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INTRODUCCION

La hipertermia activa mecanismos de proteccién que podrian tener un
beneficio terapéutico, en particular en aquellas enfermedades que comparten
como factor comun una falla crénica en al metabolismo energético (Karunanithi

et al., 1999; Franklin et al., 2005; Neal et al., 2006).

El acido 3-nitropropionico (3-NP) es un inhibidor del complejo Il de la
cadena transportadora de electrones mitocondrial, que tiene la capacidad de
inactivar irreversiblemente la enzima succinato deshidrogenasa (Coles et al.,
1979). Al interrumpir el metabolismo energético, forma especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno, ademas de una disminucién de las concentraciones de
ATP (Schulz et al., 1995), lo que conduce a la muerte celular. En este sentido,
la administracion cronica del acido 3-NP produce lesiones en el cerebro
confinadas al cuerpo estriado con pérdida de las proyecciones de las neuronas
espinosas (Beal et al., 1993). Esta disfuncion mitocondrial es un indicador de
los cambios metabdlicos que son comunes a muchas de las enfermedades
neurodegenerativas. El uso del &cido 3-NP constituye un modelo adecuado
para el estudio de estos cambios en donde la produccion de energia juega un
papel evidente en la patogénesis de este tipo de enfermedades (Broulliet et al.,

2005).

Una respuesta celular ante un estimulo que produce estrés, como la
hipertermia, es la atenuaciéon gradual de esa respuesta a través del fenbmeno
de adaptacién. La adaptacion involucra la activacion de un mecanismo
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protector que podra incluir un aumento en la expresion o bien en la activacion
de moléculas de proteccién tales como las proteinas de choque térmico
(HSP’s). Se ha planteado la posibilidad de que parte del deterioro cognitivo que
acompafa al dafio a nivel cerebral caracteristico de algunas enfermedades
neurodegenerativas, pudiera estar asociado al agotamiento de las reservas de
adaptacion del cerebro (Heininger, 2000). Esta premisa plantea la posibilidad
del uso de una terapia dirigida a restaurar los mecanismos de autodefensa.
Por ejemplo, se sabe que la adaptacion a la restriccion calérica en modelos
animales de la enfermedad de Alzheimer puede inducir la produccién de las
proteinas de choque térmico y de factores neurotréficos que son capaces de
estimular la produccion de enzimas antioxidantes de proteccion e incluso a su
vez, son capaces de promover la neurogénesis (Mattson, et al., 2000; Mattson,
et al., 2002). Bajo condiciones normales de temperatura, la concentracion basal
de las HSP’s celular es baja. Sin embargo, el aumento de algunos grados en la
temperatura basal incrementa la trascripcion de los genes de choque térmico
con la consiguiente sobreexpresion de los mismos. La unién de las HSP’s tanto
con proteinas en formacién como con proteinas desnaturalizadas de la célula,
protege la funcién de esas proteinas celulares y asegura en su momento el
correcto ensamblaje y reciclamiento de las mismas. El estrés previo asegura
un efecto protector sobre el estrés subsiguiente y mas severo (Latchman,

2001).

]
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MITOCONDRIA

La mitocondria es un organulo celular que esta presente en todos los
organismos eucariotas. La principal funcion de la mitocondria es mantener la
respiracion aerobica y proveer energia a la célula -en forma de trifosfato de
adenosina (ATP)- para las rutas metabolicas de la misma. La mitocondria tiene
una participacion fundamental en diferentes vias de sefalizacion celular,
particularmente en la via de la muerte celular programada o apoptosis.
Ademas, en la mitocondria también se llevan a cabo procesos metabdlicos que
incluyen el ciclo de Krebs, la B-oxidacién de los &cidos grasos, la sintesis de

lipidos y de colesterol (Mathews y van Holde, 1998; Schapira, 2006).

Cada mitocondria posee de 10 a 15 copias de un fragmento de acido
desoxirribonucleico mitocondrial (mtDNA). EI mtDNA esta formado por 16,596
pares de bases. Este mtDNA codifica 13 polipéptidos, 22 fragmentos de acido
ribonucleico (RNA) de transferencia (tRNA) y 2 fragmentos de RNA
ribosomales (rRNA) que codifican proteinas esenciales para el transporte de
electrones y para la generacion de ATP y; por consecuencia contribuyen a la

fisiologia celular normal (Anderson et al., 1981; Mathews y van Holde, 1998).

La mitocondria esta formada por cuatro compartimentos principales: la
membrana externa, la membrana interna, el espacio intermembrana y la matriz

mitocondrial (Tabla 1) (Lehninger, 1965; Tzagoloff, 1982).

]
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Tabla 1. Propiedades de los diferentes compartimientos de la mitocondria

(Tomado de: Hicks-Gémez, 2006)

Composicién

Alto contenido de colesterol

Caracteristicas

Sistemas enzimaticos
NADH-citocromo c reductasa
Acil-CoA sintetasa

Membrana 60% de proteinas Permeable para iones y Nucledsido difosfato cinasa
externa 40% de lipidos moléculas pequefias Monoamino oxidasa
Alta concentracion de porinas
. Cinureina oxidasa
Espacio Sustratos metabélicos que Colina fosfotransferasa
intermembranal difunden al interior de la Adenilato cinasa
mitocondria Sulfito oxidasa
NADH deshidrogenasa
Succinato deshidrogenasa
5% ) ATP Eg-sultf)oproteinas
% de proteinas itc,b, ciya-as
Membrana 20% de lipidos oS eble para | e FOFL-ATPasa
Interna Alta en cardiolipina Imp_ermea_ € para lamayoriade  p; o translocasa
o0s iones, incluso H - -
Dicarboxilato translocasa
Tricarboxilato translocasa
B-oxidacion de cidos grasos
Contiene MDNA g?crrop:jeé?( ;?(lerk;Jsvato deshidrogenasa
. Enzimas para su transcripcion o ‘L
Matriz B-oxidacion de acidos grasos

Ribosomas, ATP, ADP, Pi,
Mg?, Ca**, K*

Glutamato deshidrogenada
Ornitina transcarbamilasa

La membrana interna esta plegada y forma crestas que se proyectan

hacia el interior de la mitocondria. En ésta, se encuentran embebidas las
proteinas transportadoras, principalmente citocromos, que forman la cadena
respiratoria. Dichas proteinas transportadoras se ensamblan en cinco
complejos multiproteicos: | (NADH deshidrogenasa), Il  (succinato
deshidrogenasa), Ill (complejo citocromo bc), IV (citocromo c oxidasa) y V (ATP

sintetasa) (Mathews y van Holde, 1998) (Fig. 1).
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Fig. 1. Complejos multiproteicos que forman la cadena transportadora de electrones (Tomado de: Van Houten et al.,
2006).

El complejo | es una flavoproteina grande y compleja que tiene mas de
25 cadenas polipeptidicas, se encuentra embebido en la membrana interna de
la mitocondria. EI complejo | cataliza la reaccion de reduccién de la ubiquinona
(UQ) a ubiquinol (UQH,), al aceptar un ion hidruro (dos electrones y un protén)
proveniente del NADH, que a su vez lo transfiere a su grupo prostético FMN
(mononucledtido de flavina). EI complejo también tiene entre cinco y ocho
centros Fe-S, a través de los cuales pasan los electrones del FMN a la UQ

(Hicks-Gomez, 2006).

