UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

Centro Universitario de Ciencias Biolégicas y Agropecuarias

Andlisis Comparativo del Estres Oxidativo y la Fluidez de Membranas
Ceiulares y Mitocondriales de Hepatocitos de Ratéon C57/BI6 Después de
la administracion de 1-metil-4-fenil 1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP),

Aceite de Pescado y Melatonina.

TESIS
Para obtener el grado de
Licenciado en Biologia
Presenta
Catalina lvone Chavez Medrano
Director de tesis
Dr. Genaro Gabriel Ortiz
Co-Director de Tesis

Dr. Fermin Pacheco Moisés



Universidad de Guadalajara

Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y

Agropecuarias

Coordinacion de Titulacion y Carrera de Licenciatura

en Biologia
749/ C. C. BIOLOGIA
C. CATALINA IVONE CHAVEZ MEDRANO
PRESENTE

Manifestamos a usted que con esta fecha ha sido aprobado su tema
de titulacion en la modalidad de: Tesis e Informes opcidn Tesis con el titulo:
“Analisis comparativo del Estrés Oxidativo y la Fluidez de Membranas Celulares y
Mitocondriales de Hepatocitos de Ratéon C57/ B16 Después de la Administracion
de 1-metil- 4-fenil 1,2,3,6- tetrahidropiridina (MPTP), Aceite de Pescado y
Melatonina” para obtener la Licenciatura en Biologia.

Al mismo tiempo le informamos que ha sido aceptado como Director/a de
dicho trabajo el/la: DR. GENARO GABRIEL ORTIZ Y el Asesor/a es el/la: DR. FERMIN
P. PACHECO MOISES.

Sin mas por el momento, le envio un caluroso saludo.

ATENTAMENTE
“PIENSA Y TRABAJA”
Las Agujas, Zapopan., 20 de Julio del 2006.
“2006. Afo del Bicentenario del natalicio del Benemérito de las Américas.
Don Benito Juarez Garcia”

— \Qh/\,

DR. CARLOS ALVAREZ MOYA
PRESIDENTE DEL COMITE DE TITULACION

PiErIs T X

(-3

3 /_\ﬁ\ CA COORDINACION DE LA CARRERA DF

URENCIALC 2N BI0LOGIA
DRA. LAURA GUADALUPE MEDINA CEJA
SECRETARIO DEL COMITE DE TITULACION

C.c.p. DR. GENARO GABRIEL ORTIZ - Director del trabajo

Las Agujas, Zapopan, Jalisco, México. C.P. 45110. AP 39-82. Tels. (01-33) 37771150, 36820374, ext. 3254, Fax. 37771159

e o ARt i b Bt e BB R R Lk e



Formato F

Dr. Carlos Alvarez Moya.
Presidente del Comité de Titulacidn.
Carrera de Licenciado en Biologia.
CUCBA.

Presente

Nos permitimos informar a usted que habiendo revisado el trabajo de titulacion,
modalidad de Tesis, con el titulo: “Analisis Comparativo del Estrés Oxidativo y
la Fluidez de Membranas Celulares y Mitocondriales de Hepatocitos de Raton
C57/Bl6 Después de I[a administracion de 1-metil-4-fenil 1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), Aceite de Pescado y Melatonina “ que realizo la
pasante Catalina lvone Chavez Medrano con numero de cédigo 397167125
consideramos que ha quedado debidamente concluido, por |0 que ponemos a su
consideracion el escrito final para autorizar su impresion.

Sin otro particular quedamos de usted con un cordial saludo.
Atentamente

Guadalajara, Jal. 27 de julio de 2006.

abriel Ortiz . %{) .
Director flel trabajo y \s-

Nombre completo de los Sinodales asignadcs por €] Comile de Titulagion | Fipma de aprobado Fodha de apiobacion 3 ;%%
Alberto Morales Villagran K &W&t ! (’J/ A?"Sfo/ﬁé \!\‘
Cinthya Guadalupe Temores Ramirez ) ’4 A4 A7/t ’/ A
Jqsc_afina Casas §olis ’ ‘ w,{/L,M ( 5 / l?’/ﬂl//mé

Silvia Josefina Lépez Pérez %W % 51( 6- 14 /T o b




AGRADECIMIENTOS

A Dios: Por permitir mi asistencia.

A mis padres: Juan Antonio Chavez y Maria Teresa Medrano
quienes me infundieron la ética y el rigor que guian mi transitar por
la vida.

A mis hermanos: Juan Antonio y Mayra Lizette por confiar en mi.
Al Dr. Genaro Gabriel Ortiz y al Dr. Fermin Pacheco Moisés: por
darme la oportunidad de trabajar con ellos por su asesoramiento

cientifico y estimulo para seguir creciendo intelectualmente.

A mi amor y a mis amigos: por quererme.



Analisis Comparativo del Estrés Oxidativo y la Fluidez de Membranas
Celulares y Mitocondriales de Hepatocitos de Raton C57/BI6 Después de
la administracion de 1-metil-4-fenil 1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP),

Aceite de Pescado y Melatonina.

Presenta:

Catalina I Chavez- Medrano

Director de tesis

Dr. en C. Genaro G. Ortiz

Centro de Investigacion Biomédica de Occidente (CIBO), Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS). Guadalajara, Jalisco. México.

Co-Director

Dr. en C. Fermin Paul Pacheco Moisés

Departamento de Quimica, Centro Universitario de Ciencias Exactas e
Ingenieria. Universidad de Guadalajara. Guadalajara, Jalisco. México.



Este trabajo se llevé al cabo en el Laboratorio de Estrés Oxidativo y
Enfermedades Degenerativas, Division de Neurociencias. Centro de
Investigacién Biomédica de Occidente (CIBO), Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS). Guadalajara, Jalisco. México.



INDICE

1. Introduccién
2, Antecedentes
2.1 La enfermedad de Parkinson
2.2 Modelo det MPTP
2.3 Estrés oxidativo
2.4 Melatonina
2.4.1 Acciones como antioxidante directo
2.4.2 Acciones como antioxidante indirecto
2.5 El aceite de pescado
2.6 La Mitocondria
2.6.1 Anatomia de la mitocondria
2.7 Membranas bioldgicas
2.7.1 Fluidez membranal
2.7.2 Las Bicapas lipidicas son fluidos bidimensinales
2.7.3 Técnicas para la cuantificacion de la fluidez membranal
. Justificacidon
. Planteamiento del probiema
. Hipotesis

< bW

. Objetivo general
6.1 Objetivos particulares
7. Metodologia
7.1 Tratamiento de los animales
7.2 Aislamiento de membranas mitocondriales
7.3 Aislamiento de membranas totales
7.4 Determinacion de lipoperéxidos
7.5 Determinacion de nitratos/nitritos
7.6 Determinacion de la fiuidez membranal
8. Analisis estadistico
9. Resultados
10. Discusién
11. Conclusiones
12. Bibliografia

W NN -

12
16
19
22
22
24
26
28
29
33

34
35
36
36
37
37
38
39

39
40
40
42
43
55
59
60



1. INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo de
patogénesis incierta caracterizado por sintomas como son: anormalidades
motoras inhabilitantes, que incluye temblores, rigidez muscular, pausa en los
movimientos voluntarios e inestabilidad postural (Fahn y Przedborski, 2000).

La caracteristica neuropatolégica es la pérdida de neuronas dopaminérgicas
nigroestriatales, cuyos cuerpos celulares se encuentran en la sustancia nigra
pars compacta y nervios terminales en el nucleo estriado (Przedborski y col.,
2003a).

L.a disminucién de dopamina es el resultado de una degeneracion de las vias
dopaminérgicas nigroestriatales, que normalmente inhiben la actividad de una

subpoblacién de neuronas estriatales (Otero-Siliceo, 1996).

La enfermedad de Parkinson puede imitarse mediante el empleo del modelo
del 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) en donde existe un
incremento de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), {a cual se ha asociado a la
neurodegeneracion presente en esta enfermedad asi como en la enfermedad
de Alzheimer, etc. Conforme a estos hechos, se utilizo el MPTP para reproducir
los efectos neuroquimicos que se presentan en la enfermedad de Parkinson en
humanos; esto con el propdsito de relacionar la actividad de peroxidasa de la
COX-2 con la enfermedad y a la vez determinar si la melatonina y los acidos

grasos pueden disminuir los danos causados por el MPTP.



2. ANTECEDENTES

2.1 La enfermedad de Parkinson

La Enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo, crénico y
progresivo caracterizado por la combinacion variable de bradicinesia, rigidez vy
temblor, en relaciéon a una disminucion del contenido de dopamina a nivel del
en el circuito nigoestriado (Przedborski y col., 2003a). La enfermedad que lleva
su nombre, fue descrita por un observador médico y gedlogo inglés llamado
James Parkinson en 1817.

La presencia de la EP se incrementa con la edad. La edad media de comienzo
es de 62.4 anos, es muy rara por debajo de los 30 arios, y solo el 4-10 % de los
casos aparecen antes de los 40 afios. Su incidencia es de 18-20.5 por 100.000
habitantes /afio siendo esperable un incremento en los proximos afios (Rajput
y col., 1984).

No existen diferencias por sexos, razas, entre otros factores, atribuyendo la
discordancia en las cifras recogidas a cuestiones puramente metodologicas
(Jiménez-Jiménez y  col.,, 1993). Factores como traumatismos, esirés,
personalidad depresiva, estrefiimiento, contacto con metales, consumo de agua
de pozo, residencia en ambito rural, uso de herbicidas y otros, aumentan el
riesgo de padecer la enfermedad. Por el contrario, y sin establecer claramente
la relacion, se ha demostrado que el consumo de café, tabaco y alcohol,
reducen el riesgo de padecerla (Koller y col., 2003).

