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Resumen

El estriado es una estructura cerebral susceptible particularmente al cambio
metabdlico ejercido por el acido 3-nitropropidnico (3-NPA), una toxina que
inhibe el complejo Il de la cadena respiratoria mitocondrial. El estriado, que
recibe las terminales nerviosas de la via nigro-estriatal, concentra la mayor
cantidad de dopamina (DA) en el cerebro. La DA es metabolizada al acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) mediante la monoamino-oxidasa (MAO), una
enzima que contiene un grupo disulfuro en el sitio activo. En terminales
nerviosas aisladas de estriado expuestas a 3-NPA in vitro, aumenta la DA y
disminuye al DOPAC después de 10 min de incubacion, y después de 2 h
ademas se detectd un aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS),
asi como un aumento en la formacion de productos de DA-quinona. Estos
efectos por exposicion del 3-NPA resultaron en un aumento de DA extracelular
después de 2 h de incubacién. En homogenados de estriado de los animales
gue presentaron alteraciones motoras en respuesta a una inyeccion de 3-NPA
in vivo, se observé un aumento de los metabolitos de DA, &cido homovanilico
(HVA) y DOPAC. Con base a los resultados concluimos que, en las terminales
nerviosas aisladas de estriado donde la DA esta particularmente concentrada,
el aumento de los ROS inducidos por el 3-NPA, oxidan a la DA y generan DA-
quinonas. Estas DA-quinonas pueden formar aductos con el sitio activo de la
MAO-A reduciendo su actividad. Mientras que parte de la DA que no se
metaboliz6 a DOPAC, es utilizada para desencadenar la generaciébn de mas
productos nocivos de la oxidacion de DA y otra parte de la DA es liberada al
medio externo, donde es metabolizada por enzimas no neuronales como son la

MAO-B y la catecol-o-metil-transferasa (COMT).



Abstract

The striatum is a cerebral structure particularly susceptible to the metabolic
challenge exerted by 3-nitropropionic acid (3-NPA), a toxin that inhibits the
respiratory chain at complex Il. The striatum, which receives the nerve endings
of the nigro-striatal pathway, concentrates the largest amount of (DA) in the
brain. DA is metabolized to 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) by
monoamine oxidase (MAQ), an enzyme that contains a redox-active disulfide in
the active site. In striatum isolated nerve endings exposed to 3-NPA in vitro, DA
increased and DOPAC decreased already after 10 min, and after 2 h also an
increase in reactive oxygen species and DA-quinone products formation was
detected. These 3-NPA-induced effects resulted in an increase in DA release
after 2 h. In striatum homogenates from animals presenting motor disturbances
in response to 3-NPA in vivo, the DA metabolites homovanilic acid and DOPAC
were increased. It is concluded that in the striatum nerve endings where DA is
particularly concentrated, the increase in reactive oxygen species induced by 3-
NPA, oxidizes DA generating DA-quinones. These DA-quinones may form
adducts with the active site of MAO type A reducing its activity. The DA not
metabolized to DOPAC is both, used to unchain generation of more of the
harmful DA-oxidation products and released to the external medium, where is
metabolized by the non-neuronal enzymes MAO type B and catechol-O-

methyltransferase.

Keywords: catechol-O-methyltransferase; cerebral-nerve-endings; dopamine-
metabolism; dopamine-quinone-adducts; monoamine oxidase type A

monoamine oxidase type B; reactive-oxygen-species.



ABREVIATURAS

S-NPA ..o, Acido 3-nitropropiénico

O-MPT o-metil-p-tirosina
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SDH . Succinato deshidrogenasa

SNC . Sistema nervioso central

SOD oo Superoxido dismutasa

TBA oo Acido tiobarbitirico

TBA-RS .. Substancias reactivas al TBA

TH Tirosina-hidroxilasa

VMAT Transportador vesicular de monoaminas
VPC Vinpocetina



1. ANTECEDENTES GENERALES
1.1 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO
Las reacciones oxidantes suelen ocurrir debido a la presencia de radicales
libres. Un radical se define como un atomo o molécula que contiene uno o mas
electrones desapareados (Halliwell y Gutteridge 2006). Cuando un radical libre
se forma, éste llega a estabilizarse rapidamente, ya sea aceptando o donando
un electrén no pareado desde o hacia otra molécula o &tomo. Con frecuencia,
los radicales libres promueven una reaccidn en cadena, resultando en la
transformacién de un gran numero de biomoléculas como acidos nucleicos,
lipidos y proteinas.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son una familia de moléculas

altamente reactivas que incluyen a radicales libres; como el anion superéxido

(O2") y el radical hidroxilo (HO"), y a especies no radicales como el peréxido de

hidrégeno (H,O,) y el peroxinitrito (ONOQO’) y que pueden ser convertidas

facilmente a radicales libres.

Durante mucho tiempo se creia que los radicales libres solamente causaban
dafio celular, pero recientemente se ha reconocido que los radicales libres son
también favorables para la célula. De hecho el propio organismo los produce en
cantidades moderadas para combatir ciertos tipos de virus y bacterias.
Ademas, los radicales libres juegan un papel en la transduccién de sefiales, en
el mecanismo de defensa mostrado por el sistema inmune y en la

vasodilatacién del musculo liso, entre otros (Pacher y col. 2007).
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Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno

Radicales libres No radicales

Anién superdxido (O,") Peroxido de hidrégeno (H205)
Radical hidroxilo (HO") Acido hipocloroso (HOCI)
Radical peroxilo (ROO") Peroxinitrito (ONOQ)

Radical alcoxilo (RO") Ozono (Os)

1.2 ESTRES OXIDATIVO
Todas las células mantienen en su entorno un estado redox caracteristico,
como resultado de un equilibrio entre las especies oxidantes y los agentes
antioxidantes. Cuando ocurre una produccion incontrolada de radicales libres,
ya sea por una sobreproduccién de éstos o por un déficit de los sistemas
antioxidantes (Sies  1991; Kehrer 1993), se altera el equilibrio
oxidante/antioxidante del sistema biolégico, lo que lleva a la célula a un estado
de estrés oxidante, resultando en un dafio fisiolégico y/o morfolégico celular.
Las especies reactivas mas estudiadas son las de oxigeno y/o de nitrégeno
(ROS y RNS, respectivamente) y su concentracion es regulada por
mecanismos antioxidantes. Un agente antioxidante, es cualquier sustancia
capaz de retardar o prevenir el dafio oxidante generado por los radicales libres.
Los sistemas de defensa antioxidante incluyen sistemas enzimaticos tales
como la superoxido dismutasa (SOD), la glutation peroxidasa (GPx) y la
catalasa (CAT). Y sistemas no enzimaticos, como las vitaminas A, C, E y

glutation (GSH), entre otros (Dorado y col. 2003).
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Tabla 2. Sistemas antioxidantes

Antioxidantes Enziméaticos: Antioxidantes No enzimaticos:
Superéxido dismutasa (SOD) a-tocoferol

Glutation peroxidasa (GPx) acido ascorbico

Glutatiéon transferasa (GT) [-caroteno

Catalasa (CAT) Polifenoles

1.2.1 REACCION DE FENTON
La reduccion del oxigeno molecular (O;) a H,O, durante el metabolismo celular
tiene lugar en sucesivas cesiones de un electron como se presenta en el

siguiente esquema:

e e+ 2H* e +HT e” +H*t
0, A > 5;% H,0, HO H,0
radical peréxido de radical
superdxido hidrageno hidroxilo
2

Generacion de ROS como consecuencia de la reduccién parcial del O,

El primer producto en la reduccion del O, es el anién superoxido (O3*), que

€S una especie poco reactiva y dismuta a peroxido de hidrégeno (H,O,). Esta
reaccion ocurre de manera espontdnea o es catalizada por la enzima
intracelular superoxido dismutasa (SOD). Cuando el O, es reducido
parcialmente por 2 electrones se forma el H,O,. La peligrosidad del H,O, radica

en su capacidad de formacion de otros ROS mas reactivos como son el radical

-12 -



hidroxilo (HO"). Si el Fe* entra en contacto con el H,O, puede iniciarse la

conocida reaccion de Fenton y producirse el HO", una especie altamente

reactiva que puede reaccionar con cualquier biomolécula presente en la célula.

Fe* + H,0, — >  Fe® + HO" + OH

Reaccion de Fenton

Otra reaccion que tiene como resultado la formaciéon de HO:, es la reaccion

de Haber-Weiss, en la que el O, reacciona con el H,O, en presencia de Fe?*.

0, + H,0, Fe?* O, + HO" + OH
_—

Reaccion de Haber-Weiss

1.2.2 CADENA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL
En la mitocondria se estima que del 2-4% del oxigeno consumido durante el
transporte de electrones no se reduce a agua por la citocromo ¢ oxidasa, Sino

qgue se forma el anion semiquinona que puede transferir 1 6 2 electrones al O,

con la subsecuente formacién de O,", este a su vez, puede generar otras

especies reactivas de oxigeno (Halliwell 2006).

La mitocondria contiene dos compartimentos ligados por las membranas
interna y externa. En la membrana interna mitocondrial se encuentra la cadena
respiratoria que estd formada por proteinas que se ensamblan en complejos

multiproteicos denominados I, II, Il y IV.
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El complejo | (NADH-deshidrogenasa) recibe los electrones del NADH y los
transfiere a la coenzima-Q, la cual se desplaza libremente a través de la
membrana interna mitocondrial. Durante este proceso son translocados 4
protones desde la membrana interna mitocondrial hacia el espacio
intermembranal. EI complejo Il (succinato deshidrogenasa) es una flavoproteina
qgue interviene ademas en el ciclo de los acidos tricarboxilicos y transfiere los
electrones del succinato a la coenzima-Q sin la translocacion de protones. El
complejo 11l (citocromo c-coenzima Q oxido-reductasa), recibe los electrones de
la coenzima Q vy los transfiere al citocromo c, un transportador proteico soluble
gue se encuentra en el espacio intermembranal, al mismo tiempo que transloca
2 protones a través de la membrana. Por udltimo, el complejo IV (citocromo
oxidasa) acopla la oxidacion del citocromo c con la reduccion del O, para
producir 2 moléculas de agua, al mismo tiempo que transloca 4 protones al
espacio intermembranal. Las reacciones globales de los complejos I, Il y IV
son exergonicas Yy la energia liberada en ellas crea un gradiente de protones
como resultado de los protones bombeados al espacio intermembranal. Este
gradiente de protones libera la energia suficiente para que tenga lugar la

sintesis de ATP mediante la ATP-sintasa.
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H+ H+ H+ H+ H+ H+ H+ H+ H+ H+
H+ Espacio

: m’ RRRRRRW

Membrana
intemade la
m mitocondria

i

1 oo EEHTTTTE A come T el T
U A ™ J )

NADH NAD+ 120, H,0 Matriz
mitocondrial

FADH, FAD

H+ H+ H+
H+ .>.4 H+ H+

Succinato  Fumarato

ADP + Pi ATP + H;0

H+ H+ H+

Fig. 1. Cadena de transporte mitocondrial

Existen diversos modelos experimentales para producir radicales libres y
generar estrés oxidativo, uno de ellos es mediante la inhibicion de uno o mas

complejos de la cadena de transporte de electrones.

1.3 ACIDO 3-NITROPROPIONICO

El acido 3 nitropropionico (3-NPA) es una toxina mitocondrial que causa dafio
oxidativo al inhibir de manera irreversible a la succinato deshidrogenasa (SDH),
una enzima localizada en la membrana interna mitocondrial que actia en el
ciclo de los acidos tricarboxilicos y en el complejo Il de la cadena de transporte

de electrones (Alston y col. 1977; Alexiy col. 1998).

Fig. 2. Estructura quimica del 3-NPA
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El 3-NPA al bloguear la maquinaria metabolica celular, origina en las células
una disminucién energética. La alteracion del metabolismo energético ocurre
en todas las células del cuerpo y el cerebro, sin embargo, los ganglios basales
son los mas severamente afectados después de una administracion periférica
de la toxina mitocondrial (Alexi y col. 1998).