El complejo Il (succinato-ubiquinona reductasa) también cataliza la
reduccion del UQ a UQH,. En este caso el donador de electrones es el
succinato, un intermediario del ciclo del acido citrico. Este complejo es mas
simple y pequeiio que el complejo I. La succinato-ubiquinona reductasa
contiene cuatro polipéptidos que contienen los centros cataliticos de la

succinato deshidrogenasa. La succinato deshidrogenasa es la enzima que
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oxida el succinato a fumarato en el ciclo del acido citrico y que tiene como
grupos prostéticos FAD (flavin adenin dinucleétido) y un centro de fierro y
azufre (Fe-S) con cuatro atomos de fierro. Las subunidades pequefias son
ferrosulfoproteinas, con un total de tres centros Fe-S, en los que se recibe a los

electrones del FAD que se les transfiere a la UQ (Hicks-Gomez, 2006).

En el complejo lll se denomina ubiquinol-citocromo c reductasa o
complejo del citocromo bc;. Esta reductasa es un oligdbmero de al menos ocho
proteinas diferentes, incluyendo los citocromos bsgy, bses ¥ €1, ademas de una
ferrosulfoproteina. Estas proteinas se encuentran ubicadas de modo asimétrico
en la membrana interna de la mitocondria; el citocromo b atraviesa por
completo la membrana, y tanto el citocromo c¢; como la ferrosulfoproteina se
encuentra en la superficie externa. El contacto entre los dos acarreadores de
electrones (la ubiquinona y el acarreador monoelectrénico [citocromos bsey, bsgs
c1 Yy c]) se realiza por una serie de reacciones, denominada ciclo Q. El UQH; se
oxida a UQ y el citocromo ¢ se reduce. Este complejo funciona como una
bomba de protones. Debido a la orientacion asimétrica del complejo, los
protones producidos cuando el UQH2 se oxida a UQ se liberan al espacio
intermembranoso, lo que genera una diferencia en la concentracién de
protones del interior y el exterior de la mitocondria (gradiente transmembrana

de protones) (Hicks-Gomez, 2006).

La citocromo ¢ oxidasa atraviesa la membrana mitocondrial interna,

cataliza la reduccion del O, por cuatro electrones y, como consecuencia se
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forma agua. Ademas bombea dos protones al espacio intermembranoso. Este
complejo estd constituido por los citocromos a y as, que consisten en dos
grupos hem unidos a diferentes regiones de la misma molécula, pero desde el
punto de vista espectroscépico y funcional son distintos. El citocromo ¢ oxidasa
también contiene dos iones de cobre, Cua y Cug, que son fundamentales en la
transferencia de electrones de oxigeno. Este complejo transfiere cuatro
electrones al oxigeno (O), sin generar intermediarios reducidos de manera
incompleta, como el peroxido de hidrégeno (H,O,) o los radicales libres
hidroxilo (OH-), que son muy reactivos y pueden dafiar estructuras celulares

(Hicks-Gomez, 2006).

La ATP sintasa es la enzima que permite la sintesis de adenosin
trifosfato (ATP) a partir de adenosin difosfato (ADP) en la mitocondria; esta
enzima es la estructura mas compleja de la membrana mitocondrial interna.
Esta constituida por dos subunidades funcionales: la Fo, que es una proteina
liposoluble transmembrana compuesta por 10 o 12 subunidades y contiene un
canal para la translocacion de protones; y F1, que es una proteina hidrosoluble
ubicada en la periferia de la membrana, formada por cinco tipos de
subunidades y facilmente disociable de F, por medio de urea. La F;
solubilizada puede hidrolizar el ATP, pero no sintetizarlo, de ahi su nombre de

ATPasa (Hicks-Gomez, 2006).
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ESTRES OXIDATIVO

El metabolismo oxidativo continuamente genera especies de O3
parcialmente reducido, que son mas reactivas y, por tanto, mas toxicas que el
mismo O,. La reduccion de un electron del O, produce un ion superéxido (Oy);
la de un electron adicional produce H,O; y; un tercer electron separa el oxigeno
en un radical OH- (Mathews, 1998). La produccion de los radicales superéxido
ocurre principalmente en dos puntos de la cadena transportadora de

electrones, en el complejo | y en el complejo IIl (Finkel y Holbrook, 2000).

Por otro lado, la produccién de especies reactivas de oxigeno puede
interrumpir a los transportadores de glutamato en la membrana de los
astrocitos y neuronas (Trotti et al., 1998). Los transportadores de glutamato se
encuentran concentrados a través de la membrana neuronal (Zerangue y
Kavanaugh, 1996). La funcion de éstos transportadores es mantener baja la
concentracion extracelular del glutamato y como consecuencia, ayudar a
proteger a las neuronas de la sobreestimulacion excitatoria producida por la
accion de éste neurotransmisor. La exposicion excesiva a glutamato resulta
toxica para las neuronas, probablemente por potenciar la entrada masiva de
calcio (Ca®") a la célula (Lipton y Roseberg, 1994). Los efectos mediados por el
Ca?* sobre la activacién del receptor pueden involucrar varias rutas que causan
estrés oxidativo promoviendo un circulo vicioso. La estimulacion de la
fosfolipasa A2 mediada por el receptor a glutamato el N-metil-D-aspartato
(NMDA), activa la cascada del &acido araquidonico lo cual desencadena la

produccion de radicales libres (Dumuis et al., 1988).

]
QFB ISRAEL GUERRERO LINARES 10 FARMACOLOGIA BASICA, UMSNH



EFECTO NEUROPROTECTOR DE LA HIPERTERMIA SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO ASOCIADO A LA
TOXICIDAD DEL ACIDO 3-NITROPROPIONICO

Por otra parte, la elevada concentracién de Ca?* intraneuronal activa las
peptidasas, tales como la calpaina |, la cual puede catalizar la conversion
enzimatica de la xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa (Moldoveanu et al.,
2002). Dicha conversion conduce a la generacion de O3 e induce la formacién
de oxido nitrico por la sintasa del oxido nitrico. Las especies reactivas de
oxigeno producidas constantemente en condiciones normales son atrapadas
por diferentes enzimas tales como la superéxido dismutasa (SOD), la glutatién
peroxidasa (GSHPX) y por la catalasa. Otras moléculas antioxidantes pequefias
como el glutation, el acido ascorbico y el a-tocoferol también participan en la
detoxificacion de los radicales libres. Estas defensas antioxidantes endégenas
son superadas cuando hay sobreproduccion de radicales libres por la
participacion de las enzimas prooxidantes citosolicas, lo que produce la
inactivacion de los sistemas de detoxificacion y la falla en el adecuado

recambio de los antioxidantes (Oliver et al., 1990).

Las especies reactivas de oxigeno alteran la fisiologia y la integridad
celular por actuar en sitios blanco tales como las proteinas, el DNA y las
membranas celulares (Davies y Delsignore, 1987). Asi, la disfuncion celular y
mitocondrial puede conducir a alteraciones graves en la funcion fisiolégica del
individuo. Las enfermedades mitocondriales humanas incluyen las mutaciones
del mtDNA y DNA nuclear, asi como los defectos inducidos por toxinas
(Grollman y Moryia, 1993; Purgan et al., 1994; Schapira, 2006). La disfuncion
mitocondrial, la excitotoxicidad y el estrés oxidativo son procesos que estan

interactuando en las enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad

]
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de Huntington, la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer. Se
sabe que la producciéon de energia juega un papel evidente en la patogénesis
de este tipo de enfermedades (Albin y Greenamyre, 1992; Beal, 1992; Beal,

2000).