En México no existe un marco de referencia preciso que determine la
prevalencia de la enfermedad de Parkinson; estimaciones sefalan una cifra de
40 a 50 casos por cada 100,000 habitantes, es decir, alrededor de 50,000

pacientes con Parkinson idiopatico en todo el pais (Otero-Siliceo, 1996).




La mayoria de los casos de Parkinson son esporadicos, perc se ha
determinado gue aproximadamente un 10 % de estos casos presentan una
herencia familiar. Se ha encontrado que en 5 cromosomas existen 10 genes
que se han relacionado con la enfermedad, de entre los cuales sobresalen los
genes de Ias siguientes proteinas: a-sinucleina, parkin, hidrolasa L-1 dei C-
terminal de ubiquitina, DJ-1; los tres Ultimos estan relacionados con el sistema

de degradacién de proteinas ubiquitina/proteosomal (Fahn y Sulzer, 2004).

Actualmentie no se han encontrado los mecanismos responsables de la muerte
neuronal en la enfermedad de Parkinson, sin embargo, se ha sugerido que la
muerte neuronal en ia sustancia nigra pars compacta puede ser por apoptosis
(Burke, 1998), pero esto no se ha aceptado universalmente (Kosel y col,
1997). Entre los factores que han sido implicados en la degeneracién neuronal
son: la disfuncidn mitocondrial, el estrés oxidativo, las excitotoxinas, los

factores inmunes y factores neurotréficos.

2.2 Modelo del MPTP

El modelo del 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) se descubri6
accidentalmente cuando en 1982 un grupo de drogadictos jovenes del norte de
California presentaron un sindrome parkinsoniano severo después de la
inyeccidon intravenosa de una “heroina sintética” nueva que se vendia en las
calles; posteriormente se descubrio que el agente causante del sindrome era el
MPTP, el cual es un subproductoe de la sintesis del analogo de la meperidina

(figura 1), el 1-metil-4-fenil-4-propionoxipiperidina (MPPP) (Davis y col., 1979).
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Figura 1 Semejanza entre el MPTP y el MPPP.

A la fecha los animales mas frecuentemente empleados son los monos,
ratones y ratas. La administracion del MPTP varia notablemente dependiendo
de los regimenes de dosificacion que conlleven al desarrollo de distintos
modelos, caracterizados cada uno por distintos rasgos bioquimicos y del
comportamiento; el desarrollo del modelo se basa en la administracion de tal
manera que cause un dafio severo y al mismo tiempo estable en la sustancia
nigra pars compacta con el menor nimero de efectos indeseables como la
muerte, la deshidratacién y la desnutricidn. A pesar de que la administracién
del compuesto puede hacerse de muchas maneras, la manera de obtener las
lesiones mas comunes y reproducibles se obtienen a través de la
administracion sistémica, por ejemplo, subcutanea, intravenosa, intraperitoneal
e intramuscular.

En humanos y en primates no humanos, dependiendo del regimen empleado el
MPTP produce un sindrome parkinsoniano severo e irreversible que asemeja
casi todas las caracteristicas de la enfermedad de Parkinson en humanos,
incluyendo el temblor, la rigidez, la lentitud de movimiento, la inestabilidad de la
postura e incluso el “congelamiento”; en primates no humanos, los temblores
caracteristicos so6lo han sido demostrados eficazmente en el mono verde

africano (Tetrud y col., 1986).
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Se cree que el proceso neurodegenerativo de la enfermedad de Parkinson
tiene lugar durante varios afios, mientras que la fase aguda de la
neurodegeneracion se completa en unos pocos dias después de la
administracion del MPTP (Jackson-Lewis y col., 1985); sin embargo, datos
recientes sugieren gue la neurodegeneracion causada por el MPTP puede
continuar silenciosamente durante varias décadas, al menos en humanos que
lo han ingerido (Langston y col., 1999).

Solamente existen cuatro casos humanos {Langston y col., 1999) en los cuales
se ha podido estudiar, por lo que la mayoria de la informacidn disponible
acerca del modelo es a través del estudio en primates no humanos (Forno vy
col., 1993).

Los datos neuropatolégicos muestran que la administracién del MPTP causa un
dafic en las vias dopaminérgicas nigroestriatales de forma idéntica a Ia
enfermedad de Parkinson (Przedborski y col., 2002).

El metabolismo del MPTP es un proceso complejo y de mudltiples pasos
(Przedborski y Jackson-Lewis, 1998); después de su administracién sistémica,
el MPTP, atraviesa rapidamente la barrera hematoencefalica. Una vez en el
cerebro, entra a las células gliales y es convertido por la monoamino-oxidasa
B a 1-metil-4-fenil-2,3-dihidropiridinium (MPDP"), se convierte a 1-metil-4-fenil-
piridinium (MPP™) (figura 2) (Przedborski y Vila, 2003). Ya que el MPP* es una
molécula polar, no puede entrar libremente a las células, por lo que depende de
los acarreadores de la membrana plasmatica, y tiene una alta afinidad por los
transportadores de dopamina de la membrana plasmatica (Mayer y col., 1986),
asi como los transportadores de norepinefrina y serotonina (Przedborski y Vila,

2003).
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Figura 2 Diagrama de! metabolismo del MPTP.

Este paso en el proceso neurotéxico se ha confirmado a través del bloqueo de
los transportadores de dopamina con el mazindol (Javitch y col., 1985) o por la
eliminacién del gen en ratones mutantes en donde se previene completamente
la toxicidad del MPTP vy de forma inversa, l0s ratones transgénicos con un
incremento en la expresién de los transportadores de dopamina son mas
sensibles al dafio del MPTP (Donovan y col., 1999).

Una vez que el MPTP se encuentra en el interior de las neuronas
dopaminérgicas puede seguir tres rutas: 1) se puede unir a los transportadores
vesiculares de monoaminas, y ser traslocado a los sinaptosomas (Liu y col.,
1992); 2) se puede concentrar en las mitocondrias (Ramsay y Singer, 1986) o
3} puede permanecer en el citosol e interactuar con diferentes enzimas
(Klaidman y col., 1993). El destino del MPP® en cada una de las rutas depende
probablemente de la concentracién intracelular y de la afinidad por cada una de

ellas.
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La importancia del secuestro del MPP* se observé debido a que las células
transfectadas para expresar una gran densidad de los transportadores
vesiculares de monoaminas convirtieron a las células sensibles al MPP* en
celulas resistentes al mismo (Liu y col., 1992). De manera inversa, los ratones
mutantes con un 50 % menos de dichos transportadores son mas sensibles al
dafo neurotdxico del MPTP comparado con los ratones normales (Takahashi y
col., 1997). Estos hechos demuestran claramente una relacion inversamente
proporcional entre la capacidad de secuestro del MPP” y la magnitud del dario
neurotoxico del MPTP.

En el interior de las neuronas dopaminérgicas, el MPP* se puede concentrar
dentro de las mitocondrias (Ramsay y Singer, 1986) en donde inhibe el
complejo | de la cadena respiratoria (Oxidoreductasa de NADH-ubiquinona)
(Ramsay y col., 1987), a través de su unién en o cerca del sitio de unién del
veneno mitocondrial rotencna (Higgins y Greenamyre, 1996). Por lo que la
inhibicidn de este complejo, no s6lo trae como consecuencia la disminucion de
los niveles de trifosfato de adenosina (ATP), sino también la produccién de
radicales superdxido asi como la peroxidacion lipidica (Kang y col., 1983).
Actualmente se cree que durante el proceso neurotéxico del MPTP consiste en
una serie de eventos tempranos, tardios asi como dafio de neuronal.

Tan pronto entra el MPP" a la neurona dopaminérgica, se une al complejo |, e
interrumpe el flujo de electrones, por {o que disminuye |a sintesis de ATP como
se mencionod anteriormente. Se cree que la actividad del complejo 1 disminuye
> 70 % para causar una severa deficiencia de ATP en mitocondrias no
sinapticas (Davey y Clark, 1996). En experimentos in vivo se ha observado una

disminucién de 20 % del ATP en mesencéfalo (Chan y col, 1991). Ofra



consecuencia de |a inhibicion del complejo | es el incremento de la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ERO), especialmente el superéxido (Cleeter
y col., 1992);, también se ha observado la produccién de ERO debido a la
autooxidacién de la dopamina, ya que el MPP" induce una liberacion masiva de
las vesiculas hacia al citosol.

La importancia de la produccién de ERO por parte del MPTP se ha demostrado
por estudios en ratones transgénicos que sobreexpresan a las enzimas
antioxidantes como la SOD Cu/Zn y la SOD Mn. En estos ratones hay una gran
disminucion de la toxicidad del MPTP (Kliivenyi y col., 1998; Przedborski y col.,
1992). De manera inversa la deficiencia de enzimas como la glutation
peroxidasa, la SOD Cu/Zn y la SOD Mn aumenta la toxicidad. (Andreassen y
col., 2001; Zhang y col., 2000). Parece que el oxidante critico es el peroxinitrito,
que se forma por la reaccién quimica de un radical NO y un radical de O;; a 3-
nitrotirosina, un marcador del dafio causado por el peroxinitrito, se incrementa
en el modelo del MPTP (Schulz y col, 1995) asi como en cerebros de
pacientes con la enfermedad de Parkinson (Good y col., 1998). Sin embargo,
existe mucha evidencia que indica que los ERO ejercen muchos o la mayoria
de efectos téxicos junto con otros especies reactivas como 0xido nitrico (NO),
(Schulz y col., 1995) produciéndose en cerebro por las dos isoformas de la
sintasa del dxido nitrico como son 1a neuronal y ia inducible (Przedborski y col.,
1996).