Se ha sugerido que la administracion sistémica de 3-NPA a animales, puede
causar lesiones cerebrales que aparentemente involucra eventos excitotoxicos
secundarios a través de la activacion de receptores de glutamato (Beal y col.
1993; Schulz y col. 1996), y que son evidentes principalmente en el estriado,
aungque también se han encontrado en hipocampo, talamo y corteza cerebral
(Borlongan vy col. 1997). Ademas, la neurotoxicidad del 3-NPA no solamente
involucra eventos excitotéxicos, sino que también esta involucrado el estrés
oxidativo. Varios reportes demuestran que una inyeccion sistémica o
intraestriatal de 3-NPA disminuye los niveles de glutation y genera un aumento
de radicales libres, y que la degeneracién estriatal puede ser atenuada
bloqueando la produccion de los radicales libres (Beal v col. 1993; Galpern vy

col. 1996, La Fontaine y col. 2000).
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[ membrana interna mitocondrial

succinato +

3-NPA
G
NADH o ., I ( _',-,r__

e o E+ — __"_I_...-"' =
N o™ ﬁ]l

H+ i+

Fig. 3. Sitio de accién del 3-NPA en la cadena respiratoria mitocondrial. En la
estructura de la mitocondria se encuentran los componentes de la cadena respiratoria
y el sitio de inhibiciéon del 3-NPA. En condiciones normales, los complejos I, 1l y IV
funcionan como bombas de protones y el complejo V (ATPsintasa) es la via dominante
para la reentrada de protones dentro de la matriz mitocondrial, la cual mantiene al
potencial de membrana mitocondrial y conduce a la sintesis de ATP (flecha continua).
Cuando se inhibe a la succinato deshidrogenasa (SDH: complejo Il) con el 3-NPA, hay
un colapso del potencial de membrana mitocondrial el cual revierte la sintesis de ATP
(flecha punteada) y conduce a la hidrélisis de ATP citoplasmatico. Debido a que la
SDH es también una enzima que participa en el ciclo de los acidos tricarboxilicos, la
inhibicion de la SDH también dara lugar a la elevacién de succinato como se observa
en la figura.

1.3.1 DEFICIT CONDUCTUAL INDUCIDO POR 3-NPA

Varios estudios han descrito extensamente la neurodegeneracion asociada con
3-NPA, pero la caracterizacién de los sintomas conductuales producidos por el
3-NPA ha sido escasa. Los primeros estudios definieron un comportamiento
patolégico inducido por 3-NPA en tres etapas, a saber: etapa I, somnolencia,
etapa Il, incoordinacion de la marcha con manoteo y movimientos

estereotipados: y etapa lll, balanceo ventral y lateral. (Borlongan y col. 1995).
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Se ha demostrado que una sola administracion sistémica o administraciones
repetidas de 3-NPA a ratas, resulta en lesiones de los ganglios basales con
una disminucion inicial en la actividad motora seguida por episodios
ocasionales de hiperactividad y/o movimientos anormales (Koutouzis, y col.
1994). En estudios adicionales en ratones se ha demostrado que la
administracion sistémica simple repetida de 3-NPA resulta en lesiones de los
ganglios basales con una disminucién inicial en la actividad motora seguida por
episodios ocasionales de hiperactividad y/o movimientos anormales (temblor,
inclinaciéon de la cabeza, rigidez de la cola) (Ludolph vy col. 1991).

Hay evidencias que sugieren que la dopamina (DA) podria jugar un papel
determinante en la formacién de lesiones estriatales causadas por el 3-NPA ex

vivo (Reynolds y col. 1998). El metabolismo de dopamina, ya sea por actividad

de la MAO o por auto-oxidacion, resulta en una producciéon de Oy y H,O, que

en conjunto con los ROS generados por la mitocondria dentro de las neuronas
estriatales, promueven la muerte celular. A pesar de las altas concentraciones
de DA que existen en el estriado, cada vez hay mas evidencias de que la DA, o
uno de sus metabolitos, podrian ser neurotoxicos (Jakel y Maragos 2000). Asi
mismo, las evidencias mas recientes indican que la reduccién de los niveles de
DA con a-MPT y reserpina, reduce el dafio oxidante ocasionado por el 3-NPA

(Villaran y col. 2008).

1.4. MONOAMINAS CEREBRALES

Las monoaminas cerebrales neurotransmisoras incluyen a las catecolaminas;

DA, noradrenalina (NA), adrenalina y a la indolamina serotonina.
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La DA es un neurotransmisor del grupo de las catecolaminas cerebrales que
participa en la regulacion de diversas funciones como la conducta motora, la
emotividad y la afectividad. EIl principal ndcleo dopaminérgico del cerebro se
encuentra en la substancia nigra pars compacta. Este nudcleo envia sus
proyecciones principalmente al estriado lugar donde se encuentra el mayor
porcentaje de terminales nerviosas dopaminérgicas. El estriado es un nucleo
que participa en la generacion y seleccion de programas motores para iniciar el
movimiento.

En el sistema nervioso central (SNC) de la rata existe un nGmero importante
de células dopaminérgicas, de 15,000 a 20,000 para cada uno de las mitades
del mesencéfalo, region donde se encuentran los grupos mas importantes de
ellas (Cooper vy col. 1996). Las neuronas dopaminérgicas y sus proyecciones
pueden agruparse en 3 sistemas principales: sistemas ultracortos, sistemas de
longitud intermedia y sistemas largos. Este ultimo grupo incluye a las neuronas
de la region retrorubral (A8), del area tegmental ventral (A10) y de la sustancia
negra compacta (A9), las que envian proyecciones a 3 regiones principales: el
neoestriado (nucleo caudado y putamen), la corteza limbica y otras estructuras
limbicas. Dentro de este grupo se encuentran dos de las vias dopaminérgicas

mas importantes, la via nigroestriatal y la via mesolimbica.

1.4.1 SINTESIS DE LA DOPAMINA

La sintesis de DA tiene lugar en las terminales nerviosas dopaminérgicas
donde se encuentran en alta concentracion las enzimas responsables, la
tirosina hidroxilasa (TH) y la L-DOPA descarboxilasa. Los trabajos de Nagatsu

y Levitt (Nagatsu y col. 1964; Levitt y col. 1965), demostraron que la
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hidroxilacion del aminoacido L-tirosina es el punto de regulacion de la sintesis
de catecolaminas en el SNC y que en consecuencia la TH es la enzima
limitante de la sintesis de la DA. La TH es un péptido que se encuentra
presente de manera predominante en la fraccion citosolica de las terminales

catecolaminérgicas (Siegel 1989).

OH L-tirosina
MH-
HO z
O, Tetrahidro-
biopterina (BH4)
Tirosina hidroxilasa

I"f;“[:'-[}ihi-l:ln:l--
biopterina
O
HO
OH L-dihidrexifenilalanina
NH, (L-DOPA)
HO
N
DOPA descarboxilasa
COy £

HO
mHz Dopamina
HO

Fig. 4. Biosintesis de la dopamina

1.4.2 SISTEMAS DOPAMINERGICOS
Existen mecanismos que regulan de manera muy precisa la sintesis y

liberacibn de las catecolaminas. En las terminales dopaminérgicas el
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neurotransmisor es sintetizado en el citoplasma de donde puede ser liberado
directamente al espacio sinaptico o bien ser transportado al interior de las
vesiculas sinapticas para ser liberado por exocitosis. La DA recapturada es
convertida por la enzima monoamino-oxidasa (MAQO), en particular por la forma
A, presente en el interior de la terminal nerviosa, en acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) que es liberado al exterior de la terminal para ser
convertido en acido homovanilico (HVA) por la enzima catecol-O-
metiltransferasa (COMT). En el cerebro de la rata el principal metabolito de la
DA es el DOPAC. Asi, la formacion de DOPAC puede utilizarse como indicador

de la actividad dopaminérgica en la rata.
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Fig. 5. Degradacion de la dopamina
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1.4.3 TRANSPORTADORES VESICULARES DE NEUROTRANSMISORES
Todos los neurotransmisores clasicos son almacenados en las vesiculas
sinapticas. Los transportadores vesiculares de neurotransmisores son las
proteinas de la membrana de las vesiculas sinapticas responsables del
almacenamiento de los neurotransmisores dentro de las mismas. Dentro de los
transportadores vesiculares, el de monoaminas (VMAT) es el mejor
caracterizado. Las vesiculas sinapticas que tienen VMAT, también tienen una
bomba de H" vesicular (ATPasa de H") similar a la que se encuentra presente
en los lisosomas y otros organelos. La ATPasa genera un gradiente de pH que
usa el VMAT para transportar a la monoamina neurotransmisora, Su
estequiometria es de 2 H* por molécula de monoamina transportada.

Los neurotransmisores almacenados en las vesiculas sinapticas son
liberados al espacio sinaptico por el proceso de exocitosis, que involucra la
fusidn de las vesiculas sinapticas con la membrana plasmatica de la terminal.
En la terminal singptica no estimulada existe una fraccion de vesiculas
sinapticas con neurotransmisor en las cercanias de las zonas activas de la
membrana sinaptica preparadas para la exocitosis. La despolarizacion por un
potencial de accién estimula la entrada de Ca*' que inicia el proceso
exocitotico. Las vesiculas sinapticas empleadas en la exocitosis una vez que
descargan su neurotransmisor al medio externo son reemplazadas por
vesiculas de reserva y las membranas de las vesiculas sinapticas que se
fusionaron a la membrana pre-sindptica son recapturadas por endocitosis

(Bauerfeind y col. 1996).
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1.4.4 EL TRANSPORTADOR DE DOPAMINA
El transportador de DA (DAT) es una molécula proteica de la membrana de las
neuronas dopaminérgicas que funciona en el transporte de DA y que esta en la
superficie membranal de dichas neuronas. El DAT se encarga de recapturar la
DA una vez que es liberada al medio externo en la terminal sinaptica. La
captura de DA por el DAT es un proceso altamente selectivo para DA y es
dependiente de Na*, de CI' y es 6ptimo a 37°C.

El mecanismo de accion propuesto para el funcionamiento del DAT es un
mecanismo aleatorio, secuencial y de multisubstratos para el DAT del estriado.

La DA 6 el Na* (2 iones) se enlazan al DAT en una secuencia aleatoria, este
paso es seguido por el enlace del i6n cloro (CI'). Después el DAT acarrea la DA
al interior de la neurona. Se ha mostrado que por cada molécula de DA

transportada son co-transportados 2 iones Na* y 1 i6n CI".

1.4.5 MONOAMINO-OXIDASA

La monoamino-oxidasa (MAO) es una enzima que cataliza la desaminacion
oxidativa de diferentes aminas biogénicas como son; la dopamina, serotonina y
noradrenalina en el sistema nervioso central y en tejidos periféricos (Sablin vy
Ramsay 1998). Por lo tanto, la MAO juega un papel critico en la regulacion de
la actividad normal del SNC. Los dos subtipos de MAO, llamadas MAO-A y
MAO-B, se localizan en la membrana mitocondrial externa y poseen un cofactor
FAD unido covalentemente a un residuo de cisteina. Mientras que la MAO-A
tiene una alta afinidad por el substrato serotonina (5-HT) y es especificamente
inhibida por clorgilina, la MAO-B tiene una mayor afinidad por la feniletilamina

(PEA) y es selectivamente inhibida por el deprenil. La DA es principalmente
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metabolizada por la MAO-A, pero también puede ser metabolizada por la MAO-
B en una menor eficiencia (Ma vy col. 2004).

Existen evidencias de que dos residuos de cisteina se encuentran presentes
en el sitio activo de la MAO (Sablin y Ramsay 1998), y que estas cisteinas son

importantes para la actividad catalitica de la MAO (Wu y col. 1993).