ACIDO 3-NITROPROPIONICO

El &cido 3-nitropropionico (3-NP) es una toxina mitocondrial, que inhibe
de manera irreversible la actividad de la enzima succinato deshidrogenasa
(SDH), una enzima que participa tanto el ciclo de Krebs como en el complejo I
y lll de la cadena transportadora de electrones. Esto produce un dafio en el
metabolismo energético, formando especies reactivas de oxigeno y nitrégeno,
ademas de la disminucién de las concentraciones de ATP (Beal et al., 1993;

Brouillet et al., 1995).

La SDH cataliza la oxidacion de succinato a fumarato. EI mecanismo
bioquimico de la inhibicion de la SDH por el acido 3-NP aun no ha sido
probado, pero la similitud entre las estructuras del 3NP (C3HsNO,) y el acido
succinico (C4HsO4) puede ser la clave en la potencia del 3NP (Schapira, 2006;

Browne y Beal, 2002) (Fig. 2).

’Cl‘-" O
~NZ O OH
oH @
Acido 3-Nitropropionico Acido Succinico

Fig. 2. Estructura quimica del 3-NP y del &cido succinico (Tomado de www.sigma-aldrich.com)
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Actualmente hay dos teorias sobre
el mecanismo de accion del acido 3-NP
que predominan. Una hipotesis propone
que la forma dianion del acido 3-NP
puede generar  carbaniones que
preferencialmente reaccionan con la
fraccion flavin de la SDH formando un
aducto que altera el sustrato especifico de
la enzima (Alston et al., 1977).
Alternativamente, la otra teoria sugiere
qgue el sustrato se une al sitio de la SDH
gue es el mismo sitio blanco para el acido
3-NP. Se ha demostrado que la forma
dianion del acido 3-NP puede unirse a la
SDH, formando nitroacrilato. Este grupo
acrilato puede reaccionar con el grupo tiol
de la SDH y unirse irreversiblemente a
este grupo para bloquear el acceso del

succinato a la enzima (Coles et al., 1979).

El efecto inhibidor del acido 3-NP

v éx[)
Caspases :

Fig. 3. Representacién esquematica de los
mecanismos de degeneracion estriatal inducida
por el 3-NP. 1) Inhibiciébn de la succinato
deshidrogenasa. 2) Decremento del potencial de
membrana mitocondrial. 3) Liberacién de Cit-c.
4) Activacion de las caspasas. 5) Incremento del
Ca’" intracelular. 6) Incremento de las especies
reactivas de nitrogeno. 7) Acti-vacion de la
calpaina. 8) Produccion masiva de ROS. 9)
Activacion de JNK. (Tomado de: Brouillet et al.,
2005).

en la mayoria de las regiones cerebrales es similar a excepcion del cuerpo

estriado en donde el efecto del acido 3-NP es mas acentuado. Existen diversos

mecanismos de degeneracion estriatal inducida por el acido 3-NP (Fig. 3). La
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degeneracion preferencial del estriado no esta relacionada con la distribucion
de esta neurotoxina hacia las estructuras cerebrales. El deterioro del estriado
ocurre cuando se obtiene una inhibicion del 50 al 60% de la actividad de la
enzima succinato deshidrogenasa (Alexi et al., 1998; Brouillet et al., 1998; Blum
et al., 2002; Bizat et al., 2003). Sin embargo, a concentraciones bajas de 3NP
se producen cambios funcionales sin neurodegeneracién y la progresiva
inhibicion de la succinato deshidrogenasa activa varias rutas bioquimicas
involucradas en la muerte y supervivencia celular. Existen reportes que
sugieren que al 35% de inhibicion del complejo Il, se presenta una
relocalizaciéon del citocromo c, lo cual esta probablemente asociado con la
pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Bizat et al., 2003; Leventhal et
al., 2000). Ademas de la induccion de la liberacién de factores mitocondriales
apoptogénicos (citocromo ¢ y Smac/Diablo) que es precedida por la
relocalizacion de los miembros de la familia Bcl-2 proapoptética hacia la

membrana mitocondrial (Galas et al., 2004).

Otro cambio importante producido por el tratamiento acido 3-NP es la
produccion anormal de especies reactivas de oxigeno (ROS), tales como
radicales hidroxilo y anién superéxido, asi como moléculas altamente reactivas
derivadas de la formacién de oxido nitrico (NO) (La Fontaine et al., 2000a;
Schulz et al., 1995; Bogdanov et al., 1998). El aumento en la produccion de
ROS y NO probablemente tiene un papel importante en la degeneracion
estriatal inducida por el acido 3-NP. Dicha participacion se ha visto abatida

cuando se administran sustancias con efecto neuroprotector tales como
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atrapadores de radicales libres y/o antioxidantes, asi como de inhibidores de la
oxido nitrico sintasa (NOS) (Shultz et al., 1995; Shultz et al., 1996; La Fontaine
et al., 2000a). Se ha reportado que los ultimos eventos de la muerte celular
inducida por el acido 3-NP es la activacion de la proteasas particularmente la
caspasa-3 (Duan et al., 2000; Kim et al., 2000; Almeida et al., 2004; Ruan et al.,
2004); aunque, hay otros reportes que sugieren que la inhibicion del complejo II
no dispara la activacion de la caspasa-3 (Bizat et al., 2003; Galas et al., 2004).
Sin embargo, la administracion sistémica de un inhibidor de las caspasas
presenta efecto neuroprotector en un modelo cronico con el acido 3-NP (Yang
et al., 2004). Por lo tanto, la pregunta de si las caspasas tienen un papel
importante en la degeneracion estriatal inducida por el tratamiento crénico del

acido 3-NP es todavia materia de debate.

Reportes recientes han demostrado que un factor importante de la
degeneracion estriatal inducida por el acido 3-NP es la calpaina. En el estriado
de la rata, la activacion de la calpaina ha sido estudiada en tratamientos
agudos y crénicos del acido 3-NP (Bizat et al., 2003). No se ha observado
activacion de la calpaina en la corteza cerebral ni en otras regiones donde no
se produce dafio por el &cido 3-NP, a pesar de que los niveles de inhibicion del
complejo Il, son similares a los encontrados en el estriado (Galas et al., 2004).
Lo anterior sugiere un fenbmeno autondmico celular diferencial que puede
controlar la activacion de la calpaina en dos poblaciones de neuronas. La
activacion de la calpaina, es probablemente el mecanismo por el cual el acido

3-NP produce degeneracion estriatal. De hecho, existe evidencia de que los
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inhibidores de la calpaina ejercen accién neuroprotectora (Bizat et al., 2003,
Bizat et al., 2005). Aunque la calpaina parece tener una participacion
importante en la toxicidad inducida por el acido 3-NP, existen otros
mecanismos que también contribuyen a la degeneracion estriatal. Por ejemplo,
la activacion de las vias de c-Jun N- Terminal quinasa (JNK) y c-jun que actian
en las neuronas GABAérgicas de proyeccion en el estriado de ratas tratadas

con 3NP (Garcia et al., 2002).