Como respuesta tardia a la disminucién de ATP y la produccion de ERO, las
sefiales de muerte pueden activar las vias apoptéticas en las neuronas
dopaminérgicas; solamente en regimenes de administracion prolongada de

dosis bajas a moderadas se han determinadc neuronas apoptéticas
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morfolégicamente bien definidas (Tatton y Kish, 1997). Se ha demostrado que
después de la administracion del MPTP, la proteina proapoptiética Bax
desempefa un papel importante en este modelo {Vila y col., 2001}, al mismo
tiempo se ha observado que la caspasa-8 se activa durante este modelo
(Hartmann y col., 2001).

La presencia de microglia activada en muestras post-morten de individuos
intoxicados con el MPTP décadas atras (Langston y col., 1999) muestra un
proceso degenerativo real y cambia la idea de que el MPTP causa un dafio
unico. Lo gue sugiere que un solo ataque por parte del MPTP inicia una
cascada de evenfos autosostenidos con efectos toxicos de larga duracion

(Langston y col., 1899).

2.3 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es una condicion anormal que resulta de una inadecuada
eliminacion de las especies reactivas de oxigeno (ERQ) y nitrégeno (ERN) por
los sistemas antioxidantes intracelulares, debido al envejecimiento ¢ a una
enfermedad. Las células durante ia evolucién han desarrollado sistemas de
defensa y reparacion para controlar el estrés oxidativo y el dafio asociado a
este, excepto en ciertas condiciones como la enfermedad de Parkinson, dichos
sistemas se encuentran disminuidos.

En la enfermedad de Parkinson las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales
son expuestas a un gran estrés oxidativo debide a que durante el metabolismo
de la dopamina se generan moléculas que pueden actuar como toxinas

endogenas si no se manejan adecuadamente (Lotharius y Brundin, 2002).



La dopamina se puede auto-oxidar a pH normal a dopamino-guinonas,
radicales superdxido y H2O; de igual forma puede desaminarse por la enzima
mono-amino oxidasa (MAQ-B) para formar el acido 3,4-dihidroxifenilacético (no
téxico) y H.O, (Maker y col., 1981). El superoxido es una motécula muy
reactiva que se puede fransformar en peroxinitrito en presencia de nitritos. El
H2O, se puede transformar en un radical muy toxico, el radical hidroxilo, a
traveés de la reaccion de Fenton en presencia de fierro, cuyo nivel es elevado
en la sustancia nigra en comparacion de otras regiones del cerebro (Lotharius y
Brundin, 2002).

En pacientes con la enfermedad de Parkinson las neuronas nigroestriatales
estdn sometidas a un gran estrés oxidativo, por ejemplo, los niveles de
malondialdehido y de lipoperdxidos, marcadores de estrés oxidativo, se
encueniran 10 veces por encima de su valor normal en la sustancia nigra
(Dexter y col., 1989), otro ejemplo es la 8-hidroxiguanosina, la cual aumenté
como marcador de ADN y ARN oxidado en la misma regién (Zhang y col,,
1999), asi como los carbonilos proteicos, indicadores de la oxidacién de
proteinas, aumentaron dos veces mas en la sustancia nigra que en otras areas
del cerebro {Floor y Wetzel, 1998).

También se ha observado una disminucién de los niveles de glutatién en la
sustancia nigra, incluso dentro de las neuronas dopaminérgicas en ésia regién
del cerebro (Pearce y col.,, 1997). La disminucidén del glutation (GSH) y el
aumento del glutatién oxidado (GSSG) es el primer indicador bioguimico de la
neurodegeneracién de la sustancia nigra pars compacta y la magnitud de la
disminucién del mismo es proporcional a la severidad de la enfermedad;

aunque parece que hay una disminucion de la actividad enzimatica de la



catalasa y de la glutatidn peroxidasa en la enfermedad de Parkinson. Ademas
se ha observado un aumento preferencial de la actividad de la superéxido
dismutasa (Marttila y col., 1988); aunado a esto, los niveles de fierro, los cuales
son mayores en la sustancia nigra pars compacta mas que en ofras regiones
del cerebro debido a su alta afinidad por neuromelanina, se han encontrado
elevados en sustancia nigra (Mecocci y col.,, 1993).

Las anormalidades genéticas asi como la exposicion a toxinas ambientales
pueden generar un estrés oxidativo que dafie especificamente a las neuronas
dopaminérgicas, las cuales se menciond anteriormente son muy sensibles al
estrés oxidativo; por ejemplo, la disminucidn de la ingesta de vitamina E en
ratas da lugar a la perdida de un 33 % de neuronas positivas a la tirosina
hidroxilasa en la sustancia nigra pero no en otras regiones del cerebro (Dexter
y col., 1994).

Tambien se ha encontrado que la noradrenalina y la serotonina (5-
hidroxitriptamina) tienen un alto potencial de oxidacion y que puede promover

el estrés oxidativo (Lotharius y Brundin, 2002).

2.4 Melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es un producto de la glandula
pineal de los vertebrados (figura 3}, y a pesar de que fue descubierta hace mas
de 40 anos, no fue reconocida como una molécula eliminadora de radicales
libres muy poderosa (Tan y col.,, 2002) asi como un antioxidante indirecto
(Rodriguez y col., 2004). Se creia que |la melatonina estaba relacionada
solamente con los ritmos circadianos reproductivos, pero se ha observado que

sus acciones modulan la funcién inmune y la fisiclogia de la retina neuronal
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(Reiter y col., 2000) Posee propiedades antineoplasicas, regula la transcripcion
genética (Blask y col., 1999) y ademas de esto, posee caracteristicas
preventivas contra el dafio oxidativo en una amplia variedad de condiciones

experimentales (Crespo y col., 1999).

Figura 3 Estructura molecular de la melatonina.

A pesar del desconocimiento acerca del mecanismo mediante el cual elimina
los radicales libres y sus productos relacionados, no hay duda de su habilidad
para resarcir el dafio molecular causado por las especies reactivas de oxigeno

(ERQ) y nitrégeno (ERN) (Acufia-Castrovigjo y col., 2002).

2.4.1 Acciones como antioxidante directo

El radical hidroxilo (OH) se considera muy toxico para las células debido a su
alta reactividad con cualguier molécula que se encuentre, es decir, lipidos,
ADN, proteinas o carbohidratos. El primer indicio que demostré la capacidad de
la melatonina para neutralizar al radical ‘OH aparecidé hace méas de 10 afos
(Tan y col., 1993), y a partir de este fecha se confirmo la accién de la
melatonina y se ha identificado a la 3-hidroximelatonina ciclica como el
producto potencial de la interaccion de ta melatonina con el radical ‘OH (Tan y
col., 1998); se propuso que el mecanismo mediante el cual la melatonina gjerce

su actividad para eliminar radicales ‘OH (figura 4) es a través de la formacion
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de un radical inddlico, el cual elimina otro radical ‘OH para dar lugar a la
formacion de 3-hidroximelatonina ciclica, y es eliminado por medio por la orina

(humanos y rata).

Q
CH3/0 NH)I\
\

Melatonina

3
N-acetil-N-formil-5-
Radical NH metoxikinuramina
Indoil
>\H

"OH Catalasa {
o
eny NH)J\
N-

3 hldrox[melatonlna—i
ciclica

Crina

acetil-5-metoxi-
Kintramina

Figura 4 Mecanismo de eliminacion de los radicales libres por la melatonina. La
eliminacién del radical ‘OH es a través de la formacién de la 3-hidroximelatonina,
la cual elimina un segundo radical ‘OH para generar {a 3-hidroximelatonina ciclica
y su posterior eliminacién a través de la orina. La eliminacion de Q2" y de Hz0; es
a través de la formacién de (AFMK), la cual al ser incubada en presencia de
catalasa, y convertida en enzima a N-acetil-5-metoxikinuramina (AMK). Tomada
de Tany col., 2000).

Tal cantidad del subproducto es proporcional a la cantidad de melatonina
administrada al animal asi como al grado de estrés oxidativo del mismo (Tan y
col., 1998). También se ha demostrado que la 3-hidroximelatonina ciclica tiene
la capacidad de eliminar radicales libres (Lopez-Burillo y col., 2003).

El peroxido de hidrégeno (H20.), que es un ERO no radicalario, se genera in

vivo por varios sistemas enzimaticos, y también se produce intracelularmente
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por la accién de la superoxido dismutasa a partir de! radical anién superéxido
(027). EI H20; es un agente oxidante y reductor débil, el cual al no tener carga
eléctrica puede atravesar las membranas celulares y acceder a lugares muy
distantes de su generacién. Al ser muy poco reactivo como se mencioné
anteriormente, su toxicidad deriva de la reaccion con un metal de transicién
(por lo general Fe), conocida como reaccion de Fenton o través de la reaccion
de Haber-Weiss para dar lugar al radical "OH (Reiter y col., 2003).

El mecanismo de eliminacién de Ox” y de H»O, (figura 4) es a través de la
formacion de N'-acetil-N°-formil-5-metoxikinuramina (AFMK), la cual al ser
incubada en presencia de catalasa, es convertida a N-acetil-5-
metoxikinuramina (AMK) (Tan y col., 2000). Recientemente se ha sugerido que
la AFMK posee la capacidad para eliminar radicales al ser capaz de donar dos
electrones. Ademas la kinuramina es capaz de reducir el dafio lipidico y al ADN
en presencia de altas concentraciones de radicales libres y disminuir la muerte
neuronal cuando las células son expuestas a HyO,, glutamato ¢ B-amitoide
(Tan y col., 2001),

El radical superdxido (O,7) se forma durante la respiracién en la mitocondria
cuando se pierden electrones de la cadena transportadora de electrones y en la
respiracion de las células fagociticas. Este radical posee una baja toxicidad con
respecto al radical ‘OH, pero se acopla rapidamente con el éxido nitrico (NO")
para producir el anién peroxinitrito (ONOQ"), el cual es tan téxico como el ‘OH
(Reiter y col., 2003).