1.5 VINPOCETINA

Por otro lado, la vinpocetina (VPC, ethyl apovincamine-22-oate), un derivado
sintético del alcaloide vincamina que proviene de las hojas de la planta
Vincapervinca (Vinca minor), es un farmaco nootropico con alto potencial
neuroprotector que se ha usado ampliamente contra disfunciones

cerebrovasculares (Arakiy col. 1990).

Fig. 6. Estructura quimica de la VPC

Interesantemente, se ha demostrado que en terminales nerviosas aisladas
de estriado, la vinpocetina disminuye la concentracion de DA y aumenta la de
su principal metabolito, el DOPAC, de manera dependiente de la dosis (Trejo v
col. 2001). También, se ha demostrado que la vinpocetina a una concentracion
de 100 uM protege a las células del dafio excitotoxico inducido por glutamato
en un cultivo de neuronas cerebrocorticales (Miyamoto y col. 1989), ademas de
ser altamente efectiva contra la peroxidacién de lipidos y la formacién de ROS

inducidos por el complejo oxidante ascorbato/Fe** en sinaptosomas
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cerebrocorticales (Santos y col. 2000). Asimismo, se ha demostrado su
capacidad como atrapador de radicales hidroxilo generados por la reaccion de
Fenton (Pereira y col. 2000), y se ha observado que la actividad antioxidante de
vinpocetina es similar a la del a-tocoferol (Olah y col. 1990). La vinpocetina
ademas reduce la acumulacion de lisofosfolipidos en las membranas
plasmaticas del cerebro e inhibe la acumulacién de dienos conjugados bajo
condiciones experimentales de isquemia cerebral aguda en ratas, de manera
mas eficiente que el a-tocoferol (Vishnevskil y col. 2009). Ademas, se ha
demostrado que la vinpocetina bloquea la inhibicion de los complejos I, Il y IV
de la cadena respiratoria mitocondrial y disminuye la acumulacion de ROS que

induce el péptido B-amiloide en células PC12 (Pereira y col. 2000).

1.6 TOCOFEROL
Por su parte, el a-tocoferol es un componente esencial del mecanismo de
defensa celular contra oxidantes enddgenos y exdgenos (Wang y Quinn 1999).

La reaccion antioxidante del a-tocoferol es de tipo no enzimatica y rapida.

Fig. 7. Estructura quimica del a-tocoferol

El a-tocoferol es uno de los principales antioxidantes liposolubles, que
puede prevenir la propagacion de las reacciones en cadena de la peroxidacion

de lipidos al atrapar los radicales peroxilo y alcoxilo (Cardoso y col. 1998).
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Ademas, se ha demostrado que el a-tocoferol es un compuesto antioxidante
eficaz contra el estrés oxidativo inducido por paraquat, un donador de O,", en

cultivos primarios de neuronas estriatales de rata (Osaka y col. 2003), ademas
de reducir parcialmente el dafio oxidativo inducido por el 3-NPA ex-vivo en
hipocampo de ratas (Rodriguez-Martinez y col. 2004).

Hay evidencias que sugieren que la presencia de DA podria jugar un papel
importante en la formacion de las lesiones estriatales y facilitar el dafio
oxidativo por 3-NPA preferencialmente en el estriado, sin embargo, se
desconoce el mecanismo por el que el 3-NPA causa dafio oxidativo
principalmente en el estriado. Por lo tanto, en el presente proyecto empleamos
un disefio experimental que nos permiti6 medir los cambios en la distribucién
de DAy su principal metabolito, el DOPAC, en terminales nerviosas cerebrales,
con el propésito de profundizar acerca del mecanismo de accion mediante el
que el 3-NPA causa un mayor dafio en el estriado y cual es el papel que juega

la DA en el dafio oxidativo inducido por la toxina.
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2. HIPOTESIS

Como en el estriado se encuentra la mayor concentracion de dopamina y el 3-

NPA genera un aumento en la produccion de radicales libres, al inhibir el

transporte de electrones en el complejo I, entonces este aumento de ROS va a

propiciar la oxidacion de la DA a DA-quinonas (u otro metabolitos mas téxicos),

que a su vez podrian inhibir a otros complejos de la cadena de transporte de

electrones, exacerbando asi el dafio oxidativo.

3. OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo son:

Investigar cual es el papel que juega la dopamina en el dafio oxidativo

inducido por el 3-NPA en terminales nerviosas aisladas de estriado.

Estudiar el efecto del 3-NPA sobre el estrés oxidativo y la formacion de

DA-quinonas en sinaptosomas de estriado

Investigar cuales son los cambios en la distribucion de dopamina que

produce la administracion sistémica de 3-NPA ex-vivo.

Finalmente, con los resultados obtenidos proponer un posible
mecanismo de accion mediante el que el 3-NPA produce dafio oxidativo

preferencialmente en el estriado.
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4. METODOS

4.1 Obtencion de sinaptosomas

Los estriados disecados de 4 ratas macho o el cerebro completo (sin
cerebelo) de una rata macho de la cepa Wistar (250-300 g), se colocaron
inmediatamente en una solucion fria de sacarosa isotonica 0.32 M (1:10
peso/vol) y se homogenizaron (6 golpes a 2000 rpm). Las suspensiones
resultantes se centrifugaron a 1500 x g por 10 min, y los sobrenadantes
obtenidos de esta centrifugacién se centrifugaron durante otros 20 min a 9000 x
g, para obtener la fraccién sinaptosomal cruda, P2. Los pellets resultantes
conteniendo las terminales nerviosas (sinaptosomas) aisladas de estriado o de
cerebro completo se resuspendieron en un buffer de HEPES (KRH) oxigenado.
La composicion del KRH es en mM: 127 NaCl, 1.18 KH,PO,4, 3.73 KClI, 1 CaCls,
1.18 MgSOy, 20 HEPES y 5.6 dextrosa, pH 7.4, burbujeado con una mezcla de

0,/CO:s.

4.2 Distribucion de DA endégena y DOPAC en sinaptosomas

Los sinaptosomas de estriado o de cerebro completo de rata (sin cerebelo)
(fraccion P2) suspendidos en 500 pl de KRH conteniendo 464+24 g 6 947+36
ug de proteina sinaptosomal, respectivamente, se pre-incubaron durante 5 min
a 37°C antes de exponerlas a las diferentes condiciones experimentales a ser
investigadas, posteriormente se incubaron a 37°C durante 10 6 120 min en
ausencia o en presencia de 3-NPA (5 mM) en condiciones de reposo o bajo
condiciones despolarizantes con una concentracion K* 30 mM (K™ alto). La
composicion del buffer con K™ alto es la misma que el KRH excepto que una

concentracion equimolar de NaCl se reemplaz6 por una de KCI 30 mM. Al final
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del periodo de incubacion, los sinaptosomas expuestos a las diferentes
condiciones experimentales se centrifugaron a 12, 000 g por 5 min. Los
sobrenadantes resultantes de esta centrifugacion (conteniendo la DA y el
DOPAC liberados) se transfirieron a viales limpios que contenian una alicuota
de una mezcla de acido perclorico (PCA)/EDTA para obtener 0.1 My 0.1 mM
final respectivamente, y se almacenaron a -40°C para el andlisis posterior. Los
pellets resultantes se resuspendieron en 500 pl de una solucion de 0.1 M PCA/
0.1 mM EDTA pH 1.4 y se mezclaron vigorosamente en vortex. Estas
condiciones drasticas garantizan la descarga completa de catecolaminas (DA y
DOPAC) que estuvieran dentro de los sinaptosomas. Con la finalidad de
estandarizar las concentraciones de catecolaminas por mg de proteina
sinaptosomal, la suspensidbn mezclada en el vortex conteniendo los
sinaptosomas rotos se centrifugd. Los pellets obtenidos se resuspendieron en 1
ml de solucion de NaOH 5 mM y se utilizaron para determinar la cantidad de
proteina por el método de Lowry, los sobrenadantes resultantes de esta
centrifugacion, conteniendo las catecolaminas que se encontraban dentro de
cada muestra de sinaptosomas, se guardaron a -40°C para el analisis posterior.
Las muestras conteniendo las catecolaminas liberadas y retenidas se
inyectaron en el sistema HPLC dentro de la semana siguiente después del
experimento. Los resultados se expresaron como la concentracion de
catecolamina (DA o DOPAC) en pmol/mg de proteina sinaptosomal. La
liberacion de DA enddgena se refiere al balance entre la DA liberada y la DA
recapturada en 10 min. La DA total (o el DOPAC total) se refiere a la suma de
la DA (0o DOPAC) liberada mas la DA (o DOPAC) retenida en una alicuota de

sinaptosomas expuestos a una condicion experimental especifica.
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4.3 Determinacion de las concentraciones de DA y DOPAC

Se inyectaron 20 pl de las muestras conteniendo catecolaminas en PCA/EDTA
directamente en el sistema HPLC de Waters para el andlisis. El sistema HPLC
consiste de una bomba de suministro (modelo 600), un inyector Rheodyne, una
columna analitica (resolve, C18, 150 x 3.9 mm de diametro interno, tamafo de
particula de 5 um, controlado a 30°C) y un detector electroquimico (modelo
DECADE), con carb6n vidriado usado a un voltaje de +0.8 V contra un
electrodo de Ag/AgCI de referencia (rango 1 nA). Una fase movil compuesta de
50 mM de acido orto-fosforico / 50 mM de buffer de acido citrico, pH 3.1
ajustado con KOH, conteniendo metanol 5% (v/v), acido octanosulfonico 100
mg/l y 20 mg/l EDTA, a una tasa de flujo de 1 ml/min, se utilizé para la elusion
de las catecolaminas. Las concentraciones de DA y DOPAC en las muestras
experimentales se calcularon con curvas de calibracion obtenidas de la
inyeccion de concentraciones crecientes de un estandar externo, que contenia

una mezcla de monoaminas.

4.4 Determinacion de ROS en sinaptosomas

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) se midieron con una técnica
fluorescente con diacetato de diclorofluoresceina (DCF-DA) (Ali y col. 1992). El
DCF-DA es un compuesto permeable que difunde facilmente a las células
acumulandose mayoritariamente en el citosol. Una vez dentro de las células el
DCF-DA es deacetilado por esterasas enddgenas a DCF-H, que es una
molécula menos permeable a la célula, y convertido por las especies reactivas
presentes en el citoplasma a DCF, una molécula fluorescente que puede ser

cuantificada facilmente mediante fluorescencia (Halliwell y Whiteman 2004).
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Fig. 8. Principio del método para determinar la cantidad de ROS

Se tomaron alicuotas (1.5 ml) de terminales nerviosas aisladas de estriado
suspendidas en KRH (657 + 58 pug/ml) o de cerebro completo (sin cerebelo)
suspendidas en KRH (2996 + 56 pg/ml) y se incubaron en la presencia o
ausencia de 3-NPA (5 mM) durante 2 h a 37°C, en un bafio de agua con
agitacion. Después del periodo de incubacion, se tom6 una alicuota de 100 pl
de cada tubo para determinar la cantidad de proteina por el método de Lowry.
El volumen remanente (1400 ul) se mezcl6é con 100 ul de una solucién de DCF-
DA 75 pM (para obtener una concentracion final de 5 pM), posteriormente se
incubaron las muestras en la oscuridad durante 1 h a 37°C. Finalmente las
muestras se centrifugaron a 6000 g por 10 min y el sobrenadante resultante de
la centrifugacion se utilizé para medir la sefal fluorescente de DCF en un

espectrometro Perkin-Elmer LS50 a una longitud de onda de excitacion de 488
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nm y 532 nm de emisién. La concentracion de DCF final se calculé por
interpolacién de los valores experimentales en una curva estandar de DCF
incubada en paralelo con las muestras experimentales. Los resultados se

expresaron como pmoles de DCF/mg de proteina sinaptosomal.