Un gran numero de estudios sugieren gque la inervacion glutamatérgica
tiene un papel clave en la degeneracion estriatal producida por la
administracion sistémica del acido 3-NP. En este sentido, bajas
concentraciones del acido 3-NP previenen selectivamente el almacenamiento
vesicular de glutamato (Tavares et al., 2001). Ademas, la inhibicién de la
recaptura del glutamato incrementa la toxicidad del acido 3-NP (Storgaard et
al., 2000) y hace susceptible a las neuronas estriatales a dosis subletales de la
toxina (Garcia y Massieu 2003). Sin embargo, no hay evidencia directa de que
el acido 3-NP requiera concentraciones extracelulares de glutamato para
ejercer su accién neurotoxica, por lo que se considera que tienen mecanismos

diferentes (Brouillet et al., 2005).

Al igual que el glutamato, la dopamina contribuye en la toxicidad estriatal
inducida por el acido 3-NP (Figura 4). Aunque no esta claro si el acido 3-NP
produce la liberacion de dopamina en el estriado. Algunos estudios sugieren

que hay un aumento en las concentraciones extracelulares de dopamina
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después del tratamiento del acido 3-NP (Nishino et al., 1997). La toxina actia a
nivel de los transportadores de dopamina como un inhibidor no competitivo
(Maragos et al., 2002). De la misma manera que el glutamato, la presencia de
la dopamina potencia la toxicidad del acido 3-NP, como otra prueba de su
implicaciéon, la dopamina es requerida para que se lleve a cabo la excitacion
sinaptica mediada por NMDA inducida por el acido 3-NP de las neuronas
espinosas del estriado (Calabresi et al., 2001). Este efecto de potenciacion de
la dopamina, debe ocurrir en una etapa temprana del proceso degenerativo,
debido a que la lesién inducida por el acido 3-NP afecta la inervacion nigro-
estriatal (Reynolds et al., 1998; Blum et al., 2004). La produccion de especies
reactivas de oxigeno asociado con el metabolismo de la dopamina puede
contribuir a la neurotoxicidad inducida por el acido 3-NP (Johnson et al., 2000;

Jakel y Maragos, 2000).
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Fig. 4. Posible interaccién entre el deterioro mitocondrial y la funcién de la dopamina. En las neuronas
estriatales, el envenamiento por el 3NP reduce la concentracion de ATP en la célula, lo cual resulta en
una activacion indirecta de los receptores NMDA. El subsecuente incremento del calcio intracelular
activa lipasas y fosfatasas y se estimula la produccién de NO. EI aumento en las concentraciones de
calcio intracelular es amortiguado por la mitocondria, lo cual lleva a desacoplar la cadena respiratoria y la
produccion de ROS. En la adyacente terminal dopaminérgica, el transportador de dopamina es inhibido
por la disminucidn de las concentraciones de ATP, que resulta en el deterioro de la funcién mitocondrial,
las ROS y NO derivados de la dopamina, contribuyen al aumento de las concentraciones de dopamina.
Las ROS alteran la recaptura de glutamato, lo cual lleva a la activacién de los receptores NMDA en las
neuronas estriatales (estimulando las vias excitotoxicas), todos estos factores pueden contribuir a llevar a
la muerte celular. (Modificado de Jakel y Maragos, 2000).

HIPERTERMIA

La hipertermia se considera un aumento en la temperatura corporal por
encima del punto establecido por el hipotalamo y clinicamente resulta cuando
hay falla en la termorregulacion, mientras que la elevacidén resultante de
respuestas homeostaticas es categorizada como fiebre o pirexia (Simon, 1993).
La hipertermia se produce en respuesta a causas externas directas (incendios,
guemaduras) o medio ambiente caluroso, ademas de algunas drogas adictivas
gue causan la activacion metabdlica junto con la disminucién de la disipacién

de calor a partir de la vasoconstriccion periférica (cocaina y metanfetamina)
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(Cremer y Kalkman, 2007). Alternativamente, la hipertermia puede ser inducida
deliberadamente para el tratamiento de algunas enfermedades, u ocurrir
accidentalmente durante el recalentamiento después del bypass
cardiopulmonar hipotérmico o el tratamiento de la hipotermia accidental (Robins
et al., 1989; Bissonnette et al., 2000; van der Zee, 2002). Comparado con la
fiebre espontanea, el aumento de la temperatura corporal durante la
hipertermia deliberada o accidental es relativamente rapida y breve (Cremer y

Kalkman, 2007).

El estrés por calor, representa el malestar después de ejercitarse o el
trabajo diario por largos periodos de tiempo en un medio ambiente con
temperatura elevada (temperatura del aire > 32 °C) (Anderson et al., 1983;
Knochel y Reed, 1994;Bouchama y Knochel, 2002). EI “golpe de calor”
representa enfermedad por calor cuando la hipertermia excede >40°C. Lo que
se encuentra asociado con anormalidades en el Sistema Nervioso Central
(SNC), por ejemplo: delirio, convulsiones o coma (Malamud et al., 1946;
Sterner, 1990; Knochel y Reed, 1994; Bouchama y Knochel, 2002). Reportes
post-mortem de victimas de “golpe de calor” sugiere que el SNC es uno de los
organos mas vulnerables (Gauss y Meyer, 1917; Alpers, 1936; Malamud et al.,
1946; Austin y Berry, 1956). Esto debido a la respuesta inflamatoria sistémica
inducida por la hipertermia, ademas de producir una disfunciéon multiorgano
que esta predominada por una encefalopatia severa (Knochel y Reed, 1994;
Bouchama y Knochel, 2002). El tratamiento de tumores en el cerebro u otras

partes del cuerpo es comunmente conocido como “hipertermia terapéutica”.
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Aunque, esta también asociada con severas reacciones adversas en el SNC
(Hahn, 1982; Hoopes, 1991; Ryan et al., 1991). Esta terapia, induce
relativamente un rapido aumento de la temperatura corporal comparado con el
medio ambiente caluroso o “el golpe de calor” (Bouchama y Knochel, 2002), y
esto es usado para destruir tumores en pacientes con cancer (Hahn, 1982;

Hoopes, 1991; Ryan et al., 1991).

El grado de dafo celular depende tanto de la duracibn como de la
intensidad del estrés por calor. Sobre un rango de temperatura (42°C a 50°C) el
grado de dafio celular se aumenta con la duracion de la hipertermia de manera
logaritmica en muchos tipos de células (Harmon et al., 1990). Una exposicion
de 1.5-2 h a 43°C es requerida para que mueran las neuronas en cultivo. La
hipertermia ha mostrado que produce muerte en neuronas corticales (Vogel et
al., 1997), neuronas cerebelares (Lowenstein et al., 1991), en neuronas de la

raiz dorsal ganglionar (Uney et al., 1993).

Por otro lado, dado que la mayoria de los procesos que gobiernan la
actividad neural son dependientes de temperatura, los cambios en la
temperatura cerebral no solo se ven reflejados en la actividad neural
metabdlica. Por ejemplo, la recaptura de la dopamina se duplica cuando se
aumenta la temperatura 3°C (Xie et al.,, 2000). La temperatura aumenta la
actividad de los canales i6nicos (particularmente Na® y Ca'"; Rosen,
1996,2001), un aumento en la recaptura debe ser compensada con un

aumento en la liberacion de la dopamina. Debido a este aumento en la
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liberacion y la recaptura, pareciera que la hipertermia hace mas eficiente la
neurotransmision y por lo tanto, mas efectivas las funciones neurolégicas
(Kiyatkin, 2007).