La eficacia de la melatonina para neutralizar al O,” no se ha reportado con
precision, pero se ha propuesto que puede neutralizar al mismo en un sistema

meramente quimico de hipoxantina/xantina (Marshall y col., 1996);, también se
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ha mencionado que puede atrapar al O, a través de la sefial de resonancia de
espin del electrén producida por el aducto 6xido de 5,5-dimetilpirrolina:O,”
(Zhang y col., 1998). A pesar de esto, la capacidad /n vivo de la melatonina
para neutralizar al O,” es incierta.

La eficacia de la melatonina para eliminar los radicales peroxilo (LOO') es aun
contradictoria; el primer estudio indicé que la metatonina era el doble de eficaz
para eliminar radicales que ia vitamina E, al interferir en la propagacion de la
peroxidacion lipidica (Pieri y col., 1994, Reiter y col., 1998), sin embargo,
posteriormente se reporté que la melatonina no era un antioxidante eficaz para
eliminar los radicales peroxilo (Livrea y col., 1997).

La melatonina puede interactuar con los radicales peroxilo para evitar la
peroxidacion lipidica (Reiter y col., 1998). Y esto puede deberse a que elimina
los radicales que inician {a oxidacién de los lipidos (OH, ONOQO") méas que a su
actividad directa contra los radicales peroxilo.

El mondxido de nitrégeno (NO') es una molécula que se produce normalmente
en los mamiferos y tiene distintas funciones fisioldgicas es un radical libre muy
deébil. El acoplamiento de esta molécula con el anién superéxido (O,7) da lugar
a la formacion del ani6n peroxinitrito (ONOO’), que aungue no es un radical, es
un oxidante muy destructivo, y dafia a cualquier biomolécula cercana (Reiter y
col., 2003). La melatonina puede reaccionar a pH fisioldgico contra el acido
peroxinitroso (ONOOH) o su forma activada (ONOOH*); el producto inicial de
esta reaccién es el radical melatonil y que un producto final es la 6-
hidroximelatonina (Zhang y col., 1998), que es el mismo metabolito formado

cuando la melatonina es metabolizada en el higado, sin embargo, la forma en
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la cual la melatonina interactia con las especies reactivas de nitrégeno aun no

se ha establecido.

2.4.2 Acciones como antioxidante indirecto

Aparte de acciones como un antioxidante directo se ha visto que la melatonina
posee actividades indirectas a través de las cuales puede disminuir el estrés
oxidativo, aunque la importancia relativa de los procesos antioxidantes directos
e indirectos in vivo se desconocen (Reiter y col., 2003).

Las enzimas antioxidantes son la principal defensa contra el dano de los
radicales libres, los cuales son convertidos a especies menos reactivas o a
productos no toxicos. Las enzimas que se han estudiado con relacién a la
melatonina son la superdxido dismutasa (SOD) (las dos, MnSOD vy la
CuZnSOD), la catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GPx), la glutation
reductasa (GRd).

La SOD se considera una enzima critica, ya que transforma al O™ a H.0O, y
evita el acoplamiento del O;” con el NO. Se observé que niveles
farmacolégicos y posiblemente fisiolégicos de melatonina estimulan la
expresién genetica de las enzimas o incrementan su actividad, ya que los
niveles de RNAmM de ambas enzimas, Mn SOD y Cu/Zn SOD, se incrementaron
en un 35 y 51 % respectivamente (Antolin y cols., 1997). También se ha
observado que la actividad de la enzima se incrementa en el cerebro de los
fetos de ratas después de inyectarle a la madre la melatonina (Okatani y col.,
1998) con lo que se confirma la estimulacion de la actividad de la enzima por

parte de la melatonina asi como la habilidad de la misma para cruzar de la
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circulacion de la madre al feto en cantidades suficientes como para ejercer
cambios fisioldgicos.

La GPx reduce el dafio oxidativo debido a que transforma el H,O; (y otros
peroxidos) a Hy0, pero en el proceso el glutation (GSH) se oxida a su disulfuro
(GSSG), el cual se convierte a GSH por la GRd. Los primeros indicios de |a
estimulacion de melatonina sobre la GPx aparecieron hace ya 10 afios cuando
se demostré que dosis farmacolégicas de melatonina dadas a ratas in vivo
mostraron un incremento de la actividad de esta enzima (Barlow-Walden col.,
19956). La habilidad de la melatonina para mantener el balance GSH/GSSG
modulando la actividad de ambas enzimas parece ser en un sitio de unién
nuclear (Pablos y col., 1997).

La GRd necesita como cofactor al NADPH, el cual se produce por la enzima
G6PD, a pesar de que hay poca informacién, se reporté que también es
estimulada por la melatonina (Pierrefiche y Laborit, 1995), por lo que
cantidades insuficientes de NADPH limitaria la actividad de la GRd asi como la
homeostasis del glutation dentro de las células.

La CAT es ofra enzima que elimina al H,O; dentro de las células, se encuentra
en casi fodos los organismos aerébicos y se localiza regularmente en los
peroxisomas; en los mamiferos los niveles cerebrales de CAT son por lo
general mas bajos que en ofros tejidos (Harris, 1992). La actividad de esta
enzima asi como otras enzimas antioxidantes es baja en presencia de un gran
estrés oxidativo, por lo que esta disminucidn puede ser contrarestada por la

melatonina (Montilla y col., 2000).
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La melatonina también tiene efectos sinérgicos in vivo con los antioxidantes
clasicos (Gitto y col,, 2001) y es mas efectiva para reducir el dafio oxidativo
que las vitaminas mismas (Tan y col., 2002).

La melatonina incrementa la eficacia de la fosforilacién oxidativa, es decir,
incrementa las actividades de los complejos | y IV de la cadena de transporte
de electrones in vivo en higado y cerebro {Martin y col., 2000); ademas puede
revertir el efecto inhibidor sobre estos complejos por parte del MPTP (Absi y
col., 2000) asf como del rojo de rutenio (Martin y col., 2000). Adicionalmente la
administracion a largo plazo de la melatonina incrementa el namero de
mitocondrias en las células (Decaer y Quay, 1982). Por ofra parte,
experimentos con melatonina radioactiva sugieren la existencia de su unién a la
mitocondria (Poon y Pang, 1992).

Por lo anteriormente descrito, la melatonina no solamente protege a las células
del dafio oxidativo sino que también una vez danada la célula puede promover
indirectamente su reparacién.

Ei tratamiento con melatonina previene la toxicidad del MPP* (metabolitc de la
MPTP) de distintas maneras: por prevencién de la peroxidacion lipidica, la
inhibicién de la sintasa de oxido nitrico (NOS) y a nivel mitocondrial incrementa
la eficiencia de la fosforilacion oxidativa (Absi y col., 2000) asi como la
disminucion de la fragmentacion de DNA vy la reduccion de la apoptosis celular
(Ortiz y col.,, 2001). Es decir, las acciones antioxidantes de la melatonina
explican presumiblemente su habilidad de reducir la toxicidad del MPTP (Reiter

y col., 2000).
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2.5 El aceite de pescado

Entre los lipidos se incluyen grasas y aceites ordinarios, ceras y compuestos
relacionados que se encuentran en los alimentos y en el cuerpo humano. En su
mayor parte (95%) estan compuestos por triacilglicéridos (TG) que contienen
una molécula de glicerol (un alcohol) y tres acidos grasos. Desde el punto de
vista quimico, los 4cidos grasos son cadenas de hidrocarburos que terminan en
un grupo carboxilo en un extremo y en un grupo metilo en el otro. La forma mas
comun de clasificar a los AG es:

1) Por su grado de saturacion se dividen en saturados e insaturados
(monoinsaturados y poliinsaturados).

2) Por la longitud de su cadena se clasifican como de cadena corta (4-6
carbonos), media (8-12 carbonos), larga (14-18 carbonos) o muy larga (20 o
mas carbonos).

De acuerdo a la posicion del primer doble enlace de la cadena, denominado
omega, contando a partir del extremo metilo, existen tres familias de AG
poliinsaturados Q-3, Q-6 y Q-9. Algunos AG grasos se clasifican como "acidos
grasos esenciales" (Tabla |) porgue no pueden ser sintetizados por el cuerpo
humano y ademas son necesarios para funciones vitales, éstos son los de las
familias Q-6 y -3, conocidos comunmente como omega 6 y omega 3 (Chow,

1992)

TABEA
NOMENCLATURA DE LOS ACIDOS GRASOS ESENCIALES

Nuombre comiin Nulre sistamatico Abreviatura Farmala

Fedaridice £2-6

Linodeicoe Cis-9 12, ~octadecadienoscey (1A 18:2 €36 LR .
¢ - Ll dndoo Cis-6,0 12 - oaadevirivnaics 18:3 {2-0 CLH O,
Iulomaoglineldnica Cis-B. 114 -vicosatrienoico 2000 {6 LS £ 308 & N
Armquaddanico (AAY  Cin- 3501 L e eicosatetmaenoico 2004 {16 LM O
Aadrénwcoe Cis=-7,10, 1 31 6-dogosatcloagsicy 22:4 12-6 b O
Osnod Cin-4,7,10,1 3, 1oocnsspontaciiiceag 225 L2-0 £ ._;H _.l'):
Feroridies £3-8;

w-linolénicw Cis-9, 12 Scoctadecntricnnico (ALAS 18:5 £2-3
Estcarddnice Cis- 6,912, S-octadecnteraennicn 18:4 €3-3
Timnadduies Cis-5.8. 1 L1317 -clicosapentocnaico (HPAS 20:5 £2-1
Clupnnodditicn Cis-? 0t M1 6 1 V-docnsapentacndaica {1IPA) 223:% 1.3

Ceorvinica Cis=-3, 7, 1G4 16 19 docosnhesaenoiao 1EHIAY) 22060 £2-3

Fuente: Euapous, 10
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Las fuentes de AG Q-3 predominantes en la mayoria de las dietas son los
aceites vegetales y el pescado. A excepcion de las dietas del Mediterréneo y
las de los esquimales de Alaska y Canada, cuyas fuentes principales de W-3
son los aceites de oliva y pescados y grasas de mamiferos marinos
respectivamente. Los pescados son la mayor fuente de EPA y DHA, mientras
que los aceites vegetales lo son del 4cido a-linolénico (conocido como ALA).
Otras fuentes de €2-3 que contribuyen colectivamente en la dieta son algunas
nueces y semillas, vegetales, yema de huevo, pollo y carne de rumiantes y
cerdos (Ackman, 1992; Chow, 1992, Dupont, 1999; Kris-Etherton y col., 2000;
Simopoulos, 1998).