4.5 Determinacion de la formacién de productos de DA-quinona en
sinaptosomas

Los productos de DA quinona se detectaron mediante la reduccion del reactivo
azul de nitrotetrazolio (NBT) (Paz y col. 1991). La oxidacion de DA a pH
fisiolégico es lenta, pero en presencia de radicales libres se acelera la
formacion de DA-quinonas (DA-Q). Estas DA-Q se unen al grupo tiol de las
proteinas presentes en las terminales nerviosas aisladas cerebrales, formando
aductos quinoproteicos. Finalmente el NBT es oxidado en presencia de éstos
aductos (DA-Q-SH) resultando en NBT reducido, que nos da una estimacion de
la cantidad de aductos quinoproteicos formados de manera indirecta, que

cuantificamos mediante una sefal fluorométrica.
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Fig. 9. Principio del método para cuantificar los aductos de DA-quinona

Alicuotas (700 pl) de terminales nerviosas aisladas de estriado o de cerebro
completo (sin cerebelo) se suspendieron en KRH (520£29 pg/ml y 233080
pg/ml, respectivamente) y se incubaron en la ausencia (grupo control) o en la
presencia de 3NPA (5 mM) durante 2 h a 37°C en un bafio de agua con
agitacion. Después de este periodo de incubacion, las muestras se
centrifugaron a 12, 000 g por 10 min. El sobrenadante que resultd de esta
centrifugacion se elimind y el pellet que contenia a las terminales nerviosas
aisladas de estriado o de cerebro completo se resuspendieron en 1 ml de buffer
frio de fosfatos 50 mM, pH 7.4. De cada muestra se tomé una alicuota de 100
ul del pellet resuspendido y se utilizé para determinar la cantidad de proteina
por el método de Lowry. ElI volumen remanente (900 ul) se diluyé con un
volumen igual del reactivo NBT (900 pl) (que contenia 0.32 mM de NBT en
glicinato de potasio 2 M a pH 10). La mezcla de la reaccion se incub6 en la
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oscuridad durante 1 h a temperatura ambiente (22°C). Al final de la incubacion,
las muestras se centrifugaron a 12, 000 g por 10 min. La absorbencia del
sobrenadante resultante de esta centrifugacion se registr6 a 530 nm en un

espectrofotometro (modelo UNICO, Dayton, NJ, USA).

4.6 Determinacion de TBA-RS en sinaptosomas de estriado

Las sustancias reactivas al acido 2-tiobarbitdrico (TBARS) se detectaron por el
ensayo de TBA descrito por Pérez-De la Cruz y col. (2006) con pequefas
modificaciones. Este método se utiliza para determinar la peroxidacion de
lipidos mediante la cuantificacion del cromégeno formado a través de la
reaccion del TBA con malondialdehido (MDA), un producto final de la
peroxidacion lipidica.

Brevemente, alicuotas (1 ml) de terminales nerviosas aisladas de estriado
suspendidas en KRH (963 + 30 pug/ml) se incubaron en la ausencia o presencia
de 3NPA (5 mM) durante 2 h a 37°C en un bafio de agua con agitacion.
Después de la incubacién, una alicuota de 100 pl se separ6 para determinar la
cantidad de proteina por el método de Lowry. El volumen remanente (900 ul)
de sinaptosomas de estriado suspendidos en KRH se mezcl6é con un volumen
igual (900 ul) del reactivo de TBA (que contenia 375 mg TBA, 15 g de &cido
tricloroacético y 2.5 ml de HCI concentrado disueltos en 100 ml de agua) y se
incubaron durante 30 min en un bafio de agua en ebullicibn. Después de este
tiempo las muestras se pusieron en hielo durante 10 min y posteriormente se
centrifugaron a 12, 000 g durante 15 min. La densidad Optica de los
sobrenadantes que se obtuvieron de esta centrifugacion se midid en un

espectrofotometro de la marca UNICO a una longitud de 532 nm. La
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concentracion final de los TBA-RS se calcul6 mediante la interpolacion de los
valores experimentales en una curva estandar de MDA incubada en paralelo
con las muestras experimentales. Los resultados se expresaron como nmoles

de MDA/mg de proteina sinaptosomal.

4.7 Determinacion de los niveles de catecolaminas estriatales ex-vivo

En este set de experimentos se utilizaron 8 ratas macho de la cepa Wistar. La
mitad de los animales recibieron una inyeccion intraperitoneal de solucion
salina (grupo control) y la otra mitad recibio 3-NPA (50 mg/kg i.p.). Los
animales que después de 90 min de la inyeccién de 3-NPA no presentaban
alguna alteracion motora, se les administré una dosis adicional de 3-NPA (20
mg/kg i.p.) para evidenciar las alteraciones conductuales. Todos los animales
se decapitaron dentro de las 2 primeras horas después de la inyeccion de
solucion salina o de 3-NPA, se diseco el estriado y se homogenizé en una
mezcla de PCA/EDTA. Los homogenados de estriado se centrifugaron
posteriormente a 14000 g por 10 min. Los sobrenadantes resultantes de esta
centrifugacion se transfirieron a viales limpios y se inyectaron en el sistema
HPLC de Waters para el analisis de catecolaminas. Los pellets resultantes se

utilizaron para determinar la cantidad de proteina por el método de Lowry.
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5. RESULTADOS

ESTUDIO I.

5.1.1 Comparacion del efecto del 3-NPA sobre la distribuciéon de DA y
DOPAC dentro y fuera de las terminales nerviosas aisladas de estriado o
aisladas de cerebro completo.
Los cambios netos producidos por el 3-NPA sobre las concentraciones de DA 'y
DOPAC dentro y fuera de las terminales nerviosas aisladas de estriado y de
cerebro completo en condiciones de reposo durante 10 min de incubacion se
compararon. Los cambios netos se refieren a las concentraciones de
catecolaminas bajo una condicion experimental especifica menos el valor del
control respectivo. La liberaciéon basal de DA aumentd ligeramente sobre los
valores control, tanto en las terminales nerviosas aisladas de estriado como en
las aisladas de cerebro completo expuestas al 3-NPA por 10 min (Fig. 10a). Sin
embargo, el marcado aumento en la concentracion de DA interna producida por
el 3-NPA durante 10 min de incubacion en los sinaptosomas de estriado,
contrasta con el modesto aumento en la concentracion de DA interna producida
por el 3-NPA durante 10 min en los sinaptosomas de cerebro completo (Fig.
10b). Interesantemente, el aumento en la DA observado particularmente en
sinaptosomas de estriado inducido por el 3-NPA, se acompafié por una
disminucién en la concentracion de DOPAC, tanto fuera como dentro de las
terminales nerviosas aisladas (Figs. 10d y 10e).

Las concentraciones de DA y DOPAC en las terminales nerviosas aisladas
de estriado es aproximadamente 5 veces mayor que las concentraciones en las

terminales nerviosas aisladas de cerebro completo; alrededor de 400
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(sinaptosomas de estriado) y 80 (sinaptosomas de cerebro completo)

pmoles/mg de proteina sinaptosomal.
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Fig.10. Cambios netos sobre las concentraciones internas y externas de
DA y DOPAC inducidos por el 3-NPA durante 10 min bajo condiciones de
reposo. Sinaptosomas de estriado (barras rojas) o de cerebro completo (barras
amarillas) se incubaron (37°C) por 10 min en: un buffer de HEPES oxigenado
en ausencia y presencia de 3-NPA (5 mM). La incubaciéon se detuvo por
centrifugacion. Las muestras conteniendo las catecolaminas liberadas o
retenidas se prepararon para analisis por HPLC. Los cambios netos en (a) DA
liberada, (b) DA retenida, (c) DA total, (d) DOPAC externo, () DOPAC interno y
() DOPAC total, se refiere a la concentracion de las catecolaminas en
presencia de 3-NPA menos el valor de la concentracion del control respectivo
(p.ej. obtenido en paralelo en sinaptosomas incubados sin 3-NPA). Los datos
son expresados en pmoles de DA (barras superiores) o DOPAC (barras
inferiores) por mg de proteina sinaptosomal. Los resultados son la media +
ESM de los valores de 10 preparaciones sinaptosomales de estriado y 4 de
cerebro completo. La significancia estadistica entre el cambio neto de las
catecolaminas inducido por el 3-NPA en sinaptosomas de estriado y cerebro
completo se indica en cada grafica.
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5.1.2 Efecto del 3-NPA sobre la exocitosis de DA en terminales nerviosas
aisladas de estriado

Se investigo el efecto del 3-NPA sobre la distribucion de DA y DOPAC bajo
condiciones de despolarizacion con K* alto (30 mM) en terminales nerviosas
aisladas de estriado durante una incubacion de 10 min.

La concentracion de DA externa (74t6 pmoles/mg de proteina
sinaptosomal) en las terminales nerviosas aisladas de estriado incubadas con
una concentracion de K' alto (30 mM), es 3 veces mas alta que la
concentracion de DA en las terminales nerviosas incubadas bajo condiciones
de reposo (20+1 pmoles/mg de proteina sinaptosomal). Contrariamente, la
concentracion de DA interna en las terminales nerviosas aisladas de estriado
incubadas con K" alto (363+33 pmoles/mg de proteina sinaptosomal) es mas
baja que la concentracion de DA interna en las terminales nerviosas aisladas
de estriado incubadas en condiciones de reposo (420+30 pmoles/mg de
proteina sinaptosomal). Dado que la DA liberada al medio externo se perdi6
dentro de los sinaptosomas, la concentracion de DA total en los sinaptosomas
despolarizados con K' alto permanecié sin cambios con respecto a los
sinaptosomas no despolarizados. Los cambios netos producidos con K alto (es
decir, menos los valores control basales) sobre la DA liberada, la interna y la
total, se muestran en las barras negras de las figuras 1l1la, 11b y 1lc,
respectivamente.

Interesantemente, el 3-NPA potenci6 la liberacién de DA inducida por K*
alto: la liberacion neta de DA por K" alto fue de 54+7 pmoles/mg de proteina
sinaptosomal, para el 3-NPA fue de 4.5£1.0 pmoles/mg de proteina

sinaptosomal y para K" alto en la presencia de 3-NPA fue de 102+12
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pmoles/mg de proteina sinaptosomal. Los cambios netos producidos por K+
alto en combinacién con 3-NPA sobre la DA liberada y la DA interna se
muestran en las barras cafés de las figuras 10a y 10b, respectivamente. Dado
que la disminucién en la concentracion de DA interna producida por K* alto no
se produjo con K" alto en combinacion con 3-NPA (Fig. 11b), la concentracion
total de DA aumentd en los sinaptosomas despolarizados en la presencia de 3-
NPA (barra café en la Fig. 11c).

De acuerdo con hallazgos previos en sinaptosomas de estriado (Trejo y col.
2001), la concentracion de DOPAC no se modifica por despolarizacion con K*
alto; en la figura 11, las barras negras de la parte inferior muestran la
concentracion neta de DOPAC (menos el valor control) en sinaptosomas
expuestos a alto K*. Sin embargo, en sinaptosomas despolarizados con K" alto
y expuestos simultaneamente a 3-NPA, se produjo nuevamente una
disminucién de DOPAC. Las barras café de las figuras 11d, 11e y 11f indican
los cambios netos ejercidos por K* alto en combinacién con 3-NPA sobre las

concentraciones externas, internas y totales de DOPAC, respectivamente.
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Fig.11. Cambios netos sobre las concentraciones internas y externas de
DA y DOPAC inducidos por despolarizacion con K* alto en ausencia y
presencia de 3-NPA en terminales nerviosas aisladas de estriado. Se
incubaron sinaptosomas de estriado (37°C) por 10 min en: un buffer de
HEPES oxigenado en ausencia y presencia de 3-NPA (5 mM) o en KRH
modificado con K™ alto (30 mM) en ausencia o presencia de 3-NPA. Las barras
negras se refieren al cambio en la concentracion de catecolaminas inducido por
K" alto menos el valor del control respectivo (obtenido en sinaptosomas
incubados en KRH). Las barras rojas se refieren al cambio en la concentracion
de catecolaminas inducido por K* alto en la presencia de 3-NPA menos el valor
del control respectivo (obtenido en sinaptosomas incubados en KRH con 3-
NPA). Los datos son expresados en pmoles de la catecolamina indicada por
mg de proteina sinaptosomal. Los resultados son la media + ESM de los
valores de 8 experimentos en preparaciones independientes. La significancia
estadistica entre los cambios inducidos por K™ alto en ausencia y presencia de
3-NPA se indica en cada gréfica.
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5.1.3 Efecto del 3-NPA sobre la produccion de ROS en terminales
nerviosas aisladas de estriado y de cerebro completo

El método fluorescente con DCF-diacetato, que detecta la produccion de ROS
y es comunmente usado como un indice de estrés oxidante, se realiz6 en
terminales nerviosas aisladas de estriado y de cerebro completo de rata
incubadas en la presencia y ausencia de 3-NPA (5 mM) durante 2 h bajo
condiciones de reposo.