En este mismo sentido, como respuesta a la hipertermia el cerebro
responde con la rapida induccion de Hsp70 (Brown y Sharp, 1999). Hay
evidencia que las neuronas que producen HSP en respuesta a una variedad de
estresores ambientales, resultan en proteccion para el subsecuente dafio letal
(Ritosa et al., 1962; Subjeck et al., 1986; Welch et al., 1986; Welch et al., 1992;
Sato et al., 1999). Reportes previos indican que la Hsp70 podria proteger a las
neuronas del cuerpo estriado de la muerte causada por disfuncién mitocondrial
inducida por la administracion de malonato y el acido 3-NP (Dedeoglu et al.,
2002). Se ha reportado que la induccion de las proteinas del estrés (Hsp70)
puede proteger a las células del dafio oxidativo producido por la administracion
de H,O, en cultivo celular (Polla et al., 1996). En este mismo sentido, la
privacion de glucosa o la exposicion al H,0O, esta asociada con un aumento de
los niveles de glutation, lo que sugiere que las Hsp70 pueden proteger a las
células a través de un mecanismo antioxidante que conduce a la mejor
estabilidad de los antioxidantes enddgenos (Xu y Giffard, 1997). Por otro lado,
el aumento del Ca?' intracelular a niveles toxicos debido a estimulos
estresantes, conduce a la activacion de varias proteasas y endonucleasas que
favorecen la muerte celular. Tal aumento de Ca*" intracelular es atenuado por
la Hsp70 al reducir el flujo de Ca®* a través de un proceso de desensibilizacion
sobre sistemas tales como el de intercambio de Na*-Ca** (Kiang y Tsokos,

1998).
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HIPOTESIS

La hipertermia disminuye el dafio producido en el estriado por el estrés

oxidativo inducido por el acido 3-nitropropiodnico.
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JUSTIFICACION

La funcion cerebral puede verse afectada de multiples formas que
pueden involucrar factores fisicos, ambientales y genéticos, que contribuyen al
desbalance de los procesos de dafio y reparacion cerebral. Algunos de los
mecanismos involucrados en el dafio neuronal son desencadenados por el
estrés oxidativo. Una estrategia de tratamiento factible para revertir o
neutralizar este fenémeno, es a través del refuerzo de las reservas de
adaptacion en el cerebro que movilicen los mecanismos de auto-defensa. Se
ha establecido que la sobreexpresion de algunos factores de proteccion claves
en los procesos neurodegenerativos, se logra elevando la temperatura corporal

durante un periodo corto.

Una herramienta Gtil en el estudio de estos mecanismos es un modelo
probado de dafio neuronal degenerativo del cerebro de animales de
experimentacién. El &cido 3-nitropropidnico es un agente neurotoxico, que
permite estudiar algunos de los aspectos de las enfermedades
neurodegenerativas, principalmente el dafio producido por los radicales libres,
gue se encuentra asociado a muchas de estas enfermedades. En este sentido
es importante conocer los mecanismos de produccion de estos radicales en las
etapas tempranas del envenenamiento del acido 3-nitropropionico. Esto
permitiria implementar tratamientos que contrarresten dichos efectos; la
hipertermia puede ser una terapia que permita ayudar a tratar las

enfermedades neurodegenerativas.
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OBJETIVO GENERAL

Establecer si la hipertermia protege al cuerpo estriado del efecto

neurotoxico del acido 3-NP.

OBJETIVOS PARTICULARES

Luego de la administracion sistémica de acido 3-NP:
1. Determinar si la hipertermia modifica la concentraciéon de
dopamina y sus metabolitos.
2. Determinar si el tratamiento térmico influye sobre la formacion de
grupos carbonilos en corteza, cerebelo y estriado.
3. Determinar si la hipertermia altera la produccion de radical
hidroxilo.

4. Determinacion de la expresién de HSP70.
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MATERIAL Y METODOS

Animales de Experimentacién

Se utilizaron ratas de la cepa Sprague-Dawley de 350 g de peso. Los
animales fueron dispuestos en 4 grupos de estudio de 6 animales cada uno:

CTRL: Ratas control sometidas a isotermia y sin tratamiento

3NP: Ratas control sometidas a isotermia y tratadas con el &cido 3-NP

HT: Ratas sometidas a hipertermia sin tratamiento

3NP + HT: Ratas sometidas a hipertermia y tratadas con &cido 3-NP

Tratamiento térmico en las ratas

Ratas Sprague-Dawley (350 g) fueron colocadas en una incubadora por
45 minutos a 43°C. La temperatura rectal de los animales se monitoreo para
mantenerla en 42 £ 0.2°C en el caso de los grupos HT y 3NP + HP. Los
animales fueron retirados de la incubadora y se les permitié que se recuperaran
en sus jaulas de mantenimiento a temperatura ambiente por espacio de 16
horas. Este periodo es en el cual se ha reportado que existe el pico maximo de
expresion de las proteinas de choque térmico (Yang, et al., 1999). Al cabo de
este periodo los grupos asignados para los experimentos con acido 3-NP
comenzaron el tratamiento descrito mas adelante. Los procedimientos se
hicieron siguiendo los lineamientos aprobados por el Comité de Kyoto para el

manejo y tratamiento de animales de experimentacion.
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Tratamiento con el acido 3-Nitropropiénico

El 4cido 3-NP fue disuelto en solucién salina 0.9% y su pH ajustado a
7.4. Luego del tratamiento de hipertermia cada una de las ratas de
experimentacion asignadas a los grupos 3NP y 3NP + HP, recibi6 una dosis de
20 mg/Kg de acido 3-NP via intraperitoneal cada 12 horas (3 dosis); los
animales de los grupos CTRL y HT recibieron solo solucion salina. Los
animales tratados con el acido 3-NP fueron sacrificados junto con los controles.
Se procedié a la obtencion del cerebro por craneotomia. Posteriormente y en
frio, se realizo la diseccion del tejido cerebral en estudio (corteza, cerebelo y
estriado). El tejido disecado fue colocado en amortiguador de homogenizacién
(20 mM Tris-HCI, 100 mM KH,PO,4, 5 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.25
M sucrosa, 2 mM ditiotreitol, leupeptina 5 mM, pepstatina 2 mM, aprotinina 5

mM) (Beal et al., 1993).

