu J., 'y Mori A, 1999. Stress, aging and brain oxidative damage.
Neurochemical Research 24, 1479-1497.

Long J., Gao F., Tong L., Cotman C.W., Ames B.N. y Liu J., 2009.
Mitochondrial decay in the brains of old rats: Ameliorating effect of alpha-
lipoic acid and acetyl-L-carnitine. Neurochemical Research 34, 755-763.

Lowry O.H., Rosebrough N.J., Farr A.L. y Randall R.J., 1951. Protein
measurement with the Folin phenol reagent. The Journal of Biological
Chemistry 193, 265-267.

Lowy M.T., Wittenberg L. y Yamamoto B.K., 1995. Effect of acute stress on
hippocampal glutamate levels and spectrin proteolysis in young and aged
rats. Neurochemistry 65, 268-274.

Madrigal J.L.M., Moro M.A., Lizasoain |., Lorenzo P., Fernandez A.P.,
Rodrigo J. y Leza J.C., 2001. Induction of cyclooxigenase-2 account of
restraint stress-induced oxidative status in rat brain.
Neuropsychopharmacology 24, 420-429.

Madrigal J.L.M., Garcia-Bueno B., Moro M.A., Lizasoain |., Lorenzo P. y
Leza J.C., 2003. Relationship between cyclooxigenase-2 and nitric oxide
synthase-2 in rat cortex after stress. European Journal of Neuroscience 18,
1701-1705.

Mamczarz J., Budziszewska B., Antkiewicz-Michaluk L. y Vetulani J., 1999.
The Ca** channel blockade changes the behavioral and biochemical effects
of immobilization stress. Neuropsychopharmacology 20, 248-254.

Marini F., Pozzato C., Andreetta V., Jansson B., Arban R., Domenici E. y
Carboni L., 2006. Single exposure to social defeat increases corticotropin-
releasing factor and glucocorticoid receptor mRNA expression in rat
hippocampus. Brain Research 1067, 25-35.

87



Matsumoto K., Yobimoto K., Huong N.T., Abdel-Fattah M., Van Hien T. y
Watanabe H., 1999. Psychological stress-induced enhancement of brain
lipid peroxidation via nitric oxide systems and its modulation by anxiolytic
and anxiogenic drugs in mice. Brain Research 839: 74-84.

Matés J.M. y Sanchez-Jiménez F., 1999. Antioxidant enzymes and their
implications in pathophysiologic processes. Frontiers in Bioscience 4, 339-
345.

McEwen B.S., 1999. Stress and the aging hippocampus. Frontiers in
Neuroendocrinology 20, 49-70.

McEwen B.S., 2000. The neurobiology of stress: from serendipity to clinical
relevance. Brain Research 886, 172-189.

McEwen B.S., 2007. Physiology and neurobiology of stress and adaptation:
Central role of the brain. Physiol Rev 87, 873-904.

McGivern R., Rittenhouse P., Aird F., Van de Kar L.D. y Redei E., 1997.
Inhibition of stress-induced neuroendocrine and behavioral responses in the
rat by prepro-thyrotropin-releasing hormone 178-199. The Journal of
Neuroscience 17, 4886-4894.

Meerlo P., Overkamp G.J., Benning M.A., Koolhaas J.M. y Van den
Hoofdakker R.H., 1996. Long-term changes in open field behaviour following
a single social defeat can be reversed by sleep deprivation. Physiology &
Behavior 60, 115-119.

Meijer O. C., 2006. Understanding stress through the genome. Stress 9, 61-
67.

Miranda L.D., 2008. Quimica de los radicales libres, en: Mina Konigsberg-
Fainstein (Ed), Radicales libres y estrés oxidativo. Aplicaciones médicas.
Manual Moderno. México, 3-24 pp.

Miyoshi M, Ito H, Arakawa R, Takahashi H, Takano H, Higuchi M, et al.
Quantitative analysis of peripheral benzodiazepine receptor in the human
brain using PET with 11C-AC-5216. J Nuclear Med 2009; 50: 1095-101.

Moini H., Packer L. y Saris N.E., 2002. Antioxidant and prooxidant activities
of a-lipoic acid and dihydrolipoic acid. Toxicology and Applied
Pharmacology 182, 84-90.

Mosmann T., 1983. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assays. Journal of Immunological
Methods 65, 55-63.