A juzgar por el producto fluorescente formado por la oxidacién de DCFH, la
produccion de ROS (estandarizado por mg de proteina sinaptosomal) es de 4
veces mas alta en los sinaptosomas de estriado que en los sinaptosomas de
cerebro completo. La presencia de 3-NPA en el medio de incubacién
incrementd aun mas la produccion de los ROS, tanto en sinaptosomas de
estriado como en sinaptosomas de cerebro completo. Sin embargo, el aumento
neto de ROS inducido por el 3-NPA es mas alto en los sinaptosomas de

estriado que en los sinaptosomas de cerebro completo (tabla 3).

Tabla 3. Efecto del 3NPA sobre la produccion de ROS en terminales
nerviosas aisladas de estriado y de cerebro completo

terminales nerviosas condicion R'C)S§ cambio neto
aisladas de experimental por 3NPA
estriado’ control 1178
3-NPA 16314 85111
cerebro -:c:mpletc:¥ control 262
3-NPA 42£3%  16:4

§ Los ROS son expresados en pmoles de DCF/mg de proteina sinaptosomal

**P<0.002entre el grupo control y sinaptosomas de estriado en presencia de 3-NPA
*P<001entreel grupo conirol y sinaptosomas de cerebro completo en presencia de 3-NPA
£

Los resultados son la media + ESM de 5 experimentos independientes en sinaptosomas de estriado

N Los resultados son la media + ESM de 4 experimentos independientes en sinaptosomas de cerebro completo
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5.1.4 Efecto del 3-NPA sobre la formacidon de productos de DA-quinona en
sinaptosomas de estriado y de cerebro completo

El efecto del 3-NPA sobre la formacion de productos DA-quinonas se midié en
terminales nerviosas aisladas de estriado y de cerebro completo a 530 nm
usando una modificacion del método NBT/glicinato (Paz y col. 1991) descrito
en la seccion de métodos.

La cantidad de aductos quinoproteicos formados durante una incubacion
larga (2 h) en sinaptosomas de estriado bajo condiciones de reposo es
aproximadamente 8 veces mayor que la cantidad de aductos quinoproteicos
formados en los sinaptosomas de cerebro completo, ademas esta cantidad de
aductos se incrementa aun mas por la presencia de 3-NPA en el medio de
incubacion, particularmente en los sinaptosomas de estriado (tabla 4). En la
altima columna de la tabla 4 se observa que el aumento neto en la formacion
de aductos quinoproteicos inducido por el 3-NPA es 10 veces mayor en
sinaptosomas de estriado que en sinaptosomas de cerebro completo.

Tabla 4. Produccion de aductos quinoproteicos en terminales nerviosas
aisladas de estriado y de cerebro completo en presencia y ausencia de 3-NPA

terminales nerviosas  condicion productos cambio neto
aisladas de experimental de D.A-n:quinn::nal§ del 3-NPA
estriado" control 0.190 £0.023
3-NPA 0.312£0.039" " 0.122:0.018
cerebro r:r;ampleto¥ control 0.023 £ 0.001
3-NPA 0.035+0.003"  0.012+0.003

. Los productos de DA-quinona son expresados como la absorbancia a 530 nm/mg de proteina sinaptosomal
**p<0.0001 entre el grupo control y sinaptosomas de estriado en presencia de 3-NPA

*P<002entreel grupo control y sinaptosomas de cerebro completo en presencia de 3-NPA

€ Los resulfados son la media + ESM de 5 experimentos independientes en sinaptosomas de estriado

* Los resultados son [a media + ESM de 4 experimentos independientes en sinaptosomas de cerebro completo
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5.1.5 Efecto del 3-NPA a largo plazo sobre la distribucién de DA y DOPAC
dentro y fuera de las terminales nerviosas aisladas de estriado y de
cerebro completo bajo condiciones de reposo

En comparacion con los cambios netos ejercidos por el 3-NPA sobre la
distribucion de catecolaminas en las terminales nerviosas aisladas de estriado
durante 2 h (barras rojas), los cambios netos ejercidos por el 3-NPA sobre la
distribucion de catecolaminas en las terminales nerviosas aisladas de cerebro
completo fueron muy pequefios (barras amarillas en la Fig. 12).

Los cambios netos en la distribucion de DA ejercidos por el 3-NPA en las
terminales nerviosas aisladas de estriado durante 2 h se observan en las
gréficas superiores de la figura 12. Estos cambios contrastan con los cambios
netos ejercidos por el 3-NPA durante 10 min de incubacion. Por ejemplo, el
aumento en la liberacion de DA observado en sinaptosomas estriatales
expuestos al 3-NPA durante 2 h (Fig. 12a), contrasta con el modesto aumento
en la liberacién de DA ejercido por el 3-NPA durante 10 min (Fig. 10a), y la
disminucién en la concentracion de DA interna observada en sinaptosomas
estriatales expuestos al 3-NPA durante 2 h (Fig. 12b) contrasta con el marcado
aumento en la concentracion de DA interna producido por el 3-NPA después de
10 min de incubacion (Fig. 10b).

Interesantemente, aunque la concentracion de DA total disminuyé incluso
después de 2 h de exposicion al 3-NPA (Fig. 12c), la disminucion en la
concentracion de DOPAC total observado en las terminales nerviosas aisladas
de estriado después de 10 min de exposicion al 3-NPA (Fig 10f) se sigue

observado después de 2 h de exposicion al 3-NPA (Fig. 12f).
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Fig. 12. Cambios netos sobre la distribucién de DA y DOPAC inducidos
por el 3-NPA después de 120 min de incubacion bajo condiciones de
reposo. Se incubaron sinaptosomas de estriado (barras rojas) y de cerebro
completo (barras amarillas) (37°C) durante 120 min en: un buffer de HEPES
oxigenado en ausencia y presencia de 3-NPA (5 mM). En la gréfica se
observan los cambios netos inducidos por el 3-NPA menos el valor de la
concentracion del control respectivo (p.ej. obtenido en paralelo en
sinaptosomas incubados sin 3-NPA) de: (a) DA liberada, (b) DA retenida, (c)
DA total, (d) DOPAC externo, (e) DOPAC interno y (f) DOPAC total, durante 2
h. Los datos son expresados en pmoles de DA (barras superiores) o DOPAC
(barras inferiores) por mg de proteina sinaptosomal. Los resultados son la
media = ESM de los valores de 4 preparaciones sinaptosomales de estriado o
de cerebro completo. La significancia estadistica entre el cambio neto de las
catecolaminas inducido por el 3-NPA en sinaptosomas de estriado y cerebro
completo se indica en cada gréfica.
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5.1.6 Cambios en la concentraciéon de catecolaminas en el estriado se
acompafan de alteraciones motoras inducidos por el 3-NPA in vivo

Dos de los cuatro animales inyectados con 3-NPA (50 mg/kg, i.p.) presentaron
signos muy marcados de dafio motor dentro de los primeros 30 min después de
haber recibido la inyeccion de 3-NPA. En los otros dos animales administrados
con 3-NPA (50 mg/kg, i.p.) no se observo signos de alteracion motora después
de 90 min. Por lo tanto, estos animales se inyectaron con una dosis adicional
de 3-NPA (20 mg/kg, i.p.). Después de esta inyeccion estos dos animales
también desarrollaron alteraciones motoras evidentes dentro de los siguientes
30 min. A juzgar por sus pesos (274 y 248 @), los dos animales que
presentaron las alteraciones motoras con una sola dosis de 3-NPA (50 mg/kg,
i.p.) fueron los animales mas viejos. Los animales mas jovenes (pesando 210 y
208 g) presentaron las mismas alteraciones motoras después de la dosis
adicional de 3-NPA (20 mg/kg, i.p.). En los cuatro animales control inyectados
en paralelo con solucién salina, no se observd ninguna alteraciéon motora. El
peso de los animales control fueron: 239, 268, 217 y 203 g.

La concentracion de DA total en los homogenados de estriado de animales
inyectados con 3-NPA, no cambi6 en comparacion con los animales inyectados
con solucion salina (grupo control) (tabla 5). Sin embargo, en homogenados de
estriado de animales inyectados con 3-NPA, la concentracion total de los
metabolitos de DA, DOPAC y HVA, se increment6 al doble de la concentracion
de los homogenados de estriado de los animales control. Es importante

mencionar que HVA no se detecto en sinaptosomas estriatales.

-45-



Tabla 5. Efecto del 3-NPA sobre las concentraciones de catecolaminas
en homogenados de estriado ex-vivo.

control 3-NPA *
DA 277 + 11 301+15 0,11
DOPAC 38+£32 69+33 0,0003
HVA 32+21 52+6.3 0,01

§L05 datos son expresados en pmoles/mg de homogenado de estriado
Los resultados son la media + ESM de 4 animales control y 4 inyectados con 3-NPA

¥ Significacncia estadistica entre los animales control y los inyectados con 3-NPA
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SEGUNDA PARTE EXPERIMENTAL

Como en el estriado se encuentra la mayor concentracion de DA y los radicales
libres generados por el 3-NPA pueden propiciar la oxidacion de DA generando
DA-quinonas (u otros metabolitos mas toxicos), y éstas quinonas a su vez
pueden inhibir a otros complejos de la cadena de transporte de electrones,
exacerbando asi el dafio oxidativo. En éste segundo trabajo investigamos el
efecto de la vinpocetina, un farmaco con posible efecto neuroprotector, sobre
los cambios en la distribucion de DA y el estrés oxidativo inducidos por la toxina
mitocondrial en las terminales nerviosas aisladas de estriado, con la finalidad
de proponer una estrategia experimental que disminuya o atente el dafio
oxidativo inducido por el 3-NPA. Y finalmente, comparamos el efecto de la
vinpocetina con el efecto del a-tocoferol, un compuesto con propiedades
antioxidantes, sobre el estrés oxidativo que induce el 3-NPA en sinaptosomas

de estriado.
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RESULTADOS

ESTUDIO I

5.1.7 Efectos simples y combinados de vinpocetina y 3-NPA sobre la
distribucion de DAy DOPAC

La vinpocetina no cambia la liberacion basal de DA pero disminuye
marcadamente la concentracion de DA interna. Adicionalmente a ésta caida en
la concentracion de DA interna, la vinpocetina aumenté las concentraciones de
DOPAC interno y externo (primeras dos columnas en la tabla 6). Por su parte,
el 3-NPA incrementd la concentracion de DA interna y disminuy6é al DOPAC,
como se indica en la tercer columna de la tabla 6. Interesantemente, el
aumento en la DA interna que indujo el 3-NPA se restablecio por efecto de la

vinpocetina (Ultima columna en la tabla 6).