Evaluacidn del estrés oxidativo y sus efectos

Peroxidacion de proteinas. Para determinar el grado de oxidacién de
las proteinas se realiz6 la prueba colorimétrica para carbonilos como sigue: las
muestras fueron homogenizadas mediante sonicacion, en seguida se procedio
a centrifugar las muestras a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C. Del
sobrenadante, se tomoO una alicuota (2 mg/mL) y se colocé en 500 pL de
dinitrofenilhidrazina (DNPH) en &cido clorhidrico (HCI) 2 N. Los controles de la

prueba se colocaron en 500 pL de HCI 2 N. Las mezclas anteriores fueron
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incubadas por 45 minutos en la oscuridad, con mezclado ocasional. Una vez
cumplido el tiempo se les adicion6 600 pL de acido tricloroacético al 20 % frio.
Las muestras se incubaron durante 10 minutos a -30 °C. Se procedid a
centrifugarlas por 10 minutos a 2500 rmp. El sobrenadante fue descartado y el
precipitado se lavo 3 veces con una mezcla de etanol:acetato de etilo (1:1, v/v).
Para solubilizar la proteina, se agregaron 500 pL de guanidina 6 M a cada una
de las muestras y se incubaron por toda la noche. Posteriormente, se
mezclaron con vortex y se centrifugaron 10 minutos a 2500 rpm para descartar
materiales insolubles. El sobrenadante de las muestras fue leido en un

espectrofotometro a una longitud de onda de 375 nm (Alamdari et al., 2005).

Determinacion indirecta del radical hidroxilo. Se utilizaron 6 ratas
macho de la cepa Sprague-Dawley de 350g de peso. Se formaron 5 grupos, de
los cuales se hizo lo siguiente: a un grupo blanco, solo se le administrd solucién
salina; el grupo control recibié solo salicilato de sodio (200 mg/Kg); otro grupo
se les administré 3 dosis del acido 3-NP (20 mg/Kg), una cada 12 horas. Dos
horas después de la Ultima dosis, se les administr6 una inyeccion
intraperitoneal de salicilato de sodio (200 mg/Kg). Otro grupo recibié el mismo
tratamiento pero previamente habia sido sometido a hipertermia. Por Gltimo un
grupo que recibi6 tratamiento térmico que se administro la misma
concentracion de salicilato de sodio. Los animales fueron sacrificados por
decapitacion una hora después. El nacleo estriado fue aislado y colocado en
acido perclorico 0.1 M. Las muestras fueron sonicadas y se centrifugaron a

10000 rpm por 10 minutos. Alicuotas del sobrenadante fueron analizadas con
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el uso de HPLC con deteccion electroquimica. Los acidos 2,3 y 2,5-
dihidroxibenzodico (DHBAS) fueron detectados utilizando un potencial de la

celda de 480 mV (Beal et al., 1990).

Determinacion electroquimica de catecolaminas. Después de la ultima dosis
de 3NP, los animales fueron sacrificados por decapitacion, se realizd la
craneotomia para hacer la diseccion del estriado, la corteza y el cerebelo. Una
vez obtenido el tejido se coloca en éacido perclérico 0.1 M y después las
muestras fueron sonicadas y centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos; los
sobrenadantes fueron separados y filtrados. Para la determinacion de
catecolaminas se utilizd un método de cromatografia liquida con deteccion
electroquimica y utilizando un potencial de la celda de 440 mV (Hy-Ref)

(Reader y Grandin, 1987; Ase et al., 1999).

Determinacion de las proteinas de choque térmico. Se tomaron alicuotas
(25 pg de proteina) de las muestras de los animales con hipertermia y de los
animales controles las cuales fueron calentadas a 95°C por 3 minutos en igual
volumen de amortiguador de solubilizacién (Tris Base 0.5M pH 6.8, Glicerol
20%, SDS 4%, 2-mercaptoetanol 0.2%, azul de bromofenol 0.001%). Las
proteinas fueron sometidas a electroforesis en un gel de poliacrilamida-SDS al
9%. La transferencia de las proteinas del gel a la membrana de nitrocelulosa se
llevo a cabo durante una hora y media usando el siguiente amortiguador de
transferencia (Tris Base 25 mM, Glicina 0.19 M, metanol 20%, pH de 8.3) y a

350 mA. La membrana de nitrocelulosa fueron lavadas con amortiguador TTBS
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(Tris CI 100 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0.1%, pH 7.5) y colocadas en
solucion de bloqueo (caseina 2% en TTBS) por 1 hora. La membrana se
incubo con el anticuerpo monoclonal anti-HSP70 (SIGMA H5147) usando una
dilucion de 1:5000 en TTBS por espacio de 1h y posteriormente lavadas 3
veces con TTBS e incubadas por dos horas con el anticuerpo anti-raton IgA
peroxidasa (SIGMA A4789), utililizando una dilucion 1:5000 en TTBS.
Finalmente se visualizo utilizando 3,3’,5,5-tetrametilbencidina como agente

cromogeénico (Belay y Brown, 2003).
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RESULTADOS

PEROXIDACION DE PROTEINAS. Como prueba de la peroxidacion de
proteinas, se realizo la determinacion e grupos carbonilos en cerebelo, corteza
y estriado. Se encontrd0 que, en el caso del cerebelo (Figura 5) no hay
diferencias significativas entre los grupos que recibieron tratamiento con el
acido 3-nitropropioénico (3-NP). En el caso de la corteza, (Figura 6) se present6
un incremento moderado en la formacion de carbonilos en el grupo que recibio
el acido 3-NP. En estriado se presentd la mayor evidencia de estrés por
carbonilos en el grupo que recibio el acido 3-NP (Figura 7). En todos los casos

los resultados se reportan en nmol/mg de tejido.

CEREBELO

E . CTRL
S 2 I 3NP
e B 3NP +HT
= C—HT
1 =
0

Figura 5. Prueba de carbonilos. nmol/mg de proteina en cerebelo. Grupos: control (CTRL); tratado con
acido 3-nitropropionico (3NP); 3NP e hipertermia (3NP+HT); y, tratamiento térmico (HT). Los datos

representan la media + EEM. No se observaron diferencias significativas entre los grupos. P < 0.05. n=6.
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CORTEZA
5 -
#
&
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o ° 7
£ BN CTRL
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£ B 3NP +HT
2 - I HT
1 2
0

Figura 6. Prueba carbonilos. nmol/mg de proteina en corteza. Grupos: control (CTRL); tratado con acido
3-nitropropionico (3NP); 3NP e hipertermia (3NP+HT); vy, tratamiento térmico (HT). Los datos
representan la media £+ EEM. *: diferencia significativa de 3NP vs CTRL; #: diferencia significativa de

3NP vs 3NP + HP; &: diferencia significativa de 3NP vs HT. p < 0.05. n=6.

La figura 8 resume los resultados de la prueba y que sefialan de forma
inequivoca, por un lado la mayor formacion de grupos carbonilos en el estriado
en comparacion de cerebelo y corteza y por otro el efecto protector que la

hipertermia ejerce sobre la accién del &cido 3-NP tanto en corteza cerebral
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como en el estriado de los animales de experimentacion. Cuando el periodo de
tiempo que los animales permanecieron en condiciones de hipertermia se
observo, un aumento sustancial y generalizado en los niveles de carbonilos se

pudo observar (datos no mostrados).