88



Musavi S. y Kakkar P., 1998. Diazepam induced early oxidative changes at
the subcellular level in rat brain. Molecular and Cellular Biochemistry 178:
41-46.

Musavi S. y Kakkar P., 2000. Pro and antioxidant responses to repeated
administration of diazepam in rat brain. Molecular and Cellular Biochemistry
206: 97-103.

Musavi S. y Kakkar P., 2003. Effect of diazepam treatment and its
withdrawal on pro/antioxidative processes in rat brain. Molecular and
Cellular Biochemistry 245, 51-56.

Mutomba M.C., Yuan H., Konyavko M., Adachi S., Yokohama B., Esser V.,
McGarry D., Babior B.M. y Gottlieb R.A., 2000. Regulation of the activity of
caspases by L-carnitine and palmitoylcarnitine. FEBS Letters 478, 19-25.

Niki E., 2008. Lipid peroxidation products as oxidative stress biomarkers.
BIOFactors 34, 171-180.

Nirmal J., Babu C.S., Harisudhan T. y Ramanathan M., 2008. Evaluation of
behavioural and antioxidant activity of Cytisus scoparius link in rats exposed
to chronic unpredictable mild stress. BMC Complement Altern Med 8, 15.

Ogino K. y Wang D.H., 2007. Biomarkers of oxidative/nitrosative stress: An
approach to disease prevention. Acta Medica Okayama 61, 181-189.

Okado-Matsumoto A. y Fridovich ., 2001. Subcellular distribution of
superoxide dismutase (SOD) in rat liver. The Journal of Biological
Chemistry 276, 38388-38393.

Orrenius S., 2007. Reactive oxygen speciesin mitochondria-mediated cell
death. Drugs Metabolism Reviews 39, 443-455.

Pajovic S.B., Pejic S., Stojiljikovic V., Gavrilovic L., Dronjak S. y Kanazir
D.T., 2005. Alterations in hippocampal antioxidant enzyme activities and
sympatho-adrenomedullary system of rats in response to different stress
models. Physiological Research 55, 553-560.

Papa S., 1996. Mitochondrial oxidative phosphorylation changes in the life
span. Molecular aspects and physiopathological implications. Biochimica et
Biophysica Acta 1276, 87-105.

Paradies G., Ruggiero F. M., Petrosillo G., Gadaleta M.N. y Quagliariello E.,
1994. Effect of aging and acetyl-L-carnitine on the activity of cytochrome
oxidase and adenine nucleotide translocase in rat heart mitochondria. FEBS
Letters 350, 213-215.

89



Paradies G., Petrosillo G., Gadaleta M.N. y Ruggiero F.M., 1999. The effect
of aging and acetyl-L-carnitine on the pyruvate transport and oxidation in rat
heart mitochondria. FEBS Letters 454, 207-209.

Paravicini T.M. y Touyz R.M., 2008. NADPH oxidases, reactive oxygen
species, and hypertension. Diabetes Care 31, S170-S180.

Pardon M.C., 2007. Stress and ageing interactions: A paradox in the context
of shared etiological and physiopathological processes. Brain Research
Reviews 54, 251-273.

Pardon M.C. y Rattray |., 2009. What do we know about the long-term
consequences of stress on ageing and the progression of age-related
neurodegenerative disorders?. Neuroscience and Biobehavioral Reviews
32, 1103-1120.

Peraza-Reyes L., 2008. Catalasa, en: Mina Konigsberg-Fainstein (Ed),
Radicales libres y estrés oxidativo. Aplicaciones médicas. Manual Moderno.
México, 183-200 pp.

Pérez-De La Cruz V., Gozalez-Cortés C., Pedraza-Chaverri J., Maldonado
P.D., Andrés-Martinez L. y Santamaria A., 2006. Protective effect of S-
allylcysteine on 3-nitropropionic acid-induced lipid peroxidation and
mitochondrial dysfunction in rat brain synaptosomes. Brain Reserach
Bulletin 68, 379-383.

Psarra A.G. y Sekeris C.E., 2009. Glucocorticoid receptors and other
nuclear transcription factors in mitochondria and possible functions.
Biochimica et Biophysica Acta 1787, 431-6.

Poyton R.O., Ball K.A. y Castello P.R., 2009. Mitochondrial generation of
free radicals and hypoxic signaling. Trends in Endocrinology and
Metabolism 20, 332-340.