Tabla 6. Efectos simples y combinados de vinpocetina y 3-NPA sobre la distribucion
de DA y DOPAC en terminales nerviosas aisladas de estriado incubadas por 10 min

control vinpocetina 3-NPA vinpocetina + 3-NPA
DA liberada 20+1.3 17 +£0.9 26+1.7 31+28°
DA retenida 420 + 30 256 £ 18 ° 508 + 37 ° 346 +27 ¢
DA total 441 £ 31 273 +18° 534 +39° 377+£29°
DOFPAC externo 321 £45 423 +48° 309 + 35 378+42°
DOPAC interno 157 £ 39 197+ 47 ° 125 +32° 141 £ 37
DOPAC total 477 + 82 620+91° 434 + 64 519+ 76

Los datos son expresados en pmoles/mg de proteina sinaptosomal

Los resultados son la media + ESM de 5 preparaciones sinaptosomales de estriado
“p =0.01 entre el grupo control y vinpocetina

b <0.03 entre el grupo control y 3-NPA

“p £0.02 entre el grupo control y vinpocetina + 3-NPA
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Los cambios netos en las concentraciones de DA y DOPAC totales bajo
cada condicion experimental especifica, llamadas vinpocetina, 3-NPA o ambas,
se calcularon. Los cambios netos se refieren a las concentraciones de
catecolaminas bajo una condicion experimental especifica menos el valor del
respectivo control. Los cambios netos en DA y DOPAC totales que induce el 3-
NPA en combinacién con vinpocetina (barras café en las Figs. 13a y 13b,
respectivamente) son similares a aquellos ejercidos con vinpocetina sola

(barras amarillas en las Figs. 13a y 13b, respectivamente).
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Fig 13. Efecto neto de vinpocetina sobre los cambios inducidos por el 3-
NPA en las concentraciones de DA y DOPAC totales durante 10 min.
Sinaptosomas de estriado fueron incubados (37°C) por 10 min en: KRH con
vinpocetina (25 uM), KRH con 3-NPA (5 mM), o KRH con vinpocetina y 3-NPA.
Los cambios netos en (a) DA total y (b) DOPAC total se refiere a la
concentracion de la catecolamina en la presencia de vinpocetina, 3-NPA o
ambos (vinpocetina+3NPA) menos el valor de la concentracion del respectivo
control. Los datos se expresaron en pmoles de DA o DOPAC por mg de
proteina sinaptosomal estriatal. Los resultados son la media + ESM de los
valores de 5 preparaciones sinaptosomales de estriado. La significancia
estadistica de los cambios netos de las catecolaminas entre vinpocetina o 3-
NPA vy vinpocetina+3-NPA se indica en cada gréfica.
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5.1.8 Efectos simples y combinados de a-tocoferol y 3-NPA sobre la
distribucion de DAy DOPAC

Se midieron los efectos de a-tocoferol solo y en combinacién con el 3-NPA
sobre: la distribucion de DA y DOPAC externo, interno y total en terminales
nerviosas aisladas de estriado. Como en el caso de vinpocetina, el a-tocoferol
no modifico la liberacibn basal de DA enddgena, pero disminuyd la
concentracion de DA interna, aunque las concentraciones de DOPAC no se
modificaron por la presencia de a-tocoferol (primeras dos columnas de la tabla
7). Similarmente a la vinpocetina, el a-tocoferol inhibio el aumento de DA
interna que induce el 3-NPA, pero sin modificar la concentracion de DOPAC

(Gltima columna en la tabla 7).

Tabla 7. Efectos simples y combinados del tocoferol y 3-NPA sobre la distribucién
de DA y DOPAC en terminales nerviosas aisladas de estriado incubadas por 10 min

control tocoferol 3-NPA tocoferol + 3-NPA
DA liberada 18+ 0.8 19+1.6 25+0.8° 29+19°
DA retenida 431 £42 331+14° 502 + 37 ° 404 + 32
DA total 448 £ 42 351+15° 527 +37° 433 + 31
DOPAC externo 289 + 41 312 £43 278 + 33 283 + 38
DOPAC interno 116 £19 117+ 17 87 +£13° 84+£12°
DOPAC total 405 + 60 429 + 59 365 +£45 368 + 49

Los datos son expresados en pmoles/mg de proteina sinaptosomal
Los resultados son la media + ESM de 4 preparaciones sinaptosomales de estriado

?p £0.01 entre el grupo control y tocoferol
bp = 0.02 entre el grupo control y 3-NPA
“p = 0.002 entre el grupo control y tocoferol + 3-NPA
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El aumento neto en la concentracion de DA total que induce el 3-NPA, se
inhibié por la presencia de a-tocoferol (barras verde oscuro en la Fig. 14a),

pero no inhibié la disminucion en la concentracion de DOPAC total (barras

verde oscuro en la Fig. 14b).
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Fig 14. Efecto neto de a-tocoferol sobre los cambios inducidos por el 3-
NPA en las concentraciones de DA y DOPAC totales durante 10 min.
Sinaptosomas de estriado se incubaron a 37°C por 10 min en presencia o
ausencia de a-tocoferol (50 uM), 3-NPA (5mM), o la combinacion de ambos (a-
tocoferol+3-NPA). El valor del cambio neto en: (a) DA total y (b) DOPAC total
se refiere a la concentracion de la catecolamina en la presencia de a-tocoferol,
3-NPA o0 ambos (a-tocoferol+3-NPA) menos el valor de la concentracion del
respectivo control. Los datos son expresados en pmoles de DA o DOPAC por
mg de proteina sinaptosomal estriatal. Los resultados son la media + ESM de
los valores de 4 preparaciones sinaptosomales de estriado. La significancia
estadistica de los cambios netos de las catecolaminas entre a-tocoferol o 3-
NPA y a-tocoferol+3-NPA se indica en cada grafica.
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5.1.9 Comparacion del efecto de vinpocetina y a-tocoferol sobre el
aumento en la formacion de productos de DA-quinona inducido por el 3-
NPA

El efecto de vinpocetina y a-tocoferol en ausencia o presencia de 3-NPA sobre
la formacion de productos de DA-quinona en terminales nerviosas aisladas de
estriado se estimé a 530 nm usando una modificacion del método de
NBT/glicinato (Paz y col. 1991) descrito en la seccion de métodos.

La cantidad de productos de DA-quinona formados en terminales nerviosas
aisladas de estriado durante 2 h aumentd cerca del 60% la cantidad de
aguellos productos formados por la presencia de 3-NPA (5 mM) en el medio de
incubacion (tabla 8). Ademas, vinpocetina sola y a-tocoferol solo no modifico la
formacion de productos de DA-quinona. Interesantemente, el aumento de
productos de DA-quinona inducido por el 3-NPA se inhibié completamente por
la presencia simultdnea de vinpocetina (25 uM) o a-tocoferol (50 uM) en el

medio de incubacion (tabla 8).
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Tabia 8. Efectos simples y combinados de vinpocetina, tocoferol y 3-NPA sobre
la formacién de aductos quinoproteicos en terminales nerviosas aisladas de estriado

condicion productos de valor de P entre fa condicion

experimental E’DA—quinona experimental indicada

(a) control 0.189 +0.03

(b) 3-NPA 0.310 + 0.05 (a) vs (b)
<0.001

(c) VPG 0.179 +0.03 (a)vs (c) (c)vs (d)
NS NS

(d) VPG + 3NPA 0.173 +0.03 (@)vs(d)  (b)vs(d)
NS =0.001

(e) tocoferol 0.187 +£0.03 (@) vs (e) (e) vs (f)
NS NS

(f) tocoferol + 3NPA 0.195 +0.04 {a) vs (f) (b)vs (f)
NS 0,002

§|CIS aductos quinoproteicos son expresados como la absorbancia a 530 nm/mg de peoteina sinaptosomal

Los resultados son la media + ESM de 4 experimentos independientes en sinaptosomas de estriado
NS5, no hay diferencia estadisticamente significativa
3-NPA, dcido 3-nitropropionico; VPC, vinpocetinag; DA, dopamina

5.2.0 Comparacion del efecto de vinpocetina y a-tocoferol sobre el
aumento en la produccion de ROS inducido por el 3-NPA
El ensayo fluorescente de DCF-DA detecta la produccién de ROS y es un
método comunmente usado como un indice de estrés oxidativo. Este método
se realizd en terminales nerviosas aisladas de estriado incubadas con
vinpocetina o a-tocoferol en ausencia o presencia de 3-NPA (5 mM) durante 2
h.

Los productos fluorescentes formados por la oxidacion de DCFH son un
estimado de los ROS producidos (estandarizados por mg de proteina
sinaptosomal). Los sinaptosomas de estriado expuestos al 3-NPA incrementan

la cantidad de los ROS producidos cerca de un 40% sobre el valor control
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(tabla 9). Ademas, vinpocetina y a-tocoferol disminuyeron la produccion de
ROS por debajo de los niveles basales, 25% y 35% respectivamente.
Interesantemente, ambos farmacos, vinpocetina y a-tocoferol, inhibieron el
aumento de los ROS producidos por el 3-NPA en sinaptosomas de estriado

(tabla 9).

Tabla 9. Efectos simples y combinados de vinpocetina, tocoferol y 3-NPA
sobre la produccion de ROS en terminales nerviosas aisliadas de estriado

condicién SROS valor de P entre las condiciones

experimental experimentales indicadas

(a) control 117 + 8.7

(b) 3-NPA 164 + 14 (@) vs (b)
0,001

(c) VPC 86+8.1 (a)vs (c) {c)vs (d)
0,02 0,001

(d) VPG + 3NPA 132 + 14 @vs(d)  (b)vs(d)
NS 0,02

(e) tocoferol 73 +14 (a)vs (e) (e)vs ()
0,004 0,001

(f) tocoferol + 3NPA 124 + 20 @vs(H  (b)vs
NS 0,01

§

Los ROS son expresados en pmoles de dicloroflucresceina/mg de proteina sinaptosomal

Los resultados son la media £ ESM de 5 experimentos independientes en sinaptosomas de estriado
NS, no hay diferencio estadisticamente significativa

3-NPA, dcido 3-nitropropicnico; VPC, vinpoceting; ROS, especies reactivas de oxigeno

5.2.1 Comparacion del efecto de vinpocetina y a-tocoferol sobre el
aumento en la generacion de TBARS inducido por el 3-NPA
La peroxidacion de lipidos se midio en las terminales nerviosas aisladas de

estriado mediante la cuantificacion de sustancias reactivas al TBA (TBARS),
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éste ensayo es comunmente utilizado como un indice de oxidacion a los lipidos
de membrana.

La formacion de TBARS (estandarizados por mg de proteina sinaptosomal)
se midié en sinaptosomas de estriado incubados con vinpocetina (25 uM) o a-
tocoferol (50 uM) en la ausencia o en presencia de 3-NPA (5 mM). El 3-NPA
aumentd la produccion de TBARS aproximadamente un 37% sobre el valor
control (tabla 10). Por otra parte, vinpocetina disminuyd la produccién de
TBARS por debajo del valor control, y el aumento en la produccion de TBARS
inducido por el 3-NPA se inhibié por la incubacion simultdnea de vinpocetina

(25 uM) o a-tocoferol (50 uM) (tabla 10).

