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2. RESUMEN

El estrés oxidante (EO) juega un papel determinante en muchas enfermedades y
en procesos asociados con el envejecimiento. En afios recientes se ha visto que
este fenémeno, sumado a alteraciones en el metabolismo energético, tiene
preponderancia en los desérdenes neurodegenerativos y por ello se ha convertido
en uno de los puntos a combatir en la busqueda de tratamientos preventivos o
curativos.

Uno de los padecimientos en los que estas fallas se manifiestan es la
enfermedad de Huntington (EH), caracterizada por alteraciones motoras (corea,
determinada por movimientos involuntarios), psiquiatricas (agresividad vy
depresion), y dafo profundo en las funciones cognitivas. Dos son los modelos
tenotipicos mas ampliamente utilizados para simular las diferentes etapas de este
mal: el de roedores tratados con acido quinolinico (QUIN), un metabolito
endogeno del triptéfano con caracteristicas excitotoxicas y pro-oxidantes, y
roedores tratados con acido 3-nitropropionico (3-NP), una toxina encontrada en
algunas plantas y hongos que causa la interrumpcion el metabolismo energético.
A pesar de la similitud que guardan con la EH, dichos modelos no son
especificos de ella, también sirven para representar caracteristicas comunes a
alteraciones en el cerebro como son el EO, la excitotoxicidad y las
perturbaciones metabolicas.

La reciente importancia que han adquirido los estudios realizados con
antioxidantes y moléculas proenergéticas en investigacion basica y aplicada llevo a
la planeaciéon del presente trabajo. Ratas Wistar macho fueron administradas
intraestriatalmente con QUIN (240 nmol/pl) o 3-NP (500 nmol)/ul). A
manera de postratamiento recibieron un compuesto que favorece el estatus
energético de la célula, L-carnitina (L-CAR, 100 mg/kg ip.); o bien, uno que
disminuye las reacciones oxidantes, S-alilcisteina (SAC, 300 mg/kg ip.). Los
agentes protectores fueron suministrados en una dosis unica (120 minutos
después de haber aplicado las toxinas) y el tejido nervioso fue procesado dos
horas mas tarde para realizar las pruebas bioquimicas. Otros grupos de animales,
en cambio, recibi6 el compuesto de manera consecutiva durante siete dias,
iniciando el tratamiento 2 horas después de la infusién toxica intraestriatal y
decapitando a los animales para obtener el tejido 3 horas después de la dltima
inyeccion. Para determinar si L-CAR y SAC podian ejercer acciones de rescate en
términos de funcionalidad e integridad celular una vez que el organismo hubiera
sido expuesto a un insulto téxico, se evalu6 la peroxidacion lipidica y la
funcionalidad de la mitocondria en fracciones sinaptosomales aisladas, as{ como
la conducta de rotacién en aquellos roedores que recibieron el tratamiento por
varios dias.



En distinto grado, ambos compuestos resultaron ser efectivos para frenar
los danos inducidos por las toxinas y reestablecer la funcionalidad celular. Los
ensayos para determinar la peroxidaciéon lipidica y la funcionalidad de la
mitocondria en las fracciones sinaptosomales de los animales que recibieron la
dosis unica de L-CAR asi lo comprueban. El dafio a los lipidos de membrana en
presencia de QUIN se diparé 92% por arriba del control, mientras que ante 3-
NP, los niveles incrementaron un 98% comparado con el control. En cambio, el
grupo que recibié QUIN+L-CAR disminuyé su grado de lipoperoxidaciéon un
66% con respecto a los animales que solo recibieron la dosis téxica de QUIN. El
grupo QUIN+3-NP también presenté menos alteraciones en los lipidos de
membrana, disminuyendo éstas un 72% con respecto al grupo de 3-NP. La
actividad reductora de la mitocondria en los grupos de administracion aguda no
se vio reestablecida. A los 7 dfas, la conducta de rotacion disminuyo en presencia
de L-CAR, pues los grupos que recibieron unicamente QUIN o 3-NP
presentaron en promedio 105 y 78 giros, respectivamente. Con el postratamiento
los valores cambiaron a 5 para QUIN y 24 para 3-NP. Las medidas de
peroxidacion fueron parcialmente positivas, ya que ante QUIN el valor aument6
400% y 3-NP lo hizo 275%, con respecto al control. Aunque la L-CAR no
restaurd este valor por debajo de las condiciones control, si logré disminuirlo un
35% en el grupo QUIN+L-CAR, con respecto a QUIN y 33% en el grupo 3-
NP+L-CAR, comparado contra el 3-NP.

Tras el postratamiento con SAC ocurrieron circunstancias similares. Soélo
se obtuvieron resultados bajo el esquema subcrénico. Los grupos que recibieron
QUIN o 3-NP exacerbaron su conducta de rotacion; los animales presentaron
102 y 74 giros, respectivamente. Tras la aplicacion de SAC, se redujeron a 5 para
el grupo del QUIN y 20 para el del 3-NP. SAC también detuvo el dafio
peroxidante parcialmente; el grupo del QUIN aument6 el nivel de lipidos
dafiados 150%, mientras que el del 3-NP lo hizo 70%, con respecto al control.
Sélo el tratamiento posterior al 3-NP disminuyé la peroxidacion (66%
comparando contra el grupo que recibié solamente la toxina). Finalmente, la
capacidad reductora de la mitocondria decay6 50% ante el QUIN y 20% ante el
3-NP, comparando con el control. En el grupo QUIN+SAC, la funcionalidad
rebasé al grupo de QUIN en 400% vy, el de 3-NP+SAC, superd al que soélo se
trato con la toxina en 100%.

Estos resultados dejan claro que en condiciones zz vivo 1-CAR y SAC
puedeN rescatar hasta cierto punto la funcionalidad de la mitocondria en
términos de su capacidad reductora y reestablecer la actividad antioxidante al
impedir la oxidacién de los lipidos de membrana. No obstante, los resultados
indicar que L-CAR actia de una manera mas eficaz ante el dafio provocado.



Ninguna bisqueda puede tener mejor premio,
un objetivo mds admirable, que la emocion de
revisar a fondo nuestra forma de entender las cosas.

Stephen Jay Gould
3. INTRODUCCION

3.1 GENERALIDADES DEL SISTEMA NERVIOSO

Desde el siglo XIX se reconoce a la célula como la unidad fundamental de la
vida. No obstante, existian dudas y controversias en el caso del sistema nervioso.
Fue hasta bien entrado el siglo XX que se concreté la idea de que el tejido
nervioso estaba formado por células.

El sistema nervioso esta constituido por células nerviosas o neuronas y
células de sostén también llamadas glia o neuroglia (fig. 1). Las primeras estan
especializadas en el sefialamiento eléctrico a largas distancias; las segundas, en
cambio, no pueden efectuar este tipo de actividad, pero llevan a cabo funciones
esenciales en el encéfalo tanto en etapas tempranas como tardfas (Purves ez 4.

2007).
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Figura 1. Representacion de un corte de cerebro. Puede apreciarse la diversidad celular que
existe en el tejido nervioso. Imagen modificada [bitp:/ | academic.kellogg.edu]

La organizaciéon celular basica de las neuronas se asemeja a la de otras
células pero las células nerviosas han evolucionado, desarrollando
especializaciones que les permiten recibir, procesar y transmitir informacion
quimica y eléctrica. Todas las neuronas se caracterizan por tener un soma o
cuerpo celular, el cual es responsable del mantenimiento metabdlico de la célula
(Randall ¢ a/. 2002). Del cuerpo neuronal emanan algunas fibras: las dendritas
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son el signo mas evidente de especializacién neuronal, son una ramificacion
extensa del soma (Purves e# a/. 2007), actian como un aceptor que junta sefiales
emitidas desde otras neuronas y las llevan hacia el cuerpo celular (Randall ez /.
2002). El ax6n, en cambio, es una extension de la neurona que conduce sefiales
eléctricas fuera del soma (Randall ez 4/ 2002). Dicho acontecimiento se
denomina potencial de accion' (PA) y su punto de inicio es el cuerpo celular o botén
axonico (Purves e al. 2007).

El proceso quimico o eléctrico por el cual la informacion se transmite de
neurona a neurona o de neurona a otro érgano blanco, se conoce como sinapsis
(tig. 2) (Randall e a/ 2002). Los contactos sinapticos se hacen sobre las
dendritas. En condiciones tipicas, la terminacién presinaptica es inmediatamente
adyacente a la postsinaptica. En la mayoria de las sinapsis no hay continuidad
fisica, los componentes se comunican a través de la secreciéon de ciertas
moléculas que deben atravesar un espacio denominado hendidura sindptica

(Purves et al. 2007).
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Figura 2. Organizacion basica de las neuronas y representacion de la sinapsis. Se aprecian en
detalle las neuronas presinapticas y postsinapticas, asi como la composicion del tracto axonal
Imagen modificada [hitp:/ | upload.wikimedia.org/ .

En las sinapsis eléctricas, las membranas plasmaticas de las neuronas pre y
postsinapticas establecen un contacto directo a través de wniones tipo gap. De esta
manera los iones pueden fluir directamente de una célula a otra favoreciendo la
rapidez en el proceso de transmision, pero se van perdiendo con el tiempo y la

! Los conceptos marcados en cursivas son definidos en la seccion 15 de este trabajo.



distancia. En las sinapsis quimicas, en cambio, lo que ocurre es que una vez que
el PA ha bajado por el axé6n y se ha esparcido por el cono, los neurotransmisores
comienzan a almacenarse en pequeflas vesiculas formadas de membrana
plasmatica, que posteriormente seran liberadas en la hendidura sinaptica. El
neurotransmisor liberado se unira a receptores especificos de la membrana
postsinaptica, en los canales sensibles a ligando. La apertura de canales permite
que una pequefia corriente idnica fluya a través de dicha membrana. Esta es una
forma rapida de que ocurra la transmisién sinaptica quimica (fig. 3). También
puede ocurrir de manera mas lenta, por medio de neurotransmisores que se unen
a canales asociados con segundos mensajeros, que activaran una cascada de
informaciéon que tardara mas en realizarse pero perdurara mas (Randall es 4l

2002).
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Figura 3. Secuencia de pasos de una sinapsis quimica tipica (Purves et al. 2007).

Una de las clasificaciones mas amplias en que los neurocientificos dividen al
sistema nervioso de los vertebrados desde el punto de vista anatémico son los
componentes central y periférico. El sistema nervioso central (SNC),
comprende el encéfalo (hemisferios cerebrales, diencéfalo, cerebelo y puente) y
médula espinal. El SNP, en cambio, incluye a las neuronas sensoriales que
conectan a los receptores sensitivos sobre la superficie del cuerpo. De manera



profunda en el SNC, destacan ciertas estructuras: los ganglios basales,
involucrados en diferentes procesos motores y cognitivos; el hipocampo y la
amigdala, sustratos esenciales para la memoria y la conducta emocional; el bulbo
olfatorio; el talamo, que es un s#to de relevo critico para la informacion sensorial; el
hipotalamo, que es la estructura organizadora central para la regulaciéon de
muchas funciones homeostaticas del cuerpo (Purves ez al. 2007).

Una importante region controladora del movimiento son los ganglios
basales. Un conjunto grande y funcionalmente diverso de nucleos que se ubican
profundos en el interior de los hemisferios cerebrales (fig. 4). El subconjunto de
estos nucleos que son relevantes para la explicacion de la funcién motora
involucra el caudado, el putamen y el globus pallidus. Otras dos estructuras, la
sustancia nigra en la base del mesencéfalo y el nicleo subtalamico en el talamo
ventral, estan intimamente asociadas con los ganglios basales (Purves ez a/. 2007).

Ventriculos laterales
Nucleo A '
Estriado {caudado
Putamen-—___

'l

Via nigro-.

R estriatal

Sustancia nigra =

Figura 4. Ganglios basales, nicleos importantes en las funciones motoras.
Representacion de su ubicacion anatémica y de la via nerviosa mas importante en la que
participan Imagen modificada [www.macalester.edu].

Los ntcleos motores de los ganglios basales se dividen en varios grupos
que son funcionalmente distintos. El primero y mas grande es el cuerpo estriado
e incluye al caudado y al putamen. Estas subdivisiones comprenden las zonas de
aferencias de los ganglios basales, sus neuronas son el destino de la mayor parte
de las vias que alcanzan este complejo desde otras partes del encéfalo. El cuerpo
estriado lleva ese nombre gracias a los fasciculos que lo atraviesan y le dan una
apariencia estriada. Los destinos de los axones que provienen de la corteza son
las dendritas de una clase de células denominadas neuronas espinosas medianas
en el cuerpo estriado. Los axones que nacen de ellas convergen sobre neuronas
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del globus pallidus y 1a sustancia nigra pars reticulata. Tales son las fuentes principales
de eferencias del complejo de los ganglios basales.

Hay dos circuitos principales dentro del sistema de los ganglios basales.
Las proyecciones desde las neuronas espinosas medianas del nicleo caudado y el
putamen hasta el segmento interno del globus pallidus y la sustancia nigra pars
reticulata forman parte de la “via directa” y sirven para liberar las neuronas
motoras de la inhibicién #nica. Una segunda via o ruta alternativa de conexion
sirve para aumentar el nivel de inhibicién ténica y se denomina “via indirecta”,
sirve para modular acciones deshinibidoras de la via directa (Purves e a/. 2007).

3.1.1 Receptores

En el encéfalo humano la mayoria de las neuronas se comunican entre si
liberando mensajeros quimicos denominados neurotransmisores (Purves ez al.
2007). Estos actian sobre receptores proteicos especificos de la membrana
plasmatica de las neuronas postsinapticas donde provocan respuestas eléctricas
especificas que inician cuando un PA llega a la terminal de una neurona
presinaptica y terminan cuando la respuesta en la célula postsinaptica se completa
(Randall ez a/. 2002).

Los receptores pueden estar integrados por una o varias subunidades, para
funcionar de manera adecuada se valen de otro tipo de moléculas formando
complejos que promoveran o inhibiran la actividad de los mismos (fig. 5).
Aquella sustancia endoégena o exbgena que se liga al receptor y genera algun tipo
de respuesta recibe el nombre de ligando. De la misma forma, cualquier sustancia
que al interactuar con el receptor favorezca su actividad, recibe la designacién de
agonista. Puede tener distintos grados de afinidad con el receptor y, como
consecuencia de esta unién, produce cambios conformacionales en él que llevan
a que se cumpla el efecto biologico, es decir, el agonista posee actividad
intrinseca o eficacia. Por el contrario, aquel compuesto endégeno o exdgeno
que impide la accién del agonista, se denomina antagonista. (Uribe-Mutis 1998).

Dependiendo del modo en que impidan la acciéon del agonista, los
antagonistas pueden clasificarse en competitivos, no-competitivos o agonistas
parciales. El antagonista competitivo se une al mismo receptor que el agonista,
pero a diferencia de este ultimo, no provoca respuesta. De ahi que ambas
moléculas compitan por ocupar el sustrato. Este antagonista reduce la afinidad
aparente del agonista pero no modifica su actividad intrinseca.

Los agonistas parciales son compuestos con afinidad por el receptor pero
con una mejor eficacia que el agonista. Un agonista parcial con alta afinidad
puede inhibir competitivamente la accién del agonista verdadero. Sin embargo,
dependiendo de la concentracion, el agonista parcial puede actuar como agonista
0 antagonista.



&
ligando agonista “ antagonista
receptor \/ \/

Sin efecto

\

VL,
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Figura 5. Representacion de la interaccion de los receptores de membrana y los diferentes
componentes que a ellos se unen, asi como la respuesta que desencadenan Imagen modificada
[bttp:] | www.cienciaboy.org.ar].

El antagonista no-competitivo (o alostérico) no actia en el receptor del
agonista sino en otro receptor intimamente relacionado con él y necesario para
que el agonista pueda desencadenar su efecto. Este tipo de antagonismo no se
puede revertir al aumentar la concentraciéon del agonista; por consiguiente, el
antagonista no-competitivo da lugar a una disminucién progresiva del efecto
maximo, sin modificar la afinidad del agonista por el receptor (Uribe-Mutis
1998).

3.1.2.1 Receptores Glutamatérgicos

Los receptores glutamatérgicos pertenecen tanto al tipo de los ionotrépicos
como a los metabotrépicos. Los primeros, son canales cationicos cuya apertura
se potencia cuando el glutamato (Glu) se une al receptor; en los segundos, en
cambio, no hay flujo de iones, sino que activan enzimas intracelulares a través de
proteinas G cuando se les une el neurotransmisor.

En los receptores ionotrépicos tanto el sitio de unién al agonista como el
canal i6nico estan incorporados en el mismo complejo macromolecular. La
unién del agonista provoca un cambio conformacional en el receptor que
incrementa la probabilidad de que se abra el canal. El nombre de estas distintas
clases de receptores les fue dado segun el agonista selectivo al que respondian: N-
metil-D-aspartato  (NMDA), acido  a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propiénico (AMPA) y de kainato (KA), siendo diferente la afinidad del Glu hacia
cada uno de ellos.

Los receptores metabotropicos son encargados de modular la transmisién
sinaptica; se han descrito ocho tipos agrupados en tres clases diferentes que, al
igual que en el caso anterior, se les nombra segin el agonista que actia sobre
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ellos: 3,5-hidroxifenilglicina (DHPG), 2R4R-4-aminopirrolidina-2-4-dicarboxilato
(APDC) y L-amino-4-fosfonobutirato (L-AP4).

Los receptores AMPA como los NMDA estan distribuidos a través de la
densidad postsindptica (DPS), mientras que los metabotropicos se ubican en la
periferia (Hassel & Dingledine 2006). Son los receptores ionotrépicos, y no los
metabotrépicos, los que estaran encargados de disparar las respuestas en la célula
postsinaptica a través de un potencial postsinaptico.

3.1.2.1.1 Receptores N-metil-D-aspartato

Se trata de canales embebidos en la membrana, altamente permeables tanto a
Na®, K" y Ca®" de una manera voltaje-dependiente, que poseen varios sitios
regulatorios que afectan alostéricamente la apertura de canales mediada por Glu
(Coyle & Puttfarcken 1993). Estos corresponden a sitios de reconocimiento para
dos agonistas (Glu y Gly) y un sitio regulatorio de poliamina, los cuales
promueven la activaciéon de receptores y diferentes sitios de reconocimiento para
Mg**, Zn*" e H", que acttian inhibiendo el flujo i6nico a través de receptores que
se han unido al agonista (Hassel & Dingledine 20006).

Los agonistas de receptores NMDA son tipicamente aminoacidos
dicarboxilicos de cadena corta como el Glu, aspartato y NMDA. Siendo el Glu
el mas potente de los agonistas enddgenos que actua en el cerebro de mamiferos.
A pesar de que el NMDA es sumamente selectivo para este tipo de receptores, es
30 veces menos potente que el Glu.

La activacién de estos receptores requiere de la unidén de dos diferentes
agonistas: ademas del sitio de union tipicamente ocupado por el Glu, se requiere
la unién de Gly. Dado que ninguno de los dos aminoacidos es capaz de inducir
la apertura del canal por si solo, se les conoce como coagonistas de los receptores
NMDA. El sitio de unién de la Gly a estos receptores es farmacolégicamente
distinto del receptor clasico del neurotransmisor inhibidor.

Mientras que Gly y Glu activan los receptores, el Mg™* extracelular bloquea
los canales dependientes de voltaje. También existe una inactivacién de los
receptores a través de las caldmodulina dependiente de Ca®" (Hassel &

Dingledine 2000).
3.2 ESTRES OXIDANTE Y NITROSATIVO

La vida en el planeta surgi6 en un ambiente reductor, pero esta condiciéon fue
modificandose con la aparicion de bacterias fotosintéticas. La estrategia
evolutiva para sobrevivir en un ambiente oxidante consistié6 en restringir la
transferencia de electrones a un aceptor final. La mayor parte de los electrones
en el metabolismo energético son transferidos al NADP" para producir
NADPH, molécula que es resistente a la reacciéon con oxigeno. Ademas de los
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intentos evolutivos para evitar la sintesis de productos reactivos en el
metabolismo oxidante, también se comenzaron a sintetizar y acumular moléculas
antioxidantes, muchas de las cuales evolucionaron, logrando eliminar de manera
mas eficiente las especies toxicas a través de su catalisis (McCord 2000). Los
sistemas biologicos son continuamente enfrentados a moléculas prooxidantes
que pueden ser generadas de manera exégena o enddgena, pero todos los tejidos
estan protegidos contra ellas con moléculas antioxidantes enzimaticas y no-
enzimaticas (Pryor & Godber 1991).

a2+ Estrés oxidativo

Glutamato ‘NMDA
oS eonasaenntmene
oo %éééééééﬁﬁa&é;?fg%m o
°£

Ca?* =dp- CM == NOS el CM
Estrés +

ONOO- \

Parkin —=» Proteinas mal
Mltocondrla plegadas

Acumulacién de proteinas toxicas

Proteasoma Disfuncién sinaptica
Muerte neuronal

Figura 6. Consecuencias del EO y EN en una célula tipo. Eventos de EO asociados a alteraciones
en la membrane y la disfuncién mitocondrial promueven el flujo excesivo de Ca?* a través de
receptores NMDA (tNMDA). Este i6n se une a la caldmodulina (CM), la cual active la 6xido nitric
sintasa (NOS), resultando en la produccion de 6xido nitrico (INO*). Al reaccionar NO* con aniéon
superxido (Oz*) produce una especie sumamente reactiva, el peroxinitriro (ONOO-). También puede
nitrosilar proteinas o provocar el mal plegamiento de las mismas. Algunas de ellas seran degradadas en
el proteasoma, otras disminuiran la viabilidad celular por diferentes mecanismos. (Mattson 20006).
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En afios recientes se ha observado que el EO vy el estrés nitrosativo (EN)
desempefian un papel determinante en el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas, ya que no sélo son responsables de alterar la estructura y
funciéon de diversas biomoléculas, sino que también son los causantes de
producir radicales libres y especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitrégeno
(ERN), que a su vez sirven como mediadores potenciales de activacion de
cascadas de sefializacion que llevan a la muerte neuronal (Santamarfa & Jiménez
2005). Continua la disyuntiva en saber si el EO y EN son consecuencia de los
procesos degenerativos o eventos primarios que contribuyen integralmente a la
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etiologia de la enfermedad (Coyle & Puttfarcken 1993; Santamaria & Jiménez
2005; Sayre ef al. 2007).

