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RESUMEN

En un equilibrio redox las especies reactivas inducen la expresién de los
sistemas antioxidantes enddgenos, sin embargo, ante la pérdida de este equilibrio se
genera un estado de estrés oxidativo, el cual estd presente en las enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson. Por mecanismos que no estan
completamente esclarecidos, los pacientes con esta enfermedad presentan una
disminucion en las concentraciones de glutatién y de la formacidon de neuromelanina
en la sustancia nigra. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del estado de
estrés oxidativo sobre el sistema glutation y su relacién con la produccién de
neuromelanina en sustancia nigra de ratas.

Material y métodos: Se utilizaron 78 ratas macho de la cepa Wistar de 250-300
g y se dividieron en 6 grupos al azar (n=13), el grupo 1 fue expuesto a aire ambiental;
los grupos 2, 3, 4, 5 y 6 fueron expuestos durante 7, 15, 30, 60 y 90 dias a ozono
respectivamente por 4 horas a una dosis de 0.25 ppm. Al término de cada tratamiento
y bajo anestesia se obtuvieron los cerebros para técnicas de espectrofotometria,
inmunohistoquimica e histoquimica. Por espectrofotometria se cuantificaron las
concentraciones de glutation total, glutation reducido (GSH), glutation oxidado (GSSG)
y la actividad de las enzimas glutatién peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (Gr). Se
realizé6 inmunohistoquimica contra la enzima gamma glutamilcisteinil sintetasa (y-
GCS), el Factor Nuclear Eritroide-2 (Nrf2), la 3-nitrotirosina (3-NT) y la enzima
Dopacromo Tautomerasa (Trp-2), ademas se estudid la neuromelanina mediante
histoquimica.

Los resultados indican que la exposicién a ozono genera alteraciones entre el
GSH y el GSSG asi como en la actividad de las enzimas GPx y Gr. Estos cambios se
acompafan de un incremento de la y-GCS, del Nrf2, de la 3-NT y de la Trp-2 en relacién
con el aumento de los dias de tratamiento con ozono. Ademas, la formacién de
neuromelanina se incrementa desde los 7 dias y disminuye significativamente después
de los 15 dias de exposicidn a ozono.

De acuerdo a los resultados obtenidos el estrés oxidativo causado en ratas por
la exposicidn a bajas dosis de ozono, produce alteraciones entre la forma reducida
(GSH) y oxidada (GSSG) del glutatidn, ya que el establecimiento de un estado de estrés
oxidativo también generd modificaciones en la actividad de las enzimas Gr y GPx. El
aumento de la expresion de la enzima y-GCS no es capaz de incrementar las
concentraciones de glutation total y el aumento de la inmunoreactividad a la 3-NT y a
la Trp-2 se relaciona con el aumento de los dias de exposicidén a ozono. Los resultados
de este trabajo, indican que la exposicién a ozono genera pérdida de la regulacién en
el sistema glutatién que se acompaia de un déficit en la formacién de neuromelanina
y cambios neurodegenerativos en la sustancia nigra de rata.



ABSTRACT

In a redox equilibrium, the reactive species can induce expression of endogenous
antioxidant systems; however, the loss of this balance generates a state of oxidative
stress, which is present in neurodegenerative diseases like Parkinson Disease. By
mechanisms that are not fully understood, those patients with this disease, have a
decreased in the glutathione concentrations and in their formation of neuromelanin in
the substantia nigra. The aim of this work was to study the effect of oxidative stress
status on the glutathione system and its relationship with the production of
neuromelanin in substantia nigra of rats.

Materials and methods: We used 78 male rats of the Wistar strain of 250-300 g
and were divided randomly into 6 groups (n = 13), group 1 was exposed to ambient air;
the groups 2, 3, 4, 5 and 6 were exposed for 7, 15, 30, 60 and 90 days respectively to
ozone for 4 hours at a dose of 0.25 ppm. At the end of each treatment and under
anesthesia, the brains were obtained for test the spectrophotometric,
immunohistochemistry and histochemistry techniques. By spectrophotometry, total
glutathione concentrations, reduced glutathione (GSH), oxidized glutathione (GSSG)
and the activity of the enzymes glutathione peroxidase (GPx) and glutathione
reductase (GR) were quantified. Immunohistochemistry was performed against the
enzyme gamma glutamilcisteinil synthetase (y-GCS), the erythroid Nuclear Factor-2
(Nrf2), 3-nitrotyrosine (3-NT) and the enzyme Dopachrome tautomerase (Trp-2). The
neuromelanin was also studied by histochemistry.

The results indicate that exposure to ozone generates alterations between GSH
and GSSG as well as the enzymatic activity of GPx and Gr. These changes are
accompanied by an increase in the y-GCS, Nrf2, of 3-NT and the Trp-2 in relation to the
increase in days of treatment with ozone. Furthermore, the formation of
neuromelanin increases since the 7 days and significantly decreases after 15 days of
exposure to ozone.

According to these results, oxidative stress in rats caused by exposure to low
doses of ozone, leads to changes between the reduced (GSH) and oxidized (GSSG)
glutathione because the establishment of a state of oxidative stress also generated
changes in the activity of enzymes GPx and Gr. Increased expression of the enzyme y-
GCS is not capable of increasing total glutathione concentrations and the increased
immunoreactivity to 3-NT and Trp-2 is related to the increase in days of exposure to
ozone. The results of this work indicate that exposure to ozone generates the loss of
regulation in the system glutathione, accompanied by a deficiency in the formation of
neuromelanin and neurodegenerative changes in the substantia nigra of the rat.
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1. INTRODUCCION

El estrés oxidativo es una condicién propia del metabolismo celular, donde la
produccién de especies oxidantes es necesaria para el correcto funcionamiento de los
sistemas vivos, sin embargo cuando existe un desequilibrio entre estas especies y las
especies antioxidantes, gradualmente llevara al establecimiento de un estado de
estrés oxidativo que llevarad consigo el desarrollo de un proceso neurodegenerativo.
Con esto es posible sugerir que existe un factor en comun en el inicio de la patogénesis
de las enfermedades neurodegenerativas. En particular, aunque se considera de
etiologia multifactorial, el estudio de los cambios que ocurren en la Enfermedad de
Parkinson, ha hecho posible conocer que la neurodegeneracién se debe a mecanismos
moleculares que estan relacionados entre si como son: las modificaciones causadas
por la oxidacion, la disfuncién mitocondrial y las alteraciones de la a-sinucleina
(Uversky et al., 2005).

Una causa molecular que puede provocar alteracion de las proteinas, asi como
la degeneracidn neuronal, es la presencia exacerbada de especies reactivas de oxigeno
y la incapacidad de los sistemas antioxidantes para contrarrestarlas. En estudios
postmortem del tejido cerebral de sujetos que padecieron la Enfermedad de
Parkinson, se ha encontrado un aumento significativo de las formas oxidadas de
biomoléculas estructurales y funcionales (proteinas, lipidos, ADN, etc.) y cambios
diversos en las formas nativas de diversas proteinas en comparaciéon con el tejido
cerebral de sujetos que no padecieron esta enfermedad (Jenner y Olanow, 1996;
Dumitriu et al., 2012).

La reduccién electrénica del oxigeno para dar lugar a la formacion de la
molécula de agua, es un proceso metabdlico fundamental para la sobrevivencia de los
organismos en ambientes aerdbicos. En el metabolismo ocurren reacciones de
oxidacion y reduccion que hacen posibles multiples procesos como el de la sintesis de
las catecolaminas, la produccién de moléculas de sefializacion como el oxido nitrico y
el metabolismo de los xenobidticos en el sistema nervioso. Los sistemas enzimaticos
acoplados a las reacciones de oxidacidon y reduccion permiten el paso de los electrones
a los sustratos, lo cual asegura la reduccion de los cuatro electrones del oxigeno, sin
embargo, inevitablemente tiene lugar una reduccion incompleta del oxigeno en un
porcentaje menor lo cual da origen a especies reactivas, como el superéxido ('O-) y el
peroxido de hidrogeno (H,0,). Esto puede ocurrir en el ambiente celular en general
aungue con mucha mayor probabilidad en el ambiente mitocondrial, debido a que se
trata de un organelo con gran cantidad de reacciones de oxidacién y reduccién como la
cadena de trasporte de electrones (Malkus KA, Tsika E, Ischiropoulos H, 2009).

Por otro lado, la generacion de especies reactivas resulta ser una seial de
induccion para la formacion de defensas antioxidantes enddgenas como la superéxido
dismutasa (SOD) (de la cual, existen dos tipos en nuestras células, la SOD Cu-Zn en el
citoplasma, y la SOD Mn en la mitocondria), la catalasa, la glutatién S-transferasa y el
sistema glutation, que en su conjunto reducen al oxigeno para formar moléculas de
agua a partir de las especies reactivas (Malkus et al., 2009).

A pesar de estos mecanismos de regulacidn, las especies reactivas pueden
causar dafio oxidante cuando existe un incremento en sus concentraciones y éste
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ocurre simultdneamente con una insuficiencia de la actividad de los sistemas
antioxidantes enddgenos. Aunque se genere un dafio estructural por las
modificaciones oxidativas, la célula tiene mecanismos de degradacién de proteinas
alteradas, recambio de lipidos de membrana y enzimas de reparacién que regresan a la
célula al estado de homeostasis previo. Sin embargo, las alteraciones directas a estos
mecanismos de reparacidon, ya sea mediante una modificacién oxidante directa o
indirectamente por la incapacidad de procesar sustratos modificados por la oxidacion,
pueden hacer que la célula ya no sea capaz de eliminar eficazmente las biomoléculas
oxidadas, dando lugar a la acumulacién de éstas y a una mayor formacién de especies
reactivas; en conjunto es asi como se establece un estado de estrés oxidativo.

Las alteraciones en el procesamiento de las proteinas y su oxidacién, la
oxidacion de lipidos, la disfuncion mitocondrial y el establecimiento de un estado de
estrés oxidativo son factores que estan asociados con la génesis y evolucion de las
enfermedades neurodegenerativas (Malkus et al., 2009, Rivas-Arancibia et al., 2010).

1.2. NEUROANATOMIA

La sustancia nigra es una de las regiones claves que degeneran en la
Enfermedad de Parkinson y esta involucrada en procesos tanto de memoria y
aprendizaje como de la regulacién motora.

Las estructuras involucradas son los nucleos de la regidn ventral del diencéfalo,
conocidos como ganglios basales y son el nucleo caudado y el putamen (cuerpo
estriado en la rata), el globo palido externo e interno y el nucleo subtataldmico.
También resulta de gran importancia una regién del mesencéfalo, la sustancia nigra
gue consta de dos partes, la pars compacta y la pars reticular. Desde 1986, se estudid
la forma en como se establecen las conexiones de los ganglios basales entre si y con la
corteza cerebral (Alexander et al., 1986). Se identificé entonces el circuito motor, el
circuito oculomotor, el circuito asociativo y el circuito limbico. Estos circuitos
dependen de sitios especificos de los ganglios basales y para fines de este trabajo es de
particular importancia el circuito motor.

1.2.1. CIRCUITO MOTOR

Actualmente se conoce que el circuito motor esta conformado por estructuras
que permiten la transmisién de informacion de la corteza motora a los ganglios
basales. La via de entrada de informacién del circuito motor son las aferencias de
neurotransmision glutamatérgica cortical y va dirigida a los nucleos caudado y
putamen. Estas ademds son moduladas por proyecciones de neurotransmision
dopaminérgica. Asi mismo se conocen las vias de salida que son a través del globo
palido interno y la sustancia nigra pars reticular que proyectan hacia el talamo,
ascienden y se continlan hasta la corteza cerebral para asi, ejecutar una
retroalimentacién del circuito motor.

La organizacion del circuito motor permite la integracién de areas motoras
precentrales y areas sensitivas poscentrales con la regidon sensitivomotora del
putamen dorsolateral. Para estas vias en particular la neurotransmisiéon involucrada es
la glutamatérgica por lo que se trata de una via excitadora.
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El circuito motor consta de una via directa (1) y una indirecta (2) que parten del
putamen cuyo nombre se debe a las sinapsis que una y otra poseen en su trayecto
hacia los ganglios basales. La via directa es monosinaptica y se proyecta sobre la region
sensitivomotora del globo palido (3) y la sustancia nigra pars reticular (4). Se origina en
neuronas GABAérgicas espinosas medias; estas neuronas expresan receptores
dopaminérgicos D1 por lo que cuando la dopamina tenga efecto en ellas se activarany
ejerceran su accion GABAérgica, es decir, una accién inhibidora.

La via indirecta esta constituida por multiples sindpsis donde son expresados
receptores dopaminérgicos D2, que tienen un efecto inhibidor ante la presencia de
dopamina, sobre las neuronas que los expresan. Esta via se proyecta del putamen al
globo pdlido externo mediante vias GABAérgicas (5) y a la regién sensitivomotora de
nucleo subtaldmico (6). Este a su vez esta conectado mediante vias glutamatérgicas
con el globo palido interno y la sustancia nigra pars reticular (7). Dicho de otra forma el
nucleo subtalamico tienen un efecto excitador en las vias de salida del circuito motor.
En estos nucleos de salida existen neuronas que proyectan al tdlamo en sus nucleos
ventrales anterior y lateral mediante neurotransmision GABAérgica (8). El tdlamo a su
vez proyectard hacia la corteza cerebral. La sustancia nigra pars reticular también
proyecta al coliculo superior y al nucleo peduinculo pontino. El globo pélido interno
proyecta de igual forma hacia este.

Cuando el tdlamo proyecta hacia la corteza cerebral, lo hace mediante neuronas
de naturaleza glutamatérgica, por lo tanto, éstas tienen un efecto excitador sobre las
areas sensitivomotoras corticales (9). Es en este punto donde el circuito se
retroalimenta y se establece el circuito motor.

En resumen, el circuito motor por la via directa se inicia cuando la informacién
desciende de la corteza al putamen e inhibe mediante neurotransmisiéon GABAérgica al
globo palido interno (3) y a la sustancia nigra pars reticular (4). Como estos envian
sefiales inhibitorias al tdlamo (8), si son inhibidos previamente, el tdlamo no tendra
restriccion y enviard informacién mediante neurotransmision glutamatérgica a la
corteza cerebral (9). El efecto final de estos mecanismos altamente regulados es una
retroalimentacion positiva de los movimientos orquestados por la corteza cerebral. En
otras palabras se consolida un circuito que redunda en la facilitacion motriz.

Por otro lado ante la presencia de la via indirecta, la estimulacién que inicia en la
corteza y que llega al putamen, produce una inhibicidn del globo pdlido externo (5) y
como éste envia sefiales inhibitorias al nucleo subtalamico (5), si es inhibido resultara
en una mayor transferencia de informacién excitadora por parte del nucleo
subtaldmico al globo palido interno y a la sustancia nigra pars reticular (7) que a su vez
enviaran un mayor gradiente de informacién al tdlamo mediante neurotransmision
GABAérgica (8), es decir tienen un efecto inhibitorio sobre el tdlamo. El efecto final es
la sefial de detenciéon del movimiento en la corteza cerebral. En este contexto la
sustancia nigra tiene un papel preponderante en la modulacién de la actividad motora
siendo el sitio productor de dopamina (10), neurotransmisor necesario para que sea
posible dicha modulacién.
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Lo anterior establece la serie de regulaciones positivas, negativas y el equilibrio
entre ambas vias para que exista una contraccion y relajacion muscular ordenadas
para la ejecucion de movimientos precisos y controlados (Hikosaka et al., 2000)
(Marsden and Obeso, 1994)). Finalmente la voluntad del movimiento esta entonces
integrada por la corteza cerebral, sin embargo cualquier alteracién en el circuito motor
puede causar cambios patolédgicos en el control del mismo, tal como ocurre en la
Enfermedad de Parkinson, que mds adelante se abordara.

N VAy VL Talamo
As

3 .
> GP-int

CORTEZA ¢ T

—> PUTAMEN
D2

2

10

Figura 1. Circuito motor. Se muestran los puntos descritos en el texto numerados segtin su orden de
aparicion en el mismo. N VA y VL: nucleo ventral anterior y ventral lateral del tdlamo; GP-int: globo
palido interno; GP-ext: globo palido externo; SNr: sustancia nigra parte reticular; SNc: sustancia nigra
parte compacta; D1: receptor a dopamina familia tipo 1 (efecto excitador); D2: receptor a dopamina
familia tipo 2 (efecto inhibidor) y N-SubT: nticleo subtalamico.

La sustancia nigra se conoce entonces como una estructura heterogénea, que produce
el neurotransmisor que involucrado en el correcto funcionamiento del circuito motor,
la dopamina, y que tiene interaccidn directa con el resto de las estructuras que regulan
el movimiento, el control muscular y el equilibrio; el dafio lento y progresivo en este
complejo representa el inicio de la Enfermedad de Parkinson.

1.3. ENFERMEDAD DE PARKINSON

La Enfermedad de Parkinson es una enfermedad neurodegenerativa que
particularmente afecta a la neurotransmision dopaminérgica del sistema
nigroestriatal. Es una enfermedad progresiva con un largo tiempo de evolucién en el
cual se observa una alteracion del circuito motor que lleva también a la alteracion de
las funciones cerebrales. Alrededor del 1% de la poblacion mundial es afectada por
esta enfermedad a los 60 afios (Hindle, 2010).
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Estudios recientes indican que existe una relacidon entre las alteraciones de la
proteina a-sinucleina, la formacion de cuerpos de Lewy y los fendmenos que estan
directamente relacionados con la perdida de las funciones que presentan los pacientes
con Enfermedad de Parkinson. Existen estudios con modelos de experimentacion que
reportan que la muerte neuronal tiene vias necrdticas y apoptéticas (Graeber and
Moran, 2002)) junto con la presencia de un microambiente inflamatorio (Hirsch et al.,
1988); (Tansey and Goldberg, 2010) y que existen factores que preceden a la
disfuncién y muerte de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars
compacta (Braak et al.,, 2003)) como los cambios en el equilibrio de redox y en la
homeostasis mitocondrial asi como una disminucién de la actividad de los sistemas
antioxidantes (Bandopadhyay and de Belleroche, 2010).

Los datos obtenidos en los ultimos afios de investigacidn ha permitido el disefio
de terapias dirigidas contra uno o varios de los mecanismos que eventualmente han de
converger en la muerte neuronal (Postuma et al., 2010).

Existen factores que particularmente contribuyen a la vulnerabilidad de las
neuronas dopaminérgicas. Se han identificado que factores como la pérdida de la
homeostasis mitocondrial y las alteraciones de la cadena de trasporte de electrones, la
perdida de la regulacidn de las especies reactivas del oxigeno por parte de los sistemas
antioxidantes, la disminucién de funciones celulares como la autofagia y la
degradacion de proteinas por parte del proteasoma (por consiguiente la acumulacién
de proteinas disfuncionales), la activacién de vias proapoptéticas y de sintesis de
mediadores proinflamatorios, suman en conjunto los factores determinantes que
llevan a la neurodegeneracion selectiva de este grupo neuronal (Cavalli et al., 2008).
De forma que las alteraciones en la homeostasis mitocondrial llevan directamente a la
pérdida de la produccion energética. Se ha demostrado que el bloqueo del Complejo |
de la cadena de trasporte de electrones en modelos animales, reproduce las
alteraciones bioquimicas y celulares de la Enfermedad de Parkinson (Vives-Bauza et al.,
2009) ademas de un aumento de las especies reactivas del oxigeno que llevan la
pérdida de la funcion mitocondrial (Bisaglia et al., 2010)).

El impacto de las especies reactivas también ocurre en otros organelos como el
proteasoma. El tratamiento con quelantes de metales (como quelantes del hierro que
participa de reacciones quimicas como la reaccion de Fenton en donde se producen
especies reactivas) ha dado como resultado un mantenimiento de la actividad del
proteasoma (Zhu et al., 2010).

Por otra parte, la acumulacién de proteinas disfuncionales en el sitio intracelular
de las neuronas dopaminérgicas puede ocurrir principalmente por la alteracion de los
procesos de autofagia y de la alteracién de la funcién del proteasoma. La autofagia es
necesaria para que proteinas intracelulares defectuosas sean recicladas en los
lisosomas. Estos procesos estan altamente regulados por activacién génica (Koga et al.,
2011). Con la edad, los mecanismos de regulaciéon se alteran causando la acumulacién
de formas mutadas de proteinas que llevaran al desarrollo de los cambios celulares
que subyacen a la enfermedad de Parkinson (Cuervo et al., 2010). La degradacién
proteica por la via del sistema ubiquitina-proteasoma es otro mecanismo por el cual
ocurre la remocién de las proteinas alteradas en el citoplasma (Betarbet et al., 2005)
por lo que una disminucién en esta actividad contribuye a la disfuncién de los procesos
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de autofagia y se adiciona a las consecuencias de la misma (Snyder and Wolozin,
2004).