ESTRIADO
#
&
6 =
i i
5 -
BN CTLR
4 - 1 3NP
B 3NP + HT
g’ I HT
= 3 4
(®)
£ T
ey
2 -
1 .
0

Figura 7. Prueba carbonilos. nmol/mg de proteina en estriado. Grupos: control (CTRL); tratado con
acido 3-nitropropionico (3NP); 3NP e hipertermia (3NP+HT); y, tratamiento térmico (HT). Los datos
representan la media £ EEM. *: diferencia significativa de 3NP vs CTRL; #: diferencia significativa de
3NP vs 3NP + HP; &: diferencia significativa de 3NP vs HT. p < 0.05. n=6.
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RESUMEN DE LA PRUEBA DE CARBONILOS

6 1 &
T
5 1 *
#
&
. I
- Bl CTRL
= I 1 3NP
S 31 T B 3NP +HT
£ - T I HT
2 .
1 -
0 . . .
Cerebelo Corteza Estriado

Figura 8. Resumen de prueba carbonilos en cerebelo, corteza y estriado. Grupos: control (CTRL);
tratado con acido 3-nitropropionico (3NP); 3NP e hipertermia (3NP+HT); y, tratamiento térmico (HT).
Los datos representan la media £+ EEM. *:.diferencia significativa de 3NP vs CTRL; #: diferencia
significativa de 3NP vs 3NP + HP; &: diferencia significativa de 3NP vs HT. **: diferencia significativa

del efecto de 3NP en corteza vs 3NP en estriado. p < 0.05. n=6.
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HIDROXILACION DEL SALICILATO. En la determinacion de la
hidroxilacion del salicilato en el estriado (Figura 9), se encontré6 que el grupo
gue solo recibid solucion salina (BCO) no mostré evidencia de la formacion de
los productos de hidroxilacion (DHBs); en el grupo control (grupo que solo
recibio salicilato) hay una incremento moderado de los productos de oxidacion
del salicilato, mientras que se pudo comprobar que el grupo que recibié 3NP,
presento un aumento considerable en la concentracion de DHBs, ya que,
como se pudo comprobar se muestra mas del doble de la concentracion que
presenta el grupo control. En el grupo que fue sometido a hipertermia y
ademas se le administré 3NP (3NP+HT), se generaron DHBs en una cantidad
equiparable al grupo control; lo que también ocurre con el grupo que recibio

solo tratamiento térmico (HT).

HIDROXILACION DEL SALICILATO EN EL ESTRIADO

*
25 q
#
&
15 4
(=]
g
=
10 4 T
L I
5 -
0 T T T T T
BCO CTRL 3NP 3NP + HT HT

Salicilato de Sodio
Figura 9. Determinacion del 4cido dihidroxibenzoico (DHB). ng/g de tejido. Grupos: blanco
(BCO) solo recibio solucién salina. Control (CTRL); tratado con acido 3-nitropropionico (3NP); 3NP e
hipertermia (3NP+HT); y, tratamiento térmico (HT). Los datos representan la media + EEM. *: diferencia
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significativa de 3NP vs CTRL; #: diferencia significativa de 3NP vs 3NP + HP; &: diferencia
significativa de 3NP vs HT. p < 0.05. n=6.

CATECOLAMINAS. Se realizO la deteccion de catecolaminas
(dopamina, noradrenalina), serotonina, ademdas de algunos metabolitos de

estos en corteza, estriado y cerebelo.

ESTRIADO
3.0 8
Bl CTRL T
[ 3NP
2.5 - @ 3NP +HT -
1 HT T =
2.0 - )
il
g, ) .
£ 15
g I
10 - * =
05 T IJ o B anpl o -J%
o ﬁ = Iﬁ Yl . I_Iiﬁ

NE DOPAC DA 5-1AA HVA S5-HT

Figura 10. Determinacion de catecolaminas y sus metabolitos, asi como serotonina. NE,
norepinefrina; DOPAC, &cido 3,4-dihidroxiphenilacetico; DA, dopamina; 5-1AA, &cido indolacetico;
HVA, é&cido homovanilico; 5-HT, serotonina. ng/mg de proteina en cerebelo, corteza y estriado. Grupos:
control (CTRL); tratado con acido 3-nitropropionico (3NP); 3NP e hipertermia (3NP+HT); y, tratamiento
térmico (HT). Los datos representan la media £+ EEM. *: diferencia significativa respecto de la NE; #:
diferencia significativa de 3NP vs CTRL, HT, HT+3NP respecto al DOPAC; &: diferencia significativa

de HT+3NP, HT vs CTRL, 3NP. p < 0.05. n=6.
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En el estriado, el grupo tratado con el acido 3-NP mostré una mayor
concentracion de NE y DOPAC, aunque es notable que se observan
concentraciones normales de DA; en esta region no se observaron diferencias
sobre la concentraciones de 5HT, 51AA y HVA. Por otro lado, el grupo tratado
con el acido 3-NP e hipertermia (3NP + HT) mostro tener un marcado efecto
sobre la concentracion de DA, un aumento considerable de casi dos veces la
concentracion normal, mientras que no se demostraron cambios significativos
sobre la concentracion de sus metabolitos. El grupo que recibié solo
tratamiento térmico también mostro el mismo incremento en las
concentraciones de dopamina que el grupo 3NP+HT (Figura 10); en corteza y
cerebelo no se pudo conseguir evidencia alguna del efecto del acido 3-NP en
las concentraciones de las catecolaminas ni de sus metabolitos en los grupos
de estudio. Es de hacerse notar que la administracion del acido 3-NP por si
misma, o bien en conjunto con el tratamiento hipertérmico aumentan

significativamente la concentracién de dopamina en el estriado.

DETERMINACION DE HSP70. Para comprobar uno de los efectos
conocidos de la hipertermia sobre los tejidos, se midio la induccién de las

proteinas de choque térmico en el estriado.
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| —

1 2

Figura 11. Induccién de HSP70 en el estriado de animales control (1) y de
animales sometidos a hipertermia (2), respectivamente. Las proteinas fueron separadas

por SDS-PAGE, detectadas por inmunotincién con el anticuerpo anti-HSP70.

En membrana de nitrocelulosa revelada por inmunotincion con el
anticuerpo anti-HSP70, se observa una mayor intensidad en la banda del grupo
gue fue sometido a hipertermia, en comparacién con el grupo control que no

recibi6 tratamiento térmico.
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DISCUSION

En el presente estudio se evalué el efecto neuroprotector de la
hipertermia sobre el estrés oxidativo generado por el compuesto
neurotdéxico mitocondrial acido 3-nitropropionico (3-NP), en la region del

estriado del cerebro de ratas de experimentacion.

La administracion sistémica del acido 3-NP, un inhibidor
irreversible de la enzima succinato deshidrogenasa de la cadena
transportadora de electrones y del ciclo del acido citrico, produce un
deterioro en el metabolismo energético. Dicho deterioro incluye la
produccion de estrés oxidativo, formacién de especies reactivas de
oxigeno y nitrogeno (Lipton y Rosenberg, 1994; Schultz et al., 1995). Tales
factores estan involucrados directamente en la muerte neuronal,

particularmente en laregidn del estriado (Garcia, et al., 2002)

Las especies reactivas de oxigeno estan implicadas en procesos
fisiolégicos y patoldgicos. Estas especies pueden modificar moléculas
como el DNA, lipidos y proteinas (Stadtman, et al., 1993). En el caso de las
proteinas, las ROS modifican las cadenas de aminoéacidos (principalmente
lisina, arginina, prolina e histidina), lo que resulta en la generaciéon de
grupos carbonilos libres (Amici, et al., 1989). En el envejecimiento, asi
como en un gran numero de enfermedades, se ha demostrado que existe

un factor comun que es el aumento en la formacion de los carbonilos en
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las proteinas (Stadtman, et al., 1997; Beal, et al., 2002), como secuela de la

intervencion de radicales libres.