El EO se refiere a una condicién nociva para las células (fig. 6) que es
ocasionadas por los radicales del oxigeno generados como productos del
metabolismo (Coyle & Puttfarcken 1993), también se refiere al desbalance entre
los procesos bioquimicos que permiten la produccién excesiva de ERO y
aquellas moléculas responsables de la remocion de los mismos: los sistemas de
defensa antioxidante (fig. 7).

;

Equilibrio
(AOX=ERO)

ERO \

Estrés oxidativo

(Exceso de ERO)

Estrés oxidativo

(Menor AOX)

Antioxidantes Oxidantes

Figura 7. Representacion grafica de los sucesos que desembocan en EO. AOX, antioxidantes;
ERO, especies reactivas de oxigeno (Scandalios 2002).

Por tanto, el EO incrementa los procesos oxidantes y disminuye las
defensas antioxidantes (Scandalios 2002; Turrens 2003; Sayre e al 2007).
Tomando en cuenta como o doénde son generadas estas moléculas, un
incremento en las concentraciones intracelulares provoca dafios a muchos de sus
componentes y la activacion de diferentes rutas de sefializacion que llevan a la
pérdida de las funciones celulares y, finalmente, a la muerte (Scandalios 2002).
Las principales limitantes de los productos de defensa endoégenos son su tamafio,
el cual limita su permeabilidad a la célula, su vida media corta y su antigenicidad,
por mencionar algunas (Patel & Day 1999). El EN hace referencia a procesos
similares pero donde los actores son las ERN.

Ambos fenémenos se incrementan con la edad en el cerebro y las
neuronas se ven particularmente afectadas dado que son células postmitoticas y
su habilidad para responder al dafio oxidante también declina (Andersen 2004).
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3.2.1 Especies Reactivas de Oxigeno y Nitrégeno

El término especies reactivas (ER) se ha creado para incluir no sélo a las ERO,
sino también a las de nitréogeno (ERN), de cloro (ERC), de bromuro (ERB) y de
azufre (ERA) (Abuja & Albertini 2001; Halliwell 2006). Las ERO hacen alusién
a una variedad de moléculas y radicales libres derivadas del oxigeno molecular
(Turrens 2003), generalmente son producidas en la mitocondria al ocurrir una
transferencia electronica incompleta en el proceso de readuccién del O, a H,O,
es decir, las ERO son producto de la respiracion celular (Scandalios 2002; Ott ez
al. 2007). A la pérdida de electrones se le conoce como oxidaciéon. Los aductos
generados de esta manera son conocidos como radicales libres, especies quimicas
capaces de existencia independiente que contienen uno o mas electrones
desapareados, los cuales tienden a donar tal electrén a otras moléculas, causando
dafio oxidante (Halliwell 1992; Sas ¢f a/. 2007). Muchos radicales libres existen zz
vivo, siendo de particular interés aquellos derivados del oxigeno (Halliwell 2000).

Las ERO son producidas en todos los organismos aerobios en el interior
de la célula, normalmente en balance con las moléculas antioxidantes (Scandalios
2002). La naturaleza de los radicales varfa, son capaces de reaccionar con muchas
moléculas y generar un amplio espectro de respuestas: 1) si un radical se
encuentra con un no-radical, se genera una especie que también cuenta con un
electron desapareado; 2) el radical puede ser un agente reducido y donar su
electrén; 3) el radical puede ser un agente oxidante y tomar un electréon de un no-
radical; 4) un radical puede abstraer un atomo de hidrégeno formando un puente
C-H (Halliwell 2006). No todas las ER son radicales, pero en muchos casos las
ER no radicales se comportan como tales dafiando biomoléculas a través de
procesos de oxidacion, que resulta en la formacién de radicales verdaderos,
capaces de propagar la reaccion y extender el dafio (Abuja & Albertini 2001).
Los agentes oxidantes derivados del 6xido nitrico (NOY), por su parte, se
conocen como especies reactivas de nitrégeno (ERN) (Turrens 2003). Entre las
principales se encuentran el peroxinitrito (ONOO), el acido peroxinitroso
(ONOOH), la nitrégeno guaninino L-arginina (RNH,), el nitrito (NO,), el
nitrosotiol (RSNO), el 4cido sulfénico (RSOH), el di6éxido de nitrégeno (NO,) y
el nitrato (NO5") (Fang 2004).

ERO y ERN (fig. 8) juegan papeles cruciales en procesos fisiologicos y
patofisiologicos.  Quiza el proceso bioldgico en el que destaque mas su
participaciéon sea en la transducciéon de sefiales. Sin embargo, su produccion
moderada se ve involucrada en la neurotransmision, en eventos de proliferacion
celular y apoptosis. Las ERN tienen importancia en la homeostasis vascular
(Fang 2004). En pequefias concentraciones, los radicales protegen, previenen o
reducen la destruccion oxidativa de las biomoléculas (Abuja & Albertini 2001).
Cuando los radicales libres son producidos en exceso causan dafio a los tejidos,
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este dafio puede generar aun mas radicales, lo cual empeorara el estatus de la
célula (Halliwell 1992), generando reacciones en cadena con indiscriminados
objetivos hacia proteinas, lipidos, polisacaridos y DNA (Turrens 2003). Los
radicales libres son los responsables de los efectos toxicos del oxigeno (Fang

2004).
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Figura 8. Principales ERO yERN que desencadenan eventos de EO y EN (Fang 2004).

El oxigeno diatomico (O,) se encuentra en un estado de birradicalidad o
de triplete debido a que cuenta con un par de electrones desapareados localizados
en orbitales diferentes pero con el mismo spin. El spin paralelo es una de las
razones de la pobre reactividad de esta molécula a pesar de su poderosa
naturaleza oxidante. Esta restriccion es la que aminora la reacciéon de O, con
moléculas no radicales, es decir, s6lo puede reaccionar con un electrén a la vez y
es entonces cuando la molécula se vuelve mas reactiva; si uno de estos electrones
es excitado y cambia su spin, la especie resultante (conocida como oxigeno
singulete) se convierte en un poderoso agente oxidante por el hecho de que ahora
los electrones cuentan con spin diferente, permitiendo la interaccién directa con
enlaces covalentes (Halliwell 1992; McCord 2000; Turrens 2003; Halliwell 2000).
El oxigeno singulete puede formarse durante la peroxidacion lipidica (PL) y
contribuir al dafio debido a su habilidad de oxidar lipidos, proteinas y DNA
(Halliwell 20006).

Muy pocas enzimas son capaces de lidiar con el O, a pesar de que nuestro
esquema bioenergético es completamente dependiente de la transferencia de
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electrones a este aceptor; de hecho, mas del 80% del O, que manejamos es
utilizado por la citocromo oxidasa, una enzima mitocondrial que participa en la
fosforilacion oxidativa que adiciona cuatro electrones a la molécula de oxigeno
para generar dos moléculas de agua (Halliwell 1992; McCord 2000).

O, +4H" + 4¢ — 2H,0

La transferencia de un electron produce intermediarios inestables (Turrens
2003). El anién superoxido (O,*) es la primera especie resultante tras la adicién
de un electrén precursor de la mayorfa de las ERO, mediador en las reacciones
de oxidaciéon y el mayor agente responsable de la toxicidad del oxigeno. Su
dismutacién puede ser espontanea o catalizada por una familia de metaloenzimas
llamada superéxido dismutasa (SOD) que produce perdxido de hidrégeno
(H,O,), molécula que puede ser reducida completa o parcialmente a agua,
produciendo el radical hidroxilo (OH") (Halliwell 1992; Turrens 2003). La
dismutacién espontanea es facilitada por niveles bajos de pH (Turrens 2003). En
el cerebro, SOD representa la mayor defensa antioxidante (Herrera-Mundo e7 a/.
2006). Remueve el O, convirtiéndolo en H,O,; hace reaccionar dos radicales
superdxido, oxidandose unos a otros (Halliwell 1992; McCord 2000) vy
disminuyendo el riesgo de que ocurra la formacién de OH’ (Coyle & Puttfarcken
1993).

20, + 2H" — H,0, + O,

A diferencia del O,*, el H,O, cruza las membranas celulares muy
facilmente. No obstante, esta molécula no califica como radical porque no
contiene electrones desapareados. Puede ser removido a través de dos enzimas:
la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx) selenio-dependiente, siendo esta
ultima la mas importante en el cerebro (Halliwell 1992; Scandalios 2002). La
remocion ocurre reduciendo la molécula a H,O y O, (Coyle & Puttfarcken 1993).

El H,O, es una molécula sumamente toxica en muchos sistemas,
particularmente en el sistema nervioso, pero su toxicidad no esta mediada por un
efecto directo, sino que es precursora de otras especies altamente oxidantes
capaces de dafiar el tejido. Ademds, reacciona con los iones de Fe®" para formar
el radical OH" a través de la reaccion de Fenton (Halliwell 1992).

Fe** + H,0, — Fe’* + OH" + OH

La autoxidacién de sustancias endégenas concentradas en ciertos sistemas
neuronales también lleva a la formaciéon de OH" (Coyle & Puttfarcken 1993).
Uno de sus efectos devastadores es la accion que lleva a cabo en los lipidos de
membrana, un proceso llamado PL.

Otro radical libre producido por diversos tipos celulares es el NO™. Esta
involucrado en el funcionamiento normal de aminoacidos excitadores y el dano
producido por su generacion en exceso. Este radical es capaz de reaccionar con
O,* para producir una molécula no radical pero sumamente toxica, el ONOO'™.
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3.2.2 Vulnerabilidad del Sistema Nervioso Central

El SNC cuenta con caracteristicas anatomicas y metabdlicas que lo hacen
particularmente vulnerable al insulto oxidante. Entre ellas se encuentran: una alta
tasa de utilizaciéon de O,; concentraciones pobres de antioxidantes comunes y una
capacidad limitada de produccién de los mismos; gran cantidad de lipidos de
membrana y aquellos que recubren los axones y que son ricos en acidos grasos
poliinsaturados, sustrato ideal para la oxidaciéon (especialmente zonas como el
estriado y el cerebelo); una tasa metabdlica aerobia elevada; la capacidad
autooxidante de muchos neurotransmisores y su catalisis por enzimas que
generan H,O,; ademas del hecho de que muchas areas del cerebro sean ricas en
Fe®*, metal que juega un papel importante en su correcto funcionamiento, pero
también capaz de provocar la formacion de radicales libres (Halliwell 1992; Coyle
& Putttarcken 1993; Abuja & Albertini 2001; Santamaria y Jiménez 2005; Sayre ez
al. 2007).

3.2.3 Daio neuronal

El sistema nervioso es susceptible de sufrir dafios, ya sea por el proceso natural
del envejecimiento, o por factores externos, como son las drogas y otras
sustancias toxicas o el desarrollo de neuropatologias. En esta tesis se hara
referencia a dos caracteristicas indicativas de que esta ocurriendo o ha ocurrido
dafio neuronal: la PL y déficit en el metabolismo energético, ambos procesos
estan vinculados fuertemente a muchas enfermedades neurodegenerativas y
alteraciones provocadas por EO.

El EO no puede ser medido en términos universales, lo que se puede
hacer es evaluar el estado oxidante con base en potencial oxidante/reductor de
una especie dada, evaluando la actividad de la mitocondria, o bien, en la
susceptibilidad de varios compuestos a la peroxidacion (Dotan ez a/. 2004). Sin
embargo, el dafio causado por EO no necesariamente involucra la PL. El dafio al
DNA vy a las proteinas puede ser igual o incluso de mayor importancia en
circunstancias 7z vivo. En el primer caso ocurre la activacion de poli (ADP-ribosa)
sintetasa que lleva a la disminucién de NAD" celular, disminucion del ATP,
incremento en la concentraciéon de Ca®" intracelular y a la postre activacion de
proteasas (Halliwell 1992). El dafio oxidante al DNA provoca la modificacion de
las bases puricas y pirimidicas, al esqueleto de desoxirribosa, rupturas a las
cadenas dobles o sencillas, asi como un entrecruzamiento entre las moléculas;

ademas, las modificaciones al DNA son potencialmente mutagénicas (Ott ef al.
2007).
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3.2.3.1 Peroxidacion Lipidica

Es un proceso deletéreo que afecta los lipidos de membranas como resultado del
ataque de radicales libres (Jara-Prado e a/. 2003). Los sustratos de la PL son
usualmente acidos grasos poliinsaturados; los acidos grasos saturados o
monoinsaturados son mucho menos reactivos y raramente participan en dicho
evento. Un solo radical induce la oxidaciéon de una amplia gama de moléculas
(Abuja & Albertini 2001; Dotan e al. 2004).

Una membrana cuyos lipidos han sido peroxidados se torna rigida, pierde
la funcién de sus canales y es incapaz de preservar su integridad. La interrupcion
en la permeabilidad de la membrana o su fragmentacién lleva a un influjo de Ca®*
y la irreversible destruccion celular. La PL esta involucrada en la excitotoxicidad
mediada por receptores NMDA (Jara-Prado ez a/. 2003). La incorporacion del
oxigeno molecular a acidos grasos poliinsaturados (LH) es el primer paso de una
cadena de reacciones que lleva a la formacién de hidroperdxidos diénicos
conjugados. Mas frecuentemente, la sustraccion de un atomo de hidrégeno a un
grupo metileno reactivo que forme parte de un residuo de acido graso
poliinsaturado por medio de algin radical (R*) o especie reactiva (Janero 1990;
Abuja & Albertini 2001; Dotan ez a/. 2004). El proceso completo consta de tres
etapas: la iniciacion, que ocurre al formarse el radical lipidico (L*); en la segunda
fase, llamada propagacion, el O, se agrega rapidamente al Le, llevando a la
generacion del radical peroxilo (LOO®), el cual puede robar un hidrégeno a otro
acido graso poliinsaturado, haciéndose una secuencia de reacciones
interminables. El lipido hidroperéxido (LOOH) es el primer producto de la PL.
La dltima fase es la terminacién, que ocurre cuando dos radicales se encuentran,
generando una molécula estable, un producto no-radical (PNR) (Abuja &
Albertini 2001).

Iniciacion de la peroxidacion lipidica
ILH + Re — [» +RH
Fase de propagacion
Le+ O,— LLOO"
LOO* +ILH — LLOOH + L
Fase de terminacion
LOO* + LOO* — PNK

Los iones de Fe*" y Cu*" aceleran la PL a través de la reaccién de Fenton,
dando un radical alcoxi (LO®) y mas radicales peroxil (LOO®) (Halliwell 2000).

La formacién y degradaciéon de todos estos productos lipidicos
peroxidados son usados para evaluar el EO (casi siempre asociado con alguna
enfermedad), comunmente expresados como dienos conjugados o como MDA

(Dotan ez al. 2004).
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3.2.3.2 Caida de la Actividad Mitocondrial

La disfunciéon mitocondrial afecta conspicuamente aquellos tejidos con gran
demanda energética, principalmente el cerebro y el muisculo. El cerebro es un
caso muy particular, pues a diferencia de otros tipos celulares, las neuronas no
pueden realizar la glucélisis cuando la fosforilacion oxidativa es limitada (Knott ez
al. 2008), misma que tiene lugar en el organelo en cuestién. Durante las primeras
etapas del metabolismo el ciclo de los acidos tricarboxilicos, la $-oxidacion y la
glucolisis resultan en la generacion de nicotidamin adenina dinucleétido reducido
(NADH) y flavina adenina dinucleétido reducido (FADH,). Cada uno de estos
co-factores aporta un par de electrones con un alto potencial de transferencia y
su oxidacion resulta en la produccion de sus equivalentes reducidos, accion que
se lleva a cabo por el complejo I, en el caso de la NADH y por el complejo 11, si
se trata de FADH,. Una vez reducidos son acarreados por los transportadores
de electrones hacia la ubiquinona. Lo electrones pasan al complejo III, al
citocromo ¢, al complejo IV y finalmente al oxigeno, el cual es reducido hasta
agua. Este flujo permite el bombeo de protones fuera de la matriz mitocondrial y
la generacion de lo que se conoce como fuerza protén-motriz, usada por el
complejo V para generar ATP (Hart & Schapira 1999).

Cualquier anormalidad en la secuencia de estos eventos puede alterar la
adecuada funcién de las células. El abatimiento en la produccién de ATP, el EO
y la induccién de apoptosis son algunas de las consecuencias cuando hay falla en
la mitocondria (Sas e al. 2007). Se ha especulado que el incremento de Glu en
ocasiones es provocado por disfunciones metabdlicas, mecanismos
preponderantes en la neurodegeneracion. La disfuncién mitocondrial también
altera la homeostasis neuronal del Ca**, el intercambio Na*/Ca**, el secuestro
mitocondrial o por parte del reticulo endoplasmico de Ca** y la actividad de la
ATPasa del mismo i6n; ademas, se induce a la produccién y desintoxicacion
anormal de radicales libres, potenciando la activacién de canales i6nicos (Greene
et al. 1998). A partir de estos postulados se generd la “hipotesis de la
excitotoxicidad secundaria” (Pang & Geddes ¢z a/. 1997), la cual explica los
mecanismos por los cuales la interrupcion metabdlica lleva a la excitotoxicidad.
La disminucién en los niveles de ATP resulta de la atrofia en las funciones de la
ATPasa Na' /K" y la subsecuente despolarizacion de la membrana, la cual lleva a
la remocién voltaje-dependiente del Mg”* que se encuentra bloqueando el canal
de los receptores NMDA induciendo, de esta manera, una activacion toxica de
los receptores ante concentraciones normales de Glu. Por otra parte, las
alteraciones metabdlicas pueden hacer a las neuronas incapaces de funcionar con
la actividad normal de los tNMDA, de ahi que se induzca un aumento en la
conductancia del Ca®", con las consecuentes alteraciones en la concentracién
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intracelular de este i6n, es decir, la inhibicion metabdlica exacerba la
neurotoxicidad dependiente de receptores NMDA (Greene ef al. 1998).

La formaciéon de ERO con la consecuente PL puede llevar a la supresion
del metabolismo mitocondrial (Ott ef al. 2007).

Resulta crucial mencionar que para fines practicos, en esta tesis se hace
referencia a la caida de la actividad mitocondrial en términos de la capacidad
reductora del complejo II de la cadena respiratoria. Cuando hay un cese de ésta
es porque ha ocurrido una inhibicion de la enzima vy, por ende, una
interrumpcion del metabolismo energético, que producira algunos de los efectos
ya mencionados.

3.3 ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

Uno de los desordenes en los cuales el EO y EN asi como las ERO y ENO
juegan un papel determinante es la EH. Nombrada asi en 1872 por George
Huntington, quien describié un grupo de pacientes que presentaban de manera
gradual defectos en el comportamiento, la cogniciéon y el movimiento (Purves ef
al. 2007).

Se trata de un mal asociado con la degeneracién de neuronas estriatales de
los ganglios basales (Santamarfa y Jiménez 2005). Este desorden es resultado de
la mutacién de una secuencia altamente conservada en el brazo corto del
cromosoma 4, cuyo locus originalmente mapeado fue 4p16 (Bertram & Tanzi
20006) y es transmitido de manera autosémica dominante (Gusella ez a/ 1983;
Santamaria & Jiménez 2005) en el 90% de los casos, mientras que en el 10%
restante se considera que se origina de nove, ya que proviene de padres
asintomaticos (Bertram & Tanzi 2006). El gen responsable de esta enfermedad,
gen HTT, codifica para una proteina de 350 kDa, la huntingtina (altamente
conservada) (Bertram & Tanzi 2000), que cuenta con una forma citosélica y una
nuclear, ambas asociadas con microtubulos y vesiculas sinapticas. De manera
normal es ampliamente expresada en el sistema nervioso y en tejido no neuronal.
Tiene una funcién critica en el desarrollo temprano y puede jugar un papel
importante en el transporte axonal (Wichmann & DelLong 2006).

En los pacientes con EH se degeneran las neuronas espinosas medianas
que se proyectan hasta el segmento externo del globus pallidus. En ausencia de
aferencias inhibidoras normales desde las neuronas espinosas, las células del globus
pallidus externo se tornan anormalmente activas; esta actividad reduce las
eferencias excitadoras del nicleo subtalamico hacia el globus pallidus interno. En
consecuencia, se reducen las eferencias inhibidoras de los ganglios basales. Sin la
influencia limitante de los ganglios basales, las neuronas motoras superiores
pueden ser activadas por sefiales inapropiadas, lo que conduce a movimientos
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balisticos y coreicos (similares a un baile) no deseados, mismos que caracterizan
esta enfermedad (Purves e7 a/. 2007).

3.3.1 Modelos de la Enfermedad de Huntington

Se han diseflado diferentes maneras de abordar el complejo problema que
significa la neurodegeneraciéon presentada en la EH. Mas alla del simple
entendimiento y dado que se trata de un mal que afecta al humano, el enfoque
del modelo de estudio ha sido con fines terapéuticos. Los tipos de modelos mas
explotados se reducen practicamente a dos: modelos de manipulacién genética y
modelos fenotipicos.

Los modelos de manipulaciéon genética estan basados mayoritamente en
ratas, ratones y primates debido al alto grado de analogfa que guardan con los
humanos y a la practicidad en su manipulacién. Todos ellos son muy relevantes
pues imitan cercanamente los sintomas clinicos y neurobiolégicos de la EH
(Botlongan ez al. 1997). Son los modelos murinos los que han sido mas
arduamente investigados. Existen ratones Anock-in, en los cuales se provoca la
mutaciéon en un gen endégeno (Reddy ef a/ 1999), o sea, en el gen Hdh que
codifica para la huntingtina en el raton (Menalled & Chesselet 2002). Estos
estudios se realizaron con la finalidad de comprender si el contexto de la
secuencia de la proteina es importante para la toxicidad de la poliglutamina
(Reddy ez al. 1999). Ordway y colaboradores en 1997 desarrollaron un modelo
con 146 repeticiones de CAG que insertaron en el gen de la hipoxantina
fosforibosiltrasnferasa de ratén, proteina no involucrada con ningun tipo de
desorden provocado por expansion de la glutamina. FEl ratén mutado expresoé la
poliglutamina en tal proteina y en la etapa adulta desarroll6 un fenotipo
neurologico que lo condujo a la muerte. Con este trabajo se pudo demostrar que
la poliglutamina per se tiene efectos nocivos. Otro estudio del tipo knock-in se
hizo al expander 50 veces el triplete CAG en el gen Hdh del ratén, homoélogo al
HTT de humanos, observando que no se produjo ningin cambio de tipo
conductual o patologico en los animales (White ez 2/ 1997). Sin embargo, en
lineas de ratones donde se encendi6 el gen de la neomicina en el exén 1 como
parte de la estrategia, se obtuvo que cuando los roedores eran homocigotos
tenfan un desarrollo cerebral aberrante, pero los de condiciéon heteréciga no
presentaban ninguna anormalidad (White ez a/. 1997).