Tabla 10. Efectos simples y combinados de vinpocetina, tocoferol y 3-NPA
sobre la formacién de TBA-RS en terminales nerviosas aisladas de estriado

condicién STBARS valor de P entre las condiciones

experimental experimentales indicadas

(a) control 2.00 +0.07

(b) 3-NPA 2.74 £ 0.18 (a) vs (b)
0,002

(c) VPC 1.52 +0.14 (a)vs (c) (c)vs (d)
0,03 0,005

(d) VPC + 3NPA 2.16 +0.24 (@)vs(d)  (b)vs(d)
NS 0,01

(e) tocoferol 1.85 + 0.06 (a)vs (e) (e)vs (f)
NS NS

(f) tocoferol + 3NPA 2.22 £+0.11 (a) vs (f) (b) vs (f)
NS 0,02

§LC:IS TBA-RS son expresados en nmoles de MDA/mg de proteina sinaptosomal

Los resultados son lo media £ ESM de 5 experimentos independientes en sinaptosomas de estriado
NS, no hay diferencia estadisticamente significativa

3-NPA, dcido 3-nitropropidnico; VPC, vinpocetinag; TBARS, substancias reactivas al dcido tiobarbitdrico
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6. DISCUSION

En el presente estudio hemos demostrado que las terminales nerviosas
aisladas de estriado y de cerebro completo expuestas al 3-NPA durante un
periodo de incubacion corto (10 min), la concentracion de DA total aumenta y
disminuye la de DOPAC bajo condiciones de reposo y de despolarizacion con
K" alto, y que la exposicién de 3-NPA bajo condiciones de reposo por un
periodo de incubacion largo (2 h) incrementa el estrés oxidativo, la formacién
de aductos de DA-quinona y disminuye la concentracion total de DOPAC.
Todos los cambios mencionados anteriormente son mas marcados en las
terminales nerviosas aisladas de estriado que en las terminales aisladas de
cerebro completo. Ademas encontramos que en homogenados de estriado de
los animales expuestos al 3-NPA in vivo, los cambios en la concentracion de
catecolaminas se reflejan en un aumento de los niveles de los metabolitos de

DA, DOPAC y HVA.

6.1 Interpretacion del efecto del 3-NPA sobre la distribucién de DA y
DOPAC en terminales nerviosas aisladas in vitro

La concentracion de DA cinco veces mayor en las terminales nerviosas
aisladas de estriado que en aquellas aisladas de cerebro completo, es
consistente con el mayor incremento en la concentracion de DA total (Figs. 10c
y 11c) y con la disminucién en la concentracion de DOPAC total (Figs. 10f y
11f) inducidos por el 3-NPA en las terminales nerviosas aisladas de estriado
gue en las de cerebro completo, sugiriéndonos que el metabolismo de DA esta
involucrado en la vulnerabilidad estriatal selectiva ejercida por el 3-NPA (notese

gue las terminales nerviosas aisladas de estriado estan incluidas dentro de las
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terminales nerviosas aisladas de cerebro completo). La disminucién de DOPAC
producido por el 3-NPA, particularmente evidente en las terminales nerviosas
aisladas de estriado, sugieren que el 3-NPA inhibe la degradacion de DA
inhibiendo indirectamente la actividad de la MAO-A, que se sabe esta
localizada pre-sinapticamente en las terminales nerviosas dopaminérgicas
nigro-estriatales (Agid y col. 1973; Demarest y col. 1980). Esta disminucién en
el metabolismo de DA evidenciada por una caida en el DOPAC se acompafi6
por un aumento en la concentracion de DA total después de 10 min de
incubacion (Fig. 10c) o por un aumento en la formacion de productos de DA-
quinona después de 2 h (tabla 4).

La despolarizacion con K* alto libera selectivamente la posa vesicular de
DA. La liberacién de neurotransmisores y el aumento de Ca®" inducido por K*
alto en las terminales nerviosas cerebrales dependen del Ca*" externo y es
sensible a las toxinas bloqueadoras de canales de Ca** tipo P/Q, o-Aga-IVA y
o-Aga-TK (Turner y col. 1992; Sitges y Chiu 1995; Sitges y Galindo 2005). Por
lo tanto, nuestros hallazgos de que el 3-NPA incrementa la exocitosis de DA
después de una exposicion corta (10 min), a juzgar por la potenciacién del 3-
NPA sobre la liberacion de DA evocada por efecto del K™ alto (Fig. 11a),
sugieren fuertemente que la DA que no se metaboliz6 a DOPAC después de 10
min de exposicion al 3-NPA, se acumulé dentro de las vesiculas sinapticas.

Nuestros hallazgos de que, sinaptosomas de estriado expuestos a 3-NPA
por 2 h disminuya la formacion de DOPAC, no aumente la DA y en vez de ello
la disminuya (Fig. 12c), sugieren fuertemente que el estrés oxidante inducido
por el 3-NPA durante 2 h de incubacion (tabla 3) transformara una gran

cantidad de la DA no metabolizada a DOPAC, a productos de oxidacion de DA,
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apoyado por el marcado incremento de DA-quinonas derivadas de los aductos
quinoproteicos inducidos por el 3-NPA, observados predominantemente en
sinaptosomas estriatales (tabla 4). Nuestra dificultad para detectar el aumento
de estrés oxidativo en presencia de 3-NPA después de 10 min de incubacion,
estd de acuerdo con resultados previos in vitro en donde se observa que la
sensibilidad del método no es suficiente para detectar un aumento de ROS
inducido por concentraciones milimolares de 3-NPA en periodos de tiempo
inferiores a 2 h (Raut y col. 2006).

Para investigar si el marcado incremento en la produccion de ROS
observados en las terminales nerviosas aisladas de estriado estaba ligado a la
formacion de DA-quinonas empleamos el método NBT/ glicinato, previamente
utilizado en preparaciones mitocondriales expuestas a DA (50-400 uM) (Khan vy
col. 2001; Khan vy col. 2005; Jana y col. 2007). La reduccion del reactivo NBT
medido a 530 nm nos da una estimacion de la cantidad de aductos de DA-
quinona formados. Por lo tanto, los datos obtenidos aqui con el método de
NBT/glicinato indican que la cantidad de DA presente en las terminales
nerviosas cerebrales, y particularmente en aquellas aisladas del estriado es
suficiente para permitir la detecciéon de los aductos. En consecuencia, los
aductos de DA-quinona deberian originarse de las DA-quinonas unidas
covalentemente con el grupo tiol de las proteinas presentes en las terminales
nerviosas aisladas. Dado que se conoce que las cisteinas son esenciales para
la actividad de la MAO (Wu vy col. 1993; Sablin y Ramsay 1998), es posible que
las DA-quinonas producidas por el 3-NPA estén inhibiendo la actividad de la
MAO formando “quino-MAO-aductos”. Ademas, se ha demostrado que las

quinonas, tanto de DA y L-DOPA, inhiben a la triptofano hidroxilasa y modifican
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las proteinas en el sitio activo redox formando quino-triptéfano hidroxilasa
(Kuhn vy Arthur 1998, 1999). Por lo tanto, no descartamos que la tirosina
hidroxilasa (TH), la enzima limitante en la sintesis de DA, este siendo
transformada en el sitio activo redox en quino-tirosina hidroxilasa.

En mitocondrias de cerebro de rata, los productos de oxidaciéon de DA
inhiben los complejos | y IV de la cadena respiratoria (Khan y col. 2005; Jana vy
col. 2007). Por lo tanto, la mayor produccion de ROS en los sinaptosomas de
estriado que en los de cerebro completo, donde la DA es menos abundante,
también deberia ser explicado por la inhibicion de aquellos complejos. En
presencia de 3-NPA, que inhibe de manera irreversible al complejo Il de la
cadena respiratoria y simultdneamente disminuye el metabolismo de DA (como
se muestra aqui), la produccién de ROS vy los productos de oxidacion de DA
serian incrementados particularmente en regiones ricas en DA, explicando
porque el 3-NPA es mas dafino en el estriado que en otras estructuras del
cerebro. ElI metabolismo de DA a DOPAC por actividad de la MAO-A es
acompafado por la formacion de H,O,, y en las terminales nerviosas aisladas
el 3-NPA redujo la formacion de DOPAC con la consecuente disminucién en la
produccion de H,O,. Por lo tanto, el aumento en la produccion de ROS dentro
de los sinaptosomas inducido por el 3-NPA, es poco probable que esté ligado a
la formacion de H,O, y en vez de ello puede estar ligado a la formacion de
productos de oxidacion de DA capaces de inhibir otros sitios de la cadena
respiratoria.

En pocas palabras, nuestros datos in vitro indican que la DA que no se
metaboliz6 a DOPAC en los sinaptosomas de estriado expuestos a 3-NPA

durante 10 min, se acumuld dentro de las vesiculas sinapticas (Fig 15a),
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mientras que en sinaptosomas de estriado expuestos a 3-NPA durante 2 h, la
DA que no se metaboliz6 a DOPAC se encontré en forma de productos de
oxidacion de DA o en el medio externo, donde se liber6 muy probablemente a
través de la reversion del transportador de DA (DAT). El marcado aumento en
los productos de oxidacion de DA inducido por el 3-NPA puede parar la bomba
Na'/K*-ATPasa, al inhibir los complejos | y IV de la cadena respiratoria, y
aumentar la concentracion de Na* interno con la concomitante liberacion de DA
mediada por el DAT, explicando el mayor aumento en la liberacion basal de DA
observado en las terminales nerviosas aisladas de estriado incubadas con 3-
NPA durante 2 h. En terminales nerviosas cerebrales, el estrés oxidante ha
demostrado inactivar la bomba Na'/K*-ATPasa en presencia de DA endogena
(Chakraborty y col. 2003; Bagh y col. 2008) y se demostré que la inhibicion de
la bomba Na'/K*-ATPasa aumenta la concentracion interna de Na* (Galvan y
Sitges 2004), con la concomitante liberacién de DA mediada por el DAT (Sitges
y col. 1994). Ademas, la caida esperada de ATP después de 2 h de exposicion
al 3-NPA también podria parar a la H"-ATPasa acoplada al VMAT previniendo

la acumulacién de DA dentro de las vesiculas sinapticas (Fig. 15b).
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(b) Efectos a largo plazo inducidos por el 3-NPA

(a) Efectos a corto plazo inducidos por el 3-NPA

vesicula
sinaptica
DA
& ¥ TDA IDOPAC
‘g G\'Lo 1.*
mitocondria

d‘
A

(c) Ffectosinducidos
por el 3-NPA in vivo

Fig 15. Mecanismos propuestos relacionados con el efecto
particularmente dafino ejercido por el 3-NPA en el estriado. Cambios
inducidos por el 3-NPA: (a) en terminales nerviosas aisladas de estriado
expuestas a la toxina por 10 min; (b) por 120 min; y (c) en homogenados de
estriado por la administracion de 3-NPA a animales in vivo.

6.2 Interpretacion de los cambios en el metabolismo de DA estriatal
inducidos por el 3-NPA ex-vivo

El efecto del 3-NPA sobre las concentraciones de catecolaminas estriatales ex
vivo se investigd en homogenados de estriado y no en sinaptosomas de
estriado. Debido a que nuestros resultados in vitro mostraron que después de 2
h de exposicion al 3-NPA, la DA que no se transformé a productos de oxidacion
de la DA-quinona se liberd al medio externo (Fig. 12a), y porque la mayoria del
DOPAC transformado también se liberé al medio externo. Por lo que asumimos

gue una gran concentracion de catecolaminas podria ser eliminada durante el
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procedimiento de la obtencion de sinaptosomas. En homogenados de estriado
de los animales administrados con 3-NPA in vivo encontramos que ambos
metabolitos de DA, DOPAC y HVA, se incrementaron. Este hallazgo sugiere
que la DA liberada por efecto del 3-NPA, se metaboliza muy probablemente por
enzimas no neuronales que no estan presente en los sinaptosomas, tales como
la MAO-B y la COMT (Reenila y col. 1997; Helkamaa y col. 2007). A diferencia
de la MAO-A, la MAO-B no se localiza dentro de las terminales nerviosas. En
consecuencia, no se espera que la enzima sea inhibida por el incremento en
DA-quinonas inducido por el 3-NPA dentro de las terminales nerviosas nigro-
estriatales. Por lo tanto, el aumento de DOPAC observado en homogenados de
estriado de los animales administrados con 3-NPA puede resultar del
metabolismo, por la MAO-B, de la DA liberada. Con base a lo anterior, el HVA
que resulta de la actividad de la COMT no se detectdé en sinaptosomas de
estriado, pero fue notoriamente detectado en homogenados de estriado;
sugiriéndonos que la DA liberada por efecto del 3-NPA in vivo también es
fuente de dicho metabolito (Fig. 15c).