Puddu P., Puddu G.M., Cravero E., Rosati M. y Muscari A., 2008. The
molecular sources of reactive oxygen species in hypertension. Blood
Pressure 17, 70 -77.

Radak Z., Sasvari M., Nyakas C., Kaneko T., Tahara S., Ohno H. y Goto S.,
2001. Single bout of exercise eliminates the immobilization-induced
oxidative stress in rats. Neurochemistry International 39: 33-38.

Rajasekaran K., 2005. Seizure-induced oxidative stress in rat brain regions:
blockade by nNOS inhibition. Pharmacology, Biochemistry and Behavior 80,
263-272.

90



Roberts R.A., Laskin D.L., Smith C.V., Robertson F.M., Allen E.M.G., Doorn
J.A. y Slikker W., 2009. Nitrative and oxidative stress in toxicology and
disease. Toxicological Sciences 112, 4-16.

Sahin E. y Gumdagli S., 2007a. Stress-dependent induction of protein
oxidation, lipid peroxidation and anti-oxidants in peripheral tissues of rats:
comparison of three stress models (immobilization, cold and immobilization—
cold). Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology 34, 425-431.

Sahin E. y Gumuslid S., 2007b. Immobilization stress in rat tissues:
Alterations in protein oxidation, lipid peroxidation and antioxidant defenses
system. Comparative Biochemistry and Physiology. Toxicology &
Pharmacology: CBP 144, 342-347.

Santamaria A., Salvatierra-Sanchez R., Vazquez-Roman B., Santiago-
Lopez D., Villeda-Hernandez J., Galvan-Arzate S., Jiménez-Capdeville M.E.
y Ali S.F., 2003. Protective effects of the antioxidant selenium on quinolinic
acid-induced neurotoxicity in rats: in vivo and in vitro studies. Journal of
Neurochemistry 86: 479-488.

Santamaria D., Espinoza-Gonzalez V., Rios C. y Santamaria A., 1999. Nw-
Nitro-L-arginine, a nitric synthase inhibitor, antagonizes quinolinic acid-
induced neurotoxicity and oxidative stress in rat striatal slices.
Neurochemistry Research 24, 843-849.

Sapolski R.M., 1996. Stress, glucocorticoids, and damage to the nervous
system: The current state of confusion. Stress 1, 1-19.

Sas K., Robotka H., Toldi J. y Vécsei L., 2007. Mitochondria, metabolic
disturbances, oxidative stress and the kynurenine system, with focus on

neurodegenerative disorders. Journal of the Neurological Sciences 257,
221-239.

Savitha S., Tamilselvan J., Anusuyadevi M. y Panneerselvam C., 2005.
Oxidative stress on mitochondrial antioxidant defense system in the aging
process: Role of DL-alpha-lipoic acid and L-carnitine. Clinica Chimica Acta
355, 173-180.

Savitha S. y Panneerselvam C, 2006. Mitochondrial memebrane damage
during aging process in rat heart: Potential efficacy of L-carnitine and DL a
lipoic acid. Mechanism of Ageing and Development 127, 349-355.

Sayre L.M., Perry G. y Smith M.A., 2008. Oxidative stress and neurotoxicity.
Chemical Research in Toxicology 21, 172-188.

91



Schwartz R.D., Huff R.A., Yu X., Carter M.L. y Bishop M., 1994.
Postischemic diazepam is neuroprotective in the gerbil hippocampus. Brain
Research 647,153-160.

Schwartz R.D., Yu X., Katzman M.R., Hayden-Hixson D.M. y Perry J.M.,
1995. Diazepam, given postischemia, protects selectively vulnerable

neurons in the rat hippocampus and striatum. Journal of Neuroscience 15,
529-539.

Selye, H., 1936. A syndrome produced by diverse nocuous agents. Nature
138, 32.

Selye, H., 1950. Stress. Acta Medical Publisher.

Selye H. y Fortier C., 1950. Adaptative Reaction to Stress. Proceedings of
the Association for Research in Nervous and Mental Disease of the 29A
Annual Meeting, 149-157.

Shigenaga M.K., Hagen T.M. y Ames B.N., 1994. Oxidative damage and
mitocondrial decay in aging. Proceedings of the National Academy of
Sciences 91, 10771-10778.