También estan los ratones knock-ont, que involucran la anulaciéon de la
expresion del gen. Entre los avances obtenidos se tiene que en todos los casos, el
fenotipo homocigoto fue letal durante la embriogénesis (Zeitlin ez al. 1995;
Brouillet ez al. 1999; Reddy ez al. 1999). Los ratones heterocigotos para Hdh
mostraron dos vertiente en cuanto a fenotipo se refiere; una linea resulté normal,
mientras que en la otra, los ratones presentaron alteraciones motoras, déficit
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cognitivos y una pérdida neuronal significante en los nucleos subtalamicos (Nasir
et al. 1995; Brouillet ez al. 1999). A pesar de lo poco esclarecedores que resultaron
estos estudios, al menos se pudo confirmar que la EH no es causada por la
simple pérdida de una funcién proteica (Brouillet ¢z a/. 1999).

Finalmente, estan los ratones transgénicos, donde el gen mutado foraneo
es introducido (Reddy e a/. 1999). De este dltimo tipo de animales hay dos casos
generales, aquel en el que se expresa el exon-1 del gen humano de la huntingtina
(HTT) y otro en el que se expresa el gen HTT en su totalidad, las dos lineas de
ratones poseen ademas ambos alelos silvestres de la huntingtina de raton (Beal &
Ferrante 2004). Entre los avances en este campo destacan la generacion de
varios ratones que contienen 44 tripletes CAG de cDNA, o bien, cepas con el
ex6n 1 del brazo corto del cromosoma 4 mutado, que generan entre 115 y 156
copias de CAG.  Seis lineas (CAG),, resultaron exitosas; en dos de ellas se
encontraron altos niveles del mRNA transgénico sin que se expresara la proteina
mutada y todos presentaban un fenotipo normal (Goldberg e al 1996;
Mangiarini ez al. 1996; Brouillet e al. 1999; Reddy e al. 1999). Por otra parte, tres
lineas con el exén 1 mutado, se expresaban ampliamente tanto a nivel de mRNA
como a nivel de proteina; en estos casos los defectos neurologicos si se
apreciaban (Brouillet ez a/. 1999).

El primer transgénico exitosamente generado fue aquél que contenia la
sobreexpresion del exén 1 del gen que codifica para la huntingtina en humanos; a
esta cepa de ratones se le llamoé R6 (Mangiarini ez a/. 1996; Menalled & Chesselet
2002). Muchas lineas se generaron a partir de los R6, pero las mas trabajadas
debido a su eficiencia, son la R6/2 que provocan deficiencias motoras a las 4 6 5
semanas posteriores al nacimiento, otras anormalidades aparecen hasta las 8
semanas, encontrando la muerte tempranamente, entre las 10-13 semanas. El
fenotipo que presentan es severo, incluye la pérdida de peso, diabetes, rigidez,
temblores y convulsiones (Mangiarini ez al. 1996, Carter et al. 1999; Hurlbert e al.
1999; Menalled & Chesselet, 2002). Una autopsia demostré una evidente pérdida
de peso en el tejido cerebral, no obstante, la muerte neuronal fue minima
(Hutlbert ez al. 1999; Menalled & Chesselet, 2002). La otra linea de ratones que
resultd altamente eficiente como modelo de estudio fue la R6/1. Estos ratones
muestran un curso mas progresivo de la enfermedad, en algin momento llegan a
presentar inclusiones nucleares (Davies & Scherzinger 1997, Menalled &
Chesselet 2002). Las mayores diferencias entre R6/1 y R6/2 son la expansion
del triplete CAG (115 vs 150), siendo esta ultima mas agresiva (Davies &
Scherzinger 1997; Cepeda ez al. 2007); y la baja expresion del transgen mutado
comparado con el silvestre, 31% contra 75% (Mangiarini e al. 1996; Menalled &
Chesselet, 2002).

De manera general, son los modelos knock-in los que generan mas
contribuciones al entendimiento de cualquier enfermedad, no obstante, el
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desarrollo de estrategias de este tipo no se han extendido lo suficiente, ya que su
manejo es muy complejo y la viabilidad de los organismos es reducida, lo que lo
vueleve un proceso sumamente costoso (Menalled & Chesselet 2002).

3.3.1.1 Modelos Fenotipicos

La terapia génica se ha convertido en el siguiente paso logico para encontrar una
cura a la EH; sin embargo, parece no estar disponible en el futuro cercano. Por
ello, los modelos farmacolégicos probados en animales se convierten en una
alternativa bastante tangible (Botrlongan ef a/ 1997). Los modelos fenotipicos
hacen referencia a aquellos disefios experimentales donde a partir de una técnica
cualquiera (que no implique manipulacion genética) se induce una respuesta que
se evidencia explicitamente en animales; en este caso, se reproducen
caracterfsticas muy similares a las apreciadas cuando ocurre la EH.

Los modelos fenotipicos de la EH son las mejores estrategias, en términos
practicos, para proponer y probar nuevas terapias (Brouillet ez @/ 1999). Dos son
los mas estudiados debido a la fidelidad que guardan con el padecimiento; el del
QUIN v el del 3-NP administrados a roedores. El QUIN es una sustancia
endogena producida de manera natural durante el metabolismo de las kiruneninas
(Santamaria y Jiménez 2005), mientras que el 3-NP es una toxina producida por
el hongo Arthrinium sp. (Alexi et al. 1998; Silva-Adaya ez al. 2008).

Ambos compuestos se parecen mucho en su modo de accién, ya que el
QUIN tiene la capacidad de sobre-excitar los receptores NMDA, principalmente,
pero también es capaz de provocar EO y anormalidades en el metabolismo
energético; mientras que el 3-NP se distingue por interrumpir el metabolismo a
través de la inhibicion irreversible de la succinato deshidrogenasa (SDH), aunque
también puede provocar excitotoxicidad y EO (Silva-Adaya ez a/. 2008).

3.3.1.1.1 Modelo del Acido Quinolinico

El 23-piridina acido dicarboxilico o QUIN es un metabolito endégeno del
triptéfano proveniente de la via de las kinureninas (KYN), precursor del NAD”
en los 6rganos periféricos de los mamiferos (Wolfensberger ez a/. 1983; Heyes ef
al. 1992; Santamarfa y Jiménez 2005; Sas e a4/ 2007). Es un aminoacido
heterociclico (tig. 9) que ejerce acciones excitadoras en el sistema nervioso central

de mamiferos (Wolfensberger ez al. 1983).
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Figuta 9. Estructura quimica del acido quinoh'nico Imagen tomada de [hitp:/ | commons.ikimedia.org].
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Generalmente actia como agonista selectivo de los receptores NMDA
(tNMDA), promoviendo eventos de excitotoxicidad a nivel estriatal y
mecanismos de dafio neuronal, tales como la disminucion de GABA; la
despolarizacion de la membrana con el excesivo incremento en las
concentraciones citosélicas de Ca*"; el agotamiento de las reservas de ATP; la
produccién de radicales libres, EO y muerte neuronal (fig. 10). El QUIN induce
la acumulacién de Fe®* y la formacién del complejo QUIN-Fe**, el cual
promueve la reaccion de Fenton y la generaciéon de radicales libres. A diferencia
de otros compuestos, es su cualidad de quelante la que explica su naturaleza
oxidante (Pérez ef al. 1996; Santamaria e a/. 2001; Santamaria y Jiménez 2005; Sas
et al. 2007). Al ser un agonista débil de los INMDA, es capaz de ejercer sus
efectos neurotéxicos a través de mecanismos independientes a ellos, como son el
EO (ya que la formacién del complejo QUIN-Fe** media la generacién de ERO
y ERN), 1a alteracién de algunos sistemas antioxidantes y la generacion directa de
ERO y ERN en el tejido nervioso completo (Pérez-De La Cruz & Santamarfa
2007). Ademas, tiene la capacidad de modificar el modus operandi de antioxidantes
endégenos como el glutation (GSH) y su forma oxidada y la CuZn-SOD. Posee
la habilidad de generar OH" durante las primeras etapas de toxicidad. Especies
derivadas del nitrégeno como el NO™ y ONOO™ estan involucradas en la
neurotoxicidad y dafio oxidante inducido por QUIN (Santamaria y Jiménez
2005).

El QUIN administrado en animales se considera un modelo de dano
excitotoxico, pero no solo provoca ese tipo de alteraciones, también induce EO,
EN vy eventos de inflamacién en el SNC sumado al déficit energético, aunque
éste, es provocado a su vez, por la actividad reiterada de los receptores
glutamatérgicos. Como ya se menciond, forma parte del metabolismo y es
tacilmente localizable en las células de la glia y los macrofagos. Estas células, en
presencia de astrocitos, pueden contribuir indirectamente al dafio neuronal, ya
que constituyen un sustrato para la producciéon de QUIN. Este agonista
selectivo de INMDA esta presente en el cerebro y en el liquido cefaloraquideo de
todos los mamiferos en concentraciones nanomolares que fluctdan entre 50-100
nM, niveles muy bajos en comparaciéon con otros aminoacidos excitadores; se
han percibido incrementos que alcanzan el orden de micromolares, en pacientes
con desordenes neurologicos con componentes inflamatorios e infecciosos
(Wolfensberger ez al. 1983; Gonzalez-Cortés & Santamaria 2007; Sas ef al. 2007).

En la EH se encuentran activados y regulados varios factores
involucrados en procesos de inflamacién. Entre ellos, células de la microglia,
caspasa-1, caspasa-3, la enzima inducible 6xido nitrico sintasa (iINOS) y el factor
NF-»B. De la misma forma, los compuestos del complemento estin ampliamente
expresados en el caudado de cerebros con EH (Gonzalez-Cortés & Santamaria
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2007); por ello, el QUIN es un excelente modelo de dicho padecimiento, dado
que también es capaz de evocar cascadas de inflamacion.

Figura 10. Efectos de la toxicidad mediada por QUIN (Giorgini et al. 2005).

Se ha evidenciado que después de haber recibido una infusién de QUIN,
los estriados de rata presentan evidente microgliosis, astrigliosis 'y
neurodegeneracion. La activacion de la microglia en respuesta a la neurotoxina es
responsable de la expresiéon de la interleucina 6 (IL-6) y potencia el dafo
liberando mas Glu y QUIN al dominio extracelular, facilitando de esta manera la
excitotoxicidad. La toxina endégena, ademas, induce a los astrocitos a la
produccién de altas cantidades de la quimocina monocito quimioatrayente
proteina-1 ~ (MCP-1), proteina expresada en respuesta a estimulos
proinflamatorios, principalmente por intervencion del NF-»B.

Todos estos procesos activan factores de transcripcion que, como ya se
menciond, producen mediadores de la inflamacion capaces de estimular la
respuesta de la microglia, generando un ciclo repetitivo de dafio. Dichos eventos
llevan a la muerte neuronal y a la consecuente gliosis reactiva. Es entonces
cuando los astrocitos y la microglia activada liberan mas citocinas, quimiocinas y
otras moléculas proinflamatorias que afectan directamente la permeabilidad de la
barrera hematoencefalica y permiten la infiltraciéon de leucocitos.

Aun es incierto si los niveles extracelulares de QUIN durante los eventos
inflamatorios son lo suficientemente altos como para producir excitotoxicidad,;
sin embargo, experimentos iz vitro demuestran que el QUIN puede estimular la
liberaciéon de Glu en fracciones sinaptosomales, inhibiendo ademas su recaptura
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por los astrocitos y contribuyendo a un aumento en la concentraciéon extracelular
del neurotransmisor, lo que lleva a una sobre-estimulaciéon de la transmision
glutamatérgica (Gonzalez-Cortés & Santamaria 2007).

El uso de este metabolito de las KYN en disefios experimentales confirma
su fidelidad al reproducir las caracteristicas fenotipicas de la EH: los cambios
producidos en los niveles de Glu, GABA y otros aminoacidos; peroxidacion de
lipidos; dafo a la funcién mitocondrial y al DNA (Stone 2001). ILa
administracién aguda intraestriatal de QUIN (0.5-1 pLL a 240 nmol) sugiere que el
QUIN dafia un grupo selecto de células estriatales que incluyen respuestas
rapidas y cambios premoérbidos en la estructura del estriado y/o funcién de las
neuronas relativas a la estructura. Ademas, evidencia un incremento de la
actividad motora, aunado a la conducta de “giro de barril” (caracteristica que no
correlaciona del todo con aspectos clinicos) y convulsiones episddicas posteriores
a la infusion de la toxina (Portera-Cailliau ez a/. 1995; Bazzet et al. 1996a).

Otros estudios arrojan que la inyeccién intraestriatal de 240 nmol/ul. de
QUIN induce respuestas de EO, lo cual sostiene la posible relaciéon entre este
fenémeno y la excitotoxicidad. Ademas se ha visto que concentraciones
micromolares (20-100 pM) favorecen la PL y disminuyen las defensas
antioxidantes, indicando la capacidad intrinseca de la molécula para provocar EO
a través de mecanismos independientes a los receptores NMDA (Schuck ez a/,
2007).

En experimentos de corte conductual se han caracterizado lesiones
unilaterales y bilaterales (a nivel estriatal) con QUIN; observando que con las
unilaterales no se presentan anormalidades motoras espontaneas, sino que se
necesita la estimulaciéon de receptores dopaminérgicos por medio de algun
agonista, lo que provoca una conducta aberrante de rotacién, pero ninguna otra
alteracion motriz. Un elevado numero de rotaciones es considerado como una
caracteristica analoga del sindrome hipercinético. Ademads, la inyeccion bilateral
induce hiperactividad nocturna persistente y espontanea (Brouillet ez a/. 1999). Es
importante mencionar que en el caso de las lesiones unilaterales, el estriado ileso
puede compensar las deficiencias neuroquimicas y/o funcionales.  lLa
administracién cronica intraestriatal de esta sustancia provoca deficiencias en la
memoria espacial, sugiriendo que emula los efectos cognitivos de la EH (Sas ez .
2007).

Schwarcz (1983) demostré que la inyeccion unilateral intraestriatal de
QUIN 2150 nM a ratas provocaba movimientos ténico-clénicos en las
extremidades superiores contralaterales a la lesion, acompanados por eventos
esporadicos de giro de barril; a otro nivel, se detecté que la actividad de los
elementos dopaminérgicos aumento en el estriado.  El analisis ultraestructural
del estriado, 4 dfas después de haber infundido 60 nmoles de QUIN revelaron
disturbios en el neurépilo y las neuronas, los cambios mas conspicuos fueron un
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hinchamiento de las dendritas y un decremento de los complejos sinapticos.
Disminuy6 la actividad estriatal de la acido glutamico descarboxilasa y de la
acetilcolintrasferasa (enzimas participantes en la producciéon de GABA), también
las neuronas colinérgicas lo hicieron de manera dosis-dependiente con respecto al
QUIN. Estos estudios también permitieron elucidar que al inyectar al metabolito
del triptéfano directamente en el hipocampo existe una vulnerabilidad selectiva
de las células piramidales comparada con las células granulares (Schwarcz ez al.

1983).

3.3.1.1.1.1 Hipétesis kinurinérgica

En los mamiferos el triptéfano es metabolizado por diferentes rutas. ILa mas
conocida es la serotoninérgica; la menos conocida, pero también la principal
alternativa, es la via de las KYN, cuyos productos finales son el acido nicotinico y
sus dos principales coenzimas: NAD" y NADP (Heyes ¢# a/. 1992; Sas et al. 2007).
Esta ruta comprende dos productos neuroactivos adicionales: la  3-
hidroxikinurenina (3-HK) y el KYNA (Guidetti ef 4/, 2006). La maquinaria
enzimatica para su catabolismo existe tanto en el cerebro como en la periferia,
teniendo una mayor presencia en este ultimo sitio (Sas ¢z a/. 2007). En el SNC la
via de las KYN ocurre principalmente en las células de la glia y reduce al
triptofano en un sinnumero de metabolitos (fig. 11) (Pérez-De La Cruz &
Santamaria 2007).

El consumo de KYN ocurre rapidamente en astrocitos y células de la
microglia; en cambio, el KYNA no puede ser removido del espacio extracelular
porque no hay proceso catabdlico o de reabsorcién capaz de hacerlo. De
manera similar, no existe ningin mecanismo para remover a QUIN del medio
extracelular, quiza ésta sea una de las razones por las cuales es tan altamente
toxico; cualquier cambio minimo en los niveles de esta molécula es
potencialmente peligroso (Sas ez al., 2007).

Aparte de ser una ruta normal de la red metabolica, la via de las KYN
participa en muchos eventos toxicos que se relacionan con diferentes
enfermedades neurodegenerativas (Pérez-De La Cruz & Santamarfa 2007), lo que
la ha convertido en una importante fuente de estudio para el desarrollo de un
sinnumero de farmacos. Al ocurrir con una frecuencia mayor a la normal, puede
producir elevaciones en la concentracion de KYNA y QUIN (Stone 2001). La
actividad neurobiologica del QUIN podria por tanto, estar ejerciendo
mecanismos subyacentes en la mayoria de las afecciones del sistema nervioso
(Stone 2001). Se han detectado niveles mas altos de QUIN en el fluido
cerebroespinal asi como en el cerebro de pacientes con algunas patologias
neurologicas, como son la encefalopatia demencial por SIDA, infecciones en el
sistema nervioso, encefalomielitis alérgica, trauma espinal, epilepsia, Parkinson,
demencia senil, EH e isquemia y procesos normales como el envejecimiento. Las
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concentraciones fisiolégicas en cerebro humano, de ratas y ratones fluctian entre
los 0.03 y los 0.1 puM, mientras que en enfermedades neurodegenerativas y
neuroinflamatorias, éstas aumentan en un rango que va de las 10-246 veces mas
altas (10-40 pM) (Stone 2001; Sas e al. 2007; Schuck ez al. 2007).
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Figura 11. Enzimas y metabolitos involucrados en la via de las kinureninas. (a)
Indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), (b) triptéfano 2,3-dioxigenasa (catalizan la misma reaccion
pero ésta s6lo presente en higado), (c) formamidasa, (d) KYN-aminotransferasas (KATs), (e)
kinureninasa, (f) KYN-3-hidroxilasa, (g) kinureninasa, (h) acido 3-hidroxiantranilico oxigenasa,
(i) arreglo no enzimatico, (j) fosforribosa transferasa. Otro de los productos finales de la via es
la nicotinamida. Imagen modificada (Heyes et al. 1997).
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La naturaleza endégena del QUIN sugiere que puede ser un agente
potencialmente involucrado en la patogénesis de la EH. Es responsable de la
formacién desproporcionada de ERO en el estriado y la corteza de pacientes con
el padecimiento junto con otro metabolito kinurinérgico: la 3-HK (Pérez-De La
Cruz & Santamaria 2007). Se ha propuesto que QUIN, KYNA y 3-HK modulan
la muerte neuronal excitotoxica en la EH. 3-HK induce la muerte neuronal
“tipo-EH” en cultivos de neuronas estriatales y potencia la excitotoxicidad del
QUIN en condiciones iz vivo e in vitro; mientras que KYNA es altamente efectivo
en la prevencion del dafio ocasionado por QUIN y 3-HK (Guidetti ez a/. 2004).
El hecho de que el dano excitotéxico pueda ser disparado por concentraciones
de QUIN dentro del rango fisiolégico, sugiere que el QUIN endogeno podria
tener un papel relevante en la neurodegeneracion de la EH (Guidetti ez a/. 2000).

La hipotesis kinurinérgica, propuesta en 1980 por Schwarcz vy
colaboradores, propone que el exagerado incremento en las concetraciones de
diferentes compuestos de la via de las KYN, asi como alteraciones en las
reacciones que la conforman, podrian ser los agentes causales de la EH. Esto
cobra fuerza con diversas observaciones que delatan semejanzas entre la
neuroquimica e histopatologia de la enfermedad y los efectos producidos por la
inyeccion intraestriatal de QUIN.  Especificamente al desbalance entre 3-
HK/QUIN (usualmente un incremento) y el despunte del KYNA en la cascada
de reacciones. Tales procesos juegan un papel critico en las primeras etapas de
neurodegeneracion en la EH. No obstante, la mediciéon de los niveles de QUIN
en etapas tardias de la enfermedad no apoyan esta idea (Guidetti ¢f a/. 2004; Sas ez
al. 2007).

3.3.1.1.1.2 Excitotoxicidad

La excitotoxicidad es uno de los principales mecanismos que lleva a la muerte
celular en muchas neuropatologias y juega un papel muy importante en la
neurodegeneracion de la EH (Willner ez a/. 1994). Este término se refiere a los
efectos deletéreos relacionados con altas concentraciones de Glu, a la exagerada
interaccién de éste con sus receptores, a la despolarizaciéon sostenida, a la
consecuente entrada masiva de Ca** a la célula (fig. 12). Los tNMDA estin
ampliamente distribuidos y cuentan con un canal complejo permeable a este i6n,
el cual dispara rutas letales que involucran enzimas proteoliticas. También
incrementa los niveles de ERO y ERN, potencia la liberacién de mas Glu y
propaga el dano celular induciendo finalmente a la muerte (Pawley ez a/ 1996;
Pérez et al. 1996; Brouillet ef al. 1999; Boeck ez al. 2004; Sapko et al. 2006; Pérez-
De La Cruz & Santamarfa 2007).
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Figura 12. Respuestas celulares ante la excitotoxicidad. A la derecha se aprecia que un
exceso de Glu provocado por una disminucion en los transportadores gliales de Glu, conduce
a la sobreestimulacién de los INMDA vy, consecuentemente, a un exagerado influjo de Ca**
hacia las neuronas. Este i6n actia negativamente sobre organelos como la mitocondria y el
reticulo endoplasmico (RE), aumentando el EO y apoptético. A la izquierda se representa
como la pérdida de estimulos tréficos (como el del factor neurotréfico derivado de cerebro,
BDNF por sus siglas en inglés) o inhibidores (baja actividad de los receptores de GABA)
hacen a las células mas suceptibles a la excitotoxicidad Imagen modificada (Ross & Cleveland, 2006).