Los &cidos grasos poliinsaturados Q-3 de origen marine se forman en el
cloroplasto de las plantas marinas, microalgas o microalgas gue forman parte
de la dieta alimenticia de los peces, los cuales concentran EPA y DHA como
triacilglicéridos, principalmente en el tejido adiposo y en fa grasa del masculo y
visceras (Uauy y Valenzuela, 1992).

Algunos peces, especialmente aquellos de carne roja u obscura, son muy
buenas fuentes de EPA y DHA, pero se requieren grandes cantidades para
proporcionar una dosis efectiva de Q-3. El patron de dieta de los esquimales y
el amplio uso de complementos de aceite de pescado sugieren que los Q-3
marinos son seguros. Dosis de 3-6g de EPA + DHA son seguros y efectivos en
la mayoria de los usos clinicos (Uauy y Valenzuela, 1892). En la Tabla Il se

presenta la composicion de acidos grasos de aceites de pescado comerciales.
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TABLA
ACIDOS GRASOS Q-3 EN ACEITES DE PESCADO (/1 00g)

Accite de pescado 205 Q.3 226 n3 €2-3 ol
Abhadeje 14 12,7 7.9
Sulman 1.0 bt 1N
MaxEPAL cancentrados 17.8 1.6

de cucrpo de peet

Arcnque 0.0-16 IREY 4.1
Sardina 14 HE

Anchovets h] in

Arenqgue s 6

Higado bacalso 0311 4-12 R
Higado bacalao® (mgieapsulay 173 120

Capsulas*®  (giedpsula)t .84

*tedpsalas de geeite du pescada producidas por Phazina Nord Deinark
Fuentes: 'Waay v Voleazeets, 1992, *Mahan v Eseotr, 1998, "Kus-Frhenon o ol . 20000 ‘Dewch of af
2uou

La dieta de nuestros ancestros era mucho menor en grasa total {aprox. 21% de
la energia) y grasa saturada (7-8% de energia) que la actual. Aquelia contenia
aproximadamente las mismas cantidades de &cidos grasos omega 6 (Q-6) y
omega 3 (Q-3) y se cree que la proporcién era de 1:1 6 1:2. Las fuentes de los
-6 y de los Q-3 eran plantas silvestres, animales y pescados. Con la llegada
de la revolucién industrial hubo un marcado cambio en ta proporcién Q-6/Q-3
en la dieta; el consumo de Q-6 se incrementé a expensas de los -3, Este
cambio fue un reflejo del advenimiento de la industria de aceites vegetales asi
como de un incremento en el uso de granos cerealeros para el ganado

domestico, aunado todo esto a un menor consumo de pescado (Simopoulos,

1999).

Esto ha dado como resultade que una dieta occidental comuin tenga un alto
contenido de Q-6 debido al uso indiscriminado de aceites vegetales (ricos en

Q-6) en sustitucion de las grasas saturadas (cebo, manteca), para reducir las
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concentraciones de colesterol sérico, y debido a un bajo consumo de productos
marinos; obteniendose en la dieta una proporcion Q-6/Q-3 de 12:1. Esto ha
contribuido a incrementar el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares

y otros padecimientos de orden comun (Simopoulos, 2000).

2.6 La Mitocondria

Las mitccondrias son organelos granulares y filamentosos que se encuentran
en el citoplasma de todas las células eucariotas y es el sitio donde se lleva a
cabo la respiracion celular. (Figura 5). Estos organelos varian en tamario y
forma dependiendo de la fuente y el estado metabolico, pero a menudo son
elipsoides de aproximadamente 5 um de didmetro y 1 um de largo. Una célula
eucarionte tipica contiene mas de 2000 mitocondrias, lo que ocupa alrededor
de la quinta parte del volumen celular; esta cantidad es necesaria para
satisfacer la demanda energética de la célula. Los tejidos de mamiferos que

contienen mas mitocondrias son corazén y cerebro.

2.6.1 Anatomia de la mitocondria

Las mitocondrias son organelos de doble membrana: la membrana
mitocondrial externa, contiene porinas, que son proteinas que forman poros no
especificos que permiten la entrada por libre difusion de moléculas mayores a
10 kD; y la membrana interna, que contiene aproximadamente 75 % de
proteina y 25% de lipidos en peso. A través de la membrana interna
unicamente son permeables CO,, O, y H,O. El paso de metabolitos como el

ATP, ADP, piruvato, Ca®* y fosfato, es regulado por proteinas transportadoras

22



especificas. Esta permeabilidad controlada permite la generacion de gradientes
ionicos y resulta en la compartamentalizaciéon de funciones metabdlicas entre el
citoplasma y la mitocondria. En la membrana mitocondrial interna se alojan los
componentes de la cadena respiratoria y el complejo enzimatico responsable
de la sintesis de ATP. La membrana interna esta dispuesta en forma de
crestas, esto le confiere una gran area superficial, una sola mitocondria puede
tener mas de 10000 conjuntos de sistemas de transferencia de electrones

(cadenas respiratorias) y de moléculas de ATP sintasa distribuidas en toda la

superficie de la membrana interna.

Figura 5. Anatomia Bioquimica de la mitocondria.
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La matriz mitocondrial, es el espacio delimitado por la membrana interna y
contiene al complejo de la piruvato deshidrogenasa, las enzimas del ciclo del
acido citrico, de la B-oxidacion de 4cidos grasos y de la oxidacion de
aminoacidos. Es decir, la matriz mitocondrial contiene todas las enzimas de las
rutas de oxidacidn de combustibles, excepto las de la glucolisis que tiene lugar
en el citosol (Nelson, 2000).

Las membranas mitocondriales externa e interna se separan por centrifugacion.
Con tal fin, luego de aislar las mitocondrias, se las expone a un medio
hipoténico con la consiguiente expansién del volumen mitocondrial
(hinchamiento), lo gue provoca la ruptura de la membrana externa, y como la
membrana interna puede volver a contraerse por exposicion a ATP o medio
hipertdnico, ambas pueden separarse experimentalmente. La membrana
externa contiene enzimas caracteristicas, como la amino-oxidasa, las

tioquinasas de los acidos grasos, y una NADH-citocromo c-reductasa.

La membrana interna es desde el punto de vista funcional, ia mas importante,
pues contiene los componentes de la cadena respiratoria y las proteinas
necesarias para fa sintesis de ATP. Mediante el uso de colato y desoxicolato es
posible fraccionar la membrana mitocondrial interna en complejos
caracteristicos y, ademas, solubilizar las protefnas constituyentes de la cadena

respiratoria (Nelson, 2003).

2.7 Membranas biol6gicas

El contenido de todas las células vivas estd rodeado por una membrana

delgada llamada membrana plasmatica, o celular, que marca e! limite entre el
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contenido celular y el medio externo. La membrana plasmatica es una pelicula
continua formada por moléculas de lipidos, proteinas e hidratos de carbono.
Los lipidos forman una doble capa y ias proteinas se disponen de una forma
irregular y asimeétrica entre ellos. Estos componentes presentan movilidad, lo
que confiere a la membrana un elevado grado de fluidez (cristal liquido), con un
espesor entre 8§ y 10 nandmetros (nm). Actia como barrera semipermeable y

selectiva regulando la composicidén quimica de |a célula.

Muchos procesos bioguimicos fundamentales tienen lugar sobre el andamiaje
membranoso ¢ en su interior. Por ejemplo, el transporte electronico y la
fosforilacion oxidativa, que oxidan nutrientes con la generacién concomitante
de ATP, estan facilitados por una bateria organizada de enzimas que son
constituyentes de la membrana mitocondrial interna. De igual modo, la
fotosintesis, en la que la energia de la luz permite la combinacién quimica de
H20 y CO; para formar glucidos, tiene lugar en las membranas internas de los

cloroplastos.

El tratamiento de la informacién, fal como los estimulos sensoriales o las
comunicaciones intercelulares, es, generalmente, un fenémeno que se realiza
en las membranas. Asi, los impulsos nerviosos estdan mediados por las
membranas celulares nerviosas y la presencia de ciertas sustancias tales como
hormonas y nutrientes se detecta mediante receptores especificos ligados a las

membranas.
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2.7.1 Fluidez membranal

La fluidez es una de las caracteristicas mas importantes de las membranas

bioldgicas y depende de factores como;

o Latemperatura, la fluidez aumenta al aumentar la temperatura.

o La naturaleza de los lipidos, la presencia de lipidos insaturados y
de cadena corta favorecen el aumento de fluidez; la presencia de
colesterol a bajas concentraciones reduce la fluidez vy

permeabilidad de ta membrana.

Las membranas biolégicas deben tener cierta fluidez para que se produzcan
los mecanismos de fransporte y el reacomodamiento permanente de los
componentes de la membrana. Por otra parie, es necesaria cierta estabilidad
que mantenga una estructuracion de la membrana. Esta estabilidad proviene
de las interacciones hidrofébicas y de las fuerzas de Van der Waals entre las
cadenas de los lipidos, y por ofra parte, de las fuerzas electrostaticas y las
uniones puente hidrégeno entre las cabezas polares de los fosfolipidos y el

agua con sus solutos.