Por otro lado, a pesar de que la apoptosis es un mecanismo de homeostasis de
diversos grupos celulares, esta presente en el proceso neurodegenerativo. Una familia
de proteinas esta involucrada directamente en este proceso y es la familia de las
caspasas. La pérdida de la homeostasis mitocondrial lleva al aumento de la
permeabilidad de su membrana y a la liberacién del citocromo C lo que a su vez
activara la via de las caspasas y con ello desencadenara el proceso apoptdtico de la
célula en cuestioén (de Castro et al., 2010, Zhivotovsky and Orrenius, 2010).

Ademas la presencia de moléculas proinflamatorias ha sido demostrada en el
contexto del proceso neurodegenerativo que tiene lugar en la Enfermedad de
Parkinson. Multiples trabajos demuestran la activacién de células como la microglia en
el putamen, nudcleo caudado y en la sustancia nigra pars compacta en muestras de
pacientes que padecieron la enfermedad asi como en los modelos animales de la
Enfermedad de Parkinson (Barcia et al., 2004, Tansey and Goldberg, 2010) Algunas de
las moléculas reconocidas como involucradas en el proceso inflamatorio presente en
esta patologia son el Factor de Necrosis Tumoral-a y el Interferén-y (Jiang et al., 1998,
Hirsch and Hunot, 2009).

Los trastornos motores caracteristicos de la Enfermedad de Parkinson hacen
referencia a cambios funcionales directamente del circuito motor y se deben a la
depleciéon dopaminérgica de la via nigroestriada y alteraciones en la densidad de
receptores D1 y D2. Durante la Enfermedad de Parkinson ocurre una pérdida del
control en el putamen y caudado porque hay una pérdida de las neuronas que
proyectan a este nucleo desde la pars compacta de la sustancia nigra (1). Al ocurrir
esto, las neuronas GABAérgicas de la via indirecta no serdn inhibidas, aunque expresen
receptores D2, pues la transmisiéon dopaminérgica estad disminuida y por consiguiente
aumenta la actividad GABAérgica sobre el globo pélido externo (2), siendo el resultado
la inhibicién de la actividad de éste. Asi mismo disminuye la inhibicion sobre el nucleo
subtaldmico (3) (que depende del globo pdlido externo) y aumenta su transmisién, que
es excitadora (4), hacia el globo pdlido interno y sustancia nigra pars reticular (4). Si
estos Ultimos son la via de salida del circuito motor y son inhibidores, al estar
sobreestimulados por la excitacién proveniente del nucleo subtalamico (4), entonces
inhibiran directamente al tdlamo (5) y éste disminuira la sefial de “movimiento” a la
corteza cerebral (6). En cuanto a la via directa, en el putamen las neuronas que inician
la via directa son GABAérgicas y poseen receptores D1, sin embargo ante la falta de
dopamina proveniente de la sustancia nigras pars compacta, no son estimuladas y su
actividad inhibitoria sobre globo pdlido interno estd disminuida (7), en otras palabras,
los receptores D1 no pueden estimular a estas neuronas GABAérgicas y no podran a su
vez inhibir al globo palido interno, de ésta forma quedard sobreactivado, es decir
aumenta su funcion inhibitoria hacia el talamo (5), lo cual redunda con la disfuncién de
la via indirecta. Lo anterior se resume en que la disfuncién dopaminérgica de la
sustancia nigra compacta, genera mas adelante, la sobreexcitacién del globo palido
interno (4) y la sustancia nigra pars reticular (4) que inhiben la actividad taldmica (5) y
por tanto, la sefial de “movimiento” hacia la corteza, se encuentra también depletada
(6). Esto explica la bradicinecia e hipocinesia de la Enfermedad de Parkinson.
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Figura 2. Circuito motor y Enfermedad de Parkinson Se muestra el circuito motor y los puntos
descritos en el texto numerados segun su orden de aparicidon en el mismo. N VA y VL: nucleo ventral
anterior y ventral lateral del talamo; GP-int: globo palido interno; GP-ext: globo palido externo; SNr:
sustancia nigra parte reticular; SNc: sustancia nigra parte compacta; D1: receptor a dopamina familia
tipo 1 (efecto excitador); D2: receptor a dopamina familia tipo 2 (efecto inhibidor) y N-SubT: nicleo
subtalamico.

Ademas, esta reportado que el nimero de neuronas dopaminérgicas que producen
neuromelanina, normalmente disminuye con el envejecimiento (Fearnley and Lees,
1991) por lo que normalmente el pigmento lo hace también, sin embargo en la
Enfermedad de Parkinson existe una disminucion de hasta un 50% de la cantidad de
neuromelanina en comparacién con controles de la misma edad (Zecca et al., 2002)
esto se explica porque hay menos células que formen neuromelanina y porque las
neuronas sobrevivientes en estos pacientes presentan un decremento de las
concentraciones de neuromelanina (Langston et al., 1999).

Se ha mencionado que la inflamacion estd involucrada en el desarrollo de la
Enfermedad de Parkinson. En numerosos estudios de modelos animales de
Enfermedad de Parkinson se ha observado la presencia de granulos de neuromelanina
en el sitio extracelular (McGeer et al., 1988, Langston et al., 1999). Esta es una de las
formas de como la microglia es activada de forma crénica, perpetuando asi el
ambiente inflamatorio (McGeer et al., 1988).

Es importante mencionar que la neuromelanina reduce la vulnerabilidad de las células
que la poseen (Offen et al., 1997) ya que es capaz de quelar metales como el hierro y
compuestos toxicos para las neuronas (Faucheux et al., 2003a). De esta forma, la
ausencia del pigmento puede derivar en la presencia de fierro libre, mismo que puede
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participar en reacciones de oxidacién y reduccion en el citoplasma, donde una
consecuencia directa es la formacidn de radicales libres.

1.4. RADICALES LIBRES

Los radicales libres son especies quimicas que son capaces de existir
independientemente (por eso llamados libres) y poseen uno o mas electrones
desapareados (Gutteridge and Halliwell, 1992), exponiendo asi su condicién magnética
(McCord, 2000) lo cual hace que sean muy reactivos y puedan a captar electrones de
moléculas adyacentes (McCord, 2000). Una vez que un radical libre ha sustraido un
electron, la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un radical libre al
quedar con un electron desapareado, inicidndose asi un dafio en cadena entre las
biomoléculas. La vida media biolégica de un radical libre es de microsegundos, pero
tiene la capacidad de reaccionar rapidamente con lo que esté a su alrededor
provocando oxidacién en las moléculas de membranas celulares y tejidos; sin embargo
esta capacidad reactiva varia dentro de un gran espectro. Nuestro organismo produce
cantidades moderadas para responder a la agresién por patégenos y como parte de
multiples procesos celulares. La produccion de radicales libres es continua en las
células y estos son contrarrestados por los sistemas antioxidantes. Un antioxidante es
una sustancia capaz de neutralizar la accion oxidante de los radicales libres. El
problema para la salud se produce cuando resulta insuficiente la actividad de las
defensas antioxidantes y los mecanismos de reparacion y celular, estableciéndose asi
un estado de estrés oxidativo con acumulacién durante afios de biomoléculas en sus
formas oxidadas (Finkel and Holbrook, 2000).

Los radicales libres fueron descritos en sistemas vivos hace ya mas de 50 afios
por Commoner y Townsed. El primer radical libre organico identificado fue el radical
trifenilmetilo, por Moses Gomberg en la Universidad de Michigan, EUA, hacia 1900.
Décadas mas tarde, se encontraron numerosas especies de radicales libres y se
propuso que los radicales libres provenientes del oxigeno podrian ser formados como
productos en el curso de las reacciones enzimaticas del metabolismo celular. En ese
momento se hizo una asociacién causal entre las especies reactivas de oxigeno y los
procesos neurodegenerativos. Fue entonces que la molécula de oxigeno tomé un
nuevo significado hacia los afios 60’s y 70’s y los radicales libres empezaron a ser
considerados como elementos importantes para los sistemas bioldgicos. Entre otros
hallazgos, se descubrid la enzima superdxido dismutasa (SOD) que convierte el ‘O,- en
H,0, (McCord and Fridovich, 1969) con este hallazgo se comprobdé de forma
convincente la importancia de los radicales libres en los sistemas bioldgicos. Es
razonable pensar que debido a que los organismos han estado expuestos a las especies
reactivas por al menos dos mil millones de afios se han desarrollado mecanismos de
defensa para contrarrestar su efecto, ya que tanto los radicales libres como las
defensas antioxidantes evolucionaron simultdneamente en los seres vivos.

Es necesario mencionar que el hecho de que una especie quimica sea un radical

libre no indica que sea altamente reactivo. Para comprender como es que los radicales
libres adquieren la reactividad conviene recordar la configuracién electrdnica.
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Tabla 1. Configuracion electrénica

s | p|d]|f
nivel de energial | 1s
nivel de energia2 | 2s | 2p
nivel de energia3 | 3s | 3p | 3d
nivel de energiad | 4s | 4p | 4d | 4f
nivel de energia5 | 5s | 5p | 5d | 5f
nivel de energia 6 | 6s | 6p | 6d
nivel de energia7 | 7s | 7p

Sabiendo que el llenado orbital con electrones ocurre de uno en unoy en el sentido
que en la tabla corresponde de derecha a izquierda y de arriba hacia abajo en forma
diagonal (Principio de Aufbau) la configuracién corresponde a la siguiente:

1s” 2s” 2p°® 3s? 3p® 4s” 3d"° 4p°® 55% 4d"° 5p°6s? 4f'* 5d'° 6p° 7s% 5 6d"° 7p°

Para el oxigeno atémico, la configuracion electrénica es 1s* 2s* 2p*. Con esto
sabemos que el orbital P de cada oxigeno pueden alojar hasta 2 electrones, en total 4
cuando se trata de una molécula diatdmica (O,). Como sabemos, el orbital P consta de
tres orbitales que pueden alojar hasta 2 electrones cada uno. En el caso de un atomo
de oxigeno, un orbital P se encuentra lleno y los otros dos orbitales poseen un electrén
cada uno, quedando desapareados. Esta condicion le da al oxigeno la caracteristica de
radical libre y para que una molécula de O, pueda tener una reduccidn completa
requerira de 4 electrones en total. De lo contrario quedaran formados metabolitos
inestables por tener una reduccidn incompleta, como el H202 que no es propiamente
un radical libre sino una especie quimica capaz de formarlos, es decir, es una especie
reactiva del oxigeno.

1.5. ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO

El oxigeno has sido considerado como un gas elemental para la vida aerdbica, sin
embargo, aun para estos organismos, puede resultar téxico e incluso letal. Este gas
representa el 21% de la composicidon de la atmosfera de este planeta y esta formado
en su mayor parte por la oxidacion del agua. Los organismos que realizan fotosintesis
son los encargados de este proceso quimico y los organismos aerobios poseemos un
metabolismo que lo integra en reacciones quimicas para la obtencién de energia en Ia
cuales se realiza una reduccién mediante trasferencia electrénica que generara
especies quimicas parcialmente reducidas hasta llegar a agua (Aguirre et al, 2005.

La reactividad del oxigeno es relativamente baja pues no reacciona facilmente en
condiciones atmosféricas o lo hace de forma muy lenta, pero no asi en presencia de
temperaturas elevadas. Sin embargo, a pesar de lo anterior, el oxigeno presenta
toxicidad la cual que estd explicada por su configuracion electrénica. Ademas es esta
configuracion lo que explica porque se forman especies reactivas. Ejemplos son el
oxigeno atémico (0), el ozono (03), el oxigeno singulete (*0,), el superdxido (05), el
perdxido de hidrégeno (H,0,) y el radical hidroxilo (*OH) (Gutteridge and Halliwell,
1992).

19



Estas especies quimicas tdxicas tendran un impacto que dependera de la
concentracion y del contexto en el que se generen. Bajas concentraciones de estas
especies quimicas pueden convertirse en estimulos de crecimiento celular, de
regulacién del ciclo celular, modulacién del sistema inmunolégico, estimulacién del
metabolismo celular, etc., pero también son mediadoras de la muerte celular. No
todas estas especies quimicas poseen la misma reactividad, en este sentido es el *OH
es una de las especies mas reactivas (Hansberg 2002).

1.5.2. EL OzoNO

Es un gas que deriva del O, cuando la radiacién ultravioleta de alta energia (que
corresponde de 250 a 290 nm de longitud de onda) ¢ la energia eléctrica escinde los
enlaces covalentes de la molécula de 0O,. Asi se forma oxigeno atémico que
rapidamente se une con el O, adyacente originando Os.

El ozono se forma en la estratosfera por efecto de los rayos ultravioleta. De
esta forma los rayos son absorbidos en este proceso y no llegan a la superficie
terrestre como lo harian sin esta absorcién. El ozono en la troposfera es producto de la
contaminacién fotoquimica del aire ya que se produce en la superficie terrestre por
efecto de la luz sobre el NO, producto de la combustién de la materia organica
(Packer, 2000). Este apartado se discutird mas adelante en el capitulo “El ozono como
modelo de estrés oxidativo”.

1.5.3. EL OXiGENO SINGULETE

Cada atomo de oxigeno, en el segundo y ultimo nivel de energia, posee un
orbital P con un par electrénico y dos orbitales P con un electrén en cada uno. El 'O, se
origina cuando uno de los dos electrones de los orbitales P cambia de spin al captar
energia. Ahora queda una configuracién de electrones que segun las posibilidades se
aparearan inmediatamente (si el cambio de spin resulto contrario al del orbital P
adyacente) dejando un orbital P completamente vacio. La otra posibilidad es que sigan
desapareados y que el electréon que adquirié energia soélo logré cambiar de spin y no
logré migrar a otro orbital P y aparearse. Biolégicamente solo tiene importancia la
primera posibilidad. Los mecanismos biol4gicos para la generacion de 0, son posibles
gracias a pigmentos naturales como las flavinas, la cianocobalamina, el retinol, algunas
qguinonas y porfirinas ya que estas sustancias pueden presentar excitacion electrénica
con fotones de entre 430 y 490 nm que corresponden al espectro azul de la luz y
también con fotones de luz UVA vy trasferir la energia al O, para formar *0,. Algunas
especies reactivas pueden generar singuletes como la dismutacidon espontanea del
superdxido y la disociacion del perdxido con acido hipocloroso producido en el
estallido respiratorio del sistema inmunoldgico por los macréfagos. Los efectos toxicos
de esta especie reactiva son menores y limitados por su muy corta vida media (0.5 US)
en las células. Su efecto se concentra en la produccién de endoperdxidos, oxidacidn de
bases nitrogenadas y proteinas, inactivacién de carotenos y tocoferoles. Estudios como
los de Hansberg en 1999 y Packer en el 2000, reportaron la activacion de proteinas de
choque térmico como la hemoxigenasa 1 en presencia de 0,.
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1.5.4. ANION SUPEROXIDO

Es el primero de los intermediarios de la reduccion del oxigeno. Se origina
mediante la reduccion del oxigeno con un solo electrén, evento quimico llamado
trasferencia monoelectrénica. Esta especie resulta ser un anién y un radical al mismo
tiempo. Su producciéon en los sistemas bioldgicos ocurre en la cadena de trasporte de
electrones cuando uno de estos, principalmente a nivel de la ubiquinona (coenzima Q),
es cedido a un O,. También puede ocurrir a nivel del complejo | de la cadena de
trasporte de electrones (coenzima Q reductasa). De manera que con estas “salidas”
electrdnicas, se produce aproximadamente un 0.1% de superdxido del total de oxigeno
que se ingresa. Existen adiciones menores por parte de catalisis enzimaticas (xantina,
lipooxigenasa, peroxidasas). Su toxicidad radica en que puede originar 'O, y *OH. El
0, libera Fe’* de algunas enzimas (aconitasa, fumarasa, entre otras) dejandolo libre
para unidon con el ADN o bien irrumpe en vias metabdlicas inhibiendo a la 6-
fosfogluconato deshidrogenasa de la via de las pentosas. Existen también enzimas
cuya actividad directamente origina la produccion de superdxido. Es el caso de las
NADPH oxidasas como las NOX1-5. Estas enzimas se encargan de utilizar el poder
reductivo del NADPH para transferirlo a grupos hem mediante su grupo prostético
FAD. En los grupos Hem existe donacion de electrones a O, generando asi superéxido
(Dellinger et al., 2001)

1.5.5. PEROXIDO DE HIDROGENO Y RADICAL HIDROXILO

Si la reduccidn continta con la trasferencia de electrones, se adicionara un
segundo electrén en los orbitales del oxigeno, teniendo entonces una reduccién
dielectrénica que formara perdxido de hidrégeno y este al radical hidroxilo. La
configuracion electrénica del H,O, generéd un cambio en el nimero de enlaces de
doble a sencillo. Se debe tener en cuenta que los electrones que se adicionan pueden
pertenecer a &tomos como el hidrogeno o ser electrones independientes como ocurre
en el caso de la adicion monoelectrdnica del anién superdxido (McCord, 2000).

La mayor fuente de H,0, de origen celular es la reaccién quimica catalizada por
la SOD, aunque no es la Unica via enzimatica de produccidn. También contribuyen las
oxidasas de xantina, de aminoacidos, de hexosas, por citar ejemplos.

El peréxido de hidrégeno no posee las caracteristicas electrdonicas que le
permitan ser clasificado como radical libre pues no posee electrones desapareados, sin
embargo, se trata de una especie reactiva que puede facilmente formar radicales. Aldn
con su potencial toxico, el H,0, es un componente importante de la fisiologia celular.
Se ha demostrado que regula algunas fosfatasas inhibiéndolas de forma transitoria en
el sitio activo y se conoce su participacién en la sintesis de las hormonas tiroideas,
maduracion y capacitaciéon de espermatozoides, en el estallido respiratorio como
sustrato de la mieloperoxidasa y bromoperoxidasa, entre otras.

La reactividad del H,0, es menor que la del *O,’, no interactia con moléculas
como acidos nucleicos ni proteinas, salvo con cisteinas en particular por el grupo tiol
del cual hablaremos mas adelante. La toxicidad del H,0, estd en funcién de que es el
principal formador de *OH. Este radical libre es de los mads reactivos y el que mayor
impacto negativo tiene sobre las biomoléculas. Modifica de forma irreversible a las
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proteinas y DNA y lo hace en proporciones que en ocasiones vuelve imposible la
reparacion (Fridovich, 1986, Pryor, 1994)

La forma en que ocurre la formacién del *OH es mediante un mecanismo llamado
Reaccidn de Haber-Weiss, el anion superéxido y el perdxido de hidrégeno interactian
para generar al radical hidroxilo, segin la descripcion de Haber y Weiss en 1934. Esta
reaccion puede ocurrir de dos formas, la primera sin catalisis quimica, ocurre
espontaneamente pero de forma muy lenta y la segunda con catalizadores metdlicos
como el Fe, el mecanismo es el siguiente:

PRIMER PASO

SEGUNDO PASO
(Reaccion de Fenton)

Fe’* + H,0, > Fe**+ OH + *OH
La reaccion neta es:

®0, + H,0p------- >0H + *0OH+0,
Figura 3. Reaccidn de Fenton

Si bien todos los radicales tienen propiedades oxidantes, el radical *OH es el
mas toxico a pesar de su vida media tan corta. Esta caracteristica permite conocer su
alta reactividad con una extensa variedad de sustratos. El hecho de reaccionar
rapidamente le incapacita para migrar grandes distancias como otras especies
reactivas por lo que su efecto téxico inicial esta localizado (Pryor, 1994). El *OH puede
oxidar directamente a las bases nitrogenadas y a la desoxirribosa, producir
interrupcion de la continuidad de la cadena de ADN y generar 8-hidroxiguanina, un
indicador de la oxidacion del material genético. El mayor dano causado por ataques a
aminodcidos estd dirigido por el *OH. Los acidos grasos poliinsaturados, que son
componentes estructurales y funcionales de las membranas celulares y organelos
membranosos, son altamente susceptibles del ataque oxidativo del ¢OH. Su
configuracion electrénica se encuentra formando dobles enlaces que facilmente
pueden ceder electrones. Sin embargo esto genera radicales del carbono que pueden
atacar el doble enlace de otro lipido adyacente con lo que se expande el foco de
lipoperoxidacién. El resultado es la presencia de carbonilos como el malondialdehido y
el 4-hidroxi-2-nonenal (Hansberg 2002). Por la elevada reactividad del *OH no hay una
forma especifica de contrarrestar sus efectos, sin embargo la presencia antioxidantes
puede representar una via de proteccién contra esta especie reactiva (Packer 1994)
siendo medular el mantenimiento de la respuesta antioxidante.
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1.6. EL SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

El sistema de defensa antioxidante esta integrado por una variedad de especies
guimicas que a bajas concentraciones, respecto de las biomoléculas, previenen o
ralentizan la oxidacidn de éstas. Un gran variedad de las biomoléculas pueden ser
oxidadas, y un elevado nimero de estas son unidades estructurales de multiples
tejidos por lo que a éstos se les puede ver como blanco de la oxidacion (Lii et al.,
1994). Los antioxidantes pueden formar parte de dos grandes grupos, los sistemas
enzimdaticos que son enddgenos (Céspedes y Ela 1996) y los antioxidantes exdgenos.
No obstante existen moléculas enddégenas que no son enzimas y poseen actividad
antioxidante. Los antioxidantes pueden actuar en distintas condiciones para prevenir
el dafio causado por la oxidacién (Jakoky y Ziegler, 1990) y en este proceso pueden
modifican su estructura por la participacién en las reacciones quimicas de
oxidoreduccidn pasando de un estado reducido a uno oxidado (Reiter, 1995).