En la citologia de las neuronas, este fenémeno implica un hinchamiento
del soma dependiente de los niveles extracelulares de Na* y CI, seguido de un
incremento masivo de las concentraciones intracelulares de Ca®* a través de los
canales sensibles a voltaje, o bien, por medio de tNMDA; la neurotoxicidad sera
mayor si ocurre via estos dltimos. En la fase final, se produce la activacion de
varias rutas bioquimicas, en las cuales las fosfolipasas, proteasas, cinasas y
enzimas moduladas por caldmodulinas, juegan un papel determinante. La
entrada masiva de Ca** a la mitocondria resulta en un bloqueo de la cadena
respiratoria. De hecho, una disminuciéon en los niveles de ATP afecta el
intercambio catidénico a través de la ATPasa de Na'/K', provocando una
despolarizacion parcial de la membrana citoplasmatica que puede activar los
receptores NMDA y los canales dependientes de Ca**, elevando a su vez la
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concentracion celular del mismo. Todos estos eventos llevan al incremento en la
produccién de radicales libres y demas especies derivadas del oxigeno, que
pueden llegar a producir cambios irreversibles en la composicion de los lipidos y
alteracion en las funciones de las proteinas y acidos nucleicos (Brouillet e# al.
1999). El flujo catidénico a través de los INMDA, especialmente el de Ca**, es un
evento clave para que se desencadene la excitotoxicidad (Greene ef al. 1998).
Generalmente, cuando la excitotoxicidad provoca la muerte es a través de un
proceso necrético (Brouillet ef a/. 1999), pues se presenta un hinchamiento celular
y una fragmentacion cadtica del DNA, aunque también es capaz de provocar
apoptosis (Browne & Beal 2004).

Un posible mecanismo a través del cual la excitotoxicidad ocurre en la EH
puede ser la interrupcion progresiva del metabolismo energético, que puede llevar
a la muerte neuronal por excitotoxicidad secundaria. La sintesis incompleta de
ATP puede causar la despolarizacion parcial de la membrana neuronal con la
subsecuente liberacién voltaje-dependiente del i6n de Mg®* que se encuentra

bloqueando los canales de los receptores NMDA (Willner ef a/. 1994).

3.3.1.1.2 Modelo del Acido 3-Nitropropiénico

El 3-NP, por su parte, es un metabolito del nitropropanol (fig. 13). En la
naturaleza se encuentra como una toxina fungica propia de hongos del género
Arthrinium, también en algunas plantas leguminosas como Indigofera o Astragalus;
que tras ser ingeridas por animales o humanos se evidencia intoxicaciéon y
decaimiento en las funciones motoras (Brouillet ef a/. 1999).
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Figura 13. Estructura quimica del 3-NP  Imagen tomada de [bttp:/ | wwmw.scbt.com]

Interrumpe la cadena de transporte de electrones en la mitocondria a
través de la inhibicién del complejo 11, la SDH, lo que provoca déficit energético
y eventos neurodegenerativos en mamiferos, sumados a descompensaciones en
otras funciones y procesos celulares, como la sintesis de proteinas y la
restauracion de los gradientes i6nicos (fig. 14) (Ludolph ez a/. 1991; Wiillner 7 al.
1994; Fink ef al. 1996; Alexi et al. 1998; Herrera-Mundo ez al. 2006). El complejo
IT juega un papel importante en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (oxidando el
succinato a fumarato) y es un punto de entrada de electrones en la cadena
respiratoria a nivel del ubiquinol. Este bloqueo puede ocurrir por la similitud
estructural e isoeléctrica que el succinato guarda con el 3-NP. Se ha propuesto
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que el 3-NP se oxida a 3-nitroacrilato, una molécula inestable que luego reacciona
con algunos residuos en el sitio activo. Hay una cisteina en el sitio activo que se
une a otro inhibidor: el oxalacetato, posible residuo involucrado (Huang ez a/.
2005). Por este mecanismo el 3-NP impide que se complete el ciclo de Krebs y
el flujo de electrones en la cadena respiratoria (Beal ez a/. 1993).

Blogqueo de la
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J
Figura 14. Esquematizacion de los efectos nocivos del 3-NP. Esta toxina actia
uniéndose de manera irreversible al complejo de la succinato deshidrogenasa (SDH),

provocando una interrupcion del metabolismo energético y otras alteraciones similares a las

que ocurren durante la enfermedad de Huntington (BEH). Imagen modificada (Beal & Ferrante 2004).

La ingesta accidental de 3-NP produce degeneracién asociada con los
nuicleos del caudado-putamen, con severos sintomas neurolégicos en humanos;
por eso es que asemeja tan bien la EH (Brouillet e 2/ 2005). Se cree que esta
selectividad puede deberse a la alta tasa metabolica de esta region y a los altos
contenidos de tfNMDA (Botlongan ¢ al. 1997). Aunque se desconoce el
mecanismo exacto por el cual esta toxina actta, la administracién sistémica
produce lesiones estriatales selectivas, involucradas en eventos de excitotoxicidad
secundaria a través de receptores ionotrépicos de Glu, los cuales pueden
desencadenar mecanismos de muerte neuronal por necrosis mayoritariamente o
por apoptosis, en menor grado, que involucran a las calpainas como efector
central.  Ademas, la toxina provoca una disminucion en los niveles de GSH,
altera su actividad e incrementa los niveles de ERO y ERN (Herrera-Mundo ez .
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2000); se disparan importantes eventos de EO (Kim & Chan 2002); reduce el
numero de neuronas GABAérgicas del estriado, de sustancia P, somatostatina,
neuropéptido Y, asi como neuronas dopaminérgicas (Botrlongan ez al. 1997). Es
importante mencionar que también es capaz de inhibir la fumarasa, la isocitrato
liasa y la acetilcolinesterasa (Fink e7 a/. 1996).

En tratamientos cronicos el 3-NP provoca la relocalizacion del citocromo
c del interior de la mitocondria hacia el citoplasma, probablemente asociada con
la pérdida del potencial de membrana mitocondrial. Tales tratamientos replican
los defectos mitocondriales que se presentan en el transcurso de la EH. El
bloqueo en la produccién de ATP puede producir alteraciones en las ATPasas de
Na®/K", lo que lleva a la reduccion del potencial de membrana, que a su vez,
ocasiona la liberacién voltaje-dependiente del i6n de Mg** que se encuentra
obstruyendo los canales de los receptores NMDA y, por consiguiente, se induce
la sobreactivacion de los mismos por medio del Glu asi como a un influjo
anormal de Ca’". Por otra parte, se ha observado que neuronas estriatales
primarias tratadas con 3-NP inducen la liberacién citosélica de factores
mitocondriales apoptogénicos, que son relocalizados en la membrana
mitocondrial gracias a miembros de la familia pro-apoptética Bel-2 (Brouillet ef .
2005); adicionalmente, lleva a la activacién secundaria de enzimas Ca*'-
dependientes como la fosfolipasa A, y la NOS, también provoca una excesiva
liberaciéon de dopamina, la cual puede generar H,O, al ser metabolizada (Shih ez
al. 2005).

Otro cambio importante es la produccion anormal de ERO, lo que lleva al
dafio de organelos y compuestos presentes en las neuronas. También provoca la
activacion de proteasas ejecutoras que inducen la muerte celular; por ejemplo, es
capaz de disparar la activacién de la caspasa-3. Bajo tratamientos crénicos y
agudos con 3-NP también ocurre la activaciéon de calpainas, un factor que induce
la degeneracion estriatal (Brouillet e @/ 2005). La administraciéon de 3-NP a
animales se reconoce como un buen modelo para la EH porque las
consecuencias conductuales en presencia de la neurotoxina son homologas a las
del padecimiento real, también porque provoca que se presenten las mismas
caracteristicas anatomicas, histolégicas y neuroquimicas de la patologia
(Koutouzis ez al. 1994). A pesar de que en ratas no se replica el componente
discinético de la enfermedad, se producen alteraciones cuantificables en
anormalidades en el andar de los animales y algunas distonias, caracteristicas
también asociadas al progreso de la enfermedad (Guyot ez a/. 1997).

Se distingue al 3-NP suministrado en animales como un modelo de déficit
energético, pero ademas induce excitotoxicidad y EO, resultando en un dafio
que se aumenta debido a la reduccién de los niveles de ATP (Smith ez a/. 2008).
En modelos 7z vivo, la neurotoxina produce anormalidades en la homeostasis del
Ca™, resultando en un incremento citosélico del mismo (Brouillet e# a/. 2005). La
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administraciéon sistémica de 3-NP produce la selectiva degeneracion estriatal,
comenzando por la parte dorsolateral de la estructura y difundiéndose hacia la
region ventral; el tipo de degeneracién que se aprecia estd mayoritariamente
vinculado con la apoptosis (Garcia ez al. 2002). A diferencia del QUIN, este
agente toxico si es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica. A pesar de
que la toxina es manejada como un buen modelo para EH, su uso es
controversial, puesto que la infusién sistémica, pero no la que se hace
directamente en el estriado, es capaz de reproducir en ratas las caracterfsticas
histopatoldgicas idénticas a EH, pero se discute que la duracién y las dosis, mas
que la via de administracion, son las responsables de que éstas sean evocadas
(Guyot et al. 1997). Algunos trabajos demuestran que solo su administracion
cronica y sistémica produce disfunciones motoras y estriatales comparables con
muchas de las caracteristicas de la EH (Brouillet ¢ /. 1999). No obstante, la
infusién por cualquier via induce diferentes de lesiones (Borlongan e a/. 1997).

3.3.1.1.1.2.1 Déficit Energético

Durante mucho tiempo la hipétesis dominante de la degeneracion estriatal en la
EH estuvo basada en la excitotoxicidad. No obstante, el desarrollo del modelo
del 3-NP permitié incluir la posibilidad de que el déficit energético también
pudiera estar involucrado (Hickey & Morton 2000).

Una interrupcién en el funcionamiento mitocondrial o una falla en el
suplemento de oxigeno producen un dano rapido y severo. Alteraciones en las
funciones de la cadena respiratoria y el dafio a la misma por radicales libres
acarrea una reducciéon de los niveles de ATP, lo que lleva rapidamente a un
aumento en los niveles citosélicos de Ca** (Halliwell 2006; Hart & Schapira
1999). La disminucion en la concentracion de ATP provoca un incremento en la
estimulacion glutamatérgica, generando un ciclo aberrante que provoca dafio a la
neurona (Koutouzis ez al. 1994).

La deficiencia energética provocada por la toxina dafna a las neuronas en
parte porque aumenta la susceptibilidad de las mismas a los efectos téxicos de los
aminoacidos excitadores. Los bajos niveles de ATP disminuyen la funcién de las
bombas de Na*/K", lo que lleva a la despolarizacién de la célula y la activacion
de los receptores NMDA. El resultante influjo de Ca®" producido por el Glu es
también un fenémeno mediador de dano (Fink ez a/ 19906).

3.4 Compuestos con Actividad Antioxidante y Proenergética

La preponderancia del dafio oxidante y la formacién de ER en las enfermedades
neurodegenerativas se han evidenciado a través de muchos procesos
experimentales. Por ello, se ha promovido la bisqueda de tratamientos que
prevengan, minimicen o eliminen sus efectos, entre los cuales destacan aquellos
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basados en compuestos que funcionan como antioxidantes, o bien, que planteen
alternativas a la célula una vez que se le ha retado con un insulto que altera su
capacidad de generar energfa. La lista de este tipo de compuestos es muy extensa
y el grado de restablecimiento de la integridad y funcionalidad celular difiere
dependiendo de qué molécula se trate y de su forma de administracion.

En el presente trabajo se consideraran dos diferentes compuestos, uno
cuya caracteristica principal es actuar como un mediador alternativo para el
metabolismo energético, L-CAR y otro que funciona atrapando radicales libres y
atenuando el dafio que ocasionan, la SAC.

3.4.1 L-carnitina

La Levo-carnitina (acido 4-IN-trimetilamonio-3-hidroxibutirico o L-CAR) es un
aminoacido natural, juega un papel fisiolégico importante en el metabolismo
intermedio de los humanos y actia como antioxidante y precursor energético (fig.
15). Es un derivado de dos aminoacidos esenciales: la L-lisina y la metionina.
Desempefia un papel primario como mediador en el transporte de acidos grasos
de cadena larga hacia la mitocondria a través de la formaciéon de acil-ésteres,
facilitando la entrada de estos al ciclo de la 3-oxidaciéon y la produccion de ATP
(Furuno ez al. 2001; Bueno e al. 2005; Gtlgin 20006; Silva-Adaya ez a/. 2008). Se
encarga de translocar la acetil coenzima A (acetil-CoA) hacia el citoplasma
durante el transporte de la acetil-L-carnitina fuera de la mitocondria. De esta
forma promueve la disponibilidad de energia para la célula y previene la
acumulacion toxica de acidos grasos de cadena larga. A pesar de que en el
cerebro se da la 3-oxidacién a un nivel muy bajo, la L-CAR cruza activamente la
barrera hematoencefalica y se acumula en las neuronas; se cree que en dicho sitio
L-CAR desempefia una funcién moduladora mediando la transferencia de grupos
acetilo para la sintesis de acetilcolina; ademas, participa en algunas sefiales de
transduccién y en la expresion de algunos genes. La neutralizacién de los
metabolitos téxicos de la acil-CoA reduce el decaimiento funcional de la
mitocondria a través de la restauracion del potencial de membrana y el consumo
de oxigeno de ésta y de su actividad antioxidante (Gtlgin 2006; Sima 2007; Silva-
Adaya ez a/. 2008). Aun se desconoce cuales son los mecanismos por los que L-
CAR es capaz de estimular su respuesta, pero puede que esté llevando a cabo sus
acciones en y alrededor de las membranas mitocondriales (Furuno ez /. 2001).
Este compuesto puede obtenerse a través de la dieta (75%) o de su biosintesis
enddgena (25%) (Gilgin 2000).

Por otra parte, la L-CAR previene el EO y regula la produccion de NO', la
respiracion celular y la actividad de enzimas involucradas en la defensa contra
dafio oxidante. Actia como un antioxidante atrapando radicales libres o
quelando el Fe’" necesario para la generacion de OH'. En presencia de 3-NP
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ejerce un efecto protector en la actividad de la SDH, CAT, GPx y SOD,
evitando, de esta manera, un dafio peroxidante mayor (Haripriya e a/. 2005;

Glgin 2000).

+
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Figura 15. Estructura quimica de la L-CAR  Imagen tomada de (http:/ / soil.scijonrnals.org).

Entre sus efectos protectores se encuentran que suprime la transiciéon de
permeabilidad de la membrana mitocondrial, la apoptosis inducida por Fas y la
produccién de ceramidas en las células. También se ha demostrado que esta
molécula es eficaz suprimiendo el hinchamiento mitocondrial y la despolarizacion
de la membrana inducida por acidos grasos de cadena larga (Furuno ez a/. 2001).

3.4.2 S-alilcisteina

El ajo (Allium sativum) es una de las plantas que el hombre ha venido
domesticando desde épocas arcaicas.  Dibujos y esculturas de éste se
descubrieron en tumbas egipcias de hace 5700 afios. Desde entonces ya se usaba
como remedio para varias enfermedades, documentadas por los egipcios mismos
en el Codigo Ebers hace 3550 afios (Borek 2001). Esta planta ha mostrado tener
efectos benéficos para el ser humano, entre los que se encuentran la actividad
antimicrobiana, antitrombotica, hipolipidémica, antiartritica, hipoglucémica y
antitumoral. Numerosos estudios han demostrado que la actividad
quimiopreventiva del ajo surte efecto en diferentes presentaciones como pueden
ser el extracto fresco, el ajo envejecido, el aceite de ajo, y un gran nimero de
compuestos organosulfurados derivados de éste (Thompson & Ali 2003).
Algunos analisis sugieren que los compuestos organosulfurados son responsables
de su actividad biolégica. Estos poseen un centro de azufre reducido unido a
grupos organicos, permitiendo la estabilizaciéon de su carga negativa (fig. 16).
Esta estructura confiere fuertes propiedades antioxidantes (Ho ez 2/ 2001).
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Figura 16. Estructura quimica de la S-alilcisteina Imagen tomada de (http:/ | www.mdidea.com).
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El extracto de ajo fresco se deja envejecer durante un lapso prolongado
(proceso mayor a los 20 meses) para producir extracto de ajo envejecido (EAE);
una presentacion comercial inodora del ajo contiene compuestos antioxidantes
fitoquimicos que previenen el dafo oxidante, incluyen varios tipos de
compuestos organosulfurados hidrosolubles y liposolubles asi como flavonoides.
La concentracién de los compuestos (mg/g de producto) es la siguiente: alin, 0.3;
y-glutamilcisteinas, 0.34; y-glutamil-$-alilcisteinas, 0.25; S-alilcisteina, 0.6; y S-
alilmercaptocisteina, 0.15. Los compuestos organosulfurados hidrosolubles (-
alilcisteina y = S-alilmercaptocisteina) son los mas estables y abundantes, su
biodisponibilidad promueve el buen desempefio de su actividad antioxidante
(Borek 2001; Maldonado ez a/. 2003a; Thompson & Ali 2003; Pérez-Severiano et
al. 2004b). Entre las propiedades antioxidantes de SAC se encuentran su
capacidad para atrapar *O, y H,O, y otros radicales libres, aumentando la
concentracion de GSH en las células y potenciando la producciéon de enzimas
antioxidantes como la SOD, CAT y GPx; también inhibe la PL y reduce el dano
por isquemia/repetfusion. Evita la activacion del NF-KB y regula la produccion
de NO' a través de la inhibiciéon de la NOS; protege contra la pérdida de las
funciones cerebrales durante el envejecimiento, reduciendo otras consecuencias
inherentes a dicho proceso, pues incrementa las funciones cognitivas, la memoria
y la longevidad (Borek 2001; Pérez-Severiano et al. 2004). Existe evidencia de
que parte de la accion quimiopreventiva del ajo se debe a la induccién de enzimas
tales como GST, quinona reductasa, epéxido hidrolasa y glucoronosil-transferasa,
que inactivan las moléculas o sustancias toxicas y facilitan su excrecion (Munday
& Munday 1999; Thompson & Ali 2003).

La naturaleza hidrofilica de SAC le permite reaccionar no sélo con las
moléculas oxidantes embebidas en la membrana (lipidos peroxidados, por
ejemplo), sino también atraparlas del medio extracelular, pues muchas ERO son
hidrofilicas. Ademas, ejerce un efecto sinérgico reduciendo la carga oxidante
reaccionando con radicales y, por otro lado, regenera los antioxidantes
liposolubles (Ho e a/. 2001).

Perchellet y colaboradores demostraron que el aceite de ajo estimula la
actividad de la GPx y evita que disminuya la proporcion intracelular de la
glutation en su forma oxidada (Perchellet ez 2/ 1986; Thompson & Ali 2003).
También se encontré que inhibe LOX, una enzima requerida en el metabolismo
del acido araquidénico, compuesto que participa en los procesos de inflamacién
(Belman 1985; Block e7 a/. 1988; Thompson & Ali 2003).

En lo que respecta al EAE, Balasenthil y colaboradores investigaron el
efecto de éste en los niveles antioxidantes en hamsters con cancer bucal, viendo
que, efectivamente, disminufa la PL; este efecto se sumaba al incremento en los
niveles de GSH, GPx y glutation S-trasferasa (GST) (Balasenthil ez a/ 1999;
Thompson & Ali 2003).
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La memoria no es un arma dispuesta para evocar el pasado.
Es mds bien una facultad que nos permite, en un instante,
ver [o que es, en su esencia, fuera de tiempo.

Ermilo Abreu Gomez

4. ANTECEDENTES

Existen muchos estudios que comprueban, por un lado, la similitud entre los
efectos provocados por las toxinas QUIN y 3-NP en las caracteristicas
conductuales, morfologicas y fisiologicas que se desenvuelven en la EH y en
otros procesos de dafio neuronal, y por otro, las cualidades positivas de los
compuestos antioxidantes SAC y L-CAR al aplicarse bajo diferentes esquemas y
usarse contra el dafio toxico evocado por las toxinas ya mencionadas. A
continuacion se hara una resefia de los resultados mas significativos al respecto.

Para QUIN y 3-NP se han evaluado variables muy dispares entre si,
periodos que van desde horas hasta afios, esquemas de administraciéon variables
en modalidad y cantidad, tipo de ratas empleadas, entre otras. Los estudios
pioneros con QUIN se realizaron en ratas macho Sprague-Dawley a las que se les
inyect6 directamente en diversas regiones del cerebro 120 nmol/pl. de QUIN,
ocurriendo en el estriado la degeneracion mas devastadora; las ratas que
sufrieron esta manipulaciéon, manifestaron movimientos aberrantes en las
extremidades superiores, presentaron giro de barril 2-4 horas posteriores a la
lesién (Schwarcz & Kohler 1983).

Bazzett y su grupo de trabajo (1996a), usando un modelo de
administraciéon cronica a través de una canula, administraron 3.3 M de Ia
sustancia, evaluaron conducta e histologia a los 7 dias post-infusiéon y
encontraron que efectivamente el dano que se habfa producido era significativo.
En cuanto a conducta se refiere, aumenté la hiperactividad nocturna y los
examenes histologicos arrojaron una disminucién en las neuronas estriatales.

Pérez y colaboradores (1996) midieron el contenido total de Cu®" y Mn**
en 5 regiones del cerebro de la rata después de 7 difas de haber administrado de
manera unilateral la dosis dnica de 240 nmol/ul. de QUIN. La concentracion de
Cu®" en el cerebelo, hipocampo, cerebro medio y cuerpo estriado, incremento;
mientras que el Mn*" sélo lo hizo en el estriado dado que este elemento induce a
la neurotoxicidad por alteraciones en la homeostasis del Ca®" y se asocia con los
fenémenos de excitotoxicidad provocados por la toxina (Pérez ez al., 1996). Mas
recientemente en México, el mismo grupo de trabajo ha hecho pruebas que
demuestran que a tiempos cortos (2, 4 y 6 horas), asi como a tiempos mas largos
(una semana o un mes), concentraciones de QUIN que rebasan el umbral
fisiolégico provocan dafio neuronal (Santamaria ef a/. 2003; Pérez-Severiano ef al.

38



2004b; Pérez-De la Cruz et al. 2005; Santamaria & Jiménez 2005; Santamaria ez .
2005; Silva-Adaya ez al. 2008).