En experimentos previos in vivo se demostré que una mezcla de inhibidores
de la MAO (IMAO) inyectados i.p. durante 7 dias reduce el volumen de la lesién
inducido por el 3-NPA (20 mg/kg i.p. inyectados diariamente durante los ultimos
4 dias) en el estriado de rata (Maragos y col. 1999). El tratamiento crénico (1
semana) con dosis altas de IMAO se esperaria un incremento de DA y una
disminucion de DOPAC, como lo hizo el 3-NPA en las terminales nerviosas
aisladas de estriado. Sin embargo, esta aparente controversia puede explicarse
por resultados no publicados de nuestro laboratorio, donde se demostré que el

inhibidor selectivo de la MAO-A, clorgilina, a altas concentraciones (> 30 uM)
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libera toda la DA al medio externo disminuyendo la concentracion de DA
interna por debajo de los valores control en terminales nerviosas aisladas de
estriado. Dado que en ausencia de DA dentro de las terminales nerviosas
aisladas de estriado, el 3-NPA es incapaz de producir DA-quinonas y aductos
de quinona con la MAO-A, es posible que las dosis altas de IMAO utilizadas por
Maragos y colaboradores (1999) in vivo, inhiban la lesion en el estriado
inducida por el 3-NPA, disminuyendo la concentracion de DA dentro de las
terminales nerviosas. Por otra parte, en los animales administrados con 3-NPA,
el metabolismo de DA externa se esperaria que genere H,O,. Sin embargo, la
posibilidad de que la inhibicién del metabolismo de DA externa por la MAO-B,
con la concomitante prevencién en la produccion de H,O, participe en la
proteccion ejercida por los IMAO’s sobre la vulnerabilidad estriatal inducida por
el 3-NPA es poco probable, porque en ratones “knock-out” a la MAO-B la

vulnerabilidad del estriado al 3-NPA no se inhibié (Maragos y col. 2004).

6.3 Interpretacion del efecto de vinpocetina y a-tocoferol sobre el dafio
mediado por los cambios en DA inducidos por el 3-NPA en sinaptosomas
de estriado

En el presente trabajo demostramos que la vinpocetina, al igual que el o-
tocoferol, inhiben el aumento en la concentracion de DA total inducido por el 3-
NPA en terminales nerviosas aisladas de estriado, y ademas ambos farmacos
inhibieron el aumento en la produccion de ROS, de lipidos peroxidados y la
formacion de productos de DA-quinona inducidos por la toxina mitocondrial en

sinaptosomas de estriado.
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De acuerdo con un estudio previo donde se demuestra que la vinpocetina
en el rango uM bajo (1.5 a 50 uM) disminuye la concentracion de DA y
aumenta el DOPAC de manera dosis-dependiente en sinaptosomas de estriado
(Trejo y col. 2001), en el presente trabajo encontramos que la vinpocetina 25
uM disminuyé la concentracion de DA a expensas de su metabolito, el DOPAC
en las terminales nerviosas aisladas de estriado (tabla 6 y Fig. 13). Ademas, de
acuerdo a nuestro estudio anterior donde mostramos que la DA que no se
metabolizé a DOPAC después de exponer a los sinaptosomas de estriado al 3-
NPA durante 10 min, se convirti6 a productos de DA-quinona después de 2 h
(Herrera y Sitges 2010), el 3-NPA aumento la concentracién de DA después de
10 min de incubacion y los productos de DA-quinona después de 2 h. Ademas,
los hallazgos presentes muestran que tanto la vinpocetina y el a-tocoferol, un
antioxidante ampliamente reconocido, previenen el aumento de DA inducido
por el 3-NPA después de 10 min de incubacion, asi como el aumento en los
productos de oxidacion de la DA inducido por el 3-NPA después de 2 h.

Nuestros hallazgos de que la diminucion de DA ejercida por la vinpocetina
se acompafie de un aumento en la concentracion de DOPAC soportan nuestra
conclusién previa de que la vinpocetina previene la acumulacion de la DA
citoplasmatica dentro de las vesiculas sinapticas (Trejo y col. 2001), y sugieren
que la DA acumulada en el citoplasma es metabolizada por la MAO-A a
DOPAC. Por el contrario, el aumento en la DA total y la disminucion de su
metabolito, el DOPAC, producido por el 3-NPA (Figs. 13 y 14), apoyan la
propuesta descrita en un trabajo previo donde se sugiere que el 3-NPA inhibe
indirectamente la actividad de la MAO-A (Herrera y Sitges 2010). En contraste

a la vinpocetina, el a-tocoferol no modific6 la concentracion de DOPAC,
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sugiriendo que el mecanismo por el que el a-tocoferol disminuye la
concentracion de DA es diferente al de la prevencion de la acumulacion de DA
dentro de las vesiculas sinapticas. En células PC12 la actividad catalitica de la
tirosina hidroxilada (TH), que es la enzima limitante en la biosintesis de la DA
es modulada por el antioxidante ditiotreitol (Borges y col. 2002). Por lo tanto,
una posible explicacion de la disminucién de la DA total ejercida por el o-
tocoferol sin modificar al DOPAC (tabla 7 y Fig. 14) podria ser por una
disminucién en la sintesis de DA. Ademas, a la disminucién de DA ejercida por
vinpocetina y a-tocoferol, ambos farmacos previenen el aumento de los
productos de DA-quinona inducido por el 3-NPA (tabla 8). A este respecto es
interesante mencionar que en un estudio previo donde se compararon
concentraciones equimolares de DA y DOPAC sobre la produccién de aductos
quinoproteicos en mitocondrias de cerebro de rata, se encontr6é que los aductos
quinoproteicos dafiinos capaces de inhibir otros complejos de la cadena
respiratoria son los generados por la DA, y no por el DOPAC (Jana y col.
2007).

a-Tocoferol es un componente esencial del mecanismo de defensa celular
contra oxidantes endégenos y exogenos (Wang y Quinn 1999). La comparacion
de la capacidad antioxidante de vinpocetina y a-tocoferol, contra el aumento de
marcadores de dafio oxidativo como son los ROS y los TBARS inducido por el
3-NPA, muestra que ambos compuestos son eficaces “scavengers” de
radicales libres. Sin embargo, aunque ambos compuestos, vinpocetina y o-
tocoferol reducen el aumento en la produccion de TBARS inducido por el 3-
NPA, solamente la vinpocetina disminuyé la produccion de TBARS por debajo

de los niveles basales de una manera estadisticamente significativa (tabla 10).
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Por lo tanto, los presentes hallazgos indican que la vinpocetina posee una
importante capacidad antioxidante, ya que a una concentracion de 25 uM fue
mas eficaz que el antioxidante lipofilico a-tocoferol a una concentracion de 50
uM para reducir la formacion de TBARS.

Nuestros hallazgos de que la vinpocetina y el a-tocoferol redujeron la
formacion de ROS y la produccion de TBARS por debajo de los niveles basales
en sinaptosomas de estriado (tablas 9 y 10), difieren de la falla de vinpocetina y
trolox, un analogo del a-tocoferol, para modificar los niveles de ROS y TBARS
en sinaptosomas de cerebro completo (Santos y col. 2000). Esta aparente
diferencia puede ser probablemente debido a la cantidad de ROS producidos
de casi 5 veces mas baja en sinaptosomas de cerebro completo de rata que en
los sinaptosomas de estriado (Herrera y Sitges 2010) y al periodo de
incubacion (15 min) utilizado en el trabajo de Santos y col. (2000).

Si comparamos la capacidad antioxidante de vinpocetina con la del o-
tocoferol, observamos que ambos farmacos son capaces de inhibir de manera
similar el aumento de los marcadores de dafio oxidativo, como son la
produccion de ROS (tabla 9), TBARS (tabla 10) y los productos de oxidacién
de DA (tabla 8) inducidos por el 3-NPA en las terminales nerviosas aisladas de
estriado, muy probablemente debido a su propiedad como “scavenger’ y
ademas debido a su capacidad de inhibir el aumento de DA interna inducido
por la toxina mitocondrial.

En un estudio previo, se demostrd que la vinpocetina es altamente efectiva
contra la peroxidacion de lipidos y los ROS generados por el complejo
ascorbato/Fe®* en terminales nerviosas aisladas de corteza cerebral (Santos y

col. 2000), asi como la capacidad “scavenger’ de vinpocetina para atrapar al
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radical hidroxilo generado por la reaccién de Fenton in vitro (Olah y col. 1990).
En este sentido, ya se habia reportado que la vinpocetina y el a-tocoferol son
igualmente efectivos contra el estrés oxidante inducido por el complejo
ascorbato/Fe®" en terminales nerviosas aisladas de corteza cerebral (Santos y
col. 2000). Estos resultados confirman la capacidad antioxidante de vinpocetina
y podrian contribuir importantemente a la accion neuroprotectora de la
vinpocetina contra el dafio oxidativo inducido por el 3-NPA, particularmente en
estructuras cerebrales ricas en DA, como es el estriado.

Nuestros hallazgos de que la vinpocetina y el a-tocoferol previenen el
aumento de todos los marcadores de dafio oxidativo inducidos por el 3-NPA en
las terminales nerviosas aisladas de estriado indican que ambos compuestos
son poderosos agentes neuroprotectores. Porque teniendo en cuenta que las
mitocondrias, las estructuras donde se generan principalmente los ROS, son
particularmente abundantes en las terminales nerviosas; que el
neurotransmisor DA esté particularmente concentrado en el estriado, y que los
complejos | y IV de la cadena respiratoria mitocondrial son inhibidos por los
productos de DA-quinona (Khan y col. 2005; Jana y col. 2007), bajo las
presentes condiciones experimentales la accién dafina del 3-NPA puede ser
particularmente importante.

En resumen, nuestros resultados indican que las propiedades “scavenger”
de vinpocetina y el a-tocoferol junto con su capacidad de disminuir los niveles
de DA total, permiten a estos compuestos estabilizar los ROS generados por la
inhibicion indirecta del complejo Il de la cadena respiratoria inducido por el 3-
NPA, asi como los ROS generados por la inhibicion de los complejos | y IV por

las DA-quinonas producidos por el 3-NPA. De acuerdo con esta interpretacion
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en células PC12 que son células ricas en DA, la vinpocetina ha demostrado
ademas prevenir la inhibicion de los complejos I, 1l y IV de la cadena
respiratoria inducida por el péptido amiloide-beta (Pereira y col. 2000).

En conclusion, la inhibicion que ejerce la vinpocetina sobre el aumento en la
DA, los ROS, los TBARS y los productos de oxidacion de la DA que induce el
3-NPA en sinaptosomas de estriado, debe contribuir importantemente a la
accion neuroprotectora de la vinpocetina contra el dafio oxidativo,

particularmente en estructuras cerebrales ricas en DA, como es el estriado.
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7. CONCLUSIONES

En las terminales nerviosas nigro-estriatales, donde la DA esta
particularmente concentrada, el aumento de radicales libres generado por el 3-
NPA podria estar oxidando a la DA y generar DA-quinonas. Y éstas quinonas a
su vez pueden formar aductos quinoproteicos con el sitio activo de la MAO-A
disminuyendo asi su actividad y evitando el metabolismo normal de DA a

DOPAC.

Parte de la DA que no se metaboliz6 a DOPAC por medio de la MAO-A,
podria generar mas productos de oxidacibn de DA que inhiban a otros
complejos de la cadena respiratoria (y a la MAO-A), y otra parte de la DA

podria liberarse al medio externo mediante la reversion del DAT.

Nuestros datos in vivo sugieren que la DA liberada al medio externo por
efecto del 3-NPA, es metabolizada a DOPAC y a HVA mediante la MAO-B y la

COMT, respectivamente.

La inhibicién que ejerce la vinpocetina sobre el aumento en la DA, los ROS,
los TBARS vy los productos de oxidacién de la DA que induce el 3-NPA en
sinaptosomas de estriado, debe contribuir importantemente a la accién
neuroprotectora de la vinpocetina contra el dafio oxidativo, particularmente en

estructuras cerebrales ricas en DA, como es el estriado.
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