Respecto a las enzimas antioxidantes existen el de la enzima catalasa, la
superoéxido dismutasa y las dos enzimas del sistema glutatién (la GPx y la Gr) que seran
descritas mas extensamente en el siguiente capitulo. La catalasa es una enzima cuya
mayor concentracion estd en rifiones e higado, sin embargo, estda ampliamente
distribuida en todo el organismo. Los sitios con menor presencia de esta son el tejido
conectivo y los epitelios aunque en el sistema nervioso central su concentracion es tan
baja que se considera practicamente nula. Dentro de la células se ubica en organelos
donde la produccion de perdxido es elevada como mitocondrias y peroxisomas.

La superdxido dismutasa es expresada extensamente en todas las células del
organismo (Fridovich, 1986) sin embargo existen dos tipos diferentes de esta enzima
en nuestras células: la MnSOD cuya ubicacion es mitocondrial y la Cu-ZnSOD que se
encuentra en el citoplasma celular y sitio extracelular. Su actividad cataliza la reaccién
guimica de dismutacién del anién superéxido en peréxido de hidrogeno, que como ya
se describié anteriormente es una especie reactiva menos activa que el superdxido
pero de alta toxicidad por ser la principal fuente de hidroxilo en los sistemas
bioldgicos. Es por esta razén que el perdoxido de hidrégeno puede ser neutralizado por
sistemas antioxidantes como el de la catalasa y un segundo que resulta de particular
interés para los fines de este trabajo, el sistema glutatién.

1.6.1. EL SISTEMA GLUTATION

El tripéptido glutatiéon (GSH, y-L-glutamil-cisteinil-glicina), forma parte de las
respuesta antioxidante y también es miembro del sistema donador de electrones de
las glutarredoxinas que mas adelante se mencionara, en el contexto de la clasificaciéon
de las superfamilia de las tiorredoxinas. Se ha reportado que es el tiol mas abundante
en los mamiferos (Cooper 1997; (Dringen et al., 2000) y que las concentraciones
pueden variar dependiendo de los factores estresantes. En cocultivos de astrocitos y
neuronas se han reportado concentraciones mayores en astrocitos respecto a las
neuronas. En éstas ultimas se han encontrado hasta 40 nmoles/mg de proteina
(Dringen et al., 2000).

El GSH reacciona como donador de electrones con los radicales libres mediante
reacciones enzimaticas y no enzimaticas. El anion superdxido, el éxido nitrico y el
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radical hidroxilo pueden reaccionar con el glutation por la via no enzimatica, mientras
que en la via enzimatica, la Glutation peroxidasa toma dos moléculas de glutation
como donadoras de electrones y cataliza una reaccién de reduccion de perdxidos. Los
productos al finalizar la reaccién quimica son H,O mas glutatién en su forma oxidada
(GSSG). No obstante este disulfido oxidado puede ser revertido a la forma reducida
(GSH) mediante otra reaccién enzimatica catalizada por la Glutation reductasa
(Dringen et al., 2000)

La sintesis de glutation tiene lugar por una interaccidn neuroglial (entre
neuronas y astrocitos). Estos ultimos son las células que proveen a las neuronas de los
precursores (glicina, cisteina y acido glutamico) necesarios para la sintesis del
tripéptido.

El glutatiéon es sintetizado por la accidon de dos enzimas, la y-glutamilcisteinil
sintetasa (y-GCS) y la glutation sintetasa (GSS) siendo el ATP cosustrato de ambas
enzimas, por lo que la sintesis de glutation depende de gasto de energia para su
formacién. En un primer paso ocurre la sintesis de glutation en los astrocitos, esto les
permite sintetizarlo para su propia respuesta antioxidante y en un segundo paso, la
molécula de glutatidn se separa en sus componentes que le son donados a la neurona
donde tendrd lugar nuevamente la sintesis de glutatiéon. En los astrocitos la y-
glutamilcisteinil sintetasa toma como sustratos al glutamato y a la cisteina para formar
al dipéptido y-glutamilcisteinil (yGluCys). Este metabolito es sustrato de la siguiente
enzima, la glutation sintetasa que cataliza la uniéon del dipéptido con la glicina,
formandose asi el tripéptido glutation (y-L-glutamil-cisteinil-glicina).

Una vez formado el glutation se hidroliza por una ectoenzima ubicada en la
membrana plasmdatica de los astrocitos, la y-glutamiltranspeptidasa (yGT). Asi el
glutation se separa en un dipéptido diferente al descrito durante la sintesis y esta
formado por cisteina y glicina (CysGly). La glutamina queda libre y se trasporta al
interior de la neurona y se propone que el dipéptido CysGly es disociado en sus
componentes por una ectoenzima de la membrana neuronal para capturarlos
independientemente. De esta forma los componentes del glutatién se encuentran en
citoplasma celular donde se sintetizard nuevamente glutation por sus dos enzimas de
sintesis (Dringen et al., 2000, Chen and Swanson, 2003, Himi et al., 2003).

astrocyte neuron
Gln Gln

T
Glu 4—W%Glu

CysGl
yGluCys sy
yGluX
yGT[
X
GSH GSH

Figura 4. Sintesis de glutation en los sistemas neurogliares Se propone que la sintesis de glutation
tiene lugar en una interaccidon entre neuronas y astrocitos donde estos son los proveedores de los
precursores para la sintesis del tripéptido. Tomado de Dringen R., Gutterer J.M., and Hirrlinger J.,
Glutathione metabolism in brain. Metabolic interaction between astrocytes and neurons in the
defense against reactive oxygen species, Eur. J. Biochem. (2000) 267, 4912-4916.
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La Glutation Peroxidasa cataliza la reaccion quimica que lleva a la formacion de
agua a partir de perdxido de hidrogeno, tomando al glutatién como el agente reductor.
Este paso genera la forma oxidada del glutatidon, sin embargo rdpidamente regresa a su
forma reducida por efecto catalitico de la Glutatién Reductasa. Esta enzima toma al
NADPH, que es un potente agente reductor, para romper el enlace disulfuro del
glutation oxidado y generar glutation reducido y NADP+. Estas reacciones son muy
importantes en la respuesta antioxidante, y en un equilibrio de éxido-reduccién se
produce una proporcion mayor de GSH respecto al GSSG, lo que permite al GSH
participar como un potente agente reductor en las reacciones enzimaticas donde se
involucra. Si bien la participacion GSH como agente reductor estd relacionada con su
concentraciéon, también depende importantemente de su composicién molecular, la
cual posee, gracias a su residuo de cisteina, un grupo tiol, que es donde reside el poder
reductor del GSH.
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Figura 5. Sistema Glutation. El mecanismo antioxidante en el que participa el glutation, se
complementa con la participacion de dos enzimas que son: la glutation peroxidasa y la glutation
reductasa. La detoxificacion de especies reactivas, como el peréxido de hidrégeno, depende también
de la presencia del NADPH.

1.6.2. EL GRuprO TIOL

La cisteina se encuentra en sitios conformacionales de las proteinas
importantes para el metabolismo celular, pero representa apenas el 3% de los residuos
de aminodcido totales del organismo. La cisteina posee en su estructura un grupo tiol,
gue participa en la formacion de los puentes disulfuro y posee ademas una notable
facilidad para donar electrones que le permite oscilar entre un estado reducido y
diversos estados oxidados. Estas caracteristicas en particular hacen que participe en
muchos aspectos de la estructura y funcidn de las proteinas como son la estabilidad, el
plegamiento, la unién de metales, la catalisis enzimatica y la regulacidn de la actividad
protéica.

Cuando el grupo tiol de la cisteina participa de procesos oxidativos, puede
adquirir estados de oxidacién distintos que son: el acido sulfénico (-SOH), el acido
sulfinico (-SO2H), el acido sulfénico (-SO3H) y el puente disulfuro (-S-S-). No todos ellos
son estados reversibles, cuando ocurre la oxidacion a acido sulfénico y puente
disulfuro puede generarse una reversion mediante moléculas reductoras préximas
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pero cuando se forman el acido sulfinico y sulfénico, no pueden ser reducidos. Para la
formacidn del grupo tiol es determinante la proximidad de otra cisteina con el mismo
grado de oxidacion para conformar el puente disulfuro (Denu and Tanner, 1998). Con
esto se observa que la conformacién estructural que genera el grupo tiol depende de
su grado de oxidacion.

1.6.3. LA CONFORMACION ESTRUCTURAL GENERADA POR EL GRuPO TIOL

Una caracteristica importante del grupo tiol es que no se ioniza a pH fisioldgico
y que forma puentes de hidrdogeno relativamente débiles, por lo que no contribuye
significativamente a la estabilidad de las proteinas por medio de enlaces salinos o de
puentes de hidrégeno. Sin embargo, la formacion de un enlace fuerte como lo es el
enlace covalente (puente disulfuro) puede ocurrir si coexiste proximidad y alineacidn
correcta entre dos cisteinas. Estos enlaces estabilizan la estructura de la proteina,
haciéndola menos susceptible a la degradacién por proteasas, disminuyendo asi, el
numero de posibilidades de conformacién estructural; el caso contrario ocurre en el
estado desnaturalizado de una proteina en el que son abundantes las posibilidades
conformacionales, la entropia se torna mas elevada y energéticamente son mas
complejas de procesar.

Normalmente en el interior de las células existe un ambiente reductor, que
mantiene a los grupos tiol en un estado reducido y permite una conformacion proteica
especifica, sin embargo bajo un estado de estrés oxidativo, el grupo tiol se puede
modificar y la estructura de las proteinas que poseen cisteina se altera de tal forma
gue se puede modificar la forma y la funcidn. Por este motivo el mantenimiento del
estado reducido del grupo tiol se mantiene por la presencia de otras proteinas
intracelulares que son las tiorredoxinas y el glutation. En el correlato extracelular
frecuentemente se forman puentes disulfuro, que dotan a las proteinas de enlaces
fuertes para mantener la conformacién con mds variaciones que en el sitio
intracelular.

La formacién de un puente disulfuro en el proceso de sintesis de proteinas cuyo
destino es llegar al sitio extracelular ocurre en el reticulo endoplasmico (RE), si ocurre
un plegamiento incorrecto de las proteinas produce la retencidn de la misma en el REy
su posterior degradacion. En el RE, existe una enzima llamada proteina disulfuro
isomerasa (PDI), perteneciente a la superfamilia de las tiorredoxinas, que ayuda al
plegamiento correcto en los sitios que poseen puentes disulfuro (Tu et al., 2000). La
PDI cataliza reacciones de intercambio tiol:disulfuro, que incluyen la formacion,
reduccion e isomerizacion de puentes disulfuro (Brighton 1992).

1.6.4. EL GRUPO TIOL Y LOS SISTEMAS DE NADP+ /TIORREDOXINA Y GLUTARREDOXINA

Cuando ocurre la oxidacién de los residuos de cisteina de las proteinas
intracelulares, se inicia una reversion hacia el estado reducido mediante mecanismos
en donde otros tioles participan, como ocurre con la superfamilia de las tiorredoxinas.
Estas son proteinas cuyo sitio activo posee dos residuos de cisteina en una secuencia
altamente conservada (tirosina, cisteina, glicina y alanina, prolina, cisteina). Cuando las
tiorredoxinas tienen actividad reductora pasan a un estado oxidado que es reversible
mediante diversos mecanismos donde participa el NADPH (Arner and Holmgren,
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2000). En el sistema NADP+/tiorredoxina la presencia del NADPH es determinante para
que tenga lugar una catdlisis que lleva a cabo la NADP+-tiorredoxina reductasa (NTR)
en donde la enzima NTR toma al NADPH como donador de electrones y regresa la
forma oxidada de la tiorredoxina a su forma reducida. Este mecanismo de restauracién
se involucra en multiples procesos celulares como la replicacidon, la reparaciéon de
proteinas oxidadas, la replicacidon del material genético entre otras (Holmgren, 1989).
Existen reportes de factores de transcripcidon involucrados en los mecanismos de
oxidacion como Fos, y Jun los cuales requieren residuos de cisteinas libres para unirse
al ADN. También se sabe que algunas neurotdxicas provenientes de vipéridos,
aracnidos e insectos poseen puentes disulfuro intramoleculares que pueden ser
reducidos por las tiorredoxinas, mecanismo que inhibe la actividad neurotdxica.

Por otra parte en el sistema de la glutarredoxina los componentes pertenecen a
la superfamilia de las tiorredoxinas por contar con los residuos de cisteina en los sitios
altamente conservados y que son los que les permiten tener actividad. Sus miembros
son las glutarredoxinas, la glutation reductasa y el glutatidn, estos dos ultimos se han
descrito en el sistema glutatién.

El mecanismo de actividad de las glutarredoxinas directamente depende de los
dos grupos tiol en su sitio catalitico, que estan préximos lo cual permite la generacién
de puentes disulfuro entre ellos (Holmgren, 1989). Las glutarredoxinas, como
miembros de la superfamilia de las tiorredoxinas pasan del estado reducido al estado
oxidado cuando presentan actividad catalitica, es hasta entonces cuando el glutatién
tiene participacion como donador de electrones a través del hidrogeno de su grupo
tiol. El glutatién se encuentra extensamente distribuido en los organismos y como ha
sido descrito ya en el apartado del sistema glutation, la reversion de su estado oxidado
depende de la enzima glutatién reductasa (Holmgren, 1989).

Finalmente, estos mecanismos antioxidantes, estdn acompafiados por otros
gue también son inducidos por el aumento las especies reactivas, para mantener la
homeostasis, esta induccién esta finamente regulada y depende de la interaccién de
diversos mecanismos de sefializacion, como los que se generan por el Factor Nuclear
Eritroide-2 (Nrf2).

1.6.5. EL FACTOR NRF2

La induccién de la expresion de numerosos genes de respuesta antioxidante,
depende de un factor de trascripcién clave, el Factor Nuclear Eritroide-2, Nrf2, por sus
siglas en inglés (Nuclear Factor Erythroid 2-related factor). Este participa en la sintesis
de enzimas detoxificantes y antioxidantes mediante su translocacién al nucleo celulary
union a secuencias especificas de los llamados Elementos de Respuesta Antioxidante,
ARE, por sus siglas en inglés.

El Nrf2 es un factor de transcripcion redox sensible por lo que son diversos los
agentes oxidantes que son capaces de activarlo. La actividad del Nrf2 depende
fuertemente de su translocacién al nucleo, sin embargo esta condicidon se encuentra
inhibida por una unidn a una proteina citoplasmica que recibe el nombre de Keapl. La
formacién del complejo Keap1l-Nrf2, induce constantemente la degradacién de este
factor de transcripcion por la via de la ubiquitina-proteasoma, de hecho se encuentra
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con relativa facilidad el ARNm para Nrf2 pero la proteina libre (Kobayashi et al., 2006),
por lo que la actividad de Nrf2 esta altamente regulada.

Como hemos visto, elevacion desproporcionada de las especies reactivas
permite la interaccion de estas con biomoléculas, generando cambios estructurales y
funcionales que de no ser contrarrestados por la actividad de la respuesta antioxidante
pueden generar alteraciones como ocurre en las enfermedades neurodegenerativas.
Entonces el mantenimiento de la homeostasis depende fuertemente de la capacidad
para responder a las variaciones que tienen lugar en el microambiente celular. En este
sentido se han descrito mecanismos antioxidantes agrupados en dos fases. La fase 1 es
en la que predominan enzimas encargadas de la respuesta a xenobidticos y agentes
carcindgenos. La fase 2 se caracteriza por perpetuar las reacciones de la fase 1y tienen
lugar procesos como la conjugacidon de los agentes agresores con elementos de
ligandos enddgenos como es el caso del glutation o el acido glucurénico (Lee and
Johnson, 2004). Ejemplos de las enzimas de la fase 2 son la NADPH-quinona
oxidorreductasa 1 (NQO1), que es una flavoproteina que toma como sustrato a las
quinonas que si bien son parte del metabolismo, representan formas oxidadas de
diversos precursores, y se encarga de reducirlas. La Glutatién S-transferasa (GST) es
otra enzima de la fase 2 que se encarga de unir al glutation reducido con diversas
especies reactivas del oxigeno. También estd la y-glutamil cisteina sintetasa (y-GCS)
que como hemos descrito previamente es la enzima necesaria para iniciar la via de
sintesis del tripéptido glutation.

Los elementos de la respuesta antioxidante estan codificados en secuencias
especificas del genoma y estos genes pueden activarse eventualmente por la presencia
de moléculas oxidantes como lo son los difenoles, las quinonas, las moléculas
arsenicales trivalentes y los metales pesados (Lee and Johnson, 2004).

Existe una interaccidon entre Keapl y Nrf2 que forma un complejo del cual
depende extensamente la regulacién de la actividad de Nrf2. La célula mantiene un
estado de equilibrio en las reacciones de oxido-reduccién, un cambio sensible en esta
homeostasis puede detectarse por la ubicuidad del complejo Nrf2-Keapl en el sitio
intracelular. Se sabe que Nrf2 tiene seis dominios asociados a su regulacién negativa,
ubicados en su extremo N-terminal. La proteina Keapl se ha reportado como la
responsable de la supresion de la translocacion al nucleo de Nrf2 en un 80% y por este
motivo la responsable en un 80% de la actividad transcripcional de Nrf2. Keapl posee
cinco dominios llamados candnicos. El primero es el Bric-a-brac, tramtrack, broad-
complex/poxovirus zinc finger o bien BTB/POZ. Es una secuencia altamente conservada
gue se une a factores de trascripcién con dedos de zinc. El segundo dominio recibe el
nombre de Kelch el cual aparece repetido seis veces, esto origina una estructura de
hélice-beta y es el sitio con el cual se une al dominio Neh2 del NRF2. Existe otro
dominio donde se ubican los residuos de cisteina responsables del cambio
conformacional que disocia la unién Keap1-Nrf2 llamado IVR. El resto de los dominios
se reportan como estructurales y de unién al citoesqueleto y son el resto de la regién
N-terminal y la regiéon C-terminal. Entonces el complejo Nrf2-Keapl esta unido al
citoesqueleto en los filamentos de actina por lo que esta ultima con lleva
eventualmente a suprimir la actividad de Nrf2 siendo el sitio de anclaje para Keapl. En
la actualidad también se sabe que el complejo Nrf2-Keapl se forma en la proporcidn
2:1 (Kensler et al., 2007).
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El dominio IVR de Keap1l es rico en residuos de cisteina, y como ha sido descrito
previamente, son sitios donde las especies oxidantes y radicales libres pueden
interactuar con el grupo Tiol, cambiando la conformacién estructural de las proteinas,
en este caso de Keapl. El cambio morfoldgico de esta proteina conlleva a la liberacidn
de Nrf2, y los residuos de cisteina en IVR que han sido relacionados con este proceso
son el 183, 273 y 288. Actualmente no se sabe con certeza el cambio morfolégico
especifico que ocurre y se han propuesto en total 7 residuos de cisteina diferentes
involucrados en la disociacion del complejo Nrf2-Keap (Kensler et al., 2007).

Como hemos estudiado, es el complejo Nrf2-Keap una pieza clave en el inicio
de la respuesta antioxidante, sin embargo existen moléculas diversas con actividad
antioxidante, cuya sintesis es inducible también, ejemplos de estas moléculas son las
melaninas, pigmentos con actividad protectora antioxidante, responsables del
pigmento que caracteriza a las células que las producen.

1.7. TIPOS DE MELANINAS, FORMACION Y COMPOSICION

En la actualidad se han descrito los siguientes tipos de melaninas: la eumelnina, la
feomelanina, la oximelanina y la neuromelanina.

La eumelanina es un pigmento polimérico insoluble en todos los solventes de
color negro o pardo oscuro. Tiene lugar su formacién por la polimerizacion de
metabolitos indoles como el 5,6-dihidroxiindol y el dacido 5,6-dihidroxiindol-2-
carboxilico. Estos metabolitos son formados mediante catdlisis enzimatica en una
ciclizacidn que produce la tirosinasa a la tirosina para formar dopacromo.