Con respecto al 3-NP, se han realizado proyectos similares. En un estudio
llevado a cabo por Gould y Gustine en 1982 se obtuvo que la administracion
sistémica de 3-NP induce un hinchamiento de la mitocondria y una reduccion
sustancial de la actividad de la SDH al medirla en rebanadas de cerebro. Por otro
lado, se demostrd que tras la administracion intraestriatal de 1000 nmol/ul de 3-
NP, evaluando 3 horas y 7 dias post-lesion a través de diferentes pruebas
neuroquimicas e histologicas, los marcadores para neuronas de proyeccion
espinosa e interneuronas se vefan igualmente afectados, presentando un mayor
grado de afeccion aquellas pertenecientes a los 7 dias (Beal ef a/. 1993).

Brouillet y colaboradores en 1993, trabajaron con ratas de diferentes
edades (1, 2-3 y 4-5 meses) que recibieron la inyeccién tnica de 500 nmol de 3-
NP en el estriado derecho. Tres horas después de haber recibido el tratamiento,
se detectaron incrementos en los niveles de lactato en los sitios de inyeccion.
Ademas de esta respuesta, en ratas de 1 y 4 meses se reveldo una disminucion
significativa en los niveles de ATP. Los defectos neuroquimicos de la lesion
intraestriatal consistieron en una reduccion significativa de los niveles de GABA,
sustancia P (SP), somatostatina (S), neuropéptido Y (NPY), dopamina y sus
metabolitos en los grupos de animales de 4 y 12 meses de edad, mientras que en
los de un mes no se percibieron dichos cambios. La gravedad de las lesiones
estriatales varié de manera directamente proporcional a lo avanzado de la edad;
es decir, mientras mas envejecida esté una neurona, mas probabilidad tiene de
que se desencadene un proceso de muerte (Brouillet ez a/. 1993).

Existe controversia en definir cual de los dos modelos es el que mejor
representa las consecuencias de la EH. Hay grupos que sostienen que el QUIN
es el mejor, basando este supuesto en la “hipétesis kinurinérgica”, que plantea
que este compuesto es producido de manera importante durante las primeras
etapas de la enfermedad, asi como en el hecho de que se trata de un metabolito
endogeno (Pérez-De La Cruz & Santamarfa 2007). En cambio, Borlongan ez 4.
(1997), afirman que dadas las similitudes histoquimicas y patolégicas, asi como
conductuales que se presentan de manera crénica durante la EH, es el 3-NP el
que mejor reproduce dicho mecanismo de accion, ya que los procesos graduales a
través de los cuales induce la atrofia de neuronas estriatales son mas fieles con
este agente que con el modelo excitotéxico. A pesar de la disyuntiva anterior, mas
que tratar de identificar cual es el mejor modelo, lo conveniente es asumir que
ambos se complementan, ya que a pesar de que su modo de accién es muy
similar, cada uno, por su parte, simula diferentes procesos que se dan durante el
desarrollo de la patologia.

Para prevenir los dafios causados por las QUIN y 3-NP, se han hecho
estudios que demuestran que el uso de algunos compuestos con actividad
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antioxidante son eficaces al ser usados como pretratamiento a la lesion
intraestriatal de uno o ambos y la intraperitoneal (ip.) de 3-NP (Santamaria e# al.
2003; Pérez-Severiano et al. 2004b; Pérez-De la Cruz et o/ 2005; Santamaria &
Jiménez 2005; Santamaria ez al. 2005; Silva-Adaya ez al. 2008).

Un estudio realizado por Pérez-Severiano y colaboradores en el 2004(b),
prob6 que la SAC (150, 300 6 450 mg/kg 7p.) tenfa funciones antioxidantes
efectivas al ser empleada como un pretratamiento al insulto toxico 7 vive con
QUIN, demostrando que la concentracién mas efectiva es la de 300 mg/kg, pues
reduce la formacién de ERO en el estriado lesionado y la PL. También previno
un decaimiento de la actividad de la Cu/Zn-SOD, disminuyé la conducta
rotacional y las alteraciones morfolégicas en el caudado-putamen.

En el 2004 Maldonado y su equipo publicaron un trabajo en el que se
midieron los efectos de la administracion sistémica de SAC (300 mg/kg 7.p.) ante
diferentes marcadores de la toxicidad zz vivo evocada 30 minutos después por la
inyeccion intrahipocampal del fragmento AB(25-35) (100 pM), modelo fenotipico
de la enfermedad de Alzheimer, demostrando su efectividad al reducir Ila
formacion de ERO y la PL. (Pérez-Severiano ez al. 2004c).

En el 2006, Herrera-Mundo y colaboradores probaron los efectos de SAC
(300 mg/kg 7p.) administrado a ratas 30 minutos antes de tratarlas con la
neurotoxina 3-NP (30 mg/kg 7p.). Se determiné que SAC era capaz de prevenir
alteraciones conductuales en los roedores, asi como de preservar la actividad de la
Mn-SOD vy también disminuir los niveles de PL y la caida de la actividad
mitocondrial (Herrera-Mundo ¢z a/. 2006). Ese mismo afio y basandose en el
mismo modelo (3-NP), Pérez-De la Cruz evalué los efectos de SAC en
fracciones sinaptosomales de todo el cerebro que fueron expuestas tanto a la
toxina como a SAC. Las concentraciones de 3-NP variaron de 0.75-2.56 mM,
observando que los niveles de PL se vefan potenciados; mientras que los valores
de SAC oscilaron entre los 0.1-2 mM. El compuesto redujo la PL. de manera
dosis dependiente; ademas, inhibié la disfuncién mitocondrial (Pérez-De la Cruz
et al. 2000).

Un trabajo publicado por Haripriya (2005) comparé los efectos de la
administracién ip. de L-CAR (300 mg/kg) en ratas Wistar contra la acumulacion
del dano oxidante al DNA asociado con la edad en distintas regiones del cerebro.
Obtuvo como resultado una mejora en las concentraciones de DNA intacto
posterior a la administraciéon de L-CAR. Esto se debi6 a la capacidad de L.-CAR
para promover la sintesis de ATP, el cual ayuda al cerebro a fosforilar proteinas
en la sintesis y procesamiento de acidos nucleicos; ademas de mediar mecanismos
de reparacion, se cree que puede prevenir el dafio a esta biomolécula. Por otra
parte, se encontré que L-CAR potencia la renaturalizacién del DNA acelerando la
actividad de la enzima poli (ADP ribosil) polimerasa. También se observé que la
edad promueve un incremento de las concentraciones de 8-OHdG en el cerebro
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completo debido quiza a ineficiencias en el sistema antioxidante endégeno, el
cual es incapaz de prevenir completamente el dafio al DNA, pero ante L-CAR se
previno la acumulacién de 8-OHdG. También se present6 un incremento en los
niveles de GSH, lo que mejor6 la actividad de la GPx y promovio el estatus
endogeno de las vitaminas E y C, mismas que tienen actividad antioxidante
(Haripriya e al. 2005).

En 2006, Gil¢in publicé un trabajo en el que se evaluaron iz vitro los
efectos de la L-CAR como un posible antioxidante. Giilgin no sélo comprobd
esto, sino que vio que era capaz de prevenir la acumulaciéon de productos finales
resultado de la lipoperoxidaciéon. Comprobd que la L-CAR y sus ésteres inhiben
parcialmente en los liposomas la PL inducida por Fe**, formando complejos con
el Fe** libre, por tanto, la reduccién en los niveles de lipoperoxidacién puede
deberse a la propiedad Fe’'-quelante de la T-CAR. El Fe** es el agente pro-
oxidante mas poderoso e importante que promueve el dafio oxidante a los lipidos
a través de la reaccion de Fenton. En presencia de agentes quelantes los metales
son incapaces de formar complejos con otras moléculas. La estructura de la L-
CAR sugiere que es capaz de quelar iones de Fe** que estén acompafiados de
grupos OH’" y carboxilato. Una de las conclusiones mas importantes que se
obtuvieron a partir de este estudio fue que la principal acciéon de la L-CAR como
un agente protector de la peroxidacion esta relacionada con su capacidad de
union al Fe*" (Giilcin 20006).

Silva-Adaya y colaboradores, en un estudio del 2008, evidenciaron los
efectos neuroprotectores del pretratamiento con L-CAR (100 mg/kg 7ip.) en
condiciones 7z vivo e in vitro sobre un modelo de dafio oxidante por QUIN (240
nmol/uL), uno de déficit energético inducido por 3-NP (7.5 mg/kg 7p.) y uno
sinérgico, por ambas toxinas. La L-CAR resulté ser eficiente previniendo la
conducta de rotacién en el caso del QUIN y los patrones hipocinéticos en el caso
del 3-NP, previniendo las asimetrias motoras inducidas por el modelo sinérgico.
Las alteraciones morfologicas también se redujeron y se previno la disminucion
de los niveles de GABA en el caso del modelo sinérgico.

El laboratorio de Aminoacidos Excitadores del Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” (INNN “MVS”) se
distingue por hacer investigacion relacionada con los dafios provocados por el
EO en el sistema nervioso en modelos generales y especificos de enfermedades
neurodegenerativas.  Es ahi donde se han determinado muchas de las
caracteristicas que tienen los compuestos propuestos en este protocolo, no sélo
aquellos que inducen al dafio, sino también los que tienen alguna accion
protectora, pero la investigacion al respecto so6lo se ha enfocado en ellos cuando
son usados como pretratamiento a la lesiéon que simula los sintomas del desorden
planteado.
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No hay un hecho, por humilde que sea,
que no implique la historia universal y su
infinita concatenacion de efectos y causas.
Jorge Luis Borges

5. JUSTIFICACION

Dado que en la mayoria de los modelos experimentales de la EH se han probado
varios farmacos con mecanismos diferentes que han mostrado proteger o atenuar
el dafo téxico inducido a las células nerviosas, es de importancia en
investigacion, tanto basica como clinica, saber si los efectos negativos
provocados por el QUIN y el 3-NP pueden ser frenados o revertidos al usar L-
CAR y SAC como postratamientos; es decir, determinar si son capaces no solo
de evitar, sino también de remediar o restituir las alteraciones en las neuronas.

Se pretende conocer el efecto al corto y mediano plazo: 4 horas y 7 dias,
respectivamente, pues son esos los tiempos en los que se ha reportado que el
dafio por los agentes toxicos se ha producido y en los cuales se ha demostrado
que existe proteccion al emplear alguna sustancia como pre-tratamiento.

De esta manera se busca proveer informacién clave que resulte en la
planeaciéon potencial de farmacos contra la EH vy otras alteraciones
neurodegenerativas, donde el EO tenga un papel preponderante.
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Especulo si los momentos decisivos lo son desde
el instante en que acontecen , o si por el contrario,
s6lo se vuelven decisivos a la luz de lo que ocurre
después de ellos o a raiz de ellos.

Laura Restrepo

6. HIPOTESIS

Debido a la confirmada acciéon protectora de los compuestos Levo-carnitina (L-
CAR) y S-alilcisteina (SAC) funcionando como antioxidantes y/o precursores
energéticos al ser empleados como tratamientos preventivos en dos modelos
tenotipicos de la EH, se espera sean efectivos al usarse como postratamientos a
tiempos cortos y subcronicos después de la infusion tnica de las toxinas QUIN o
3-NP en el estriado, evitando asi que contintie el deterioro de la estructura y
funcién de las neuronas, especificamente en cuanto a integridad membranal y
actividad mitocondrial se refiere.
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Soy un ser normal que quiere asirse a algo.

No me importa que después venga el desencanto y la muerte,
s6lo pretendo un consuelo temporario.

Mario Benedetti

7. OBJETIVOS
7.1 Objetivo general

Caracterizar los efectos de la IL-carnitina y S-alilcisteina sobre las acciones
inducidas por 3-NP o QUIN a las 4 horas y a los 7 dias, en el estriado de ratas.

7.2 Objetivos particulares

i.  Analizar cualitativamente el grado de dafio en las funciones estriatales de la
rata a través de la conducta de rotacién.

ii.  Evaluar la actividad de los antioxidantes empleados en términos del
mantenimiento, mejora o decaimiento de la funcionalidad mitocondrial en
fracciones sinaptosomales, concretamente, de la capacidad reductora de
este organelo.

fii.  Determinar si los compuestos utilizados pueden recuperar o incrementar
la integridad, o bien, disminuir el deterioro provocado a los lipidos de la
membrana resultado de la accion de alguna de las neurotoxinas.
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La percepcion, sin comprobacién ni fundamento,
no es garantia suficiente de verdad.

Bertrand Russell

8. MATERIALES Y METODOS

Todos los procedimientos desarrollados en el presente trabajo estan basados en
modelos 7z vivo; es decir, los procesos descritos ocurrieron dentro de organismos
vivos, ya que son mas apropiados para dar seguimiento y observar los efectos
finales, haciéndolos mas comparables con aquellos que se puedan presentar en la
realidad dado que el fenémeno que se esta estudiando interactia con todas las
variables producto de las funciones que tienen lugar en un organismo. No
obstante, los parametros descritos se realizaron ex vivo, o sea, usando el tejido
vivo extraido de los animales pero trabajandolo fuera del mismo, sin alterar
abruptamente las condiciones naturales en las que éste se encontraba.

8.1 Animales y Reactivos

A lo largo de todo el estudio fueron usadas 128 ratas Wistar macho de entre 280-
320 g reproducidas en el “Centro UNAM-Harlan de Produccion de Animales de
Laboratorio”. En todos los procesos experimentales, los animales se mantuviron
en cajas actilicas en grupos de cinco y fueron provistos con alimento balanceado
por estandares comerciales (Laboratory rodent diet 5001, PMI Feeds Inc.,
Richmons, IN, USA) y agua ad libitum. la habitacién en la que se mantuvieron
permanecié en condiciones constantes de temperatura (25£3°C), humedad
(50£10%) y luminosidad (ciclos alternados luz/oscuridad de 12 h). Todos los
animales fueron manejados de acuerdo con la Guia de los Institutos Nacionales de
Salud para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio y las guias locales de uso ético
de animales del Ministerio de Salud de México. Durante todos los experimentos
se hizo el mayor esfuerzo por minimizar el sufrimiento de los animales y el
numero de ejemplares usados. Es importante mencionar que para la formacion
de grupos y procesos, los animales fueron seleccionados aleatoriamente para
evitar sesgos.

Las principales sustancias empleadas en este trabajo fueron QUIN, 3-NP, MDA,
acido tiobarbitarico (TBA), bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazolio (MTT) y apomorfina (APM), que fueron obtenidas de Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, USA). La S-Alilcisteina fue sintetizada en el INNN “MVS”
por el laboratorio de la Dra. Ma. Elena Chanez con base en el procedimiento
descrito en Maldonado ez a/. 2003. S-alilcisteina estandar (SAC-St) fue provista
por Wakunaga of America Co., Ldt (Mission Viejo, CA, USA). Fue sintetizada
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por la reaccién de L-cisteina con alil bromidio y purificado por recristalizacion en
presencia de etanol-agua; el producto final fue comparado con SAC-St por
espectroscopia de resonancia magnética (Maldonado e# a/., 2003b). L-CAR se
obtuvo de Sigma-Tau (Pomezia, Rome, Italy). Todas las disoluciones fueron

preparadas con agua desionizada obtenida directamente del sistema Direct-Q UV
3 (Millipore, MA, USA).

8.2 Esquema de administracion de las drogas

Se trabaj6é con dos modelos toxicos; en ambos casos se hizo una infusiéon tnica
de 1 uL directamente en el estriado del hemisferio derecho de la rata valiéndose
de una jeringa Hamilton (Waldner ez a/ 2001), pero los protocolos fueron
desarrollados por separado:

(i) El primero consisti6 en la lesion con QUIN (240 nmol/pl) (Santamaria
et al. 2003; Pérez-Severiano ef al. 2004b; Pérez-De La Cruz e¢f al. 2005; Santamaria
& Jiménez 2005; Santamaria ef al. 2005; Silva-Adaya e a/. 2008), haciendo uso del
aparato estereotaxico, empleando las coordenadas indicadas por Paxinos vy
Watson (1998): +0.5 anterior a bregma; -2.6 lateral a bregma; -4.5 ventral a la
dura.

(ii) El segundo modelo se hizo con 3-NP (500 nmol/uL) (Brouillet ¢z a.
1993; Botlongan e# al. 1997; Ikonomidou ez al. 2000; Schocke e al. 2000), usando
las coordenadas mencionadas con anterioridad.

En ambos casos se someti6 a analisis la actividad de los antioxidantes en
cuestion como postratamientos a la infusion de las toxinas. Los dos compuestos
fueron administrados Zp. en distintas concentraciones: SAC, 300 mg/kg, y L-
CAR, 100 mg/kg. El tratamiento fue dado a las ratas 120 minutos después de
que recibieron el insulto téxico o diario durante 7 dias, dependiendo de los
propésitos experimentales. Al grupo control se le administré solucion salina.

Los disefios se dividieron entonces en dos partes dependiendo de los
propositos experimentales: tratamiento agudo (tiempos cortos) y tratamiento
subcronico (tiempos medianos).  Se hizo de esta manera para observar la
respuesta de las sustancias antioxidantes a través del tiempo y hacer una mejor
caracterizacion de su respuesta como postratamiento. En el primer caso, la
disolucion fue recibida 2 horas después de haber causado la lesion y las pruebas
bioquimicas se hicieron 2 horas mas tarde (4 horas después de ocurrido el insulto
toxico). En el segundo caso, el tratamiento comenzo a recibirse 2 horas después
de haber hecho la operaciéon estereotaxica y se prolongéd durante 7 dias, tratando
a los animales cada 24 horas; 2 horas después de la ultima administracién se
midieron los parametros deseados.

Independiente al esquema de tratamiento se formaron grupos de 6 ratas

cada uno: Grupo I (Control), Grupo II (QUIN 6 3-NP), que recibi6 el vehiculo
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(solucion salina Zp.); mientras que el grupo III (QUIN 6 3-NP + antioxidante),
recibi6 L-CAR (100 mg/kg) 6 SAC (300 mg/kg), segin fuera el caso. Los
animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (50 mg/kg, 7p.), 15
minutos mas tarde se procedio a la lesion unilateral intraestriatal con alguna de las
toxinas o bien, solucion salina para el control. Después se trataron bajo los
esquemas ya planteados.

8.3 Medicion de la Conducta

Se evalu6 la conducta rotacional 7 dias después del suministro de QUIN o 3-NP.
Cada grupo de animales fue administtado con APM (Img/kg) y 5 minutos
después se registré, durante 60 minutos, el nimero de giros de 360° que
realizaron. (Silva-Adaya, ez al, 2008). Concluida la evaluacién, los roedores
fueron sacrificados por decapitacion y el tejido estriatal fue conservado en
HEPES a -70°C para la aplicacion de pruebas bioquimicas.

8.4 Pruebas bioquimicas

Segun el esquema que se estuviera trabajando, las pruebas bioquimicas se
realizaron a distintos tiempos: 4 horas después de haber provocado la lesion en el
estriado con la toxina o con la solucién salina, independientemente del tipo de
postratamiento que hubieran recibido los animales o posterior a la medicién de
conducta, 7 dfas después de recibir el insulto toxico.

8.4.1 Obtencion de sinaptosomas

Para poder realizar las pruebas bioquimicas se obtuvieron fracciones
sinaptosomales P2, ya que brindan una buena aproximacion a lo que ocurre en
los sistemas vivos en cuestiones de funcionalidad al actuar como minicélulas;
ademas, son de facil obtencién. Los roedores fueron sacrificados por
decapitacion y rapidamente fue removido el cerebro. Los estriados lesionados
fueron usados para andlisis (Santamaria ez a/. 2003), haciendo modificaciones al
procedimiento descrito por Pérez-De La Cruz ef al. 2005:

1. Se extrajo el cerebro completo de la rata.

2. Se removi6 cuidadosamente el estriado.

3. Se adicion6 a esa fraccion del cerebro 1.3 ml de sacarosa 0.32 M y se
homogeneizo.

4. Se centrifugd a 4000 rpm durante 10 minutos.

5. Se obtuvo el sobrenadante y se volvié a centrifugar a 12000 rpm, 15 minutos.
6. Se elimino el sobrenadante.

7. Se agrego al pellet 1.3 mL. de HEPES vy se resuspendio.
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8. Las muestras fueron almacenadas a -75°C hasta su empleo en las pruebas
bioquimicas (Pérez-Severiano ez al. 2004a).

8.4.2 Funcionalidad mitocondrial

La funcién mitocondrial se evalué también en vesiculas sindpticas P2 por el
ensayo de reduccion de MTT, un indicador parcial del estatus de la cadena
respiratoria y la funcién mitocondrial. Se siguieron los pasos desarrollados por
Pérez-De la Cruz et al, 2005 con algunas modificaciones. A 300 pL de
homogenado estriatal se le agregaron 300 uL. de HEPES vy se incubaron a 37°C.
Concluido este tiempo, a cada muestra se le agregaron 6 pL. de MTT (5mg/mlL),
con agitacion simultanea en el vortex y se incubaron durante 15 minutos mas a
37°C. Los tubos se centrifugaron a 1200 rpm durante 3 minutos Se removié el
medio y los cristales de formazan precipitado se resuspendieron en 750 pL de
isopropanol acido. Se hizo una segunda centrifugacion, esta vez a 1000 rpm por
1 minuto. La cuantificacién espectrofotométrica de formazan se llevo a cabo con
el aparato ThermoSpectronic Genesys 8 (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, USA)
con una longitud de onda de 570 nm. Los resultados se expresaron como el
porcentaje de reduccion por MTT con respecto a los valores obtenidos en las
muestras control.

8.4.3 Peroxidacion de lipidos

La medicién de lipidos peroxidados se llevé a cabo por medio de la técnica de
TBA, la cual se desarroll6 sobre las fracciones sinaptosomales previamente
aisladas, midiendo la formacién de sustancias reactivas al TBA (TBARS), de
acuerdo con reportes previos (Pérez-De La Cruz ez al. 2000):

1. Se tomaron alicuotas de 500 pL. de los sinaptosomas aislados pertenecientes a
los distintos grupos experimentales.

2. Se incubaron a 37°C durante 15 minutos en un bafio de incubacion.

3. Los tubos se sacaron y se les agregd 500 pL del reactivo de TBA.

4. Se colocaron en bafio Marfa (94°C) por 20 minutos. En las muestras, como
resultado, se produjo un cromoéforo rosado cuya intensidad estuvo en relacion
directa con la cantidad de productos peroxidados.