La fluidez de las membranas depende de su composicion quimica. Las
cadenas de acidos grasos que constituyen los fosfolipidos y motéculas
derivadas de ellos pueden estar saturadas o insaturadas. La relacion cadena
de acidos grasos saturados /no saturados influye de manera decisiva en la
fluidez de la membrana. La cohesion entre las moléculas de la membrana es
mayor en una bicapa con fosfolipidos de acidos grasos saturados, de cadenas

simples, largas y rectas que en una que tenga fosfolipidos con cadenas
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insaturadas, que se "quiebran" a la altura de los dobles enlaces, disminuyendo
asi el efecto hidrofoébico. A su vez, una mayor cohesion determina una menor

fluidez.

La molécula de colesterol también juega un papel muy importante en la fluidez
de la membrana. Se encuentra en las células eucariontes animales. Se ubica
de acuerdo con la afinidad de sus distintas regiones por los componentes
polares y no polares de la membrana: su grupo alcohdlico se acomoda entre
tas cadenas carbonadas, en las cabezas polares. Su cadena lateral queda
entre las cadenas de los fosfolipidos, pero lejos de sus cabezas polares (Alvira

y col., 1998).

La presencia de colesterol presenta un doble efecto. En cierta medida,
aumenta la rigidez de la membrana, ya que los anillos rigidos interactian con
tas cadenas hidrocarbonadas de los lipidos, inmovilizandolas parcialmente.
Ademads agrega orden a la bicapa, dejando zonas mas rigidas y otras zonas
mas flexibles que interacttian con las cadenas de carbono de los fosfolipidos.
Asi es como el colesterol tiende a hacer menos fluidos a los lipidos. Sin
embargo, cuando se encuentran en aitas concentraciones, como ocurre en la
mayoria de las células eucariotas, previene el congelamiento, ya que evita que
las cadenas carbonadas se ajusten y se "empaqueten” y vueivan mas rigidas a
ta membrana. Asi es como, a baja temperatura esta disminucién del
empaquetamiento puede determinar que las membranas no se congelen

(BIOQUIMICA DE LEHNINGER).
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2.7.2 Las Bicapas lipidicas son fluidos bidimensinales

La filuidez de la bicapa varia con la temperatura, cuando una bicapa lipidica se
enfria por debajo de una temperatura de transicion caracteristica experimenta
un cambio o transicion de fase. Por debajo de la temperatura de fransicién la
membrana esta en fase gel, esto es, las cadenas hidrocarbonadas de los
lipidos quedan totalmente extendidas y se empaquetan en un ordenamiento
hexagonal al igual que las parafinas cristalinas. Por encima de la temperatura
de fransicion de fase la membrana esta en fase liquido-cristalino y las cadenas
hidrocarbonadas de los lipidos estan torcidas, lo que impide un

empaguetamiento eficiente de los mismos (Alvira y col., 1998).

La temperatura de transicién de una bicapa aumenta con la longitud de la
cadena y el grado de saturacién de los restos de los acidos grasos que la
componen por las mismas razones que las temperaturas de fusion de los
acidos grasos aumentan con estos parametros. Las temperaturas de transicién
de la mayoria de, membranas biologicas estan en el intervalo de 10 a 40 °C, El
colesterol, que por si mismo no forma una bicapa, disminuye la fluidez de la
membrana porque su rigido sistema anular esteroide interfiere con los
movimientos de las cadenas laterales de los 4acidos grasos. También amplia el
intervalo de temperaturas de la transicion de fase aboliendola totalmente a
altas concentraciones. Este comportamiento tiene lugar porque el colesterol
inhibe la cristalizacién de ias cadenas laterales de los acidos grasos al
colocarse entre ellas. De este modo el colesterol actua como plastificante de ia

membrana.
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La fluidez de las membranas biolégicas es uno de sus atributos fisiolégicos
importantes ya que permite que interaccionen sus proteinas incrustadas en la
misma. Las temperaturas de transicién de las membranas de mamiferos estan
muy por debajo de la temperatura corporal por lo que estas membranas tienen
un caracter de tipo fluido. Las bacterias y los animales poiquilotermos (de
sangre fria) tales como los peces modifican (mediante biosintesis y
degradacion de lipidos) la composicion en acidos grasos de sus lipidos de
membrana segun la temperatura ambiente de modo que se mantenga la fluidez
de la membrana. Por ejemplo, la viscosidad de la membrana de E. coli a su
temperatura de crecimiento permanece constante cuando la temperatura varia

de 15 a 43 °C. (Alvira y col., 1998).

2.7.3 Técnicas para la cuantificacion de la fluidez membranal

Con el fin de hacer mediciones “cuantitativas” de la fluidez o microviscosidad
de las membranas biolégicas, se ha implementado el uso de algunos métodos
fisicos. Por ejemplo se ha empleado la RMN (Nichol y col., 1980). Asimismo se
ha usado la polarizacion (Eisenbach, y col, 1990) y la anisotropia de
fluorescencia (Tanji, y col, 1992) para obtener valores relativos de
microviscosidad. Otro enfoque con monitores fluorescentes para estudios de
microviscosidad membranal involucra, en un proceso bimolecular, la formacién
de excimeros intermoleculares por la asociacion de moléculas aroméaticas en el
primer estado excitado con moléculas de la misma especie en su estado basal.
También se ha propuesto la deteccidn de excimeros intramoleculares con
moléculas aromaticas (benceno, naftaleno, antraceno o pireno) generalmente

unidas por una cadena de alcano. La principal ventajas de utilizar ia formacion

29



de excimeros intramoleculares sobre los intermoleculares, reside
primariamente en la posibilidad que ofrece la primera técnica de usar
concentraciones muy bajas de monitor fluorescente, del orden de 1 X 10° M y
aun menores. Esto minimiza la perturbacion del medio bajo investigacion por la
presencia del fluordforo y evita la formacidn de agregados de éste, un
fenomeno que ha sido reportado que ocurre con el pireno (Galla, y col.,, 1974).
El dipirenilpropano (DPiP) en particular (Figura 6), es muy adecuado para
estudios de formacion de excimero intramolecular debido a su alta produccién
cuantica de fluorescencia de excimero y al hecho de que no se ha encontrado

que ocurran reacciones fotoquimicas a la formacion del mismo.

O

Figura 6. Estructura quimica del dipirenilpropano.

La formacién de excimero intramolecular en medios viscosos, tales como
bicapas de fosfolipidos, esta determinada principalmente por el movimiento de
los grupos finales a través del medio, es decir, por la fluidez del medio
ambiente y no por la constriccion resultante en la rotacién de las cadenas, lo

cual involucra energias de activacion considerablemente pequenas.

Como una primera aproximaciéon para conocer el comportamiento de las
fluorescencias del DPiP en un medio con diferentes valores de viscosidad,

Mejia-Zepeda, R. disolvid el DPiP en una parafina liguida
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espectrofotométricamente transparente conocida comercialmente como
parafina viscosa y determind los espectros de emisién de fluorescencia a
diferentes temperaturas (Mejia, y col., 1999).

Mejia-Zepeda, R encontré que a temperatura baja, la emision de fluorescencia
del mondémero (379 nmj) es alta y disminuye conforme aumenta la temperatura.
Contrariamente, la emision de fluorescencia de! excimero (480 nm) es menor a
temperaturas bajas que a temperaturas altas. A pesar de que es evidente que
la emision de fluorescencia del monémero disminuye con la temperatura vy la
emision del excimero aumenta, estos cambios de excimero y mondmero no se
corresponden en magnitud, sino que es mucho mayor la magnitud de
disminucion del monémereo que el aumento del excimero. Ademés a 448 nm se
presenta un punto isoemisivo.

De estas lecturas de las Intensidades Relativas de Fluorescencia (IRF) en los
picos de emisién maxima, se obtuvo el cociente de fluorescencia de
excimero/monomero (le/lm). (Figura 7). Este cociente es menor a temperaturas
bajas y aumenta conforme se incrementa la temperatura a la que se encuentra
la parafina. Asi la viscosidad de la parafina liquida disminuye con la
temperatura, mientras que el cociente de fluorescencias le/lm aumenta. De
esta forma se hace evidente que la relacion de fluorescencias de excimero a
mondmero refleja aproximadamente la fluidez del medio, lo cual puede

considerarse el inverso de la viscosidad.
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Figura 7. Especiros de emisidn de fluorescencia del dipirenilpropanc (DpiP) en la
parafina liquida a distintas temperaturas. El pico de emisién maxima de mondmero
{Im) ocurre a 379 nm, en tanto que el excimero (le) a 480 nm. Excitacién a 329 nm.
El punto isoemisivo se presenta a 448 nm. La intensidad relativa de fluorescencia
se representa como IRF.
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3. JUSTIFICACION

Se menciona que en nuestro pais la enfermedad de Parkinson se presenta de
40 a 50 casos por cada 100,000 habitantes, y ademas, la enfermedad se
presenta en un mayor porcentaje de la poblacion conforme se incrementa la
edad de la misma. La enfermedad de Parkinson se considera de origen
desconocido debido a que no se han podido dilucidar los mecanismos
moleculares que conllevan al desarrollo de la misma, de ahi la importancia de
resolver la incognita que rodea el origen de dicha enfermedad. En nuestro
estudio se quiere determinar si existe alguna relacién entre la cantidad de
radicales libres y la fluidez de la membranas de hepatocitos de ratones C57/BI6
después de la administracién del MPTP; si existe proteccién a la oxidacion y la
fluidez de membranas con tratamientos previos de aceite de pescado (omega-

3) y Melatonina.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Cuando el exceso de radicales libres supera a los antioxidantes naturales se
presenta el fenédmeno conocido como estrés oxidativo, que se manifiesta en
alteraciones que se reflejan en la bioquimica y en la fisiologia de las

membranas y por ende de toda fa célula.