La Feomelanina es un pigmento polimérico soluble en alcalis, de color amarillo-
anaranjado o rojo pardo, que contiene nitrégeno y azufre y su formacién tiene lugar
por la polimerizacion de cisteinildopas que se forman por la uniéon de cisteina vy
metabolitos oxidados de catecolaminas como la dopaquinona.

Las diferencias entre eumelanina y feomelanina son las siguientes:

Tabla 2. Tipos de melaninas

Propiedad de la Melanina Eumelanina Feomelanina
Nitrégeno 6-9% 8-10%
Azufre 0-1% 9-12%
Color Negro o pardo oscuro Pardo o rojo oscuro
Solubilidad Insoluble en acidos y alcalis Soluble en alcalis
Unidades estructurales 5,6-dihidroxiindoles 1,4-benzotiazinilalaninas
Precursores Tirosina Tirosina, cisteina

Existe entre los pigmentos de los organismos, uno de color claro semejante a
los pigmentos feomeldanicos, sin embargo a diferencia de estos no posee el elemento
azufre en sus constituyentes por lo que se clasifica como oximelanina (Napolitano et
al., 2000).
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Actualmente es reconocido que la formacidon de eumelanina ocurre por la
polimerizacién oxidativa de metabolitos indoles como el 5, 6- dihidroxiindol (Liu and
Simon, 2003); Clancy and Simon 2001 y D’Ischia et al 2005). Estas especies quimicas
qgue se unen, forman estructuras tridimensionales que poseen caracteristicas de
radicales polarones (Nicolaus 1997 y 1999), las cuales le permiten a la eumelanina
funcionar como pigmento fotoprotector capaz de neutralizar los radicales libres
generados durante las reacciones quimicas en presencia de rayos de luz de alta
energia.

En cambio, el caso de la feomelanina es distinto puesto que sus caracteristicas
benzotiazinicas le otorgan propiedades fotoprotectoras menores. Estudios en este
sentido han permitido demostrar que las células que los producen ofrecen
fotoproteccion que depende de la etapa de sintesis del pigmento. Asi mismo la
presencia de estos pigmentos es una evidencia de la respuesta de los melanocitos a
estimulos endégenos como el ambiente inflamatorio o la sefializaciéon quimica propia
de las sefales metabdlicas, o bien estimulos exdgenos como la exposicién a
radiaciones de alta energia o traumatismos.

1.7.1. FORMACION DE MELANINA

Es reconocido que las melaninas tienen estructuras y propiedades fisicoquimicas
distintas entre si, sin embargo tienen un metabolito en comun, lo cual permite integrar
una via metabdlica de sintesis comun a todas. Este metabolito es la dopaquinona
(Prota 1993 y Riley 1999).

En el caso de la eumelanina, la sintesis ocurre por la catalisis enzimatica
mediada por la tirosinasa. Esta enzima toma a la cisteina para generar DOPA, que a su
vez, tras reacciones de autooxidacién forma dopaquinona. En los mamiferos la
tirosinasa es una enzima bifuncional, que convierte la tirosina en dopa y luego en
dopaquinona que forma un compuesto ciclico y con posterioridad se oxida para dar
lugar a la eumelanina. Es una monoxigenasa que contiene cobre en el orden de dos
atomos por molécula y cataliza tanto la hidroxilacién del monofenol de la tirosina en
dopa como la oxidacion de o-difenol, o sea, la dopa en dopaquinona.

Una vez formada, esta quinona muy inestable sufre una reaccion de ciclizacion
intramolecular por ataque del grupo amino al sistema o-quindnico para formar un
intermediario de 5,6-dihidroxiindol inestable, el leucodopacromo, que con rapidez se
convierte en dopacromo, el primer intermediario visible de la melanogénesis. En
etapas sucesivas, el dopacromo puede sufrir descarboxilacién para producir 5,6-
dihidroxiindol (DHI), que con rapidez se oxida a 5,6-indolquinona. Sin embargo la
presencia de metales catidnicos con valencia de +2 en la cercania de la enzima, dara
como resultado la formacidon de otro metabolito carboxilado, el 5,6-dihidroxiindol-2-
carboxilico (DHICA). Una enzima, la DHICA-oxidasa puede acelerar la oxidacién de 5,6-
dihidroxiindol-2-carboxilicoa  acido  5,6-indolquinona-2-carboxilico, que  por
autooxidacién produce eumelanina.

La presencia de cisteina en el medio, es determinante para la formacién de
eumelanina o de feomelanina. Cuando el nivel de esta es bajo, como es el caso de los
melanocitos que producen eumelanina, la dopaquinona se transforma casi en su
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totalidad en dopacromo, que se reordena en presencia de la enzima TRP-2 (proteina 2
relacionada con la tirosinasa o dopacromo tautomerasa) para dar como resultado 5,6-
dihidroxiindol-2-carboxilico, 5,6-dihidroxiindol o ambos. Este resultado también se ha
observado en el dopacromo cuando iones como el cobre y el hierro se encuentran
presentes. Curiosamente se encuentra acumulacidon de estos metales en células que
producen eumelanina (Palumbo et al. 1991).

Se ha asociado en la actualidad a la tirosinasa con la aceleracién de la oxidaciéon
de 5,6-dihidroxiindol, mientras que se asocia a las enzimas relacionadas con la
tirosinasa (TRP's) con la oxidacidon del 5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico (Kobayashi et al.,
1994). Experimentos recientes indican que le 5,6-dihidroxiindol, como asi también el
5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico, pueden oxidarse por el sistema peroxidasa-perdéxido
de hidrogeno (Prota 1993), que muestra una eficiencia catalitica con estos derivados
del indol notablemente mas elevada respecto de la tirosinasa (D" Ischia M, Napolitano
A, Prota G, 1991). La peroxidasa también se detecté en diversos compartimentos de
melanocitos (Shibata et al., 1993) y las concentraciones mas altos de actividad
peroxidasa se asocian a los melanosomas en los estadios Il y lll, en los que comienzan a
manifestarse la acumulacién de pigmento. Estos resultados confirman la funciéon
fundamental de las peroxidasas en la melanogénesis (Okun, 1996).

La formaciéon de feomelanina depende en especial de la cantidad de cisteina
presente. La formacién de la cisteinildopaquinona permite la formacién de los
metabolitos benzotiazinicos que polimerizaran a feomelanina (Napolitano et al., 2000).

En términos generales la eumelanina estd formada por heteropolimeros
insolubles de especies quimicas como indoles, acidos pirrocarboxilicos,
leucodopacromo y unidades de dopa en varias etapas de oxidacién (Zeise 1994).

Con respecto a sus componentes indoles, estos se unen de formas especificas.
El 5, 6-dihidroxiindolen las posiciones 2, 4 y 7 y el 5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico en
las posiciones 4 y 7. La cantidad relativa de cada uno de los dos tipos de estructura
depende sobre todo de la relacién de formacidon de 5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico
respecto de 5,6-dihidroxiindolen el reordenamiento del dopacromo que estd bajo
control genético y epigenético (Pawelek, 1991).

Una caracteristica mas inusual de la eumelanina es su sefial de resonancia
paramagnética electrénica que denota propiedades de radicales libres inestables
(Prota, 1980).Si se considera el esqueleto de polihidroxiindol de la eumelanina se
puede observar que el pigmento nativo es relativamente inestable y muy susceptible a
las modificaciones mediadas por radicales del oxigeno, en especial el perdxido de
hidrégeno que suele generarse en la epidermis cuando se produce el estrés oxidativo.
Ademads de estas moléculas que contribuyen a la formaciéon de melanina existen otros
metabolitos importantes en su formacidn.
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1.7.2. METABOLITOS RELACIONADOS CON LA MELANINA

Existen en las células que producen pigmentos meldnicos, otros metabolitos
que se relacionan y son melandégenos urinarios de la misma familia que la
cisteinildopa: 5-S, 2-S, 6-S y 2,5-S-S dicisteinildopa (Rorsman and Pavel 1990). Estos
estan relacionados con la biosintesis de la feomelanina (Ito, 1992).

Se ha visto con el respecto a de estos metabolitos que el 5,6-dihidroxiindol es
un inhibidor potente de la peroxidacion lipidica (Schmitz et al., 1995) inducida por la
radiacion UV y que presenta propiedades antioxidantes (D’Ischia et al. 1995;
Napolitano et al. 1996).

El 5,6-dihidroxiindol también tiene efectos inhibidores sobre la peroxidacién
del acido araquidédnico el cual es catalizad por las lipooxigenasas, 5,6-dihidroxiindol
tiene efectos inhibidores. Este es un primer paso en las reacciones inflamatorias
(Napolitano et al., 1993) mediante un mecanismo que probablemente implica la
activacion de la lipooxigenasa.

También se ha observado que en condiciones de fotoexcitacién el 5,6-
dihidroxiindol y el 5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico experimentan fotolisis con
generacion de radicales de semiquinona (Koch and Chedekel, 1987). En el caso del 5,6-
dihidroxiindol, la semiquinona resultante puede interactuar con el oxigeno vy las
especies relacionadas para formar oligdmeros hidroxilados que pueden
copolimerizarse para originar mezclas de pigmentos similares a la melanina (Prota G et
al. 1998). De esta manera, el 5,6-dihidroxiindoly el 5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico
pueden contribuir en forma significativa a proteger a la piel de los dafios de la luz UV,
mediante la eliminacidon de las especies reactivas del oxigeno y la produccién de
cantidades adicionales de pigmento protector.

Hasta el momento hemos estudiado que los pigmentos protectores tienen actividad
protectora en las células que los forman, asi otro pigmento de la misma familia, la
neuromelanina, ha sido estudiado por sus propiedades neuroprotectoras y su
relevancia en procesos neurodegenerativos como la Enfermedad de Parkinson.

1.8. NEUROMELANINA

La neuromelanina es un pigmento que se encuentra en sistema nervioso central,
muy parecido a las otras melaninas, que se forma a partir de procesos de oxidacion de
la dopamina, sin embargo algunos estudios de espectroscopia de resonancia
magnética nuclear, indican que pudieran haber otros precursores (Double et al., 2000).
Su biosintesis tiene lugar en el mesencéfalo, especificamente en la sustancia nigray en
el locus coeruleus siendo estos dos sitios donde mayormente se produce. (Cotzias et
al., 1964, Graham, 1979) Se puede encontrar en la sustancia nigra desde el tercer afio
de vida, pero su concentraciéon no es la misma de forma lineal a lo largo de los afios ya
gue se acumula a partir de entonces (Zucca et al., 2004).

Existen trastornos neurodegenerativos como la Enfermedad de Parkinson
donde la sintesis de neuromelanina, estd alterada como puede observarse en
preparaciones histolégicas de la sustancia nigra en donde el hecho mas evidente, es
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una pérdida del color oscuro caracteristico de esta regién (Hirsch et al., 1988,
Faucheux et al.,, 2003b). Con esto se puede sugerir que la neuromelanina, su
metabolismo y las neuronas que la producen juegan un papel importante en la
fisiopatologia de la Enfermedad de Parkinson y adquieren relevancia junto al estudio
de aquellos factores involucrados con la progresidn de esta enfermedad.

Estructuralmente, la neuromelanina es un complejo multimérico parecido a la
organizacién tridimensional de la eumelanina pero se dispone en multicapas como
ocurre con el grafito, se encuentra contenida en vesiculas citoplasmicas, a menudo con
una doble membrana y frecuentemente estas vesiculas rodean al nucleo celular. Al
menos una quinta parte de la neuromelanina humana es de naturaleza lipidica, siendo
éstos, lipidos poliinsaturados poco volatiles y de bajo contenido en oxigeno (Zecca et
al., 2000). Mediante técnicas experimentales (hidrdlisis acido yodhidrico y degradacion
por permanganato de potasio) se han identificado también cualidades que presentan
los otros dos pigmentos ya mencionados, la eumelanina y la feomelanina y son la
presencia de grupos alifaticos, grupos indoles y benzotiacina (Carstam et al., 1991).

Estas caracteristicas dotan a la neuromelanina de una elevada capacidad para
interactuar con diversos compuestos inorgdnicos y organicos (Zecca et al., 2001),
ejemplos son iones metalicos como zinc, cobre, manganeso, cromo, cobalto, mercurio,
plomo, cadmio, hierro (Swartz et al., 1992, Zecca and Swartz, 1993, Zecca et al., 1994,
Gerlach et al., 1995) pesticidas, MPTP (1-methyl-4- phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine)
(Zecca et al., 2001), paraquat, entre otros; estas sustancias representan un riesgo
importante para las neuronas por ser altamente toxicos. Lo anterior permite sugerir
gue la neuromelanina actla como agente modulador de la toxicidad dentro de las
neuronas que la estan produciendo. En particular en el caso de la interaccién de la
neuromelanina con el hierro, experimentos de espectroscopia de absorcién de rayos X
de estructura fina (Kropf et al., 1998) y espectroscopia de infrarrojos (Bridelli et al.,
1999) muestran que esta interaccion debe su intensidad al sitio en donde ocurre la
union, el hierro se une a los atomos de oxigeno de los grupos OH del anillo catecol de
la ultraestructura del pigmento. Ademds la neuromelanina tiene un grado de
saturacion con hierro oxidado (Fe 3+) de aproximadamente 50% en condiciones
fisioldgicas, lo cual que permite la suficiente disponibilidad de pigmento para
interactuar con variaciones en la cantidad de hierro u otros compuestos toéxicos
asegurando asi, la homeostasis celular (Swartz et al., 1992). Sin embargo, cuando las
concentraciones de hierro neuronal superan la capacidad de saturacién de la
neuromelanina, esta no puede contenerlos y quedan libres, generando asi las
condiciones para que el hierro libre pueda participar de reacciones de oxidacion y
reduccion que derivaran en la formacion de OH y las consecuencias oxidativas que este
origina (Zucca et al.,, 2004). Finalmente se puede sugerir que el estrés oxidativo es
necesario para la formacidon de neuromelanina. Por lo tanto, resulta importante el
proceso metabodlico mediante el cual se sintetiza este pigmento, es decir su
mecanismo de biosintesis.
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1.8.1. BIOSINTESIS DE NEUROMELANINA

A pesar de muchos trabajos sobre este tema aln no estd claro si su biosintesis
puede corresponder a una sintesis enzimatica o una via de autooxidacién. La enzima
tirosinasa se ha sugerido como una enzima responsable en la biosintesis de
neuromelanina desde que su ARNm se observd en humanos en la sustancia nigra y
porque el promotor de la tirosinasa esta activo durante todo el desarrollo del cerebro
de ratén, en particular en la sustancia nigra del cerebro adulto (Foley JM, Baxter D,
1958; lkemoto K et al., 1998). La tirosinasa esta involucrada en la oxidacién de tirosina
en la biosintesis de eumelanina, cataliza la conversién de tirosina a DOPA-quinona. La
DOPA se puede formar indirectamente por una reaccion de oxido reduccién entre
DOPA-quinona y ciclodopa, dando como producto una ciclacion de DOPA-quinona.
Estos metabolitos estan relacionados también con la sintesis de neuromelanina. Sin
embargo, otras referencias no confirman la presencia de tirosinasa en las neuronas del
mesencéfalo (Foley JM, Baxter D, 1958; lkemoto K et al., 1998). Por otra parte, los
albinos (que carecen de la tirosinasa funcional) poseen neuronas productoras de
neuromelanina sin alteraciones (Foley and Baxter, 1958, lkemoto et al., 1998).

Otras vias enzimdticas se han propuesto para la sintesis de neuromelanina,
como la tirosina hidroxilasa (TH); la oxidacién mediada por DA en presencia de
cisteina, genera derivados tioéter de DOPA que son precursores de la sintesis de
neuromelanina (Haavik, 1997). La Cox-2 también llamada prostaglandina H sintasa
(sintasa ya que su reaccién enzimatica no requiere ATP (Simmons, 2013)) (Gris 2009)
ha sido propuesta como una enzima involucrada en biosinteis de neuromelanina. Se
propone que esta enzima, ubicada en la membrana mitocondrial, tiene actividad
peroxidasa y podria mediar la oxidacién de la dopamina a una quinona, mediante un
ciclaje interno y la adiciéon de un grupo amino en el anillo aromatico formando asi un
derivado indol llamado dopaminocromo, este puede transformarse en aminocromo,
quinona que se ha identificado como principal componente de la neuromelanina
(Mattammal et al., 1995).

En resumen, actualmente no hay un acuerdo respecto a la funcidn que estas
enzimas desarrollan en el proceso de sintesis de neuromelanina en las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia nigra, ademas de que existen evidencias para la sintesis
de este pigmento desde la via de sintesis no enzimatica (Bridelli et al., 1999, Double et
al., 2000) como lo indican estudios donde se ha observado la autooxidacion de
catecoles a quinonas (Fornstedt et al., 1986).

En experimentos recientes se trataron ratas con DOPA para que ésta llegara a la
sustancia nigra y en células cultivadas de una linea de feocromocitoma (PC12), en
ambos casos se demostré que la DOPA rapidamente fue convertida en dopamina en el
citoplasma. En este modelo también se presentd un pigmento que tenia una
composicidon quimica idéntica a la neuromelanina de humanos, que ademas estaba
localizado en vesiculas caracteristicas rodeados por una doble membrana, como
ocurre naturalmente con los granulos de neuromelanina. La formacién del pigmento,
estimulado por DOPA, pudo ser bloqueada por un tratamiento con desferrioxamina,
un quelante de hierro, lo que indica que el hierro esta involucrado en la oxidacion de
los precursores citosélicos que conduce a la sintesis de neuromelanina (Zucca et al.,
2004). Ademas la sintesis de neuromelanina puede ser blogueada por una
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sobreexpresion de los transportadores vesiculares sindpticos de monoaminas tipo 2
(VMAT2), que secuestran monoaminas desde el citoplasma hacia las vesiculas
sindpticas para su almacenamiento y posterior liberacién como neurotransmisor (Liu
and Edwards, 1997).

1.9. LA EXPOSICION A OZONO COMO MODELO DE ESTRES OXIDATIVO

El ozono es un gas oxidante producto de la contaminacién fotoquimica del aire
presente en las grandes ciudades y es uno de los gases mdas toxicos para los seres
humanos, causa dafio epitelial y aumento de la permeabilidad celular, produce
inflamacién intermitente y persistente, ademds de que genera agudizacion de
enfermedades pulmonares créonicas como el asma.

Organizaciones internacionales han catalogado a este gas como un serio
problema de salud publica, ejemplos son la U.S. Enviromental Protection Agency (EPA),
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Comunidad Europea. Las
concentraciones actuales de ozono troposférico en las zonas urbanas de todo el
mundo, tiene origen en la fotocontaminacion que ocurre con la combustion
incompleta de combustibles fésiles en motores de vehiculos automotrices e industrias
para la generacién de energia eléctrica. Se forma a partir de éxidos de nitrégeno. Es
uno de los productos del proceso de conversién. Las reacciones en fase gaseosa son
dependientes de la luz.

La relacion que existe entre el desarrollo de enfermedades y exposicion a
ozono se puede demostrar cuantitativamente mediante trabajos de toxicologia con
modelos animales de exposicion a ozono. De hecho ya han sido realizados trabajos en
este sentido; sin embargo la exposicion a la que se exponen los seres humanos de las
grandes urbes es muy variable y depende de factores como las condiciones de luz,
viento, concentraciéon de contaminantes precursores al ozono, condiciones
meteoroldgicas diversas, etc. Estas variables son de dificil reproduccién en un modelo
experimental. Por eso el modelo animal que se usa en este trabajo homologa las
condiciones de exposicidon a ozono entre los habitantes de la Ciudad de México, en
donde se sabe que los periodos de fotocontaminacidn ocurren en un horario de entre
las 12 h y 16 h diariamente y que la concentracién media es de 0.25 ppm.

Aunque es de reconocer que en la actualidad existen estudios epidemioldgicos
gue asocian la exposicidn a contaminantes con problemas de salud, no hay suficientes
datos experimentales para demostrar los efectos particulares que se presentan en los
seres humanos por exposicidn a ozono por si solo.

La formacion del ozono ocurre mediante reacciones concatenadas en presencia
de fotones y gases de combustidn de hidrocarburos como el 6xido nitrico (NO). Este se
forma de la siguiente manera:

N, +O— > NO+N
N+O,—/> NO+0

El 'NO es oxidado en la atmosfera a ‘NO; o bien es producto de la reaccién con
el radical hidroperoxilo,
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‘NO + HO———> 'NO, + OH

Para la formacion de ozono el ‘'NO, puede escindirse en presencia de fotones de
la siguiente forma

‘NO, +hy ——> O + NO
0+0 ——> O3

Con lo anterior podemos observar que la formacion de ozono es secundaria a
las reacciones fotoquimicas y los productos de la combustion. Adicionalmente las
condiciones donde existe una temperatura elevada, facilitan las reacciones quimicas
para la formacion de Os.