5. Los tubos se retiraron del agua hirviendo y fueron puestos a enfriar
directamente sobre hielo durante 5 minutos, destapandolos para permitir que
salieran los vapores.

6. Las muestras fueron centrifugadas a 10500 rpm por 15 minutos.

7. La densidad Optica del sobrenadante se midi6 haciendo uso del
espectrofotometro ThermoSpectronic Genesys 8 (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL,
USA), con una longitud de onda de 532 nm.
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La cantidad final de TBARS (la mayoria de ellas, MDA), fue calculada por medio
de una interpolacion de valores en una curva estandar de MDA y corregida por el
contenido de proteinas en cada muestra por medio de la técnica de Lowry. Los
resultados se expresaron como nmol de TBARS por miligramos de proteina.

8.4.5 Medici6on de proteinas

Se determiné con el método descrito por Lowry y colaboradores, 1951.

1. Se prepararon disoluciones de 200 pL con el tejido homogenado 1:100

2. A todas las muestras se les anadio 1 mL de solucién C (Sol C: 50 mI. de Sol A
+ 1 mL de Sol B al momento; para preparar 1 L. de Sol A se mezcl6 carbonato de
sodio 2% (20 g), NaOH 0.4% (4 g) y tartrato de sodio 0.02% (0.2 g); Sol B:
sulfato cuprico pentahidratado (Cu,(SO,);) 1.25 g + 250 mL agua).

3. Se agitaron en el vortex y se esperé 10 minutos a temperatura ambiente.

4. A todos los tubos se les agreg6 100 pL. de reactivo de Folin al 50% con
agitacion simultanea.

5. Posterior a esto, se volvieron a dejar los tubos incubando 30 minutos a
temperatura ambiente.

6. Finalmente, se determiné la densidad Optica de las muestras usando el
espectrofotometro ThermoSpectronic Genesys 8 (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL,
USA) con 550 nm.

Los resultados obtenidos fueron comparados con una curva patrén de solucion
de albimina al 0.05%.

8.5 Analisis estadistico

Todos los resultados fueron expresados a través de los valores de la media * el
error estandar (EEM) de los datos obtenidos. Los resultados de conducta fueron
analizados por un ANOVA Kruskal-Wallis y la prueba de Mann-Whitney. En
cambio, a los parametros bioquimicos se les aplic6 ANOVA de una via seguidos
por un analisis de Twukey. El software usado fue GraphPad Prisma 5.0. Para
todas las pruebas se tomaron como significativos valores cuya P<0.05.
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Las afirmaciones que no pueden probarse,
las aseveraciones inmunes a la refutacion,
son verdaderamente iniitiles.

Carl Sagan
9. RESULTADOS
9.1 Conducta de rotacion

La alteraciéon de los patrones conductuales a la semana de haber recibido la
infusion estriatal de las toxinas junto con el efecto que tuvieron las dosis de L-
CAR en los animales, se muestran en la figura 17. En ambos casos, tanto en
presencia de QUIN como de 3-NP, el nimero de giros zpsilaterales inducido por el
agonista dopaminérgico suministrado minutos antes de realizar la evaluacion es
muy elevado, lo cual evidencia que el deterioro tisular fue severo comparado con
el grupo control donde los giros fueron casi inexistentes (entre 0 y 5).
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Figura 17. Efecto de L-CAR (100 mg/kg/dia 7p. por 7 dias) sobre las alteraciones motoras
inducidas por la lesion con QUIN (240 nmol/ul) o 3-NP (500 nmol/uL) en ratas tras el reto
con apomortfina (1 mg/kg, s.c). La conducta de rotacion se evalu6 durante 60 minutos
posteriores a la administracion del agonista dopaminérgico. Cada barra representa el valor
medio de los giros que se presentaron en cada grupo experimental = EEM. *P<0.01, diferente
del control; "P<0.01, diferente del QUIN; °P<0.05, diferente de 3-NP; tras realizar las pruebas
de Kruskal-Wallis y Mann—Whitney.
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Después de 60 minutos el agente téxico que provoco un mayor numero de
giros en las ratas fue el QUIN, alrededor de 100; mientras que con el 3-NP los
giros fluctuaron alrededor de los 75. También en la figura 17, es posible apreciar
que la administracion de L-CAR como postratamiento disminuye drasticamente
la conducta de rotacién, tomando como referencia aquellos animales que
recibieron solucion salina. En el caso del QUIN+L-CAR los giros se redujeron
entre un 90 y 95%, al punto de casi igualar al grupo que sélo recibi6 el vehiculo.
En los roedores que recibieron el antioxidante después de haber sido dafiados
con 3-NP también hubo una reducciéon sustancial en el numero de giros
presentados, pasando de 78 a 24. Los animales mostraron menos de la mitad de
los giros en relacion al grupo que recibi6 el inhibidor del complejo II de la cadena
mitocondrial y solucién salina como tratamiento: las ratas exhibieron entre 15 y
40 giros completos. No obstante, el resultado positivo de la L-CAR ante el
insulto provocado por 3-NP (reducciéon en el nimero de giros al 70%) no fue tan
notorio como ocurrié con el derivado del triptéfano (los animales presentaron
menos del 95% de los giros).
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Figura 18. Efecto de SAC (300 mg/kg/dia ip. por 7 dias) sobre las alteraciones motoras
inducidas por QUIN (240 nmol/ul) o 3-NP (500 nmol/uL) en ratas. Después del reto con
apomorfina, la conducta de rotacién se evalué durante 60 minutos. Cada barra representa el

valor medio de los giros que se presentaron en cada grupo experimental = EEM. “P<0.01,
diferente del control; "P<0.01, diferente del QUIN; °P<0.05, diferente de 3-NP; tras realizar las
pruebas de Kruskal-Wallis y Mann—Whitney.
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Los grupos que recibieron el postratamiento diariamente durante siete dias
con SAC (fig. 18), presentaron patrones de conducta muy similares, casi idénticos
a lo que se apreciaron en la grafica anterior (tig. 17). El grupo control presentd
actividad de rotacion casi nula, notandose que las neurotoxinas, efectivamente,
provocaron un dafio cerebral puesto que incrementaron de sobremanera los giros
de 360° en los animales. En el caso del QUIN, las ratas dieron en promedio 100
giros; mientras que con el 3-NP, 75. Por otro lado, también se puede apreciar
una disminucién importante en el nimero de giros en los grupos administrados
con SAC. Nuevamente, el antioxidante mostré un efecto mas positivo ante el
dafio evocado por QUIN que ante 3-NP. En el grupo QUIN+SAC, los giros se
redujeron aproximadamente en un 95-98%, pues las ratas dieron 5 en promedio.
En cambio, en el grupo 3-NP+SAC, el comportamiento aberrante se redujo en
un aproximado de 75%, pues las ratas presentaron entre 20 y 30 giros. A pesar
de ser ésta una disminucién importante, no es tan pronunciada como en el caso

QUIN+SAC.
9.2 Disminucion del dafio a los lipidos de membrana

En las figuras 19 y 20 se puede observar que de manera natural, en condiciones
control, los lipidos de las membranas celulares tienden a sufrir peroxidaciéon. Sin
embargo, es evidente que ante la presencia del QUIN y 3-NP, ésta se acentda.
En la figura 19 se muestran los dafios causados a la membrana 7 dias después de
haber practicado la operaciéon estereotaxica y se puede notar que debido al
tiempo que han tenido las toxinas para actuar, el deterioro es mayor comparado
con los resultados obtenidos a tiempos cortos (fig. 20), pues la cantidad
encontrada de MDA demuestra que los acidos grasos y lipoproteinas de la
membrana celular han sido atacados por radicales, resultando en la formacién de
dicho compuesto. La cantidad de lipidos dafados a causa del QUIN es mayor
que la del 3-NP.

Los efectos que tuvo la administracién subcronica de L-CAR (100 mg/kg)
se aprecian en la figura 19. Hubo una disminucion del dafio, la L-CAR fue capaz
de ejercer su accion antioxidante, contrarrestando que la membrana de la célula
sufriera percances provocados por el aumento de ERO yERN que resultan del
insulto toéxico recibido. En el caso del QUIN, L-CAR redujo la cantidad de
lipidos peroxidados en poco menos del 40%, comparando los resultados con el
grupo que recibié unicamente el vehiculo. Por otro lado, el efecto de la L-CAR
en presencia del 3-NP fue muy similar, pues a pesar de que la concentraciéon de
lipidos dafiados por este compuesto fue menor que los provocados por el QUIN,
s6lo logré reducir aproximadamente un 30% los acidos grasos poliinsaturados
transformados en MDA.
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Figura 19. Efectos de L-CAR (100 mg/kg) suministrado por 7 dias consecutivos post-lesion
sobre la peroxidacion de los lipidos de membrana que se presenta tras la infusion intraestriatal
de QUIN (240 nmol/uL) o 3-NP (500 nmol/uL). Cada barra representa el valor medio
EEM de una n = 6 ratas por grupo. “P<0.05 diferente del control; *P<0.05 diferente del
QUIN; “P<0.05 diferente de 3-NP. Estos datos se analizaron con ANOVA de una via seguido

por la prueba de Tukey para comparaciones mdltiples.

Por otro lado, la figura 20 muestra que en el disefio agudo o de tiempos
cortos (4 horas después de haber recibido la lesion en el estriado), la cantidad de
lipidos peroxidados es mas pequefia que aquella que se logré a los 7 dias (fig. 19)
y que nuevamente, el postratamiento con L-CAR reduce el dafio a la membrana
(la cantidad de lipidos peroxidados), incluso por debajo de los valores obtenidos
en el grupo control que solo recibié solucion salina en lugar de un insulto toxico
y un tratamiento. En este caso, la actividad oxidante del QUIN vy el 3-NP fue
similar, pues la cantidad de sustancias reactivas al TBA fue casi la misma.
También en las dos situaciones la L-CAR actu6é de manera similar, mostrando el
mismo grado de efecto protector: redujo en aproximadamente 60% la cantidad
de sustancias resultado del EO causado por los agentes téxicos en cuestion.

Notablemente, mientras en el disefio a tiempos medios las mediciones
hechas a los sinaptosomas de animales que recibieron L-CAR sefialan una
disminuciéon en los lipidos peroxidados en relacién con los grupos que no
obtuvieron el tratamiento, estos son muy superiores (casi tres veces mas) a los
valores obtenidos para la condiciéon control (fig. 19). En cambio, a tiempos
cortos (fig. 20), la L-CAR no sélo mostré una disminucion efectiva del dafio
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oxidante en relacién con los grupos que recibieron toxina y vehiculo, incluso esta
por debajo de los datos que semejan las condiciones normales de los animales.
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Figura 20. Peroxidacion lipidica tras 4 horas de haber recibido la lesion intraestriatal de QUIN
(240 nmol/ul) o 3-NP (500 nmol/uL) y los efectos de la administracion de L.-CAR (100
mg/kg, 7.p.) dos horas después del insulto téxico. Cada batra representa el valor medio = EEM
de una n = 6 ratas por grupo. “P<0.05 diferente del control; P<0.05 diferente del QUIN];
°P<0.05 diferente de 3-NP. Estos datos se analizaron con ANOVA de una via seguido por la
prueba de Tukey para comparaciones multiples.

Debido a limitantes diversos, no se pudieron completar los grupos que
recibieron un postratamiento con SAC. Unicamente se pudieron formar los
grupos del tratamiento subcrénico, es decir, aquellos que recibieron una
administracion diatia por 7 dias de SAC (300 mg/kg), desde el momento en que
recibieron la infusién toxica.

En la figura 21 pueden observarse los efectos de SAC. Al igual que en las
tiguras 19 y 20, se aprecia que en condiciones control hay una cantidad minima
de lipidos dafiados por radicales libres. Tanto el QUIN como el 3-NP muestran
un incremento en la afectacién de los componentes de la membrana celular,
siendo casi 50% menor la cantidad de sustancias reactivas con QUIN que con 3-
NP. El postratamiento durante 7 dias con SAC mostr6 diferentes resultados. En
presencia del QUIN la administraciéon del antioxidante parece no tener efecto,
pues en vez de reducir la peroxidacion, la increment6 ligeramente con respecto a
las ratas postratadas con vehiculo; por la similitud en los resultados, se podria
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decir que la respuesta de ambos grupos fue la misma, que el SAC no logrd ejercer
su accion como molécula correctiva. Por otra parte, la efectividad de este
compuesto fue positiva en los animales lesionados con 3-NP, pues el nivel de
dafio disminuy6 a la mitad, contrastando con el grupo de 3-NP que no recibié
SAC como postratamiento.
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Figura 21. Lipidos peroxidados tras el tratamiento subcrénico con QUIN (240 nmol/pL) o 3-
NP (500 nmol/ulL) y el efecto de SAC en las fracciones sinaptosomales que recibieron una
dosis diatia de 300 mg/kg durante 7 dias. Cada barra representa el valor medio de una 7 de 6
ratas por grupo = EEM. *P<0.05 y *P<0.01, diferente del control; "P<0.05 diferente de 3-NP.
Se realiz6 ANOVA de una via seguida de una prueba de Tukey.

Cabe resaltar que ni en el grupo QUIN+SAC, ni en 3-NP+SAC los niveles
de dafo llegaron a reducirse al grado de igualarse al control, es decir, no se
lograron restablecer las condiciones iniciales de los animales en términos de dafo
a la membrana.

9.3 Rescate de la actividad mitocondrial

Otro modo de determinar la posible proteccién a las células, fue evaluando la
actividad de la cadena respiratoria y la mitocondria a través del ensayo de
reduccion de MTT a cristales de formazan en fracciones sinaptosomales aisladas.

El suministro de 100 mg/kg diario por 7 dias de L-CAR tuvo ciertos
efectos que son observables en la figura 22.  El grupo control (sélo tratado con
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solucion salina) se tomé como referencia para cuantificar la actividad 6ptima de
la mitocondria, es decir, la capacidad del complejo II de la succinato
deshidrogenasa para operar al 100%, reduciendo el MTT a formazan a través de
su actividad. Los efectos nocivos provocados por el QUIN y 3-NP después de
una semana fueron obvios, pues la funcionalidad mitocondrial se redujo en
ambos casos a 37 y 35%, respectivamente. Los grupos QUIN+L-CAR y 3-
NP+L-CAR, en cambio, mostraron el restablecimiento de la actividad
mitocondrial en su totalidad, pues en ambos casos los datos indicaron que la
capacidad reductora del organelo estaba actuando a su maxima capacidad, como
si las toxinas no hubieran provocado dano alguno.
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Figura 22. Funcionalidad de la mitocondtia tras la lesién con QUIN (240 nmol/uL) o 3-NP (500
nmol/pL) y los efectos de L-CAR (100 mg/kg) al ser recibida zp. como postratamiento por 7 dias
consecutivos. Cada barra representa el valor medio =+ EEM de una n = 6 ratas por grupo. 2P<0.05
diferente del control; PP<0.05 diferente del QUIN; <P<0.05 diferente de 3-NP. Estos datos se
analizaron con ANOVA de una via seguido por la prueba de Tukey para comparaciones multiples.

A las 4 horas de haber sido operadas, el funcionamiento mitocondrial en
los sinaptosomas fue muy diferente, pues a pesar de que las dos toxinas
provocaron que la actividad mitocondrial decayera (el QUIN lo hizo en un 35y
el 3-NP en un 46%), en los grupos en los que el antioxidante fue aplicado no se
observaron resultados significativos, es decir, el efecto de la L-CAR no difirié con
respecto a los grupos que soélo recibieron solucién salina posterior a la lesion con
los agentes toxicos (datos no mostrados).
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El caso de SAC es particular. Como ya se menciond, por razones que
estuvieron mas alla de lo planeado, sélo se pudo trabajar con el grupo de
animales que recibieron el tratamiento subcrénico (7 dias) de 300 mg/kg de SAC.

En la figura 23 se observa que las toxinas disminuyeron la actividad de la
mitocondria en términos de la reduccion de MTT a cristales de formazan. No
obstante, la presencia de SAC en el organismo de los roedores no mostrd ser
protectora. Al parecer, las toxinas deterioraron a tal grado la acciéon del complejo
IT de la cadena respiratoria que la mitocondria se vali6 de otro tipo de
deshidrogenasas para que dicha reducciéon pudiera llevarse a cabo, pues los
valores fluctian alrededor de una actividad del 200%.
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Figura 23. Efectos de SAC (300 mg/kg) sobre la funcionalidad de la mitocondtia tras la lesion con
QUIN (240 nmol/uL) o 3-NP (500 nmol/uL), al ser recibida zp. 7 dias consecutivos después de haber
realizado la lesion estriatal a los animales. Cada batra representa el valor medio + EEM de unan = 6
ratas por grupo. *P<0.05 diferente del control; PP<0.01 diferente del QUIN; <P<0.01 diferente de 3-
NP. Estos datos se analizaron con ANOVA de una via seguido por la prueba de Tukey para
comparaciones multiples.
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La ciencia serd siempre una biisqueda, jamds un descubrimiento real.
Es un viaje, nunca una llegada.

Karl Popper

10. DISCUSION

Los resultados presentados en este trabajo sugieren que ante un insulto toéxico en
el sistema nervioso, especificamente alguno que represente las caracteristicas de
un componente excitotéxico, existen ciertas sustancias con mecanismos de
accion antioxidantes y proenergéticos que pueden revertir estos fenémenos aun
cuando haya comenzado a ocurrir la degeneracion.

La hipotesis de que el EO es el mecanismo crénico que dirige la
neurodegeneracion esta sustentada en el dafio acumulativo de éste, asociado con
el inicio retardado de la enfermedad (en la etapa adulta mediana), asi como con la
naturaleza progresiva de la EH y otros desérdenes de este tipo (Kim & Chan
2002). Hasta ahora continta siendo imposible discernir si el EO es causa o
consecuencia de los desérdenes neuropatologicos (Andersen 2004).

Tanto el QUIN como el 3-NP son aceptados como modelos fenotipicos
de la EH, pues son incapaces de producir la expresion de la proteina Htt mutada
que desencadena la patologia; sin embargo, pueden semejar la mayoria de las
caracteristicas y procesos, desde el nivel molecular hasta el organismico, que
ocurren durante el desarrollo de esta enfermedad neurodegenerativa (Brouillet ez
al. 2005). El QUIN solo logra penetrar la barrera hematoencefalica de manera
muy pobre (Sas ef al. 2007) y su sintesis es casi nula en el cerebro a pesar de que
se produce en cierta cantidad en las estructuras cerebrales durante el desarrollo
temprano de la enfermedad (Schwarcz ez a/. 1980; Guidetti ez a/. 2006). Por ese
motivo, fue administrado directamente en el estriado. Lo mismo ocurtié con el
3-NP, pues a pesar de que por via sistémica la micotoxina mantiene una
vulnerabilidad selectiva hacia el caudado-putamen, se sabe que en ocasiones el
dafio también se manifiesta en otras areas del encéfalo pero en menor
proporciéon. Esta posibilidad disminuye al realizar la inyeccién directamente al
estriado (Reynolds ez @/ 1997). El QUIN se ha convertido en un excelente
modelo para representar los sintomas tempranos de la EH; debido a que el 3-NP
produce dafios mas severos, por lo que se le tipifica como modelo de las
caracteristicas tardias (Sas ez o/ 2007). Cabe sefalar que este ultimo dato sigue
siendo controversial. Es sabido que los efectos neurotéxicos del QUIN vy el 3-
NP involucran mecanismos de accién similares que resultan en el dano estriatal
en combinacién con la alteraciéon, en menor grado, a otras estructuras
extraestriatales (Bazzet e al 1996b), pero ambos modelos resultan
complementarios, pues el tratamiento con QUIN produce algunas de las
caracteristicas conductuales y neuroanatémicas que pueden apreciarse en las
etapas tempranas de la EH, mientras que el 3-NP produce los efectos mas
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severos que imitan aquellos que tienen lugar en las etapas tardias y en los
cuadros juveniles de la EH (Shear ef a/. 1998).

El deterioro de las funciones cognitivas en la EH corre paralelo a la
progresion de los defectos motores (Botlongan ez a/ 1997). Los modelos
excitotoxicos no reproducen esta “progresion” de la enfermedad; el 3-NP, en
cambio provoca una hiperactividad sostenida (EH en etapas tempranas) e
hipoactividad (fase tardia de la EH); lo que sugiere que este modelo fenotipico
puede usarse para emular el avance de la enfermedad (Borlongan e a/. 1995).

Al actuar en disefios sinérgicos con dosis subtoxicas se ha demostrado que
el 3-NP modifica la toxicidad del QUIN; se cree que dicho proceso esta asociado
con un incremento en la actividad de las calpainas que median el corte
proteolitico de diversas proteinas en las neuronas postsinapticas, sugiriendo una
mayor desregulaciéon de las concentraciones neuronales del Ca®". Cuando se
administré6 3-NP sistémicamente (s.c) a ratas Lewis a través de bombas
miniosméticas, liberando 10-45 mg/kg/dia durante 6 dias. El dia 5 después de la
implantacion se practico la inyeccion estereotaxica unilateral de 1 plL de QUIN
(4, 10, 15, 20, 40, 80, 120, 180 nmol). Se revelaron 3 aspectos clave de la
potenciacion de la excitotoxicidad por medio de defectos cronicos en la cadena
respiratoria: primero, la potenciacién ocurre en un rango restringido de defectos
en el complejo II de la mitocondria; segundo, la potenciacion lleva a la
exacerbacion de la activacion de las calpainas, indicando que se ha dado una
desregulacién de la homeostasis del Ca*'; tercero, esta desregulacién asociada con
la potenciaciéon no esta vinculada con la hipersensibilidad de los receptores
NMDA. EIl 3-NP disminuy6 el umbral del QUIN requerido para ocasionar
lesiones toxicas, lo que quiere decir que la activaciéon no toxica de los receptores
NMDA combinada con la inhibicion no téxica en el complejo II de la
mitocondria puede actuar de manera sinérgica en la degradaciéon del estriado
(Jacquard ez al. 2000).