Una de tas propiedades de las membranas, es que se moadifica por estos
radicales libres, es la fluidez de la membrana. La que al perturbarse, mas alla
de un nivel critico, induce cambios en numerosos procesos de transporte de
iones y moléculas, las actividades enzimaticas de las proteinas integrales
pueden detenerse o modificarse y los procesos de transduccion de sefiales se

alteran.

El estrés oxidativo se ha asociadoc a numerosas enfermedades
neurodegenerativas, entre ellas la enfermedad de Parkinson. La enfermedad
de Parkinson se considera de origen desconocido debido a que no se han
podido dilucidar los mecanismos moleculares que conllevan al desarrollo de Ja
misma. Para estudiar con detalle la importancia del estrés oxidativo y de la
fluidez de tas membranas en la enfermedad de Parkinson, producimos el
sindrome parkinsoniano en ratones, con el suministro de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-

tetrahidropiridina.

Datos previos de laboratorio muestran que el aceite de pescado y la metatonina
disminuyen la actividad de peroxidasa de la ciclooxigenasa 2, en el modelo de!
MPTP. Con la disminucidn en esta actividad enzimatica se esperaria una

disminucion en los radicales libres que generaria el MPTP.
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5. HIPOTESIS

El aceite de pescado y la melatonina disminuirda la concentracion de
lipoperoxidos y oxido Nitrico y regularan las alteraciones en la fluidez de las
membranas totales y mitocondriales en forma positiva de los hepatocitos que
induce el suministro de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina. Por otra parte
existiran diferencias entre el aceite de pescado y la melatonina en donde
regularan eficientemente la produccion basal de productos del estrés oxidativo

y la fluidez de membrana.
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6. OBJETIVO GENERAL

Evaiuar el estrés oxidativo en suero y la fluidez de las membranas de higado

de ratones de la cepa C57/BI6, después de la administracién de 1-metil-4-fenil-

1,2,3,6-tetrahidropiridina, aceite de pescado y melatonina

6.1 Objetivos particulares

1.

Obtener fracciones purificadas de membranas totales y membranas
mitocondriales de higado de raton por medio de centrifugaciones
diferenciales.

Determinar en suero el perfii basal de productos del estrés oxidativo
celular como son los lipoperéxidos: malonaldehido y 4-hidroxialquenos,
asi como los productos indirectos del ¢xido nitrico como son: los nitratos
y los nitritos

Determinar la fluidez basal de membranas totales y mitocondriales de
hepatocitos de ratones testigo, por espectroscopia de fluorescencia
Determinar en suero los productos del estrés oxidativo celular como son
los lipoperoxidos: malonatdehido y 4-hidroxialquenos, asi como los
productos indirectos del dxido nitrico como son: los nitratos y los nitritos,
en muestras de ratones tratados con MPTP, aceite de pescado y
melatonina de forma aguda (6 y 24 horas), asi como crénica (7 y 15
dias).

Determinar la fluidez de membranas totales y mitocondriales de
hepatocitos de ratones tratados con MPTP, aceite de pescado y
melatonina de forma aguda (6 y 24 horas), asi como crénica (7 y 15

dias).
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7. METODOLOGIA

7.1 Tratamiento de los animales

Se utilizaron ratones de la cepa C57/BL6 los cuales se mantuvieron en jaulas
de policarbonato limpias, en ciclos de luz:oscuridad (12:12h), a una
temperatura controlada de 22 + 2 ° C. Los ratones fueron alimentados con

alimento estandar y agua ad libitum.,

Los grupos se separaron de la siguiente manera:

El Grupo | (Testigo) recibié dos inyecciones subcutaneas de solucidén salina

isotonica viv.

El Grupo Il recibié aceite de pescado (proporcionado por la Zona Diet, México;
Omega Dr Sears®) via intragastrica (diariamente durante todo el experimento)

a una dosis de 100 yl (0.0368 g EPA, 0.0184 g DHA).

El Grupo Il recibié dos inyecciones de melatonina (10 mg/Kg) por via
intraperitoneal (de acuerdo al esquema del MPTP), posteriormente se le
administré la melatonina en el agua de beber durante todo el experimento de

acuerdo al subgrupo.

El Grupo IV recibié dos inyecciones de MPTP (disuelto en solucion salina) via

subcutanea, con una concentracion de 20 mg/Kg, con una diferencia de 24

horas entre cada inyeccién.
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El Grupo V recibié MPTP y el aceite de pescado, de la manera antes

mencionada.

El Grupo VI recibid MPTP y melatonina, de la manera antes mencionada.

Los ratones asi como sus grupos fueron divididos en subgrupos de acuerdo al

estudio a realizar pero siempre la N fue igual a 8.

Este estudio se realiz6 a las 6 y 24 horas (fase aguda), asi como a los 7 y 15
dias (fase cronica) en los 8 grupos. Los animales fueron decapitados, se
obtuvo el higado el cual se congelo inmediatamente a -25 °C y posteriormente
a -80°C hasta el momento de realizar los ensayo bioquimicos de fluidez de
membranas y de estrés oxidative (peroxidacion lipidica y analisis de catabolitos

del éxido nitrico).

7.2 Aislamiento de membranas mitecondriales

El higado se coloco en el siguiente medio: sacarosa 250 mM, Hepes 25 mM
(pH 7.5) y EGTA 1mM en hielo (medio SHE). Se dieron varios tijeretazos al
érgano y se enjuago varias veces hasta que el SHE ya no tenia sangre. Se
dejo en volumen minimo del medio y se trituro con tijeras hasta obtener un
homogeneizado, se coloco en un homogenizador con véstago de tefléon, en
hielo. Se repartié la muestra en cuatro tubos de centrifuga y se aforo cada tubo
a 35 ml con SHE. Se centrifugé 395 g durante 10 minutos. Enseguida se
decanto el sobrenadante en otros 4 tubos y se centrifugd a 4039 g durante 10

minutos. Posteriormente, se desecho el sobrenadante y se resuspendié cada
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pellet con pincel de cerdas finas en albumina delipidada al 1% final en 1.5 ml
~de SHE vy se incubd con agitacion durante 10 minutos. Posteriormente se
centrifugd a 5045 g durante 10 minutos y el precipitado se resuspendid en 100

ul de SHE (34).

7.3 Aislamiento de membranas totales

El higado se coloco en el siguiente medio: sacarosa 250 mM, Hepes 25 mM
(pH 7.5) y EGTA 1mM en hielo {medio SHE). Se dieron varios tijeretazos al
organo y se enjuago varias veces hasta que el SHE ya no tenia sangre. Se
dejo en volumen minimo del medio se trituro y se coloco en un homogenizador
con vastago de teflon, en hielo hasta tener una mezcla. Enseguida el
homogenizado se centrifugo a 349 g durante 10 minutos. Al sobrenadante se
afiadio 5 volumenes de amortiguador 40 mM Tris-HCI (pH 6.8) y se centrifugo a
9447 g durante 20 minutos. El precipitado se resuspendié en un volumen

pequefio de amortigador Tris-HCI (pH 6.8) y se guardo a -80 °C, hasta us uso.

7.4 Determinacién de lipoperoxidos (malondialdehido + 4-
hidroxialquenos)

Los animales se sacrificaron por decapitacidén y se recibid la sangre en tubos
con EDTA, se centrifugé a 224 g durante 5 minutos para obtener el suero, el
cual se congelé a -80 °C hasta el momento del andlisis. Cuando se realizé el
analisis se descongeld la muestra y se agreg6 200 puL a un tubo y asi como 650
ul del N-metil-2-fenilindol en acetonitrilo diluido, se agitdé en vortex, se agregd
150 uL de acido metansulfonico 1.5 M, se mezcld y se tap6 el tubo. Se incubd a

45 °C durante 60 minutos, las muestras que se encontraban turbias se
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centrifugaron a 685 g durante 10 minutos hasta obtener un sobrenadante claro,
posteriormente el sobrenadante se transfirio a la celda del espectrofotémetro y

se leyeron a 586 nm. Se empleé como estandar el malondialdehido.

7.5 Determinacion de nitratos/nitritos

Los animales se sacrificaron por decapitacion y se recibié la sangre en tubos
con EDTA, se centrifugd a 224 g durante 5 minutos para obtener el suero, el
cual se congeld a -80 °C hasta el momento del analisis. Cuando se realizo el
analisis se descongeld la muestra y los nitratos se convirtieron a nitritos
mediante la incubacion de la muestra con la enzima nitrato reductasa en
presencia de NADPH durante 1 hora a 37 °C; posteriormente se utilizé a la
enzima lactato deshidrogenasa para eliminar el NADPH. Volumenes iguales de
muestra y de reactivo de Griess se incubaron a temperatura ambiente durante
10 minutos y se midié la absorbancia a 550 nm. Se empleé como estandar el

nitrito de sodio.

7.6 Determinacion de la fluidez membranal

La fluidez de membranas totales y mitocondriales se monitoreo mediante
espectroscopia de fluorescencia a 30 °C, mediante el cociente de
fluorescencias del excimero a mondémero del dipirenilpropanoc (DPiP)

incorporado en estas membranas, como se describe a continuacion:

Fluorescencia a 480nm DPiP membranas - Fluorescencia a 480nm DPiP membranas
loflm= Tiempo a 3 horas Tiempo O horas

Fluorescencia a 480nm DPIiP membranas - Fluorescencia a 480nm DPiP membranas
Tiempo a 3 horas Tiempo O horas
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En donde la fluidez sera directamente proporcional al valor del cociente 1o/l
El DPIP se disolvio en etanol absoluto grado espectroscopico para tener una
concentracion de 0.02 mg/ml. Se afiadié un volumen adecuado de DPiP para
que quede una relacién de molécula fluorescente a fosfolipidos de 1:1400. A
continuacion se incubaron las membranas con el DPiP durante 4 horas a 4 °C
para asegurar la incorporacion maxima de la molécula fluorescente a las
membranas. Enseguida se efectio un espectro de emision de fluorescencia en
un espectrofiludrometro Perkin-Eimer LS50 B controlado por computadora y
equipado con un portaceldas. Las condiciones para €l espectro de emision de
fluorescencia son: longitud de onda de excitacion 329 nm; registro de emision
de fluorescencia de 350 a 500 nm; aberturas del paso de luz (slit's) de
excitacion y emision de 10 nm. Se registraron también las lecturas de los picos
de emisién maxima del mondmero (Im) a 379 nm y del pico de emisién maxima

de excimero (le) a 480 nm.