Este gas es muy poco soluble en agua (Sandstrom, 1995) y cuando se encuentra
en contacto con alguna fase liquida se descompone para producir perdxido de
hidrégeno, anidn superoxido, y radicales hidroxilo (Victorin, 1992). Aunque no es en si
un radical libre, provoca la formacion de éstos en los sistemas biolégicos generando
asi, efectos sensibles de ser cuantificados (Pryor, 1994).

1.9.1. EFECTOS DE LA EXPOSICION A OZONO

El impacto de la exposicidon de este gas entre los seres humanos va en funcion
del nUmero de personas expuestas y la concentracion del gas en los momentos de
mayor produccién de éste. Datos epidemioldgicos desde 1979 publicados por Ia
organizacién estadounidense National Ambient Air Quality Standard indican como
valor maximo tolerado de ozono 0.12 ppm de concentracidn durante un promedio de
1 hora y que este valor se ve por encima de lo recomendado al menos una vez al afo.
Sin embargo, se calcula que mas de la mitad de los residentes de Estados Unidos viven
en zonas donde las concentraciones estan cerca o por encima de la norma (Kleeberger,
1995). Ademads han sido reportados datos semejantes entre grandes ciudades como
Japdn, ciudades europeas y de América del Sur (Bromberg and Koren, 1995).

La distribucion de este gas toxico depende de las condiciones atmosféricas
como las masas de aire en movimiento, las horas con mayor temperatura del dia y los
meses de primavera o verano (EPA de los EUA., 1996a). La hora y el lugar de las
actividades al aire libre son los principales determinantes de la exposicion de un
individuo a ozono (Vostal, 1994). La distribucion de este gas depende también de las
concentraciones de sus precursores como el ‘NO,, que es el principal compuesto
originado en la combustién de hidrocarburos. Este gas es del que mayormente
depende la formacién de ozono, aunque también es generado en interiores por
motores de gas, estufas, calentadores de agua y humo de tabaco (Berglund, 1993).

Uno de los primeros estudios que logro relacionar, mediante una explicacion
bioguimica y matematica la relacién entre los efectos bioldgicos y la concentracién de
la exposicion a ozono fueron Miller y Menzel (1984) en donde calculan que el sitio de
maxima exposicion del tejido pulmonar es la regién centroacinar (Miller et al., 1978) y
se reveld que el 50% del ozono inhalado se elimina de las regiones revestidas por
moco (Gerrity et al., 1988) y que la absorcion puede ocurrir practicamente en toda la
superficie del tracto respiratorio (Patra et al., 1984). Por esto el dafio puede muy
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extenso. La mayor parte de las reacciones quimicas que generan dafo directo al tejido
pulmonar son a través del mecanismo de formacién Criegee ozénido (Figura 1) (Pryor,
1994), el cual conduce a la formacion de especies reactivas como el peroxilo y el
hidroxilo. Como ya fue comentado estos son las especies reactivas mayormente
responsables de los cambios oxidativos que ocurren en las biomoléculas.

Ry i>LO E

Criegee Ozonide

Figura 6. Criegee ozénido. Tomada de Gilbert y Colton, Reactive Oxygen Species in Biological Systems:
An Interdisciplinary Approach, 2002

1.9.2. OXIDACION LIPIDICA Y PROTEICA POR EFECTO DE LA EXPOSICION A OZONO

La lipoperoxidacion inicia la serie de eventos que puede perpetuar la formacién
de radicales libres, tanto in vitro como in vivo; este fendmeno concatenado involucra
la presencia del ozénido Criegee (Menzel, 1970, Roehm et al., 1971, Pryor, 1994).
Existen dos mecanismos bioquimicos principales para que se lleve a cabo Ia
lipoperoxidacién. En el primero, un radical de carbono se separa del alqueno cuando el
ozono reacciona formando al 1,2,3-trioxolano (Menzel, 1970), esto lleva a una ruptura
homolitica de uno de los enlaces y genera dos radicales libres. En el segundo
mecanismo reacciona con donadores de electrones tales como GSH para generar un
tiol oxidado y un radical anién de Os; que reacciona entonces con un protdn para
formar el ion hidroxilo y oxigeno molecular.

Los radicales que se producen en las reacciones que son producto de la
interaccion del Oz con las biomoléculas del tejido pulmonar corresponden al 10%.
Cuando la interaccién del ozono ocurren con fosfolipidos que se encuentran en las
proximidades de la interfaz acuosa de la mucosa, se pueden formar hidroxi-
hidroperéxidos que a su vez forman H,0; (Pryor, 1994). Como sabemos esta especie
reactiva es el principal productor de *OH el cual tiene un impacto negativo potencial
(Freeman and Mudd, 1981) en un radio efectivo de toxicidad.
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1.9.3. TOXICIDAD DE LA EXPOSICION A OZONO

Existe un halo de expansion de los efectos téxicos del ozono. En este son
responsables los fosfolipidos de membrana poliinsaturados que fueron oxidados por
los subproductos del gas. Estos ozénidos pueden mediar la oxidacion de moléculas
adyacentes rapidamente. En estudios in vitro se logré observar que el linoleato de
metilo-9,10-0zdnido posee mayor reactividad que incluso el hidroperdxido de cumeno,
un agente quimico usado en modelos experimentales de peroxidacion (de Vries et al.,
1994).

Existen otros mediadores responsables del halo de expansidn de la toxicidad
del ozono como el 4-hidroxinonenal. Este es el aldehido mas citotdxico generado
mediante lipoperoxidacion y tiene caracteristicas anfipaticas por lo que su actividad no
estd limitada a la sitio donde se formd, sino que puede atravesar extensas regiones
intracelulares o extracelulares. Ademas su vida media es mas larga que la de las
especies reactivas que le dieron origen, por lo que tiene un gran niumero de blancos en
la propia célula o fuera de ella (Danielson et al., 1987, Esterbauer et al., 1991). El 4-
hidroxinonenal ha sido tomado como biomarcador de la peroxidacién lipidica, sin
embargo, en estadios fisiologicos, en el flujo sanguineo venoso se encuentran
concentraciones que oscilan entre 0.1 y 1.4 uM (Strohmaier et al., 1995) y se le han
reconocido funciones diversas en el metabolismo como la regulacién del ciclo celular,
modulacion de la actividad de la adenilatociclasa, incremento de la actividad de la
fosfolipasa C (Esterbauer et al., 1991), incremento del calcio intracelular (Carini et al.,
1996).

Por otro lado, la exposicion a ozono induce la activacién de los genes de varias
proteinas como la proteina inflamatoria de macréfagos-2 en el pulmdn de la rata. La
presencia de esta proteina trae como consecuencia el reclutamiento de neutréfilos en
el pulmén (Haddad et al., 1995). Se puede hablar entonces de un aumento gradual de
la respuesta inflamatoria pero la generacién de dano ocurre desde el inicio de la
exposiciéon (Bhalla, 1996).

La toxicidad de la exposicidn a ozono queda distribuida a extensas partes del
organismo cuando los elementos formes de la sangre transportan a los ozénidos.
Cuando el grupo hemo sufre modificaciones oxidativas se forman cuerpos de Heinz,
agregados insolubles de hemoglobina que son indicadores de que un estado de estrés
oxidativo se ha establecido en el eritrocito. La formaciéon de cuerpos de Heinz se
observé en eritrocitos de ratas tras la exposicion a ozono (Menzel, 1970). La presencia
de ozdnidos en estas células es un determinante para la extensién de la toxicidad de la
exposicién a ozono y de esta forma alcanzar regiones sistémicas y aun mas aquellas
con mayor irrigacion.

La contaminacion de las grandes urbes, es un apartado que debe seguir
teniendo abordaje en el campo correspondiente y con ello, disminuir entre otros
contaminantes al ozono troposférico ya que existe la evidencia de su participaciéon
como generador importante de especies reactivas y de otras consecuencias como las
descritas por trabajos de nuestro laboratorio en donde se ha demostrado en ratas que
la exposicion crénica a bajas dosis de ozono, causa neurodegeneracion en la sustancia
nigra.
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2. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto del estrés oxidativo sobre la formacion de neuromelanina
presente en sustancia nigra de ratas expuestas a 03.

2.1. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Demostrar que las concentraciones de las especies de glutation (GSH, GSSS vy
glutatién total) en la sustancia nigra de ratas expuestas a ozono, presentan
alteraciones durante la pérdida del equilibrio redox.

2. Dilucidar si las alteraciones que existen en las concentraciones de glutation se
deben a alteraciones en la expresion de la enzima limitante para la formacién
de glutatién (la y-GCS) mediante técnicas de inmunohistoquimica en la
sustancia nigra de ratas expuestas a ozono.

3. Estudiar si las alteraciones en la expresiéon de la y-GCS son producto de cambios
en la translocacidon y expresion del NRF2 (factor inductor de la sintesis de
elementos de la respuesta antioxidante) durante el estado de estrés oxidativo
en ratas expuestas a ozono.

4. Estudiar si la actividad antioxidante enddgena esta alterada en ratas expuestas
a ozono mediante la cuantificacion de la actividad las enzimas del Sistema
glutatién, la GPx y la Gr en la sustancia nigra de ratas expuestas a ozono.

5. Estudiar los cambios de la 3-nitrotirosina como marcador de estrés oxidativo en
la sustancia nigra de ratas expuestas a ozono.

6. Estudiar si la exposicidon a ozono genera cambios en la expresion de la Trp-2,
enzima asociada a la sintesis de neuromelanina, en la sustancia nigra de ratas.

7. Demostrar que el estado de estrés oxidativo es capaz de generar alteraciones
en la formacién de neuromelanina de la sustancia nigra de ratas expuestas a
ozono.
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3. ANTECEDENTES

Aunque existen multiples estudios que explican los diversos procesos
moleculares involucrados en la fisiopatologia de las enfermedades
neurodegenerativas, ain nos encontramos lejos de comprender la totalidad de los
mecanismos fisiopatoldgicos involucrados en su desarrollo. Estas enfermedades cursan
con un estado de estrés oxidativo, el cual participa en la formacién y acumulacién de
agregados de proteinas insolubles (Merlini and Bellotti, 2003), esto induce un proceso
de degeneracién progresiva de las células neuronales (Bove et al.,, 2006) y de
alteraciones en la glia. Los cambios morfoldgicos y funcionales que ocurren en estas
enfermedades crénicas asi como su prevalencia en la poblacién de edad avanzada, han
generado la necesidad de conocer con mayor detalle la evolucidon de los procesos
neurodegenerativos como los que ocurren en la Enfermedad de Parkinson, que se
presenta hasta la etapa adulta del individuo por lo que el impacto social es alto.

Segun informes del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia en nuestro
pais, esta enfermedad Ocupa el segundo Ilugar entre las enfermedades
neurodegenerativas en Meéxico, solamente es superada por la Enfermedad de
Alzheimer y representa la cuarta causa de consulta en este instituto. Es un trastorno
irreversible y progresivo que inicia en promedio a los 55 afios con una posibilidad de
duracién media de 10 a 13 afios. Los datos también indican que tiene una prevalencia
gue va de 40 a 50 casos por cada 100,000 habitantes por afo. Con base en lo anterior
podemos concluir que esta enfermedad representa un importante problema de salud
en México. Por otro lado en EEUU, la prevalencia de la Enfermedad de Parkinson en
mayores de 60 afios se encuentra entre 0.3% y 1% y la incidencia resulta en 13.4 por
cada 100,000 habitantes por afio. Respecto al resto del mundo, se ha calculado que
afecta a 1% de la poblacién mundial mayor de 60 afios (Hindle, 2010).

Tomando en consideracidon lo anterior, se pronostica que por el aumento
gradual de la tasa de sobrevida, el nUmero de casos afectados por esta enfermedad se
incrementara el doble para el aflo 2030. Por otra parte se tienen reportes que indican
una mayor frecuencia de la Enfermedad de Parkinson en hombres, la explicacidon
puede encontrarse en una condicidon de género, donde los estrégenos podrian estar
involucrados en algun grado de proteccién, aunque esto ha generado controversia. Por
lo tanto resulta medular la integraciéon de aquellas hipdtesis emergentes con los
componentes que actualmente ya han sido identificados en el curso de la Enfermedad
de Parkinson, como lo es el estado de estrés oxidativo crénico y el metabolismo
oxidativo de la dopamina. Las alteraciones en el metabolismo de este neurotransmisor
y en la formacién de neuromelanina, durante el estado de estrés oxidativo que estd
presente en esta enfermedad, aun no son bien conocidas y son un factor clave para
dilucidar la fisiopatologia y la evolucidn de la Enfermedad de Parkinson.

3.1. HIPOTESIS

Si la produccion de neuromelanina depende del equilibrio redox en el
metabolismo oxidativo de la dopamina, entonces, la pérdida de dicho equilibrio llevara
a la formacién de quinonas de dopamina y sus metabolitos tdxicos y a la disminucidn
de la formacion de neuromelanina en la sustancia nigra de ratas expuestas a ozono.
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4. METODOLOGIA GENERAL

Se utilizaron 78 ratas macho cepa Wistar de entre 250-300 g de peso al
momento de inicio de la experimentacién. Se mantuvieron en cajas individuales de
acrilico transparente con libre acceso a agua y comida en una sala de bioterio
acondicionada con aire corriente limpio. Todos los experimentos y cuidados fueron
realizados de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-036-SSA2-2002 y el proyecto
fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional Auténoma de México. Los animales fueron divididos al azar en 6 grupos
experimentales para tratamiento con ozono con una n=13 cada uno. Cada grupo
recibié uno de los siguientes tratamientos. El grupo 1 fue expuesto a aire ambiental; el
grupo 2 fue expuesto 7 d ias a ozono; el grupo 3 fue expuesto 15 dias a ozono; el grupo
4 fue expuesto 30 dias a ozono; el grupo 5 fue expuesto 60 dias a ozono y el grupo 6
fue expuesto durante 90 dias a ozono. La exposicion a este gas se realizd diariamente
en una camara sellada, durante 4 horas a una dosis de 0.25 ppm y a un flujo de 5 litros
por minuto. Inmediatamente después de su tratamiento diario, los animales eran
devueltos a sus cajas de acrilico. Dos horas después de finalizada la Ultima exposicion a
ozono, los animales recibieron una sobredosis de pentobarbital sédico (50 mg / kg
intraperitoneal) y se obtuvieron los cerebros para técnicas espectrofotométricas e
inmunohistoquimicas. Se tomaron seis animales de cada grupo (36 en total) escogidos
al azar los cuales fueron muertos por decapitacién; la sustancia nigra fue disecada,
procesada y almacenada a -70°C para posteriormente realizar la cuantificacidn de las
concentraciones de glutation total, glutatiéon reducido, glutatidon oxidado, actividad de
las enzimas glutatidon reductasa y glutatidon peroxidasa. Los siguientes 18 animales
fueron perfundidos de forma intracardiaca con paraformaldehido al 4% (Sigma-
Aldrich). En buffer de fosfatos 0,1 M (PBS) a pH 7.4 los cerebros fueron almacenados
con formol al 10% durante 24 h e incluidos en parafina. Posteriormente en un
micrétomo se hicieron cortes sagitales a nivel de la sustancia nigra de 5 um de espesor
y fueron montados en portaobjetos previamente preparados con Poli-L-lisina (1:10).
De cada grupo experimental se tomaron 3 cerebros, y se hicieron 4 cortes sagitales de
cada uno, montados segun lo ya descrito, para técnicas de inmunohistoquimica. Se
utilizd en cada uno de los 4 cortes sagitales de tejidos, uno de los siguientes
anticuerpos: enzima y-GCS (n=3), NRF2 (n=3), 3 nitrotirosina (n=3) y Trp-2 (n=3).
Finalmente fue tomado solo un corte de tejido de cada uno de los restantes 4 cerebros
de cada grupo (n=4 por grupo experimental) para realizar la técnica de histoquimica
gue permitiriera visualizar neuromelanina mediante el método de reaccién argentafin
del acido de nitrato de plata.

4.1. EXPOSICION A OZONO

Los animales fueron colocados diariamente durante 4 h dentro de una cdmara sellada
conectada a un generador de ozono a un flujo de 5 I/min. El aire de alimentacién del
convertidor de ozono fue filtrado y purificado y se cuantificd la concentracién de
0zono con un monitor conectado a la salida del generador de ozono para asegurar una
exposicion constante de 0.25 ppm del gas. Se utilizé la misma camara sellada para la
exposicion del grupo control, la diferencia en este grupo es que se utilizd aire sin
ozono.
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Tabla 3. Reactivos utilizados

Fosfato de potasio

Productos Quimicos Monterrey

(KH,PO,)
Fosfato de sodio Fermont
(Na,HPO,)
EDTA
.T.B
(C10H14N,Na,0g + 2H,0) ! aker
Glutation reductasa Sigma-Aldrich
(Gr)
Nicotinamida adenina dinucledtido 2-fosfato
reducido 6 NADPH Sigma-Aldrich
(C1H6N,Na,04,P5 + H,0)
Acido Ditionitrobenzoico 6 DTNB
Sigma-Aldrich
(CaaHN05S5) &
L-Glutation oxidado 6 GSSG
Sigma-Aldrich
(C30H30N6Na,04,5,) 2
4-vinilpiridina . .
Sigma-Aldrich
(CoHoN) R
- T o
Peroxido de hidrégeno al 30% I T. Baker
(H20,)
Azida de sodio
(NaN3)
Recuperador de antigenos Biocare Medical
Trizma HCI . .
(CiHLNOS + HC) Sigma-Aldrich
Cloruro de sodio Fermont
(NaCl)
Tween 20 Sigma-Aldrich
Xilol
Fermont
(CsHa(CHs),
Etanol
J. T. Baker
(C3Hs0)
Kit de inmunohistoquimica Biocare Medical
Hematoxilina ScyTek
Entellan Merck
Acetato de sodio . .
(CH;COONa + 3H,0) Sigma-Aldrich
Nitrato de plata
Merck
(AgNOs)
Tiosulfato de sodio Merck
(Na,S,0;3+ 5H,0)
Nuclear Fast Red Sigma-Aldrich
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15d
30d
60d
7d

90 d
3-NT
DTNB
GPx

GSH
GSSG
GT
KH,PO,
ml

mM
Na,HPO,
NADPH
NalN;
NM

nm

Nrf?2
prot
Trp-2
v-GCS

LISTA DE ABREVIATURAS

Grupo de 15 dias de tratamiento con ozono
Grupo de 30 dias de tratamiento con ozono
Grupo de 60 dias de tratamiento con ozono
Grupo de 7 dias de tratamiento con ozono
Grupo de 90 dias de tratamiento con ozono
3 - nitrotirosina

Acido ditionitrobenzoico

Glutation peroxidasa

Glutation reductasa

Glutation reducido

Glutation oxidado

Glutation total

Fosfato de potasio

Mililitro

Milimolar

Fosfato de sodio

Nicotinamida adenina dinucle6tido 2-fosfato reducido
Azida de sodio

Neuromelanina

Nanometro

Factor nuclear eritroide-2

Proteina

Dopacromo tautomerasa
Y-glutamilcinsteinil sintetasa

Microlitros
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4.2. GLUTATION TOTAL, GLUTATION REDUCIDO Y GLUTATION OXIDADO

El fundamento de la técnica se basa en la coloracién que se origina por la reaccidon que
ocurre entre el DTNB que es una molécula oxidada y el GSH. El DTNB se torna amarillo
cuando es reducido por el GSH y ésta coloracidon es sensible de cuantificarse por
espectrofotometria a 412 nm. La absorbancia dependera del grado de coloracién
amarilla y a su vez, ésta coloracion dependera de la cantidad de GSH que podra
reaccionar con el DTNB oxidado. Para la medicion del glutatidon total, el GSSG es
convertido a GSH mediante la adicién de la glutatidon reductasa, y éste reducira al
DTNB para generar la coloracién que podrd medirse. Para la medicion de sélo el GSSG,
primero se atrapa todo el GSH con 4 vinilpiridina, quedando en la muestra Unicamente
GSSG, al agregar la enzima Gr, todo el GSSG se transformard a GSH, y éste serd un
reflejo directo de la cantidad total de GSSG.

4.2.1. GLUTATION TOTAL

Se obtuvieron las muestras en fresco, se homogenizaron, se almacenaron en buffer de
lisis a -70 °Cy se cuantificaron las proteinas por el método de Bradford para normalizar
las muestras. Se prepararon los reactivos para un litro del buffer PBS/EDTA
(100mM/5mM) de la siguiente forma.