Sieghart W. y Sperk G., 2002. Subunit composition, distribution and function
of GABA(A) receptor subtypes. Current Topics in Medicinal Chemistry 2,
795-816.

Silva-Adaya D., Pérez-De La Cruz V., Herrera-Mundo M.N., Mendoza-
Macedo K., Villeda-Hernandez J., Binienda Z., Ali S.F. y Santamaria A.,
2008. Excitotoxic damage, disrupted energy metabolism, and oxidative
stress in the rat brain: antioxidant and neuroprotective effects of L-carnitine.
Journal of Neurochemistry 105, 677-689.

Singh A 'y Kumar A., 2008. Protective effect of alprazolam against sleep
deprivation-induced behavior alterations and oxidative damage in mice.
Neuroscience Research 60, 372-379.

Siqueira I.R., Fochesatto C., de Andrade A., Santos M., Hagen M., Bello-
Klein A. y Netto C.A., 2005. Total antioxidant capacity is impaired in different
structures from aged rat brain. International Journal of Developmental
Neurscience 23, 663-671.

Sivilotti L. y Nistri A., 1991. Gaba receptor mechanisms in the central
nervous system. Progress in Neurobiology 36, 35-92.

92



Sumimoto H., 2008. Structure, regulation and evolution of Nox-family
NADPH oxidases that produce reactive oxygen species. The FEBS Journal
275, 3249-3277.

Swaab D.F., Bao A.M. y Lucassen P.J., 2005. The stress system in the
human brain in depression and neurodegeneration. Ageing Research
Reviews 4, 141-194.

Swiergel A.H., Zhou Y. y Dunn A.J., 2007. Effects of chronic footshock,
restraint and corticotropin-releasing factor on freezing, ultrasonic
vocalization and forced swim behavior in rats. Behavioural Brain Research
183, 178-187.

Swiergel A.H., Leskov |.G. y Dunn A.J., 2008. Effects of chronic and acute
stressors and CRF on depression-like behavior in mice. Behavioural Brain
Research 186, 32-40.

Turner R.J. y Lloyd D.A., 2004. Stress Burden and the Lifetime Incidence of
Psychiatric Disorder in Young Adults. Archives of General Psychiatry 61,
481-488.

Valko M., Leibfritz D., Moncol J., Cronin M.T.D., Mazur M. y Telser J., 2007.
Free radicals and antioxidants in normal physiological functions and human
disease. The International Journal of Biochemistry & Cell Biology 39, 44-84.

Virmani A. y Binienda Z., 2004. Role of carnitine esters in brain
neuropathology. Molecular Aspects of Medicine 25, 533-549.

Warner D.S., Sheng H. y Batini¢c-Haberle I., 2004. Oxidants, anitoxidants
and the ischemic brain. The Journal of Experimental Biology 207, 3221-
3231.

Werck-Reichhart D. y Feyereisen R., 2000. Cytochromes P450: a success
story. Genome Biology 1, 3003.1-3003.9

Whiting P.J., 2006. GABA-A receptors: a viable target for novel anxiolytics?.
Current Opinion in Pharmacology 6, 24-29.

Yasui F., Imai Y., Matsugo S., Sasaki K. y Konishi T., 2002. Antioxidant
and/or prooxidant activities of carnitine and its derivative on the hydroxyl
radical generation by the Fenton reaction. ITE Lett Batter New Technol Med
3, 58-62.

Zaidi S.M.K.R., Al-Qirim T.M., Hoda N. y Banu N., 2003. Modulation of
restraint stress induced oxidative changes in rats by antioxidant vitamins.
The Journal of Nutritional Biochemistry 14, 633-636.

93



e Zaidi S.M.K.R. y Banu N., 2004. Antioxidant potential of vitamins A, E and C

in modulating oxidative stress in rat brain. Clinica Chimica Acta 340, 229-
233.

e Zenteno T. y Saldana Y., 2008. Dafio a lipidos, en: Mina Konigsberg-

Fainstein (Ed), Radicales libres y estrés oxidativo. Aplicaciones médicas.
Manual Moderno. México, 135-140 pp.

94



	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Introducción
	2. Justificación
	3. Hipótesis
	4. Objetivos
	5. Método
	6. Resultados
	7. Discusión
	8. Conclusiones
	9. Bibliografía