Al decir que el uso de SAC y L-CAR como postratamientos a las toxinas
resultaré ser benéfico para el funcionamiento e integridad neuronal, es evidente
que no se puede hablar de que todos los mecanismos de neurodegeneraciéon que
tienen lugar en la EH sean frenados o solucionados a través de alguna de ellas,
pues los parametros medidos no brindan evidencia para tal argumento. Para esto,
se tendrfan que hacer analisis mas complejos que involucraran la genética de la
enfermedad y el dafio a otras biomoléculas. En cambio, puede decirse que ha
ocurrido una reactivaciéon importante de funciones neuronales, tanto en términos
de la homeostasis cerebral y la actividad motora en el organismo vivo (medida
por medio de la conducta de giro), como de la actividad de un organelo crucial
para la supervivencia (reducciéon de MTT a formazan en la mitocondria) y de la
integridad celular, pues el dafio provocado a la membrana y otros lipidos por ER
se redujo.
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La medicién de la conducta de rotacién no puede tomarse como una
referencia absoluta del grado de dafio que ha ocurrido en el cerebro de los
animales. Mas que un método cuantitativo para evaluar el dafo, se trata de una
aproximacion cualitativa, pues la exacerbada presencia de giros es indicativa de
una descompensacién neuroquimica y funcional. Esta descompensacion es
resultado de la lesién unilateral en el estriado de las ratas y representa un indice
que califica el déficit neuroquimico reflejado como un desbalance en la
transmision dopaminérgica (Pérez-De la Cruz ef al. 2005). La tendencia a ejecutar
giros transitorios de este tipo, mayoritariamente ipsilaterales, estd asociada con la
inhibicién de la via nigroestriatal en el lado lesionado (Miranda ez a/. 1999). El
desbalance funcional no se hace evidente de manera espontanea; para la
induccion de esta conducta es necesaria la presencia de un agonista de receptores
dopaminérgicos (la APM) y al estar dafiado uno de los estriados (anatémica,
fisiologica y estructuralmente). La APM solo podra actuar sobre aquel que
conserve la entereza de sus componentes, generando de esta manera que se
produzcan giros ipisilaterales a la lesion. Como ya se dijo, APM es un agonista
de la DA, produce el incremento a corto tiempo en el poder y sincronfa de las
redes oscilatorias de alta frecuencia (22-32 HZ) de la corteza-ganglios basales, las
cuales preceden la asimetria rotacional en el comportamiento. A su vez,
incrementa los niveles extracelulares de Glu en el estriado, lo cual supone el
involucramiento de la transmision glutamatérgica en las acciones
neuromoduladoras de la DA. Ademas, se ha convertido en el modelo tipico para
la determinacién del dafo neuronal ocasionado en un solo hemisferio cerebral
(Vorobyov & Sengpiel 2008).

Las figuras 17 y 18 permiten observar que en presencia de los
antioxidantes (L-CAR y SAC, respectivamente), el dafio conductual provocado
por las toxinas se atenta. En ausencia de estos, los animales lesionados dan
alrededor de 100 giros y cuando reciben alguno de los tratamientos disminuyen
sustancialmente. Al ser usados L-CAR y SAC como postratamiento, no se puede
hablar de que exista una prevencién de los efectos nocivos provocados por la
excitotoxicidad y el déficit energético resultado de la infusion de QUIN y 3-NP.
Mas bien, existe una accién “correctiva’. Esto se debe a la capacidad que tienen
los compuestos para atrapar radicales libres y, uno de ellos, para evitar que los
niveles de ATP contintien bajando, e impidiendo que la célula caiga en estrés,
pues las neuronas tienen muy altos requerimientos energéticos y, por tanto, son
sumamente sensibles a ligeras disminuciones en las concentraciones de ATP
(Bonsi e al. 2006). Nuestros resultados muestran que la L-CAR y la SAC (figs. 17
y 18) actian como protectores ante la presencia de las toxinas, preservando la
integridad (al menos estructural) del caudado-putamen, recuperando en presencia
del QUIN las funciones normales de las células estriatales y en el caso del 3-NP,
ubicandolas un 25% por debajo de la integridad basal en términos del desbalance
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en la transmisién sindptica. Aun asi, establecen una mejora, lo que representa
una evidencia de que el 3-NP suele ser mas agresivo que el QUIN (Botlongan ez
al. 1995).

Se sabe que la L-CAR, ademas de ser una molécula proenergética al
desempefar un papel importante en la obtencién de energia durante el
metabolismo de los acidos grasos. También mejora la actividad antioxidante
endogena e inhibibe la formacién de lipidos peroxidados a través de la accion
quelante que ejerce, reduciendo la disponibilidad de Fe** para promover la
reaccion de Fenton y generar una de las especies mas reactivas con un amplio
espectro de dano: el OH’ (Giilgin 20006). En las figuras 19 y 20 puede verse que
en los modelos subcrénico y agudo el QUIN elevo la concentracion de sustancias
reactivas al TBA, indicando que no soélo causa la activacion excesiva de los
receptores NMDA y la subsecuente entrada masiva de Ca™, sino que
posiblemente favorece la produccién de radicales libres y ER de manera severa,
provocando que el estatus oxidante de la célula sea desfavorable. El EO que
origina el metabolito de las KYN en cuestion, es un suceso determinante. Lo
distingue principalmente su accién excitotoxica, pero el influjo masivo de Ca**
resultado de ésta, causa dafio a la mitocondria, provocando que se abran poros en
la membrana del organelo y se liberen al citoplasma elementos importantes de la
cadena de transporte de electrones, como el citocromo c. Todos estos disturbios
son los causantes de que no se logre la reducciéon completa del oxigeno y que se
genere un desbalance en la producciéon de ER. Es importante recordar que en
presencia del QUIN, el Fe’" se acumula y aunque el QUIN actia como un
quelante, pues atrapa al metal, no lo hace inocuo, sino que el complejo QUIN-
hierro (II) propicia la reaccion de Fenton (Santamarfa et a/ 2001). Esto
demuestra que el QUIN no es sélo un agente excitotoxico, sino también pro-
oxidante, asi como un factor desacoplante de la mitocondria (Pérez-De la Cruz ez
al. 2008). En ambos esquemas de administraciéon ocurrié algo semejante con la
micotoxina. Se considera tipicamente al 3-NP como un inhibidor metabdlico
que bloquea de manera irreversible la actividad de la SDH. No obstante, hay que
recordar que el bloqueo de tal complejo no sélo provocara una disminucion
severa en las reservas de ATP al interrumpir su sintesis, pues el freno a la
correcta transferencia electronica causa que el oxigeno se reduzca de manera
parcial, generando ERO y ERN en el proceso que alteran la homeostasis celular
dafiando a sus componentes. También trastorna el correcto funcionamiento de
algunas enzimas que se encargan de destoxificar a las neuronas, en este caso,
resultando en la apariciéon de eventos de estrés que suelen propagarse hasta que
desembocan en la muerte. Algunos de esos procesos son la generacién de lipidos
peroxidados, que tras la aplicacion de la prueba de TBA resultan en la aparicion
elevada de sustancias (lipidos peroxidados) que reaccionan ante ella. Es
fundamental sefialar que existen diversas evidencias que constatan que las toxinas
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usadas como modelo fenotipico de EH son capaces de inducir la formaciéon de
diferentes ERO y ERN durante su fase aguda de toxicidad, la cual va de minutos
a un par de horas (Pérez-De la Cruz e al. 2005).

Este trabajo muestra evidencia importante de que posterior a la lesiéon con
QUIN o 3-NP, el suministro de L-CAR en un modelo 7z vivo es capaz de frenar y
revertir la PLL que se presentaba en los animales tratados Gnicamente con alguno
de los toxicos. Un punto muy relevante es que se demostré que la proteccion de
L-CAR no sélo es efectiva unas cuantas horas después de haber practicado la
cirugfa esterotaxica, sino que el estimulo neuroprotector continda al ser
prolongado el tratamiento por varios dias (una semana, en este caso). Se sabe
que la L-CAR previene el EO vy regula la producciéon de NO', la respiracion
celular y la actividad de enzimas involucradas en la defensa contra dafio oxidante.
Ante la toxicidad inducida por 3-NP, ejerce un efecto protector en la actividad de
la SDH, CAT, GPx y SOD, evitando, de esta manera, un dano peroxidante
mayor (Binienda & Ali 2001; Gulgin 2006). Quizd en este caso, sea esa la
caracteristica de la L-CAR LA que revierte el dafo a los lipidos de la membrana,
pues al conservar la actividad 6ptima de las moléculas antioxidantes se hacen
inocuas las ER, evitando que reaccionen con los acidos grasos membranales. El
trabajo de Silva-Adaya y colaboradores (2008) demostré que los efectos
neuroprotectores de L-CAR ante 3-NP pueden deberse a la potenciacion de la
energia mitocondrial a través de vias alternas, como son los recursos energéticos
a partir de cuerpos cetonicos, el aumento del metabolismo oxidante que previene
la acumulacién de lactato y la preservacion de fosfolipidos de membrana
previniendo la acumulacién de acil-CoA, pero no por una interferencia directa
con la succinato deshidrogenasa. Adicionalmente, la L-CAR suprime la transicién
de permeabilidad de la membrana, la apoptosis inducida por Fas y la produccion
de ceramidas (Furuno ef a/. 2001); promueve la disponibilidad de energfa para la
célula y previene la acumulacién toxica de acidos grasos de cadena larga (Sima
2007). Otra explicaciéon plausible para las acciones positivas de L-CAR es su
actividad antiapoptotica, observada en un modelo de MPP" que involucra la
regulacion de la expresion de Bax y Bcl-2 en la membrana mitocondrial; dichos
genes estan relacionados con la estabilizacion de la permeabilidad de la
membrana, ya que preservan la integridad mitocondrial, inhiben la liberaciéon de
citocromo c e impiden la muerte celular (Wang ez a/. 2007). Es interesante que
en los analisis de dafio a 4 horas (con la aplicaciéon del antioxidante dos horas
después de haber recibido la toxina), los valores de PL hayan quedado muy por
debajo de los presentados en la situacion control; lo que probablemente quiere
decir que, a tiempos cortos, la L-CAR puede desempefiar mejor sus acciones pues
tal vez los radicales libres que se han formado no han logrado reaccionar con
algin blanco celular, generando un grado de proteccion altamente confiable. Sin
embargo, es importante observar que la cantidad de lipidos peroxidados a la
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semana de haber ocurrido el proceso se disparé de forma importante, sefialando
quiza no una menor eficacia en el modo de acciéon de la L-CAR, sino una
disminuciéon coherente con el dafio ocasionado. Al revisar las figuras 19 y 20 se
aprecia que en términos de proporcion, la atenuacion del dafio a estructuras
lipidicas es la misma.

A diferencia de lo que ocurre con el dafio a lipidos de membrana, la
funcionalidad mitocondrial sélo puede ser reestablecida tras 7 dias de aplicacion
continua de una dosis de 100 mg/kg de L-CAR (fig. 22), peto si el tratamiento
solo es recibido 2 horas después de haber practicado la lesién, el compuesto
parece no ejercer beneficio alguno (datos no mostrados). Quiza esto se deba a
que, a pesar de que la L-CAR se distingue por ser un importante precuror
energético, el hecho de que en las neuronas la B-oxidacién (proceso alternativo
de produccién de energia promovido por la L-CAR) sea minima, puede ser un
freno importante para que se vean reflejados de manera inmediata los efectos de
la misma. Para empezar, es probable que su cualidad de restablecer los niveles
energéticos celulares no se vea reflejada de manera inmediata pues dicho suceso
forma parte de un proceso que involucra reacciones en las que intervienen mas
elementos aparte de la L-CAR Aunque también actiia como antioxidante, tal vez
esta actividad sea débil comparada con el dafio evocado por las neurotoxinas. La
tig. 22 muestra que después del tratamiento prolongado y constante con L-CAR
s{ hay una recuperacién de las funciones de la mitocondria. Esto podria estar
confirmando las hipotesis anteriores, pues transcurrido el tiempo, se da lugar a
que procesos mas largos (como una via metabdlica alterna) puedan efectuarse,
restableciendo o elevando los niveles de ATP que decayeron a causa del QUIN y
el 3-NP, y que la acumulacién de la sustancia en el organismo potencie los
efectos antioxidantes, incluso devolviendo a las células la actividad normal de la
cadena respiratoria.

La manera de comportarse de SAC es aun mas controversial. Como ya se
discutio, la administracion de este compuesto posterior a alguna toxina atenud la
conducta de rotacioén en los roedores y el dafio oxidante se detuvo en presencia
del compuesto evitando que continuara el deterioro de los componentes
estriatales (fig. 18). A pesar de este resultado positivo, los valores de las otras
dos pruebas realizadas (también a los 7 dias) no fueron contundentes.

En el caso de la PL en sinaptosomas estriatales obtenidos de ratas
lesionadas, la figura 21 permite observar que SAC dnicamente pudo ejercer sus
funciones antioxidantes para preservar el estado redox de la célula en presencia
de 3-NP, pues los lipidos danados disminuyeron en un 66% con respecto al
grupo que sélo recibié la toxina. Fsta actu6 eficazmente como molécula
secuestradora de radicales libres, previniendo el dafio oxidante y preservando la
integridad de la respiracion mitocondrial (Pérez-De la Cruz er al. 2006). En
cambio, al aplicar el compuesto antioxidante 120 minutos después de haber
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lesionado con QUIN, practicamente no hubo cambios. De hecho, el valor de las
sustancias reactivas al TBA del grupo QUIN+SAC fue ligeramente superior al
grupo que recibié la toxina y solucidn salina, por lo que en términos de
significancia estadistica no hubo cambios. Tal vez esto se deba a la naturaleza de
las epecies reactivas generadas por los modelos toxicos. Es posible que SAC
responda mejor ante un dano por EO cuyo origen proviene de las ERO
generadas por la actividad mitocondrial que por otros mecanismos como puede
ser la excitotoxicidad o la formacién del complejo QUIN-hierro (II). Al estar el
3-NP mas ligado al primer patrén de toxicidad y el QUIN a los otros dos
mencionados, fue que la SAC pudo reaccionar mas eficazmente y frenar los
efectos adversos. Esta idea esta fundamentada parcialmente en un trabajo de
2007 de Medina-Campos y colaboradores, donde se demuestra que SAC tiene
una manera diferencial de atrapar radicales libres. ILa propuesta de dicha
investigacion es que la SAC reacciona muy eficientemente con el oxigeno
singulete y el acido hipocloroso, pero pobremente con O,* and H,O,; no
obstante, se ha dicho que SAC actia mejor ante las ERO provenientes de la
actividad mitocondrial y dos de las mas importantes, son precisamente, el O,* y
el H,O,. Aun falta hacer estudios al respecto, pero puede vislumbrarse que se
trata de un mecanismo de captacion diferencial de ER y radicales libres. Esto
indica que posterior a la infusién con QUIN, la nula accién de SAC
(administrada durante 7 dias) ante la nociva oxidacién de los lipidos de
membrana, se debe mas a la inefectividad del agente antioxidante que al grado de
dafio originado por QUIN, pues las figuras 19 y 22 muestran que la L-CAR si
pudo revertir satisfactoriamente las alteraciones provocadas tanto a los lipidos
como a la mitocondria bajo el tratamiento subcrénico. Por tanto, no se trata de
que el dafio provocado por el metabolito del triptofano sea reversible para ese
momento, sino que el modo de combatir sus efectos no es el adecuado.

Todavia resulta mas dificil de explicar la fallida acciéon de SAC tratando de
preservar las funciones de la mitocondria tras la administracion diaria por 7 dias
después de haber lesionado el estriado con las respectivas toxinas (fig. 23). Por
un lado, el hecho de que la barra que representa las fracciones sinaptosomales del
grupo control exceda del 100% la actividad del complejo II de la mitocondria,
medido a través de la transformaciéon de MT'T a formazan, indica que los valores
de las muestras resultaron ser muy dispersos. Es congruente que en presencia de
las moléculas inductoras de dafo neuronal la reduccion de MTT haya
disminuido, lo que no tiene sentido es que dicha disminucién no sea marcada.
En la figura 22 donde se represent6 el tratamiento con L-CAR, la actividad de la
mitocondria cayé drasticamente, y en este caso, ante QUIN disminuyé en un
40%,; pero en presencia de 3-NP, el decaimiento de la funcionalidad fue apenas
perceptible (5-10%). Lo que resulta atin mas peculiar es que en presencia de SAC
la reduccion a cristales de formazan es superior a los valores considerados como
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la reduccion absoluta en la condicién control. Hay varias explicaciones para este
fenémeno. La primera es que el grupo de ratas con el que se trabajé haya
resultado ser menos vulnerable a los efectos de los toxicos por azar, por la
variabilidad o susceptibilidad biologica. La segunda es que SAC no es tan
efectiva para restablecer la funcionalidad de la mitocondria como lo fue para
lograr el balance del estatus redox de las neuronas. Esto podria deberse a que su
actividad se enfoca mas en atrapar ER que en restablecer funciones que tengan
que ver con el metabolismo energético de la célula. Ia tercera, podria
relacionarse nuevamente con la manera diferencial con que lleva a cabo la
inactivaciéon de radicales y ER. El ensayo realizado no permite decir con
exactitud qué mecanismo ha ocurrido para que los niveles de reduccion del MTT
hayan aumentado en un 150%, aunque usualmente no se trata de resultados
alentadores. De manera normal el MTT se convierte a formazan a través de las
deshidrogenasas. Cuando algunas toxinas inhiben directa o indirectamente el
complejo II de la cadena mitocondrial (la SDH), la enzima ya no puede llevar a
cabo la actividad reductora y, por tanto, ya no alcanza los niveles de formazan
que se presentaron cuando la funcién de la enzima estaba integra. Sin embargo,
hay ocasiones en las que el dafio oxidante que se produce es demasiado y se
incrementa la presencia de O,*, lo cual representa un problema, pues también
tiene la capacidad de realizar la reacciéon que transforma el MTT a cristales de
formazan y es entonces cuando los resultados parecen superar la funcion
estandar de las deshidrogenasas. También puede ser que SAC haya desempefiado
su accion protectora y que haya potenciado la actividad de la SDH,
incrementando su actividad reductora y llevando los niveles de formazan mas alla
de los niveles control, no obstante, este comportamiento, benéfico en un inicio,
puede convertirse en aberrante, ya que al haber un desbalance de funciones se
generan alteraciones finalmente. Hay que recordar que en los sistemas
biolégicos, las toxinas pueden actuar como agentes benéficos y viceversa,
dependiendo de las dosis y las circunstancias (Benzie, 2000), todo depende del
contexto celular en que nos situemos.

Aun falta averiguar si SAC resulta efectiva al ser empleada dos horas
después de haber administrado las toxinas, y de esta manera determinar si
correlacionan con los resultados de los tratamientos subcrénicos y asi poder
explicar lo observado. De esta manera, las respuestas evocadas por este derivado
del ajo podrian ser mejor analizadas. A pesar de los tropiezos encontrados en el
método experimental aqui descrito, SAC resulta ser un compuesto bastante
prometedor que brinda alternativas para explorar métodos terapéuticos contra
enfermedades neurodegenerativas con componentes oxidantes, excitotoxicos o
inflamatorios (Pérez-Severiano ef al., 2004a).

La importancia de los datos obtenidos en este trabajo radica en dos puntos
principalmente. Por una lado, que se trata de un disefio experimental manejado
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en sistemas vivos, donde el factor de estudio se involucra con diversas variables y
tenémenos que ocurren en el organismo. Por otro lado se trata de un disefio
novedoso, pues no se habfan administrado las sustancias antioxidantes como
postratamiento. El que se administren después y no antes es crucial, pues
muestra que son efectivas no sélo previniendo el dafio, sino defendiendo la
viabilidad de las células una vez que los procesos de dafio se han iniciado. Sin
embargo, la extrapolaciéon de estos datos hacia los humanos con EH es dificil
(Hickey & Morton 2000). Aun cuando los resultados arrojan datos suficientes
para saber que las sustancias empleadas tienen propiedades favorables para
combatir el dafio neuronal generado por EO, no se extendieron lo suficiente.
Este trabajo so6lo arroj6é datos en términos de recuperacion funcional de las
células después de inducido el dafio; aunque es informacién sumamente
relevante, tendrfan que tomarse en cuenta muchos mas indicadores y realizar
pruebas adicionales tanto 7z wvivo como in wvitro para hacer la absoluta
caracterizacion del compuesto y decidir si se lleva la investigacion a un nivel mas
elevado y asi ir aumentando el grado de complejidad en las variables medidas,
hasta que finalmente, los resultados producto de diversos estudios permitan la
creacion de algin farmaco o forma de terapia.

Es cierto que la medicina se beneficia a través del estudio de diferentes
compuestos con actividad antioxidante y proenergética, que si bien podrian no
actuar como el proceso terapéutico absoluto, si como un co-tratamiento que
ayude a disminuir los efectos de enfermedades donde el EO tenga un papel
preponderante (Cemeli ¢f 2/ 2009). Sin embargo, no se puede pasar por alto que
incluso las terapias antioxidantes pueden tener efectos negativos, como la
interrupcién de las funciones benéficas o fisiolégicos de algunas ERO (Knott ez
al., 2008) a nivel de sistema inmunolégico principalmente.

La Evolucion, ;una teoria, un sistema, una hipotesis? De ninguna manera,
mucho mds que eso: una condicién general a la cual deben doblegarse,

para ser posibles y verdaderas, todas las teorias, todas las hipdtesis,

todos los sistemas. Una luz esclareciendo todos los hechos, una curvatura
a la cual deben amoldarse todos los rasgos: he aqui lo que es la Evolucién.

Pierre Teilhard de Chardin

Evolucion de los sistemas antioxidantes e implicaciones en los
mecanismos de dafio neuronal

El oxigeno es necesario para la vida pero, paraddjicamente, su manejo puede
resultar nocivo al organismo ya que como parte de su metabolismo se producen
ERO, las cuales atacan diferentes blancos en las células (Andersen 2004). Las
células han presentado adaptaciones que les permiten actuar contra el EO
potenciando la produccién de enzimas de defensa, incrementando la glucdlisis y
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la activaciéon de genes que codifican factores de transcripcién y proteinas
estructurales (Sas e a/. 2007); las defensas endogenas entonces han evolucionado
para prevenir la excesiva oxidacién de los sistemas biologicos (Cemeli ez al.
2009).

Un antioxidante es cualquier agente capaz de prevenir la oxidacién. Es
probable que los primeros antioxidantes hayan sido simples barreras fisicas: la
compartamentalizacion de los componentes celulares vulnerables pudieron servir
como proteccion contra la produccion y efecto de las ERO (Benzie 2000).