PBS

Se disolvieron por separado 13.609 g de KH,PO, (100mM) y 14.196 g de Na,HPO,
(100mM), posteriormente se disolvieron 1.861 g de EDTA (5mM). Una vez disueltas las
tres sales se mezclaron, se aford a 1 litro y se ajusté a pH 8. Después se procedié a
preparar la mezcla de reaccidn con el cofactor para la enzima Glutatién reductasa vy el
cromoégeno tomando NADPH (0.2mM) y DTNB (0.6mM). La cantidad fue calculada en
funcién de la cantidad de tubos experimentales siempre tomando en cuenta 500 ul de
mezcla por tubo experimental. Posteriormente se tomaron 0.0012252 g de GSSG para
preparar 1 ml de stock a 2mM para generar a la curva estandar. Adicionalmente se
prepard la enzima Glutatién reductasa y se diluyé en mezcla de reaccién a una
proporciéon de 0.2 pl de enzima por cada 100 ul de mezcla de reaccidn; a cada tubo
experimental se agregaron 100 ul de esta enzima diluida justo antes del momento
previo a la lectura de 412 nm.

La siguiente tabla muestra la forma de construir la curva estandar, el proceso para las
muestras experimentales y el blanco.

Tabla 4. Procedimiento para medicion de glutation total

nanomoles de ul del stock de I del Mezcla de Mezcla de reaccion
GSSG (puntos GSSG PB: JEDTA reaccion e con
de la curva) (2mM/ml) incubacion enzima
1 0 0 500
2 10 5 495 .
B a i 400 pul de Agregar enzima diluida
: g 0 20 mezcla de (100 pl/0.2 ul por tubo)
4 30 15 485 reaccién agitar en vértex
5 40 20 480 e incubar y
= 50 25 475 5mina leer a 412 nm
37°C inmediatamente
muestras 475
blanco 500
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Cada tubo fue vaciado en su correspondiente pozo de lectura, se agregd la enzima
diluida (100 pl de mezcla de reaccién / 0.2 de enzima Gr por tubo) y se mezclé con la
pipeta en cada pozo. Inmediatamente se realizdé la lectura a 412 nm
(espectrofotémetro Epoch, Biotek); el proceso de mezcla no duré mas de 2 minutos.

4.2.2. GLUTATION OXIDADO

Se obtuvieron las muestras en fresco, se homogenizaron, se almacenaron en buffer de
lisis a -70 °Cy se cuantificaron proteinas por el método de Bradford para normalizar las
muestras. Se prepararon los reactivos para un litro del buffer PBS/EDTA
(100mM/5mM) de la siguiente forma: se tomaron y disolvieron por separado 13.609 g
de KH,PO, (100mM) y 14.196 g de Na,HPO,4 (100mM), posteriormente se tomaron y
disolvieron 1.861 g de EDTA (5mM). Una vez disueltas las tres sales se mezclaron, se
aford a 1 litro y se ajusté a pH 8. Después se procedid a preparar la mezcla de reaccién
con el cofactor para la enzima Glutatién reductasa y el cromégeno tomando NADPH a
una concentracién de 0.2mM y DTNB a una concentracién de 0.6mM. La cantidad fue
calculada en funcién de la cantidad de tubos experimentales siempre tomando en
cuenta 500 pl de mezcla por tubo experimental. Posteriormente se tomaron
0.0012252 g de GSSG para preparar 1 ml de stock a 2mM para generar a la curva
estandar. Adicionalmente se prepard la enzima Glutatiéon reductasa y se diluyé en
mezcla de reaccién a una proporcion de 0.2 pl de enzima por cada 100 pl de mezcla de
reaccién; a cada tubo experimental se agregaron 100 ul de esta enzima diluida justo
antes del momento previo a la lectura de 412 nm.

La siguiente tabla muestra la forma de construir la curva estandar, el proceso para las
muestras experimentales y el blanco.

La siguiente tabla muestra la forma de construir la curva estandar, el proceso para las
muestras experimentales y el blanco y la incubacién de todos tubos con 4-vinilpiridina.

Tabla 5. Procedimiento para medicion de glutation oxidado

n:noGrrS\:I;s ul del stock I del Mezcla de Mezcla de reaccion
( € tos d de GSSG PB‘;/E;TA reaccion e +
T:ZU?‘S,a)e (2mM/ml) incubacion enzima
1 0 0 500
2 10 5 495 agregar 2 pl Agregar Mezcla de
de 4- 400 pl de reaccién/enzima
: e oo el vinilpiridina, | mezcla de (100 pl/0.2 pl por
4 30 15 485 agitar en reaccion tubo)
5 40 20 480 vortex 1 min | eincubar agitar en vértex
5 50 25 475 e incubar 50 5mina y
min en 37°C leera 412 nm
muestras 0 0 475 . . .
oscuridad inmediatamente
blanco 0 0 500

La 4-vinilpiridina fue agregada en cada tubo experimental, éstos se agitaron en el
vortex por 1 minuto; se confirmé la presencia de un precipitado en cada caso,
resultado de la interacciéon con el GSH presente en el tejido. Después los tubos se
incubaron durante 50 min en oscuridad y temperatura ambiente. Posteriormente se
agregaron 400 pl de mezcla de reaccidn y se incubaron durante 5 minutos a 37° C.
Cada tubo fue vaciado en su correspondiente pozo de lectura, después se agregé la
mezcla de reaccion con enzima (100 pl de mezcla de reaccién / 0.2 de enzima Gr por
tubo) y se mezcld con la pipeta en cada pozo. Inmediatamente se realizé la lectura a
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412 nm; el proceso de mezcla no durd mas de 2 minutos. Durante la obtencién, cada
muestra posee un tamafo y peso diferentes por lo que se hizo una cuantificacién de
proteinas y con este dato se normalizaron los nmol obtenidos en las muestras
experimentales. Para calcular la cantidad de GSH se realizé una resta del GSSG a la
cantidad de Glutatidn Total obtenida previamente.

4.3. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA GLUTATION PEROXIDASA

El fundamento de la técnica consiste en la medicidn de la tasa de desaparicion
del NADPH mediante espectrofotometria. Se trata de un acoplamiento enzimatico en
donde la actividad de la glutation peroxidasa serd cuantificada al acoplar los
metabolitos que produce con otra enzima, la glutation reductasa, ya que también son
sustrato de ésta. El resultado es que la actividad de la segunda enzima dependera de la
cantidad de metabolitos que produzca la primera. Se inhibe previamente la actividad
de la catalasa con azida de sodio, se administra una cantidad conocida de GSH y
peréxido de hidrégeno para inducir la actividad de la glutatién peroxidasa. Esta, se
encargara de reducir al H202 y oxidar al GSH para formar gradualmente un aumento
progresivo de las concentraciones de GSSG. Ademds a la muestra experimental se
agregaran desde el inicio, la segunda enzima, la glutatién reductasa y su cofactor el
NADPH.

La actividad de la peroxidasa, estd directamente reflejada por la produccion de
GSSG vy ésta sera la referencia para la velocidad en que la reductasa utilice al NADPH,
gue comenzard a desaparecer. De esta forma la desaparicién del NADPH dependera
finalmente de la produccion GSSG que como se ha explicado, es una medida de la
actividad de la peroxidasa. La desaparicion del NADPH serd monitoreada a través del
tiempo a 340 nm.

Se obtuvieron las muestra de tejido de sustancia nigra en fresco, se

homogenizaron, se almacenaron en buffer de lisis a -70 ° C y se cuantificaron proteinas
por el método de Bradford para normalizar las muestras.
Se prepararon los reactivos para un litro del buffer PBS (50mM) a pH 7 tomando y
diluyendo por separado 6.8045 g de KH,PO,4y 7.098 g de Na,HPO,4. Una vez diluidas se
mezclaron y se aforé a un litro ajustando a pH 7. Adicionalmente se preparé la mezcla
de reaccion en frio. La cantidad de muestras a procesar se diseiié en multiplos de 10
para facilitar el proceso técnico.

Tabla 6. Calculo para mezcla de reaccion en la medicion de la actividad de la Gpx

800 pl por tubo

1 tubo 10 tubos 20 tubos 40 tubos
EDTA 1mM 372 mg 3.72mg 7.44 mg 14.88 mg
NaN; 1mM 0.065 mg 0.65 mg 1.3 mg 2.6 mg
GSH 1ImM 0.0307 mg 3.07 mg 6.15 mg 12.3 mg
NADPH 0.2mM 0.167 mg 1.67 mg 3.34mg 6.68 mg
Glutation
[reductasa 1U/ml 2.2l 20l a4yl 88l
205 U/mg de prot
1.11 ml
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A continuacion fueron preparados los tubos experimentales segin se muestra en la
siguiente tabla:

Tabla 7. Procedimiento para medicion de actividad de la Gpx

PBS x:zz:g:e Incubacion H.0, Lectura
50 mM ey (0.3mM)
enzima
Incubacidon 5 min a Lectura
blanco 1000 pl 0 temperatura 0 . .
. inmediata
ambiente 2 340 nm
inespecifico 100 pl 800 ul Se incuba 100 pl cada
=
50 1l con la me.zlcla de S « 30
+ reaccion 2 2 segundos
) <
muestras 50 il de 800 ul 5 minutos a 100 pl = < por 10
temperatura < .
muestra . minutos
ambiente

Con las lecturas obtenidas se trazd la linea de tendencia, se obtuvo el valor de la
pendiente (m) y se le restd el promedio de las pendientes de los inespecificos; la
diferencia fue divida entre el producto de la constante de disociacion del NADPH (6.22)
por los pl de la alicuota (50 pl). Los resultados se expresaron en nM de NADPH/min/mg
de proteina.

4.4. ACTIVIDAD DE LA GLUTATION REDUCTASA

El fundamento de la técnica es semejante al de la medicién de la glutatién
peroxidasa, En este caso se monitorea la desaparicion del NADPH por efecto de la
glutatidon reductasa presente en las muestras experimentales. Para esto se satura la
mezcla con GSSG y NADPH lo cual asegura la actividad de la glutatién reductasa de la
muestra experimental y el consumo de NADPH con su gradual desaparicion que sera
leida a 340 nm.

Para la elaboracién del buffer se tomaron y disolvieron por separado 13.609 g de
KH,PO, y 14.196 g de Na,HPO, para estas dos sales la molaridad fue de 100mM vy se
aford a 1 litro verificando un pH 7.6. La mezcla de reaccion se elabord en frio con el
buffer, en funcidon del volumen requerido, considerando que para cada tubo
experimental se requirieron 950 ul de mezcla de reaccidén. Las concentraciones de
reactivos para ésta fueron EDTA (0.5 mM), GSSG (1.25 mM) y NADPH a (0.1 mM). Se
prepararon en cada pozo de lectura, 10 pl de muestra experimental diluida en 40 pl
del buffer (1:5). Se agregaron después 950 pl de la mezcla de reaccién al pozo de
lectura y se agitd con una pipeta. Inmediatamente después se leyeron a 340 nm cada
30 segundos durante 10 minutos. Con las lecturas obtenidas se trazé la linea de
tendencia, se obtuvo el valor de la pendiente (m) y se le resté el promedio de las
pendientes de los inespecificos; la diferencia fue divida entre el producto de la
constante de disociaciéon del NADPH (6.22) por 50 ul de la alicuota. Los resultados se
expresaron en nM de NADPH/min/mg de prot.
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4.5. TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA

Se eligieron las laminillas con cortes de tejidos que tuvieron sustancia nigra al
mismo nivel y se colocaron en una parrilla precalentada a menos de 100 °Cde 1 a 2
segundos. Una vez que la parafina se tornd liquida, los cortes de tejido se colocaron
en el tren de alcoholes de mayor a menor para la hidratacién de los tejidos (xilol 100%
por 5 minutos, alcohol-xilol por 3 minutos, alcohol 100% 3 minutos, alcohol 80% 3
minutos, alcohol 70% 3 minutos, H,O bidestilada 2 lavados de 3 minutos cada uno).
Posteriormente se colocaron los cortes de tejido en un vaso coplin con 50 ml de
recuperador de antigenos al 10% y se calentaron en la olla de vapor Decloaking
Chamber (Biocare). Esta ultima con agua destilada al nivel de un tercio del vaso coplin
y se programo por 20 minutos. Al finalizar, se sumergioé el vaso coplin hasta la mitad,
en un bafio de agua fria durante 15 minutos. Después, los cortes de tejido se lavaron
tres veces durante 3 minutos con agua destilada. Para bloquear la actividad endégena
de peroxidasa se incubaron los cortes de tejido en un vaso coplin con 50 ml de
perdxido de hidrégeno (1:10) durante 8 minutos a temperatura ambiente. Al finalizar
se lavaron 3 veces con agua destilada por 3 minutos. Para permeabilizar se utilizé un
vaso coplin con 50 ml de una mezcla de TBS al 10% + tween 20 al 0.2% en donde
permanecieron los cortes de tejido por espacio de 10 minutos a temperatura
ambiente. Al finalizar se realizé un lavado con TBS al 10% + tween 20 (0.02%). Se
realizé el bloqueo de proteinas inespecificas agregando 60 microlitros de bloqueador
de proteinas sobre cada corte de tejido. Los cortes se incubaron en cdmara humeda
por espacio de 60 minutos a temperatura ambiente. Al término, se aplicaron 70
microlitros de anticuerpo primario sobre cada corte de tejido y se incubaron toda la
noche a 4 °C en cdmara humeda. Los siguientes anticuerpos primarios se diluyeron
1:200, Nrf2 (policlonal hecho en conejo, Santa Cruz) Trp-2 (monoclonal de ratén, Santa
Cruz), y-GCS (policlonal de conejo, Santa Cruz) y la dilucidn para 3-NT (monoclonal de
ratén, Chemicon) fue de 1:100.

Una vez transcurrida la incubacién del anticuerpo primario, se lavaron las
laminillas con TBS al 10% + tween 20 (0.02%) tres veces durante 10 minutos cada vez y
se colocaron 70 microlitros de anticuerpo secundario biotinilado sobre cada corte de
tejido, luego se incubaron en éstas condiciones por 120 minutos en cdmara humeda a
temperatura ambiente. Transcurridos 120 minutos se lavaron con TBS al 10% + tween
20 (0.02%), tres veces durante 10 minutos, después se colocaron 70 microlitos de
estreptavidina acoplada a peroxidasa sobre cada corte de tejido, se incubaron en
camara humeda por 40 minutos a temperatura ambiente. Transcurridos 40 minutos las
laminillas se lavaron con TBS al 10% + tween 20 (0.02%) durante 10 minutos cada vez.
Después se colocaron 50 microlitos de 3-3' diaminobencidina (DAB) en dilucién 1:50
sobre cada tejido solo 8 segundos para lavarse inmediatamente después con agua
destilada tres veces 10 minutos cada vez. Terminado el lavado se colocaron 70
microlitros de hematoxilina de Mayer durante 5 minutos excepto en el caso de NRF2
en el cual solo se usé por 30 segundos. Pasado este tiempo se lavaron nuevamente
con agua destilada tres veces 10 minutos cada vez.

Las laminillas se deshidrataron en tren de alcoholes idéntico al utilizado en la
hidratacion pero en este caso del alcohol 70% hasta el Xilol 100%, 30 segundos en cada
estacion de alcoholes y después se montaron; el medio de montaje fue entellan y se
cubrieron con cubreobjetos. La observacién de las preparaciones se hizo dos dias
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después con un microscopio Olympus COVER-018 a 40x y se tomaron fotografias con
una camara Evolution VF COLOR adaptada al mismo y al sistema de software Q
Capture.

4.6. TINCION DE NEUROMELANINA

Para esta reaccion se utilizd la reaccion argentafin del nitrato de plata acido, que
consistié en la eleccion de las laminillas con cortes de tejido sustancia nigra al mismo
nivel, que se colocaron en una parrilla precalentada a menos de 100 °C de 1 a 2
segundos para su desparafinado e hidratacion en tren de alcoholes usando el método
ya descrito. Se utilizaron las siguientes soluciones:

Buffer acetatoa 0.1 MapH 4

0.1 M de acido acético 164 ml

0.1 M acetato de sodio 36 ml
Solucion de trabajo

0.1 M (1.7%) de nitrato de plata en buffer acetato a 0.1 M a pH 4
Solucion de lavado

Tiosulfato de sodio al 5%

Solucion de contrastado

Nuclear Fast Red en 100 mg de rojo nuclear en 100 ml de sulfato de aluminio al

5%

Para que la reaccién argentafin tuviera lugar, las laminillas se mantuvieron en
un vaso coplin de vidrio tapado, inmersas en la solucidon de trabajo en completa
oscuridad a una temperatura de 25 °C durante 20 dias. Después de 20 dias, se lavaron
los tejidos con agua destilada, dos veces durante 10 minutos cada vez y después con
tiosulfato de sodio al 5% durante un minuto. Se realizaron dos lavados con agua
corriente por 10 minutos cada uno. Después se sumergieron los tejidos en la solucidn
con Nuclear Fast Red por espacio de 4 minutos y después se realizaron 5 lavados con
agua destilada de 10 minutos cada uno. Se deshidrataron los cortes de tejido en tren
de alcoholes y después se utilizaron entellan y cubreobjetos como medio de montaje.
La observacion de las preparaciones se hizo dos dias después con un microscopio
Olympus COVER-018 a 40x y se tomaron fotografias con una camara Evolution VF
COLOR adaptada al mismo y al sistema de software Q Capture. El resultado es una
tincidn marrén oscuro de la neuromelanina que depende del tiempo de inmersién en
la solucién de trabajo.

4.7. ESTADISTICA

Se analizé la presencia o no de homocedasticidad mediante la aplicacién de la
prueba de Levene para decidir entre una prueba paramétrica o una no paramétrica en
el andlisis estadistico. Tomando en cuenta el alfa minimo del 5% (0.05) y los resultados
obtenidos en la Prueba de Levene (ver apéndice pagina tal), se utilizaron las pruebas
no paramétricas de Kruskal-Wallis y U de Mann Whitney. En todas las graficas fueron
utilizadas las medianas de cada grupo de tratamiento.
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5. RESULTADOS

Los resultados indican que la exposicion a ozono genera alteraciones en la sustancia
nigra de ratas expuestas a bajas dosis de ozono en los siguientes parametros de
estudio: las concentraciones de glutatidon total, de glutation reducido y glutatién
oxidado; la enzima limitante para la formacion del glutation, la y-glutamilcinsteinil
sintetasa; el factor de transcripcién nuclear Nrf2; la actividad de las enzimas del
sistema glutation, la glutatién peroxidasa y la glutatiéon reductasa; el marcador de
estrés oxidativo, la 3-nitrotirosina; la enzima Trp-2 o dopacromo tautomerasa vy la
presencia de neuromelanina.

5.1. CANTIDAD DE GLUTATION TOTAL EN LA SUSTANCIA NIGRA DE RATAS
EXPUESTAS A OZONO
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Figura 7. Efecto de la exposicion a bajas dosis de ozono sobre la concentracion del glutation total en la
sustancia nigra de ratas. En el eje de las abscisas se muestran los grupos experimentales y en el eje de
las ordenadas se muestran los nmol por mg de proteina de glutation total. El asterisco marca las
diferencias significativas respecto al grupo control.

Con la prueba de Kruskal-Wallis se muestran diferencias significativas entre los
grupos experimentales (p<0.001). Con la prueba de U de Mann Whitney se muestra un
incremento significativo en las concentraciones a los 15 d (p<0.010) y una disminucidn
significativa en el grupo de 90 d (p<0.004) cuando son comparados con el grupo
control. Ademds se observa que el grupo de 90 d de tratamiento es el que menor
cantidad de GT presenta.
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5.1.2. CANTIDAD DE GLUTATION REDUCIDO EN LA SUSTANCIA NIGRA DE RATAS EXPUESTAS A
OZONO
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Figura 8. Efecto de la exposicion a bajas dosis de ozono sobre la concentracion del glutation reducido
en la sustancia nigra de ratas. En el eje de las abscisas se muestran los grupos experimentales y en el
eje de las ordenadas se muestran los nmol por mg de proteina de glutation total. El asterisco marca
las diferencias significativas respecto al grupo control.

Con la prueba de Kruskal-Wallis se muestran diferencias significativas entre los
grupos experimentales (p<0.000). Con la prueba de U de Mann Whitney se muestra
una disminucion significativa de las concentraciones a los 7 d de tratamiento
(p<0.004) y un aumento significativo a los 30 d (p<0.006) seguido de una disminucidn
alos 60 d y 90 d de tratamiento (p<0.004 en ambos casos) cuando se comparan con el
grupo control. Los resultados anteriores indican que las concentraciones de glutatiéon
reducido disminuyen a los 7 dias de tratamiento con ozono pero que aumentan para
alcanzar un nivel maximo a los 30 d, los cuales disminuyen progresivamente a los 60 d
y 90 d de tratamiento.
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5.1.3. CANTIDAD DE GLUTATION OXIDADO EN LA SUSTANCIA NIGRA DE RATAS EXPUESTAS A

0OZONO
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Figura 9. Efecto de la exposicidn a bajas dosis de ozono sobre la concentracion del glutation oxidado
en la sustancia nigra de ratas. En el eje de las abscisas se muestran los grupos experimentales y en el
eje de las ordenadas se muestran los nmol por mg de proteina de glutation total. El asterisco marca
las diferencias significativas respecto al grupo control.