En el presente estudio los tejidos que se investigaron, no son
particularmente sensibles al acido 3- nitropropiénico, no demostraron un
incremento importante en los niveles de grupos carbonilos, como es el
caso del cerebelo y la corteza cerebral (Figura 5y 6), lo que podria
indicar que no hubo un ataque sustantivo de radicales libres a las
proteinas en estos tejidos en particular; ademas, en cerebelo no se
observaron diferencias significativas en comparacion con el grupo
control. En el caso de la corteza, se pudo observar que, esta fue
vulnerable al efecto neurotéxico del 3NP, debido a que la concentracion
de grupos carbonilos resulté elevada respecto del control (36%)(Figura 6).
Existe evidencia que nos indica que la corteza es afectada por la
oxidacidon que se genera por la inhibicion de la cadena transportadora de
electrones y por consecuencia, del ciclo de Krebs (La Fontaine, et al.,
2000a). EI tratamiento hipertérmico redujo significativamente la
produccion de grupos carbonilo. Estos resultados sugieren que la

hipertermia reduce parte del efecto toxico del acido 3-NP.

La region del estriado fue la zona mas significativamente afectada
por la administracion del acido 3-NP (Fig. 7). Esto concuerda con
estudios previos donde ha sido mostrado que el 3NP produce oxidacion

de proteinas en el estriado y en la corteza, lo que conduce a la pérdida
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masiva de las neuronas estriatales (La Fontaine et al., 2000a; La Fontaine
et al., 2000b; Shulz, et al., 1996). La oxidacion de las proteinas precede la

muerte neuronal en el estriado (La Fontaine et al., 2000a).

Por otro lado, observamos un efecto importante de la hipertermia
gue sugiere que podria estar presentando induccién de las proteinas de
choque térmico ya que estas, de acuerdo a nuestros resultados y a
previos reportes, muestran tener un papel protector y preventivo,
evitando la oxidacién de las proteinas en el estriado (Dedeoglu, et al.,
2002). Dicho efecto se observa como una concentracion
significativamente menor de carbonilos cuando el grupo tratado con 3NP

es sometido a hipertermia.

La posible intervencion de radical hidroxilo como resultado de la
formacion de radicales libres se constato en particular en el estriado, la
region mas susceptible al ataque del acido 3-NP. En nuestros resultados,
encontramos que se produjo mayor concentracion de los metabolitos de
hidroxilacién del salicilato en el estriado de los animales que solo
recibieron 3NP (Figura 9), lo que nos siguiere que en este grupo hubo
mayor produccion de radicales libres. Por otro lado, el tratamiento
térmico contrarrestd la produccion de radical hidroxilo, ya que el grupo
3NP + HT (Ratas sometidas a hipertermia y tratadas con acido 3-NP) no
presentd concentraciones elevadas de los metabolitos de oxidaciéon del

salicilato (Figura 9).
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Las catecolaminas en particular tienen un papel muy importante en
la toxicidad del acido 3-NP (Reynolds, et al., 1998). En nuestros resultados
su determinaciéon en el cerebelo y corteza, nos muestran que en estas
regiones su produccion no estaria afectada por el acido 3-NP. Tal como
se muestra en la figura 10, en la region del estriado el acido 3-NP
aumenta los niveles de norepinefrina y de DOPAC, mientras que es
particularmente notable que se encontraron concentraciones normales de
dopamina; esto es probablemente el resultado de su metabolismo hacia
norepinefrina y DOPAC (Figura 10). De acuerdo a reportes previos, los
metabolitos de la dopamina tienen la capacidad de generar ROS (Jakel y
Maragos, 2000); pero ademas el 3,4-dihidroxi-fenilacetaldehido (DOPAL),
el principal producto de la acciéon de la MAO sobre la dopamina, es capaz
de producir muerte celular sobre las neuronas dopaminérgicas (Kristal et

al., 2001).

La hipertermia induce un aumento en la liberacion de la dopamina,
un efecto que también se presenta en el grupo que recibié ademas el
acido 3-NP. De acuerdo a estos resultados, la hipertermia favorece la
liberacion de la dopamina en el estriado, pero evita que se metabolice.
Esto sugiere que al evitar el metabolismo de la dopamina, se evita la
formacion de grandes cantidades de radicales libres, asi como de los

metabolitos neurotoxicos de la dopamina. Una de las posibilidades es que
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la hipertermia pudiera actuar sobre las enzimas monoaminoxidasas para

evitar su accion sobre la dopamina.

NAD(PIH  NAD(P)

Figura 12. Metabolismo de la dopamina, se observa que el metabolismo de la dopamina genera
gran cantidad de ROS, ademas de la formacion de los metabolitos neurotéxicos DOPAL y DOPEGAL.
Dopamina (DA), Norepinefrina (NE), Epinefrina (EPI), Monoaminoxidasa (MAQ), feniletanolamina N-
metiltransferasa (PNMT), Aldehido deshidrogenasa (ALDH), 3,4-dihidroxifenilacetaldehido (DOPAL),
3,4-dihidroxifenilglicolaldehido (DOPEGAL), &cido 3,4-dihidroxifenilacetico (DOPAC), peréxido de

hidrogeno (H,0O,) ; Tomado de: Marchitti et al., 2007.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo de
tesis, podemos concluir que, tal como ha sido establecido con
anterioridad, el acido 3-nitroproponico es capaz de producir entre otros,
cambios celulares tales como la capacidad de aumentar las
concentraciones de dopamina, su acumulacion y metabolismo. El
resultado final de lo anterior es la produccion de grandes cantidades de
ROS, que probablemente conllevan a la muerte neuronal particularmente
en laregion del estriado.

Por lo tanto, la capacidad del tratamiento térmico para prevenir o

atenuar los efectos del acido 3-nitropropidnico en las condiciones de
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experimentaciéon que fueron utilizadas, esta probablemente asociada a los

siguientes argumentos tedricos:

~3NP__ Mitochondria
NMDA .
poisoning m / / | receptor | Ca?

A
JATP ©
iatal | a2’ ®

Striatal | Lipid peroxidation — Lipases
neuron | x‘ / ()

Protein and \
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ROS
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7 Cys-DOPAC
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Figura 13. Las flechas sefialan los posibles sitios donde la hipertermia pudiera participar,

para prevenir el dafio producido por el acido 3-Nitropropionico.

1. La hipertermia al bloquear el metabolismo de la dopamina,
evitaria la produccion de especies reactivas del oxigeno, asi
como de sus metabolitos tdéxicos, como se sefiala en la figura 13

con el numero 1.
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2.

El &cido 3-nitropropidnico produce una disminucion en las
concentraciones de ATP, mientras que un aumento de la
temperatura como respuesta primaria aumenta la tasa
metabdlica, lo que podria tener un efecto compensatorio,

indicado en la figura 13 con el numero 2.

La hipertermia favorece la liberacion de dopamina, mientras que
su recaptura se favorece al estar aumentada la actividad de su
transportador, lo que podria evitar su metabolismo y produccion

de ROS, efecto que se muestra en la figura 13 con el numero 3.

La hipertermia podria inactivar la NOS y asi impedir la sintesis
de NO, el cual es un inhibidor del transportador de dopamina.
Una disminucién en la actividad del transportador traera como
respuesta una disminucién en el recambio dopaminérgico, como

es sefalado en la figura 13 con el numero 4.
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