Al ocurrir la transferencia electronica hacia el oxigeno paso a paso, las
especies resultantes de este fenémeno son: O,*, H,O,, radical OH" y finalmente
agua. Sin embargo en cada paso pueden darse otras reacciones y producise
especies que potencien el dano.

La unién a las formas inactivas de Cu®" y Fe** previenen la degradacién de
peroxidos catalizada por iones metalicos y la producciéon de OH'. El primer
mecanismo de unién a metales i6nicos fue quiza llevado a cabo por el Cu*" y el
Fe** evitando la formacion de OH’ en sitios biolégicos —estratégicos,
direccionando el dano hacia ellos mismos. Esta estrategia se volvi6 sumamente
eficiente, pues requeria de estructuras altamente especializadas, lo que result6é en
la evolucion de proteinas especificas. Las enzimas que remueven H,O, incluyen
a las CATs y a las peroxidasas que en su mayorfa contienen un Fe’* en su sitio
activo. Lo anterior refleja la etapa evolutiva de este mecanismo de defensa. El
Fe** se hizo metabdlicamente disponible antes que el Cu®’, otro de los
principales metales usados durante las reacciones redox. La CAT esta restringida
casi exclusivamente a los peroxisomas. Otros organelos como la mitocondria y el
cloroplasto usan peroxidasas del tipo de la GPx, que contiene selenio en su sitio
activo. La SOD es una enzima ampliamente distribuida en los sistemas vivos;
contiene Fe** y manganeso y es estructuralmente homologa (Benzie 2000).

Los principales mecanismos de defensa antioxidante en los sistemas vivos
han tenido un papel crucial en la adaptacioén y supervivencia de muchos de los
organismos actualmente conocidos. En el humano no ha sido la excepcion, pero
a pesar de que afios de evolucién nos han perimitido contar con estrategias que
atenien el dafio por mecanismos oxidantes, la cantidad de enfermedades
asociadas con EO (y todas las alteraciones que este fenémeno conlleva), es
frecuente. Tal es la razén por la cual se ha venido impulsando el desarrollo de
tacticas que resulten en la efectiva produccion de elementos antioxidantes que
sean de facil adquisicién y suministro, ya que en los humanos, los mecanismos de
defensa antioxidante estan sumamente influenciados por la nutricion (Benzie
2000). Existe una tasa basal de dafo oxidante a moléculas y componentes
celulares, variando entre las personas la cantidad de blancos afectados debido, en
parte, a las diferentes tasas de produccion de ER, lo cual implica que el EO no se
trata de un mecanismo fisiolégico normal, sino de un proceso anormal por
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deficiencias en los niveles de mecanismos de defensa antioxidante que
dificilmente puede ser cuantificable (Halliwell 1999).

Como se ha venido sefialando, la composicion del sistema nervioso lo
convierte en un objetivo muy susceptible al ataque por radicales libres y ER.
Aunque generalmente se asocia el EO con mecanismos de neurodegeneracion, el
que se formen radicales libres no necesariamente conducira a la degeneracion
neuronal, ni sera la causa determinante de que el dafio neuronal se desarrolle.
Aunado a esto, se sabe que durante el envejecimiento ocurren una serie de
cambios progresivos en la composicion y funcionamiento del cerebro y, en
ocasiones, dichas modificaciones se ven incrementadas dramaticamente cuando
algun gen defectuoso interviene, como puede ser en el caso de EH. EI
envejecimiento puede ser un proceso central e importante en muchas
enfermedades neurodegenerativas, no obstante, dicho postulado no es una regla
pues en muchas de ellas existen casos juveniles, que si bien son raros, hay una
alteraciéon que va mas alla de la pérdida de funcionalidad provocada por el paso
del tiempo (Mattson & Magnus 2006). Es importante mencionar que mientras
mas senescente se encuentre una célula, mayor es la posibilidad de que presente
algin evento de estrés, es decir, con el envejecimiento, las células se tornan mas
vulnerables. ILas neuronas de los mamiferos se encuentran entre las células mas
longevas que puedan haber, pues viven tanto como nosotros lo hacemos (Yuan e#
al. 2003), otra razon por la que se cree que el sistema nervioso es especialmente
tragil ante cualquier anormalidad.

La evolucién de los sistemas antioxidantes ha sido foco de atencion en los
ultimos afios, pues sélo entendiéndola se podra llegar a una mejor planeacion de
estrategias que mejoren la calidad de vida de los humanos. Mientras eso ocurre,
seguiran desarrollandose trabajos como éste donde queda claro que SAC y L-
CAR han demostrado ejercer una efectiva actividad diminuyendo el dafio
neuronal evocado por reacciones oxidantes y deficiencias en el metabolismo
energético de ratas. A pesar de que no es factible extrapolar en su totalidad los
resultados de este trabajo con los rasgos asociados con la EH, si se pueden usar
para  sefalar a tales sustancias como efectivos agentes antioxidantes y
proenergéticos.
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La ciencia debe entenderse como un fendmeno social,
como una empresa valiente, humana, y no obra de robots
programados para recoger informacion pura.

Stephen Jay Gould
11. IMPACTO SOCIAL

La ciencia es una actividad enteramente social. Hecha por y para individuos
pertenecientes a sus nucleos. Es el instrumento por excelencia que sirve para
encarar y resolver problemas, en este caso, problemas de salud. Sin embrago, es
la ciencia también quien divide a la humanidad en un primer y tercer mundo,
mientras el primero inventa, decide y posee, el tercero adquiere y utiliza, de
manera imponente, los inventos del primero.

Por lo anterior, es de gran importancia todo aquel conocimiento e
innovaciéon que sea generado por mexicanos, pues nuestro pais pertenece al
grupo de los tercermundistas y son justo tales elementos los que nos pueden
poner en una situacion mas igualitaria con respecto a otras naciones y mejorar, de
esta manera, nuestra calidad de vida.

La investigaciéon basica brinda herramientas para que en un futuro los
datos obtenidos de ella puedan ser aplicables y beneficiar a la poblacién en cierto
grado y en distintos aspectos. Esta tesis provee informacién importante que
puede resultar en el posible disefo de firmacos que reduzcan o eliminen las
alteraciones provocadas por la EH y por todos aquellos desordenes
neurodegenerativos en los que el EO desempefie un papel fundamental. Esto es
de suma relevancia, pues las enfermedades neurodegenerativas se han convertido
en una de las principales preocupaciones a nivel mundial.

México también registra un rapido avance de las enfermedades de este
corte y para hacer frente al reto que representan se debe cambiar el enfoque
individual y concebirse como “padecimientos de familia y comunidad” por los
altos costos econdmicos y sociales que generan. Este aumento tiene su origen en
la transiciéon epidemiolégica y demografica que vive el pais. Mientras mas se
alarga la vida, mayor es el riego de padecerlas (Corona-Vazquez 2008). Segun el
Conteo de Poblacién y Vivienda realizado por el INEGI en 2005, en la poblacién
mexicana existe la tendencia al aumento de personas de la mediana y tercera edad
durante las préximas décadas y son precisamente estos grupos quienes presentan
una mayor predisposicion a padecer disfunciones del sistema nervioso; de manera
especial, la poblaciéon que se encuentra por arriba de los 50 afios, pues ahora las
mujeres viven hasta los 77.4 anos y los hombres hasta los 72.6 (Navarrete ef 4.
2000), lo que indica que los problemas de salud relacionados con el sistema
nervioso seran prioritarios en el mediano plazo. La problematica se vera
acentuada porque en el pais los factores de riesgo se presentan en mayor grado
debido a las desigualdades sociales y la falta de acceso a servicios de salud y
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educacion que permitan estar informados sobre las medidas de prevenciéon o
atenuacion ante alguna enfermedad; segun Navarrete y col. (2000), algunos de
estos agentes son los habitos de alimentacion, el consumo de tabaco, alcohol y
otras drogas, estados que llevan a una hiperlipidemia, hipertensiéon arterial,
arritmias, enfermedades vasculares periféricas, insuficiencia cardiaca congestiva y
diabetes mellitus. Todos ellos factores que incrementan el riesgo de que ocurran
enfermedades cerebrovasculares que dan lugar a cambios degenerativos vy
demenciales.

Segun el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, se cree que en
México existen alrededor de 8,000 personas con EH. Las estadisticas exactas son
dificiles de obtener, no sélo porque en nuestro pais no se cuenta con la
infraestructura para llevar a cabo censos en este tipo de enfermedades, sino
porque la enfermedad es dificil de diagnosticar y muchas personas optan por no
tratar a sus familiares: La EH es hereditaria, catalogada como una enfermedad
mental, como locura, como algo vergonzoso que es preferible mantener
escondido, al grado de llegar a negar su existencia por generaciones; incluso se
llega a pensar que se trata de un acontecimiento esotérico y no se investiga nada
sobre ella, y mucho menos se trata.

Esto lleva a que nosotros, los cientificos, nos veamos ante la imperiosa
necesidad de no soslayar las exigencias y necesidades de la gente en materia de
salud. Se requiere que el sector creativo desarrolle técnicas que permitan el
diagnostico apropiado, congruente y de alto impacto, asi como estrategias para
mejorar la calidad de vida de los afectados y, que todo esto, esté al alcance de un
gran sector poblacional. Sin duda alguna, los resultados aqui presentados forman
los cimientos que mas adelante permitiran la elaboraciéon de planes vy
herramientas que puedan aplicarse a la clinica.

Por dltimo, es importante resaltar que si un pueblo carece de algin bien

material que pueda ser cuantificable o tasado como es el alimento, el agua, el
vestido o el dinero mismo, le sera facil detectarlo, podra hacerlo con toda
exactitud; en cambio, si le falta ciencia, es poco probable que pueda percatarse, y
mas en México, pues vivimos en un pais donde la ciencia es una actividad elitista,
ajena al comun de la poblacién, donde todo se queda en el plano de lo intelectual
y es s6lo una pequefia fraccion lo que se proyecta a la vida cotidiana.
Todo esto deja claro que una de las labores mas importantes que tenemos como
cientificos es difundir el conocimiento, hacer ver al comun de la gente, que
gracias a trabajos como el aqui expuesto pueden mejorar su calidad de vida de
manera directa e indirecta. En este caso particular podria llegar a reflejarse en
algo mesurable, como el disefio de medicamentos, pero finalmente el
conocimiento impulsa la vida de las sociedades hacia el progreso, nos hace
grandes, nos hace libres.
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;S6lo un momento de bienaventuranza!
Pero, ;acaso es eso poco para toda una vida humana?
Fiodor M. Dostoievski

12. CONCLUSIONES

@ Pudo comprobarse que en términos de disfuncionalidad mitocondrial y
dafio a los lipidos de membrana, tanto la administracion intraestriatal dnica
de QUIN o 3-NP en ratas imita los procesos que ocurren durante la
neurodegeneracion de Huntington.

@ A tiempos cortos (4 horas) y medios (7 dias) la 1-CAR actda eficazmente
restableciendo algunas funciones neuronales que se ven afectadas por el
EO resultado de la actividad téxica del QUIN y el 3-NP: reduce la
conducta rotacional y restablece la funcionalidad de la mitocondria, por un
lado; por otro, impide que las especies reactivas continden con el deterioro
de los componentes membranales (lipidos, principalmente).

@ En las pruebas realizadas 4 horas después de la lesién toxica, la
recuperacion de las funciones celulares no resulta tan obvia, aunque I-
CAR previno la PL ain por debajo de las condiciones control, no fue
capaz de restaurar la actividad mitocondrial. En cambio, bajo el
tratamiento subcrénico (7 dias) cumplié muy bien su accién de rescate
funcional.

@ SAC demostr6 poseer solo un papel protector parcial, a pesar de disminuir
drasticamente la conducta de rotaciéon a los 7 dfas, no se comportd de
manera uniforme pues sélo impidié la peroxidacién lipidica ante la
toxicidad del 3-NP. Falta por confirmar su participacion en la restauracion
de la funciéon mitocondrial.

L-carnitina y S-alilcisteina demostraron su capacidad como agentes
neuroprotectores ejerciendo funciones de rescate en los dos modelos toéxicos:
acido quinolinico y acido 3-nitropropioénico, mismos que semejan caracteristicas
de la patologia de Huntington, mostrando una efectividad superior la L-CAR
con respecto a SAC. A pesar de que los dos agentes pueden considerarse como
antioxidantes tipicos, su proteccion diferencial podria sustentar su actuacion.
Los resultados obtenidos en ambos casos proveen herramientas prometedoras
en el disefio de terapias farmacolégicas. Es imperante que se haga una
caracterizacion mas profunda para tener mayor certeza de como desempefian
sus acciones para rescatar la integridad fisica y funcional del tejido nervioso.
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iFinalizado! Estipida palabra. ;Por qué “finalizado”?
iFinalizado y la nada absoluta son la misma cosa! (...)
Vale lo mismo que si no hubiera existido.

Johann W. Goethe

13. PERSPECTIVAS

Disefiar protocolos 7z vivo bajo esquemas de administracion agudos que
permitan obtener resultados sobre la manera en la que se comporta el
derivado del EAE: la SAC. De esta forma se podra determinar si abarca
mas aspectos de neuroproteccion.

Investigar como es que los compuestos antioxidantes L-CAR y SAC son
capaces de llevar a cabo su accién restauradora en términos de
funcionalidad, es decir, conocer su modo de accién a nivel molecular a
través de la determinacién de su estructura proteica y el reconocimiento de
sus sitios activos; o bien, determinar si hay vias de sefializacion en las que
participen o si impulsan la activacion de alguna de ellas.

Investigar qué otro tipo de efectos positivos pueden tener tanto la L-CAR
como la SAC al enfrentarse a un proceso iniciado de dafio neuronal, ya sea
a través de la cuantificaciéon de genes y proteinas asociadas a eventos de
muerte, supervivencia y/o proliferacion celular; midiendo si disminuye el
dafio al DNA o cuantificando si promueven el restablecimiento de la
actividad energética de las neuronas.

Implementar estos agentes antioxidantes (también como postratamiento)
en disefios experimentales mas largos, asi como en otro tipo de modelos
que semejen la EH (pueden ser los transgénicos, donde si se presenta la
aberracion cromosémica) u otros trastornos neurodegenerativos cuya
caracteristica trascendental sea el dafio causado por EO. Caracterizar la
actividad de las sustancias, el efecto que tienen y el modo de accion.

A través de la informacion que pudiera brindar el conocimiento de los
mecanismos de acciéon de las sustancias empleadas en este trabajo, se
podra esclarecer mejor el progreso de diferentes trastornos
neurodegenerativos, en especial de la EH, y también la evolucién de
mecanismos endogenos de proteccion contra dano oxidante.
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14. GLOSARIO

ANOVA. El analisis de varianza (ANOVA) es un método estadistico usado para
poner a prueba la igualdad de dos o mas medidas poblacionales; es una extension
o generalizaciéon de la prueba de 7 para dos muestras, aplicable a mas de dos
muestras independientes (Weimer 2000).

ANOVA de una via. Es una metodologia para analizar la variacion entre
muestras y la variacién al interior de las mismas varianzas, en lugar de rangos. Es
util para comparar dos o mas medidas poblacionales (Weimer 20006).

Apomorfina. Potente agonista de los receptores dopaminérgicos (se une a los
dominios D1 y D2); es capaz de estimular las terminaciones postsinapticas de las
neuronas dopaminérgicas estriatales (Li, ¢f a/. 2000).

Autécrina.  Tipo de comunicacién celular donde los mensajeros quimicos
producidos por una célula interaccionan con los receptores de células de la
misma estirpe para ejercer su efecto (Gottfried-Blackmore 2000).

Alostérico. Proteinas cuyos cambios de conformacién acoplan dos lugares de
union separados de su molécula, distintos al sitio en el que ejerce normalmente su
efecto una determinada sustancia endégena. Han sido seleccionadas a través de
la evolucion, ya que permiten a la célula relacionar la presencia de una molécula
con la presencia o ausencia de cualquier otra molécula (Alberts ¢f a/. 2002).

Basoéfilos. Tipo de células que integran el sistema inmune; se trata de un tipo de
glébulos blancos o linfocitos. Juegan un papel importante en mecanismos de
inflamacion, particularmente en respuestas alérgicas (Albers e a/. 2002).

Conductancia. Es una medida de la facilidad con la cual un conductor transfiere
una corriente eléctrica, se mide en siemens (S) (Randall ez /. 2002).

Densidad postsinaptica. Especializacién fibrosa del citoesqueleto, de
aproximadamente 1 um, localizada bajo la membrana postsinaptica en las
sinapsis del SNC; especialmente asociada con las sinapsis glutamatérgicas.
Compuesta por diferentes agentes proteicos como receptores glutamatérgicos,
moléculas de adhesion y otras proteinas de sefializaciéon. Todas éstas estan
relacionadas con la regulacion de la transmision sinaptica (Kennedy 1997).

Eferencia. Axén que conduce informaciéon desde el SNC hacia la periferia
(Randall ez a/. 2002).
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Fasciculos. Agregacion de prolongaciones neuronales para formar un haz
nervioso (Purves ez al. 2007).

Ipsilateral. Relacionado con el mismo lado del cuerpo (www.cancer.gov).

Mastocitos. Células que forman parte del sistema inmune, contienen granulos
ricos en histamina y heparina; median reacciones de alergia, anafilaxias y defensa
contra patogenos. Son originados en la médula 6sea y estan presentes en la
mayoria de los tejidos, cerca de los vasos sanguineos (Albers e al. 2002).

Paracrina. Nivel de comunicacién en el cual las células secretan mensajeros
quimicos que ejercen efectos sobre células que estin en su cercania, pero de

diferente estirpe (Gottfried-Blackmore 2000).

Potencial de accidon. También llamado impulso nervioso. Proceso que llevan a
cabo las células excitables en el cual sobrerreaccionan a un estimulo eléctrico
pequeno; es capaz de regenerarse y es conducido a través de los axones de
manera unidireccional. El fenémeno se da gracias a que estas células tienen
canales sensibles a voltaje; si se estimulan los de Na™ ocurre una despolarizacion
porque el potencial de reposo se hace mas positivo; en cambio, si estimulan los
de K’ ocurre una repolarizacion (la célula vuelve al estado de reposo) o una
hiperpolarizaciéon: el potencial de reposo se hace mas negativo. Para que se
produzca esta respuesta de todo o nada, el estimulo debe rebasar el potencial
umbral, de esta manera la respuesta se dispara hasta que llega a cierto voltaje y
entonces se cierran los canales responsables de la excitaciéon de la célula,
abriéndose los que la devuelven a su estado de reposo (Randall ez a/. 2002).

Potencial de equilibrio: diferencia de voltaje a través de una membrana

semipermeable en el equilibrio de un i6n, es decir, cuando no hay flujo neto del
mismo (Randall ez a/. 2002).

Potencial de membrana o de reposo. Es una medida del potencial eléctrico
relativo de una célula con respecto al fluido extracelular, que por convencién
debe ser considerado como cero; es la diferencia de potencial a través de la
membrana, es decir, la medida de la diferencia de la concentracion i6nica dentro
y fuera de la célula. Siempre es negativo y se debe al gradiente electroquimico
que se establece en el estado sostenido (Randall ez a/. 2002).

Potencial reverso. Potencial de membrana en el cual no hay flujo de corriente a
través de los canales insertados en la membrana a pesar de que estos se
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encuentren abiertos; el valor del potencial reverso ayuda a establecer qué iones
son los responsables del cambio de voltaje durante las sinapsis, mientras mas
cercano al valor del potencial de equilibrio del 16n, significa que su canal permaneciod
abierto durante el evento (Randall ¢z a/. 2002).

Potencial sinaptico. Tipo de sefial eléctrica que se asocia con la comunicacién
entre las neuronas durante la sinapsis eléctrica (Purves ez a/. 2007).

Prueba de Kruskal-Wallis. Resulta util cuando no se puede satisfacer el
supuesto de normalidad subyacente en ANOVA de una via. Es un método no
paramétrico util para poner a prueba una hipotesis nula relativa a que £ muestras
independientes provienen de poblaciones continuas idénticas.  Es una
generalizacion de la prueba de la suma de los rangos (Weimer 2000).

Prueba de Tukey. Prueba estadistica de compararciéon mualtiple usada de manera
conjunta con el ANOVA; es usada para enontrar medias significativamente
diferentes una de otra (Weimer 2000).

Sitio de relevo. Nucleos por los cuales pasa una via destinada a terminar en otro
lugar (generalmente la corteza); estructuras que filtran informacién o hacen un
pre-procesamiento de alguna funcién especial (Kandel ez 2/. 2000).

Toénica. Actividad sostenida en respuesta a un estimulo en curso; opuesto a
tasico (Purves ez al. 2007).

Uniones tipo gap. Median la comunicacién intercelular al permitir el paso de
iones inorganicos y otras pequenas moléculas hidrosolubles entre los respectivos
citoplasmas, acoplando a las células tanto eléctrica como metabdlicamente.
Estan organizadas con base en proteinas transmembranales denominadas
conexones. Cuando los conexones de las membranas plasmaticas de dos células
adyacentes se encuentran alineados forman un canal acuoso continuo que
conecta ambos citoplasmas (Alberts ez a/. 2002).
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15. PUBLICACIONES

Los resultados presentados en el presente trabajo se sustentan y han sido
avalados por otros expertos del area, resultando en dos publicaciones en revistas
prestigiadas. Una de ellas aborda los resultados obtenidos con el antioxidante S-
alilcisteina y la otra, incluye aquellos que se obtuvieron al emplear L-carnitina.
En ambos documentos se complementan los resultados obtenido 7z wivo

(mostrados en esta tesis) con los llevados a cabo 7 vitro por Diana Elinos-
Calderén.

1. Elinos-Calder6n D*, Robledo-Arratia Y*, Pérez-De La Cruz V, Pedraza-
Chaverti J, Ali SF, Santamarfa A. 2009. Early nerve ending rescue from oxidative
damage and energy failure by 1-carnitine as post-treatment in two neunrotoxic models in rat:
recovery of antioxidant and reductive capacities. Exp Brain Res. 197(3): 287-96.

2. Elinos-Calder6n D* Robledo-Arratia Y*, Pérez-De La Cruz V, Maldonado
PD, Galvan-Arzate S, Pedraza-Chaverri J, Santamaria A. 2010. _Awtioxidant
strategy to rescue Synaptosomes from oxidative damage and energy failure in neurotoxic models
in rats: protective role of S-allyleysteine. | Neural Transm. 117: 35-44.

* Ambas autoras contribuyeron equitativamente a la realizacién de estos trabajos.
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