Con la prueba de Kruskal-Wallis se muestran diferencias significativas entre los
grupos experimentales (p<0.000). Con la prueba de U de Mann Whitney se muestran
diferencias significativas en todos los grupos respecto al grupo control. Se observa un
aumento significativo en el grupo de 7 d (p<0.004) y una disminucién a los 30 d de
tratamiento (p<0.004). Finalmente se observa un aumento significativo a los 60 d
(p<0.004) y una disminucién a los 90 d de exposicién (p<0.004) que se cuantifica como
la menor de entre todos los grupos experimentales.
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5.1.4. COMPARACION ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE GLUTATION REDUCIDO Y GLUTATION
OXIDADO (INDICE GSSG/ GSH) EN LA SUSTANCIA NIGRA DE RATAS EXPUESTAS A OZONO

La relacién que guardan ambas especies de glutation entre si fueron calculadas
mediante el indice GSSG/GSH

INDICE GSSG / GSH
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Figura 10. Efecto de la exposicion a bajas dosis de ozono en la proporcion GSSG/GSH. En el eje de las
abscisas se muestran los grupos experimentales y en el eje de las ordenadas se observan los valores
del indice.

La relacion GSSG/GSH indica que la mayor proporcion de GSSG, se presenta a
los7d y60d de tratamiento y la menor cantidad de oxidacion se presenta a los 30 d
de tratamiento con ozono.
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5.3. INMUNOHISTOQUIMICA CONTRA LA ENZIMA Y-GLUTAMILCISTEINIL
SINTETASA EN LA SUSTANCIA NIGRA DE RATAS EXPUESTAS A OZONO

Para el andlisis de la inmunohistoquimica contra esta enzima fueron tomadas
cinco microfotografias de la sustancia nigra a 40x de aumento en cada corte de tejido
de cada rata, se analizaron 3 ratas por cada grupo y se contaron las células
inmunoreactivas a la enzima y-glutamilcinsteinil sintetasa. Los resultados son los
siguientes:

Figura 11. Efecto de la exposicion a bajas dosis de ozono sobre la inmunoreactividad a la enzima y-
glutamilcinsteinil sintetasa. Microfotografias a 40x en las que se muestran las imagenes
representativas de cada grupo experimental y la marca positiva del anticuerpo en color café

Observe las escasas células positivas en el grupo control, 7d, 15d y el incremento de
éstas a partir de los 30 d de tratamiento. Note el dano tisular (neurdpilo con
abundantes espacios) presente a los 90 d de tratamiento por efecto de la exposicidén a
ozono.
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5.3.1. NUMERO DE CELULAS INMUNOREACTIVAS A LA ENZIMA Y-GLUTAMILCISTEINIL SINTETASA
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Figura 12. Efecto de la exposicion a bajas dosis de ozono sobre el nimero de células inmunoreactivas
a la y-glutamilcisteinil sintetasa. En el eje de las abscisas se muestran los grupos experimentales y en
el eje de las ordenadas se muestran las medianas de cada conteo celular. El asterisco marca las
diferencias significativas respecto al grupo control.

Con la prueba de Kruskal-Wallis se muestran diferencias significativas entre los
grupos experimentales (p<0.007). Con la prueba de U de Mann Whitney se muestra
una disminucién significativa de la inmunoreactividad a la y-glutamilcisteinil sintetasa a
los 7 d (p<0.046) de tratamiento y un incremento a los 30 d (p<0.046), 60 d (p<0.046)
y 90 d (p<0.046) respecto al grupo control. Ademads se observa que a los 60 d de
tratamiento se observan los mayores valores del conteo celular.

Para un analisis mas profundo de cada microfotografia, se cuantificé mediante
analisis digital en cada una, la frecuencia de pixeles correspondientes a la
inmunoreactividad y se sumd el resultado de las cinco microfotografias para obtener la
frecuencia total de pixeles por corte de tejido, después se calculd la mediana grupal.
Los resultados se expresaron como la cantidad de pixeles positivos por grupo
experimental.
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5.3.2. DENSIDAD DE PIXELES POSITIVOS A LA INMUNOREACTIVIDAD DE LA ENZIMA V-
GLUTAMILCISTEINIL SINTETASA
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Figura 13. Densidad de pixeles positivos en cinco microfotografias de la inmunoreactividad de y-
glutamilcinsteinil sintetasa. En el eje de las abscisas se muestran los grupos experimentales y en el eje
de las ordenadas se muestran las medianas de la frecuencia total de pixeles por 5 campos. El asterisco
marca las diferencias significativas respecto al control.

Con la prueba de Kruskal-Wallis se muestran diferencias significativas entre los
grupos experimentales (p<0.006). Con la prueba de U de Mann Whitney se muestran
diferencias significativas (p<0.05 en todos los casos) que indican que la densidad de los
pixeles correspondientes a la tincidn de la y-glutamilcisteinil sintetasa, muestran una
proporcién muy semejante a la mediana graficada para el conteo celular observandose
una disminucion significativa a los 7 d y un aumento significativoa los 30d, 60d y 90 d
de tratamiento.
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5.4. INMUNOHISTOQUIMICA CONTRA EL NRF2 EN LA SUSTANCIA NIGRA DE RATAS
EXPUESTAS A OZONO

Para el analisis de este factor de transcripcidn se analizé la inmunoreactividad
en nucleos celulares, fueron tomadas cinco microfotografias de la sustancia nigra a 40x
de aumento en cada corte de tejido de cada rata con n= 3 por grupo experimental y se
contaron las células que presentaron inmunoreactividad contra el Nrf2 sdlo en los
nucleos.

Figura 14. Inmunohistoquimica contra Nrf2 en sustancia nigra de ratas expuestas a ozono.
Microfotografias a 40x en las que se muestran las imdagenes representativas de cada grupo
experimental y la marca positiva del anticuerpo en color café.

Observe que en los grupos control, 7d y 15 d existen nucleos claramente
palidos (flechas negras). No obstante alos 7d y 15 d comienza un incremento en los
nucleos con marca positiva (flecha azul). Se observa un aumento en la cantidad de
nucleos positivos en los grupos de 30 d y 60 d, con mayor aumento en éste Ultimo y
por el contrario a los 90 d se observa una disminucion evidente en la tincién de los
mismos.
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5.4.1. NUMERO DE CELULAS CON NUCLEOS POSITIVOS A LA INMUNOREACTIVIDAD DEL FACTOR
DE TRANSCRIPCION NRF2
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Figura 15. Efecto de la exposicion a bajas dosis de ozono sobre el nimero de células inmunoreactivas
al Nrf2. En el eje de las abscisas se muestran los grupos experimentales y en el eje de las ordenadas se
muestran las medianas de cada conteo nuclear, el asterisco marca las diferencias significativas
respecto al control.

Se puede observar que el tratamiento con ozono es capaz de inducir la
translocacién al nucleo del Nrf2 entre los grupos experimentales. Con la prueba de
Kruskal-Wallis se muestran diferencias significativas entre los grupos experimentales
(p<0.007). Con la prueba de U de Mann Whitney se muestra un incremento
significativo a los 7 d (p<0.046), 15 dias (p<0.05), 30 dias (p<0.05), 60 dias (p<0.05) con
respecto al control
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5.4.2. DENSIDAD DE PIXELES POSITIVOS A LA INMUNOREACTIVIDAD DEL FACTOR DE
TRANSCRIPCION NRF2
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Figura 16. Densidad de pixeles positivos en cinco microfotografias de la inmunoreactividad de Nrf2. En
el eje de las abscisas se muestran los grupos experimentales y en el eje de las ordenadas se muestran
las medianas de la frecuencia total de pixeles por 5 campos. El asterisco marca las diferencias
significativas respecto al control.

En estos resultados se muestran los cambios en la inmunoreactividad del Nrf2 y
su presencia tanto en citoplasma como en nucleo. Con la prueba de Kruskal-Wallis se
muestran diferencias significativas entre los grupos experimentales (p<0.006). Con la
prueba de U de Mann Whitney se muestra un incremento significativo (p<0.05 en
todos los casos) cuando se comparan los grupos de 7 d, 15 d, 30 d y 60 d de
tratamiento contra el grupo control.
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5.5. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA GLUTATION PEROXIDASA
EN LA SUSTANCIA NIGRA DE RATAS EXPUESTAS A OZONO

Los resultados muestran cambios en la actividad antioxidante de la GPx por efecto de
la exposicién a ozono.
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Figura 17. El efecto de la exposicion a bajas dosis de ozono sobre la actividad de la enzima Glutatién
peroxidasa. En el eje de las abscisas se muestran los grupos experimentales y en el eje de las
ordenadas se muestra la actividad de la enzima en nM de NADPH por minuto por mg de proteina de
tejido. El asterisco marca las diferencias significativas respecto al control.

Con la prueba de Kruskal-Wallis se muestran diferencias significativas entre los
grupos experimentales (p<0.000). Con la prueba de U de Mann Whitney se muestra un
aumento significativo en la actividad de la Gpx a los 7 d (p<0.004), una disminucién
significativa a los 30 d (p<0.025), un aumento significativo a los 60 d (p<0.006) y una
disminucion significativa a los 90 d de tratamiento (p< 0.004) cuando se comparan los
grupos experimentales con el grupo control. Se puede observar con claridad que los
grupos en los que mayor actividad se cuantifica son 7 d y 15 d de tratamiento a ozono.
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5.6. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA GLUTATION REDUCTASA EN
LA SUSTANCIA NIGRA DE RATAS EXPUESTAS A OZONO

Los resultados de la cuantificacion de la actividad de la Gr, muestran
alteraciones de la actividad reductora de esta enzima por efecto de la exposicién a
ozono.
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Figura 18. El efecto de la exposicion a bajas dosis de ozono sobre la actividad de la enzima Glutation
reductasa. En el eje de las abscisas se muestran los grupos experimentales y en el eje de las ordenadas
se muestra la actividad de la enzima en nM de NADPH por minuto por mg de proteina de tejido (los
resultados son las medianas grupales). El asterisco marca las diferencias significativas respecto al
control.

Con la prueba de Kruskal-Wallis se muestran diferencias significativas entre los grupos
experimentales (p<0.000). Con la prueba de U de Mann Whitney se muestra un
aumento significativo (p<0.05) alos7d, 15d,30d, 60 dy 90 d de exposicién en
todos los casos comparados con el grupo control. Lo anterior indica que la exposicién a
ozono aumenta la actividad de la Gr en todos los grupos cuando se comparan con el
grupo control, con un maximo a los 15d y un minimo a los 90 d de tratamiento.

61



5.7. INMUNOHISTOQUIMICA CONTRA 3 NITROTIROSINA EN LA SUSTANCIA NIGRA
DE RATAS EXPUESTAS A OZONO

Para el andlisis de inmunohistoquimica contra este marcador de estrés
oxidativo, fueron tomadas cinco microfotografias de la sustancia nigra a 40x de
aumento de cada corte de tejido por rata, se analizaron 3 ratas por grupo y se
contaron las células inmunoreactivas a la 3-NT. Los resultados son los siguientes:

Figura 19. Efecto de la exposicion a bajas dosis de ozono sobre la inmunoreactividad al 3-NT.
Microfotografias a 40x en las que se muestran las imagenes representativas de cada grupo
experimental y la marca positiva del anticuerpo en color café.

Observe el aumento de células positivas desde los 7 d hasta los 60 d de
tratamiento, siendo éste ultimo grupo el que mayor inmunoreactividad presenta.
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5.7.1. NUMERO DE CELULAS INMUNOREACTIVAS A 3-NT
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Figura 20. Efecto de la exposicion a bajas dosis de ozono sobre el nimero de células inmunoreactivas
a 3-NT. En el eje de las abscisas se muestran los tratamientos de los grupos experimentales y en el eje
de las ordenadas se muestran las medianas de cada conteo celular. El asterisco marca las diferencias
significativas respecto al grupo control.

Con la prueba de Kruskal-Wallis se muestran diferencias significativas entre los
grupos experimentales (p<0.007). Con la prueba de U de Mann Whitney se muestra un
aumento significativo del marcador de estrés oxidativo a los 7 d (p<0.05), 15 d
(p<0.05), 30 d (p<0.046), 60 (p<0.05) y 90 d (p<0.05) de exposicidon a ozono, cuando se
comparan con el grupo control.
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5.7.2. DENSIDAD DE PIXELES POSITIVOS A LA INMUNOREACTIVIDAD A LA 3-NT
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Figura 21. Densidad de pixeles positivos en cinco microfotografias de la inmunoreactividad de 3-NT.
En el eje de las abscisas se muestran los grupos experimentales y en el eje de las ordenadas se
muestran las medianas de la frecuencia total de pixeles por 5 campos. El asterisco marca las
diferencias significativas respecto al control.

Con la prueba de Kruskal-Wallis se muestran diferencias significativas entre los
grupos experimentales (p<0.006). Con la prueba de U de Mann Whitney se muestra un
aumento significativo (p<0.05) en todos los grupos cuando son comparados con el
grupo control..
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5.8. INMUNOHISTOQUIMICA CONTRA LA ENZIMA PROTEINA 2 RELACIONADA CON
LA TIROSINASA O DOPACROMO TAUTOMERASA (TRP-2) EN LA SUSTANCIA NIGRA
DE RATAS EXPUESTAS A OZONO

Para el analisis de la inmunohistoquimica contra esta enzima fueron tomadas
cinco microfotografias de la sustancia nigra a 40x de aumento en cada corte de tejido
de cada rata, se analizaron 3 ratas por grupo y se contaron las células inmunoreactivas
a la enzima Trp-2. Los resultados son los siguientes:

Figura 22. Efecto de la exposicion a bajas dosis de ozono sobre la inmunoreactividad a la Trp-2.
Microfotografias a 40x en las que se muestran las imagenes representativas de cada grupo
experimental y la marca positiva del anticuerpo en color café.

Observe que desde los 7 d hasta los 60 d de tratamiento ocurre un aumento
en la inmunoreactividad a la Trp-2 y una disminucidn a los 90 d de tratamiento.
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5.8.1. NUMERO DE CELULAS POSITIVAS A LA INMUNOREACTIVIDAD DE LA ENZIMA TRP-2
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Figura 23. Efecto de la exposicion a bajas dosis de ozono sobre el nimero de células inmunoreactivas
a la enzima Trp-2. En el eje de las abscisas se muestran los grupos experimentales y en el eje de las
ordenadas se muestran las medianas de cada conteo celular. El asterisco marca las diferencias
significativas respecto al grupo control.

Con la prueba de Kruskal-Wallis se muestran diferencias significativas entre los grupos
experimentales (p<0.018). Con la prueba de U de Mann Whitney se muestra un
incremento significativo (p< 0.046 en todos los casos) alos 7d, 15d, 30 d, 60 d de
exposicién a ozono comparados con el grupo control, pero no asi en el grupo de 90 d
de tratamiento donde no existe diferencia significativa respecto al control.
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5.8.2. DENSIDAD DE PIXELES POSITIVOS A LA INMUNOREACTIVIDAD DE LA ENZIMA TRP-2
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Figura 24. Densidad de pixeles positivos en cinco microfotografias de la inmunoreactividad de Trp-2.
En el eje de las abscisas se muestran los grupos experimentales y en el eje de las ordenadas se
muestran las medianas de la frecuencia total de pixeles por 5 campos. El asterisco marca las
diferencias significativas respecto al control.

Con la prueba de Kruskal-Wallis se muestran diferencias significativas entre los
grupos experimentales (p<0.006). Con la prueba de U de Mann Whitney se muestra un
aumento significativo (p<0.05 en todos los casos) desde los 7 d hasta los 60 d y una
disminucion a significativa a los 90 d de tratamiento (p<0.05) al compararse con el
grupo control. Estos resultados también muestran que la menor densidad de pixeles se
observa en el grupo de 90 d de tratamiento.

67



5.9. HISTOQUIMICA PARA LA TINCION DE NEUROMELANINA EN LA SUSTANCIA
NIGRA DE RATAS EXPUESTAS A OZONO

Para el andlisis de la tincion de neuromelanina de la sustancia nigra de ratas,
fueron tomadas cinco microfotografias de la sustancia nigra a 40x de aumento en cada
corte de tejido de cada rata, se analizaron 3 ratas y se contaron las células positivas a
la reaccidn argéntica. Los resultados son los siguientes:

Figura 25. Efecto de la exposicion a bajas dosis de ozono sobre la tincion de neuromelanina.
Microfotografias a 40x en las que se muestran las imagenes representativas de cada grupo
experimental y la marca positiva en color marrén oscuro.

Observe la presencia de neuromelanina en mayor proporcion desde los 7 d de
tratamiento y la disminucién evidente a los 60 d y 90 d de tratamiento.
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5.9.1. NUMERO DE CELULAS POSITIVAS A LA TINCION ARGENTICA PARA NEUROMELANINA
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Figura 26. Efecto de la exposicion a bajas dosis de ozono sobre el nimero de células positivas a la
tincidon de neuromelanina. En el eje de las abscisas se muestran los grupos experimentales y en el eje
de las ordenadas se muestran las medianas de cada conteo celular. El asterisco marca las diferencias
significativas respecto al grupo control.

Con la prueba de Kruskal-Wallis se muestran diferencias significativas entre los
grupos experimentales (p<0.001). Con la prueba de U de Mann Whitney se muestra un
aumento significativo en el conteo celularalos 7d y 15d (p<0.021 en ambos casos) y
una disminucidn en la cantidad de células positivas a neuromelanina a los 60 d
(p<0.029) y 90 d (p<0.021) de tratamiento con ozono con respecto al control. Con esto
se observa que el grupo de 90 d de tratamiento muestra los valores mas bajos para la
tincion de neuromelanina.
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5.9.2. DENSIDAD DE PIXELES POSITIVOS DE LA TINCION DE LA TECNICA ARGENTICA PARA
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Figura 27. Densidad de pixeles positivos en cinco microfotografias de la tincion de neuromelanina. En
el eje de las abscisas se muestran los grupos experimentales y en el eje de las ordenadas se muestran
las medianas de la frecuencia total de pixeles por 5 campos. El asterisco marca las diferencias
significativas respecto al control.

Con la prueba de Kruskal-Wallis se muestran diferencias significativas entre los
grupos experimentales (p<0.000). Con la prueba de U de Mann Whitney se muestra
que la densidad de los pixeles correspondientes a la tincion de neuromelanina,
muestran un aumento significativo a los 7 d, 15 d y 30 d de tratamiento (p<0.05 en
cada caso) comparados con el grupo control. Sin embargo se observa una disminucién
significativa (p<0.021 en cada caso) a los 30 d, 60 d y 90 d de tratamiento al
compararse con el grupo control. De forma que se observa con claridad que a los 90 d
de tratamiento se presenta la menor densidad de pixeles correspondientes a la tincién
de neuromelanina.
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6. DISCUSION

Los resultados muestran que las alteraciones que se presentaron en el sistema
de defensa antioxidante y en el de formaciéon de neuromelanina, fueron consecuencia
de la exposicidon a bajas dosis de ozono y estas alteraciones pueden estar relacionadas
entre si.

6.1. SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE. SINTESIS DE GLUTATION, SISTEMA
GLUTATION Y NRF2

Se observa que los cambios que le ocurren a la sintesis de glutation asi como
los que ocurren en el sistema glutatidon se pueden analizar en dos etapas. La primera
(antes de los 30 d de tratamiento) en la cual el sistema de defensa produce una
respuesta eficiente ante el aumento de las especies reactivas y puede controlar el
dafio oxidativo. Y la segunda (mas alla de los 30 d de tratamiento) en la cual el sistema
de defensa mantiene una respuesta, pero ésta no logra prevenir el daifo oxidativo.
Llamaremos a la primera, etapa de compensacién y a la segunda la llamaremos etapa
de descompensacién.

Los niveles de glutation total presentan Unicamente dos variaciones
significativas, un incremento a los 15 d y una disminucién a los 90 d de tratamiento.
La explicacién a estos dos fendmenos estd relacionada con los resultados que se
obtuvieron en el estudio de la expresion de la y-glutamilcinsteinil sintetasa; el
aumento del glutatién total puede deberse a un incremento en la expresion de la
enzima que lo sintetiza, la y-glutamilcinsteinil sintetasa, sin embargo a los 15 d de
tratamiento no existe un incremento de la sintesis de esta enzima, por lo tanto el
aumento puede estar originado por una mayor disponibilidad de dos de precursores
del glutatidon y asi su sintesis de novo verse potenciada (Martinez , 2006) en otras
palabras, el glutamato vy la cisteina, podrian encontrarse en mayor disponibilidad y asi
mejorar la catdlisis enzimatica de la y-glutamilcinsteinil sintetasa (etapa de
compensacion). Sin embargo a partir de los 30 d de exposicién a ozono, la expresién
de la y-glutamilcinsteinil sintetasa se incrementa significativamente con valores
maximos a los 60 d de tratamiento sin una correlacidn con las concentraciones de GT
gue de hecho muestran los valores mas bajos a los 90 d de tratamiento. Lo anterior
sugiere que mas alld de los 30 d de exposicién se presenta una respuesta ineficiente
del sistema para la sintesis de novo de glutatién, en donde la y-glutamilcinsteinil
sintetasa, incrementa su expresidn pero es incapaz de formar glutatién probablemente
porque la disponibilidad de los precursores estad disminuida importantemente. Uno de
los componentes que limitan el ensamblaje del glutatién es la cisteina. Este
aminodcido reacciona ante la presencia de metabolitos oxidados de la dopamina (los
cuales aumentan cuando se incrementa el ambiente oxidativo) y se combina con ellos
para formar especies quimicas que limitan su disponibilidad (Fornstedt et al., 1986, Li
and Dryhurst, 1997; Méndez, 2004; Shen et al., 1997; Tse et al., 1976) De esta forma la
y-glutamilcinsteinil sintetasa se encuentra ante una falta de sustrato sobre el cual
actuar. Aun mas, es posible que las concentraciones de glutation total no se
incrementen junto al aumento significativo de la y-glutamilcinsteinil sintetasa por un
segundo fendmeno agregado: un secuestro de glutation por interaccién con los
metabolitos oxidados de la dopamina, es decir la formacidn de especies como la 5-S-
glutationil-dopamina que eventualmente originara a la 5-S-cisteinil-dopamina
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(Fornstedt et al., 1986; Prota 1988, Spencer et al.,, 2002; Tse et al., 1976). Con lo
anterior se observan los mecanismos por los cuales sobreviene la incapacidad de la y-
glutamilcinsteinil sintetasa para elevar las concentraciones de glutation total en la
etapa de descompensacion.

Ademas de estas alteraciones en la cantidad de glutatidn total, también se
presentan cambios en las concentraciones de sus formas reducida (GSH) y oxidada
(GSSG). Sin embargo la proporciéon de ambas depende de la actividad de las enzimas
del sistema glutatidén, la Gr y la GPx que también presentan modificaciones. A los 7 d
de tratamiento con ozono, se presenta un incremento significativo de la actividad de la
GPx que se refleja en un aumento de la cantidad de GSSG, pero que no es proporcional
al incremento de la actividad de la enzima, esto se explica porque la Gr, enzima
encargada de reducirlo, también presenta un incremento significativo de la actividad y
puede controlar la produccién de GSSG, aunque éste logra permanecer por encima de
las concentraciones del GSH. Esto indica que la GPx mantiene una tasa de produccién
de GSSG mayor que la tasa de reduccion de la Gr, quizas esto se deba a que ambas
enzimas requieren de selenio para su funcién y la disponibilidad de este metal impacta
en la catalisis de ambas (Lauretani et al., 2007). De esta forma es posible que si una de
las dos aumenta su actividad, limite la disponibilidad del selenio para la otra. Por eso
en esta etapa de compensacidon podemos observar a los 15 d de tratamiento, al mayor
incremento de la actividad de la Gr con una disminucion de la actividad de la GPx, sin
embargo ésta logra mantener valores semejantes a los del grupo control, y de igual
forma las concentraciones de GSH y GSSG son semejantes a los valores del grupo
control. Con esto se observa que el desequilibrio de la actividad de la GPx aun puede
ser compensado y el sistema logra mantener niveles fisioldgicos. Por el contrario en la
etapa de descompensacion, a los 30 d de tratamiento, observamos que la actividad de
la Gr presenta un incremento de la actividad incluso menor que el de los 15 d de
tratamiento y se acompafia de una disminucion significativa de la actividad de la GPx
que la lleva por debajo de los valores fisioldgicos observados en el grupo control. Esto
significa que el sistema ya no puede compensar el desequilibrio y la GPx pierde
actividad, ademads de que la relacidn entre las especies de glutatiéon se muestra con un
incremento del GSH sobre el GSSG. Esto sugiere que el GSH al no ser utilizado como
agente reductor por la GPx, no pasa a su forma oxidada y no confiere proteccién ante
el dafo oxidativo. En esta etapa el desequilibrio de las reacciones de éxido-reduccion,
induce un intento de respuesta de defensa a los 60 d de tratamiento por parte de la
GPx, misma que eleva las concentraciones de GSSG importantemente pero al mismo
tiempo limitando la disponibilidad al selenio (Lauretani et al., 2007) y con ello
impidiendo a la contraparte reductora de la Gr que no puede corresponder al aumento
de GSSG y muestra una incapacidad para restituir los valores de GSH. Con todo lo
anterior podemos observar que el efecto de la exposicién a ozono genera en el sistema
glutation un desequilibrio tal que lleva a una respuesta ineficaz de defensa contra la
creciente formacidn de especies reactivas y se observa de forma evidente la pérdida
de la eficacia a los 90 d de tratamiento, donde las concentraciones de GSH, de GSSG vy
la actividad de ambas enzimas muestran valores muy por debajo de los fisiolégicos
observados en el grupo control.

Adicionalmente es de esperarse que el efecto protector del sistema glutation,
en particular el de la GPx, se vea relacione con los valores del marcador de estrés
oxidativo, la 3-NT. Se puede observar que a los 60 d de tratamiento se encuentra un
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gran dano oxidativo reflejado por el incremento en los valores de la 3-NT, que ademas
de ser los mas elevados ocurren a pesar del aumento de la actividad de la GPx. Esto es
una evidencia de que en la etapa de descompensacidén ocurre una incapacidad de la
GPx para prevenir el dafio, una falta de eficacia de la Gr para restaurar las
concentraciones de GSH y una imposibilidad del sistema para controlar los valores
crecientes del marcador de estrés oxidativo.

Finalmente en cuanto al sistema de defensa antioxidante una regulacion
indispensable en el control del glutation es el Nrf2, ya que es un inductor de la sintesis
de la enzima y-glutamilcisteinil sintetasa (Lee and Johnson, 2004) que se encarga del
paso limitante para la formacién del glutation. Se observa que el incremento de la
expresion de Nrf2 se acompaia también del aumento de la y-glutamilcisteinil
sintetasa, sin embargo a los 90 d de tratamiento se presenta una disminucién
significativa en cuanto a la translocacién al nudcleo, que no se acompafia de un
descenso proporcional de la expresion de la y-glutamilcisteinil sintetasa. Lo anterior
significa que es probable que no exista una participacion unica del Nrf2 en la induccién
de la expresion de la y-glutamilcisteinil sintetasa y que otros mecanismos estan
involucrados en su expresion. Por ejemplo, en estudios sobre el orden de la secuencia
de consenso de los ARE (PUuTGAPirNNNGCR, en donde Pu son purinas, Pir son
pirimidinas y N es cualquier aminoacido)(Rushmore et al., 1991) se ha observado que
existe un patrén de conservacion entre los distintos genes que codifican para enzimas
detoxificantes y antioxidantes (Klaassen and Reisman, 2010) como la y-glutamilcisteinil
sintetasa (Moinova and Mulcahy, 1998). Es posible que esta secuencia conservada ARE
sea activada por otras vias distintas a la del Nrf2, si estos activadores poseen una
estructura definida, como la de los compuestos electréfilos, ejemplos son
hidroperéxidos, quinonas y metales pesados (Prestera et al., 1993, Moinova and
Mulcahy, 1998, Dinkova-Kostova et al., 2001, Nguyen et al., 2003) que sabemos se
encuentran en los tejidos de 90 d de tratamiento por efecto de la exposicion a ozono.
Con base en lo anterior sugerimos que probablemente sean los compuestos
electrofilos los responsables de mantener en cierto grado la expresidon de los genes
conservados ARE de la y-glutamilcisteinil sintetasa cuando el Nrf2 ha dejado de
trasnlocar al nucleo. Pero la pérdida de la translocacién al nucleo puede deberse a las
alteraciones en los mecanismos de migracién del Nrf2 al ndcleo. En experimentos se
ha comprobado que cuando se generan alteraciones en las sefales de localizacién
nuclear (NLS) se puede impedir la translocacion del Nrf2 al nucleo. Han sido descritas
moléculas que se involucran en este fendmeno como las importinas alfa 5 y beta 1
(Theodore et al.,, 2008). Sugerimos que el sistema de importacion nuclear es
probablemente un participante que puede verse directamente alterado por Ia
presencia exacerbada de especies reactivas y con esto impedir el ingreso y
acumulacién del Nrf2 a los 90 d de tratamiento.

6.2. SINTESIS DE NEUROMELANINA

La pérdida de la capacidad protectora del sistema de defensa antioxidante por
efecto del tratamiento con ozono se ve reflejada en la produccién de neuromelanina.

En el metabolismo de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra, se
requiere de metales como el hierro y se sabe con detalle por trabajos de investigacion,
gue si el hierro es quelado, por ejemplo con una desferroxamina, se disminuye la
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posibilidad de formacidn de radicales libres mediados por éste y en paralelo se observa
también un decremento en la formacién de neuromelanina (He et al., 2011). Con esto
explicamos que el incremento gradual de neuromelanina que se presentaalos7dy 15
d de tratamiento, es una forma de respuesta del sistema ante al incremento del
ambiente oxidativo causado por la exposicion a ozono. De igual forma podemos
observar que en esta etapa se incrementa proporcionalmente la expresion de la
enzima Trp-2 segln lo esperado por resultados donde se observa el papel de la Trp-2
en la oxidacion de metabolitos que son precursores de neuromelanina (Okun, 1996;
Méndez, 2004). Lo anterior indica que en nuestro modelo animal el sistema esta
incrementando la expresién de la enzima y la formacién de neuromelanina de se debe
por lo menos a la via enzimatica de oxidacién de la dopamina. Sin embargo los
reportes indican que la principal via de formacién es la de autooxidacion de dopamina
(Méndez, 2004) por lo que probablemente en nuestro modelo coexistan ambas vias.
Ademas trabajos recientes han demostrado que la sintesis de neuromelanina esta
favorecida por la via de autooxidacién de dopamina cuando se encuentra en el
citoplasma la dopamina-o-quinona que en un equilibrio de o&xido-reduccién, se
modifica por autooxidacion y forma otras quinonas como el leucoaminocromo, que a
su vez origina al aminocromo que igualmente da lugar mediante rearreglos, a las dos
guinonas propuestas como las formadoras de neuromelanina, el 5,6-Dihidroxi-indol y
el Indol-5,6-quinona (Bisaglia et al., 2010). Con base en nuestras evidencias y las de
otros trabajos sugerimos que en nuestros resultados de la etapa de compensacion, se
presenta un equilibrio de las reacciones de oxido-reduccidon resultado de una
respuesta eficiente del sistema de defensa antioxidante y ademas el sistema de
formacién de neuromelanina es capaz de proveer proteccién contra el dafio oxidativo
mediante la formacion de éste pigmento.

Aunque la presencia de las especies oxidantes es necesaria para el aumento de
la formacion de neuromelanina, después de los 30 d de tratamiento se observa que
son estas mismas especies las responsables de la disminucién significativa de la
formacién del pigmento. Ademads se observa una disminucidon progresiva en la
formacién de neuromelanina, lo cual indica que el sistema es incapaz de compensar las
alteraciones oxidantes y disminuye la formacién del pigmento. Las causas son diversas,
las reacciones de autooxidacion de la dopamina en presencia de L-cisteina, tienen un
camino metabdlico distinto al que seguiria la dopamina-o-quinona sin la presencia de
este aminodcido (Tse et al., 1976, Fornstedt et al., 1986). La cisteina libre en el medio y
el mismo glutation reducido, al coexistir con un aumento de dopamina-o-quinona,
experimentan un ataque nucleofilico mediado por ésta y forman conjugados 5-S-
cisteinil, como la 5-S-cisteinil dopamina y la 5-S-glutationil-dopamina. Esta ultima
eventualmente es capaz de producir 5-S-cisteinil-dopamina mediante la intervencién
de una peptidasa (Méndez, 2004). Ademds éstos dos metabolitos se alejan de la via
metabdlica de formacion de neuromelanina (Bisaglia et al., 2010) y formaran especies
guimicas de la familia de las hidrobenzotiazinas como el DHBT-1 mediante reacciones
de autooxidacion. Lo anterior muestra que a pesar del mantenimiento de la expresion
de la Trp-2 en esta segunda etapa, el sistema no es capaz de resarcir la disminucién de
formacién de neuromelanina. En la Enfermedad de Parkinson también se presenta el
fenédmeno en el que disminuye la neuromelanina y se agrega un fenémeno de
neurodegeneracion selectiva de las células dopaminérgicas. Es posible que en las
neuronas dopaminérgicas de los pacientes con Enfermedad de Parkinson, ocurran
fendmenos similares a los observados en este trabajo (cambios en el sistema de
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defensa antioxidante y formacion de neuromelanina), tomando en cuenta que
también cursan con el establecimiento de un estado de estrés oxidativo, como se
observa en la etapa de descompensacién de nuestro modelo animal.

Ademas en los experimentos de inmunohistoquimica e histoquimica se observd
un patrén caracteristico a los 90 d de tratamiento y fue la disminucién de la poblacidn
celular. Esto tiene relacién directa con la pérdida progresiva de células que caracteriza
a las enfermedades neurodegenerativas y su reducido numero de neuronas
sobrevivientes en etapas avanzadas. En diversos estudios se puede observar que existe
muerte neuronal cuando se acumulan de forma critica las alteraciones que genera el
establecimiento de un estado de estrés oxidativo. Para el caso de este trabajo es
importante observar que una de las consecuencias del aumento del ambiente
oxidativo es la interaccidn de las quinonas de dopamina con los grupos tiol, que como
ya hemos visto originardn quinonas del tipo de la 5-S-glutationil-dopamina,
secuestrando al glutatién y formando ulteriormente a la 5-S-cisteinil-dopamina.
Existen mecanismos de muerte neuronal que se activan cuando se forman éstos
conjugados y ocurren bdsicamente por dos procesos: mediante las alteraciones que
comprometen el metabolismo energético neuronal y mediante la activaciéon de
mecanismos de apoptosis. Los conjugados de quinonas de dopamina con el grupo tiol,
ejemplo es la 5-S-Cisteinil-dopamina, llevan a la formacién de especies quimicas del
tipo de las benzotiazinas como el DHBT-1 (extensamente estudiado como un
blogueador del complejo 1 de la cadena respiratoria mitocondrial) y también llevan al
inicio de procesos apoptdticos a través de la activaciéon de la caspasa 3 (Li and
Dryhurst, 1997, Shen et al., 1997, Spencer et al., 2002).

Adicionalmente sabemos que la inhibicion de las enzimas de la cadena respiratoria
mitocondrial, acelera la formacidon de especies reactivas del oxigeno como el anién
superodxido y el perdxido de hidrégeno y que ambos pueden dar lugar a radicales como
el hidroxilo y el peroxinitrito, que son una importante amenaza oxidativa para la célula.
Con todo lo anterior se explica la disminucion significativa en el numero de células a
los 90 d de tratamiento.

Estos resultados llevan a sugerir que a los 30 d de tratamiento se establece un
punto de no retorno en el cual se instaura un estado de estrés oxidativo que altera
completamente la homeostasis celular en nuestro modelo experimental, ademas el
sistema es incapaz readaptarse a los cambios oxidativos y prevenir los fendmenos que
llevan a la neurodegeneracién de la sustancia nigra.

Finalmente con este trabajo se observa el impacto negativo de la exposicion a
ozono, que representa una forma real y actual de fotocontaminacién que atafie
extensamente a los asentamientos urbanos y cuyas consecuencias pueden ser
semejantes a las observadas en nuestro modelo animal. Puede existir una relacién
entre el ozono troposférico de las grandes urbes y los casos de pacientes con
neurodegeneracioén y ser de dificil reconocimiento por tratarse de una alteracion muy
silenciosa hasta el momento en que se manifiesta, es decir cuando es irreversible.
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7. CONCLUSIONES

El estrés oxidativo causado en ratas por la exposicidon a bajas dosis de ozono,
produce alteraciones en las concentraciones de glutation y de la relacién entre
sus formas reducida (GSH) y oxidada (GSSG).

El aumento de la expresidon de la enzima y-GCS a partir de los 30 d de
tratamiento no es capaz de incrementar las concentraciones de glutation.

El aumento de la inmunoreactividad de la 3-NT esta directamente relacionada
con el aumento de los dias de exposicidn a ozono.

En nuestro modelo, la Trp-2, se asocia con el aumento del estrés oxidativo
generado por la exposicion a ozono.

El estrés oxidativo en nuestro modelo incrementa la presencia de
neuromelanina hasta los 15 dias de exposicidn a ozono.

Los resultados de éste trabajo, indican que la exposicidn a ozono se relaciona
con los cambios neurodegenerativos de la sustancia nigra de rata.
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8. APENDICE

Prueba de Levene

Estadistica Prueba de Levene

Tabla 8. Prueba estadistica de Levene

Glutation total 14.120 0.000
GSH 6.379 0.000

GSSG 4.611 0.003

GPx 5.890 0.001

Gr 2.863 0.031

y-GCS 1.739 0.200

Nrf2 7.896 0.002

Trp-2 1.212 0.361

3-NT 3.221 0.045

y-GCS pixeles positivos 4.023 0.022
Nrf2 pixeles positivos 8.724 0.001
Trp-2 pixeles positivos 2.544 0.086
3-NT pixeles positivos 3.904 0.025
Neuromelanina 11.585 0.000
Neuromelanina positivos 2.278 0.090

Con estos resultados se observa que la hipdtesis alterna (H1) no se puede rechazar en
la mayoria de los grupos por lo que se concluye que no se presenta homocedasticidad,
Unicamente en 4 grupos sombreados con amarillo se puede aceptar la hipdtesis nula
que afirma la homogeneidad de varianzas, sin embargo, para aplicar una prueba
robusta en la que se incluyan todos los grupos de variables dependientes, se decide
que las pruebas estadisticas de eleccidon seran de naturaleza no paramétrica. Por esta
razén se graficaron en todos los grupos las medianas calculadas para cada uno.
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Para el contraste de las k medianas se utilizd la prueba de Kruskal-Wallis de la
siguiente forma:

HO: las k medianas son todas idénticas
H1: al menos una de las k medianas son diferentes

Tomando en cuenta el alfa minimo del 5% (.05) se procede a realizar la prueba de
contraste obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 9. Prueba estadistica de Kruskal-Wallis

Glutation total 0.001
GSH 0.000

GSSG 0.000

GPx 0.000

Gr 0.000

y-GCS 0.007

Nrf2 0.007

Trp-2 0.018

3-NT 0.007

y-GCS pixeles de marca 0.006
Nrf2 pixeles de marca 0.006
Trp-2 pixeles de marca 0.006
3-NT pixeles de marca 0.006
Neuromelanina 0.001
Neuromelanina pixeles de marca 0.000

Con estos resultados obtenidos podemos rechazar la hipdtesis nula de igualdad de las
medianas por lo que se concluye que hay diferencia significativa entre los grupos
experimentales de cada una de las variables dependientes de estudio.
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Para la estadistica central de este trabajo se utilizd la prueba de U de Mann Whitney
para identificar a los grupos experimentales que difieren respecto al grupo control y
observar las diferencias significativas respecto a este grupo:

Nivel investigativo: relacional
Objetivo estadistico: comparativo
Variable de estudio: numérica

Tabla 10. Prueba estadistica de U de Mann Whitney

Glutation total
GSH 0.004 0.006 0.004 0.004
GSSG 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004

GPx 0.004 ! 0.025 0.006 0.004
Gr 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004
y-GCS 0.046 - 0.046 0.046 0.046

Nrf2 0.046 0.050 0.050 0.050

Trp-2 0.046 0.046 0.046 0.046
3-NT 0.050 0.050 0.046 0.050 0.050
y-GCS pixeles de marca 0.050 - 0.050 0.050 0.050

Nrf2 pixeles de marca 0.050 0.050 0.050 0.050 -
Trp-2 pixeles de marca 0.050 0.050 0.050 0.050 0.050
3-NT pixeles de marca 0.050 0.050 0.050 0.050 0.050
Neuromelanina 0.021 0.021 - 0.029 0.021
Neuromelanina pixeles de
0.021 0.021 0.021 0.021 0.021
marca

Con estos resultados se observa que los valores sombreados no representan diferencia
significativa respecto al control, sin embargo el resto si. Estos valores se pueden
observar en las graficas correspondientes a cada variable de estudio.
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