Se hicieron las lecturas de fluorescencia de las muestras con DPIP y de
las muestras control {sin DPiP); los valores obtenidos para estas (ltimas se
restan a los de fluorescencia de las primeras para eliminar la contribucion de la
dispersion de luz a las mediciones. Asi con estos valores se calcula el cociente

de fluorescencias le/lm para cada muestra.
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8 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron mediante pruebas de varianza de una-via (ANOVA).
Cuando los valores de F son significativos, se usé la prueba de Student-
Newman-Keuls para comparar los grupos experimentales con el control. El

nivel de significancia sera menor de 0.05 para ser aceptado.
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9. RESULTADOS

En la figura 8 se muestra el contenido de nitratos/nitritos en suero de ratones
después de 6 horas de los tratamientos previamente descritos. Se advierte que
la cantidad de los nitratos/nitritos del grupo testigo es semejante al de los
grupos tratados con melatonina y aceite de pescado. En tanto que en el MPTP
tnduce un aumento significativo en relacién al grupo testigo. Ademas se
observa que tanto el aceite de pescado como la melatonina revierten
parcialmente el aumento de los nitratos/nitritos que induce el MPTP.

A las 24 horas del tratamiento (Figura 9) se advierte que el efecto del MPTP se
mantiene, pues los nitratos/nitritos se mantienen significativamente mas altos
que los grupos testigo, melatcnina y aceite de pescado. También se advierte
que la melatonina y el aceite de pescado revierten parcialmente el efecto del
MPTP, sin embargo el efecto de la melatonina es mayor al del aceite de
pescado.

Después de 7 dias y 15 dias (figuras 10 y 11, respectivamente) de iniciados los
tratamientos, los nitratos/nitritos en el grupo tratade con MPTP, son todavia
significativamente mayores a los grupos testigo y tratados con aceite de
pescado y melatonina. Se observa también que {a melatonina y el aceite de
pescado disminuyen parcialmente el efecto dei MPTP.

En la figura 12 se muestran la cantidad de lipoperdxidos cuantificados en
suero, despues de las 6 horas de iniciado el tratamiento de los ratones. Se
muestra que la melatonina disminuye la cantidad basal de lpoperéxidos, esto
es, el valor de los lipoperéxidos en el grupo fratado con melatonina, es
significativamente menor al del grupo testigo. Ademas, los lipoperéxidos tienen

valores similares en el grupo festigo y tratado con aceite de pescado. El MPTP
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induce un aumento significativo en relacién con el grupo testigo. (Figura 12-15)
Se observa que la melatonina revierte completamente el efecto del MPTP. Sin

embargo el aceite de pescado revierte parcialmente el efecto del MPTP.
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Figura10
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Debido a que los &cidos grasos poliinsaturados constituyen un blanco
preferencial de los radicales libres que alteren estas biomoléculas al generar
una reaccion en cadena o de lipoperoxidacion y a que las estructuras que se
afectan particularmente son las membranas celulares. Evalué la fluidez en las
membranas celulares, como una aproximacion inicial y posteriormente evalué
la fluidez en las membranas mitocondriales.

En la figura 16 — 19 se observa que el MPTP induce una disminucion
significativa de {a fluidez de las membranas celulares, en comparacién con el
grupo testigo. Efecto que se manifiesta desde las 6 horas del tratamiento.
Ademas en la figura 1 se advierte que la melatonina mantiene |a fluidez de las
membranas celulares y muestra una tendencia a aumentar la fluidez cuando es
administrada simultaneamente con et MPTP. En relacion con el grupo de aceite
de pescado, encontramos que disminuye la fluidez. Sin embargo, la fluidez se
recupera cuando se administra simultaneamente el MPTP y el aceite de
pescado.

A las 24 horas (figura 17), la melatonina disminuye |a fiuidez de las membranas
celulares, fendmeno que es revertido parcialmente por el MPTP. En el
tratamiento del aceite de pescado la fluidez se mantiene a valores semejantes
al grupo testigo y grupo de aceite de pescado + MPTP,

A los 7 dias del tratamiento (figura 18) la diferencia importante es que la fluidez
esta disminuida en relacién al grupo testigo en los grupos tratados con
melatonina y melatonina + MPTP.

A los 15 dias (figura 19) la fluidez de las membranas celulares se mantiene en
valores semejantes al grupo testigo, excepto en el grupo de aceite de pescado

+ MPTP.
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En las membranas mitocondriales (figuras 20 - 23) la fluidez disminuyo
significativamente en el grupo tratado con MPTP, en comparacién al control.
Efecto que fue mas notorio a las 6 horas del tratamiento (figura 20).

Asimismo, a las 6 horas (figura 20) la melatonina no modifico la fluidez de la
membrana mitocondrial. Sin embargo, fue capaz de revertir parcialmente la
disminucién de la fluidez que induce el MPTP. La fluidez en el grupo de aceite
de pescado disminuyo en comparacion al grupo testigo. En este caso, el MPTP
indujo un aumento en la fluidez.

A las 24 horas del tratamiento (figura 21) la fluidez de las membranas
mitocondriales disminuyo en los grupos tratados con melatonina y melatonina +
MPTP.

A'los 7 dias del tratamiento (figura 22) la fluidez mitocondrial disminuyo solo en
los grupos tratados con melatonina y melatonina + MPTP. A los 15 dias (figura
23) la fluidez mitocondrial fue menor en los grupos tratados con aceite de

pescadoe + MPTP.
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Figura 16
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Figura 18
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Figura 20
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Figura 22
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10. Discusion

En las figuras 8-15, se observa como una vez administrado el MPTP aumenta
el estrés oxidativo en el suero de estos animales. La medicion de los niveles de
lipoperoxidos asi como los de nitratos/nitritos en estos grupos tratados con
MPTP nos muestra como estos metabolitos se incrementan debido a que se
desencadena un dafo oxidativo sistémico, que ademas de dafar al
mesenceéfalo afecta otros tejidos periféricos. Esto se puede observar faciimente
a partir de las 6 horas después de la administracion del MPTP, aunque cabe
mencionar que este efecto se mantiene aun 15 dias después. Estos datos,
aportados por nuestro grupo de investigacion (Ortiz y col., 2001) asi como de
otros grupos (Acufa-Castroviejo y col., 2000) fortalecen el concepto de que
buena parte del dano observado en el modelo experimental del MPTP es
debido al estrés oxidativo. Al comparar los resuitados de los productos de la
lipooperoxidacién asi como de los catabolitos del éxido nitrico (nitratos/nitritos)
se observo que tanto en forma aguda como crénica el incremento de ambos es
sumamente importante. Este aumento en el estrés oxidativo inducido por el
MPTP se asocia a un aumento en la actividad de peroxidasa de la
ciclooxigenasa 2 (COX-2) (Gomez-Rodriguez 2006 Tesis de Maestria)

Una vez que la melatonina se administra junto al MPTP (Figuras 8-15), se
puede observar una disminucion en la concentracién de estos productos
oxidativos de manera significativa a las 6 horas, obteniéndose valores similares
al de los testigos. Sin embargo a tiempos mayores (1-15 dias) la melatonina
revierte parcialmente el efecto del MPTP. Esto puede deberse a varios
aspectos entre ellos, la disminucién de citocinas proinflamatorias provenientes

de la actividad catalitica de peroxidasa de COX-2, la eliminacién de radicales
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y/o la capacidad que tiene la melatonina para incrementar la eficacia de las
enzimas de nuestro sistema antioxidante.

De manera similar a la melatonina, el aceite de pescado disminuyo
parcialmente el estrés oxidativo que indujo la adicion de MPTP (figuras 8-15).
Lo que indica que el aceite de pescado protege del dano oxidativo inducido por
el MPTP. En estudios previos del laboratorio se demostrd que tanto la adicion
de aceite de pescado como de melatonina reduce significativamente la
actividad de peroxidasa de COX-2, que se induce por el MPTP (Gémez-
Rodriguez 2006, Tesis de Maestria). Esto sugiere una utilidad terapéutica y
farmacoldgica del aceite de pescado.

En relacién con la fluidez de las membranas celulares, este parametro mostré
disminuciones inducidas por los diferentes tratamientos. Uno de los cambios
gque se encontrd de manera consistente fue que la fluidez disminuye de manera
importante después de 6 horas, por el MPTP tanto en el conjunto de las
membranas celulares, como en las membranas mitocondriales. Posteriormente
encontramos oscilaciones en la fluidez en las membranas analizadas.
Desconocemos cuales son los mecanismos que controlan estas cambios en fa
fluidez de las membranas.

En cambio la administracién de aceite de pescado, solo indujo una disminucién
de la fluidez a las 6 horas de su administracién. Posteriormente, en este grupo,
la fluidez de las membranas celulares y mitocondriales tuvo valores semejantes
a los del grupo testigo. Tampoco encontramos cambios consistentes en la
fluidez de las membranas celulares y mitocondriales, en los grupos tratados

con MPTP + aceite de pescado. Es posible que la administracién de aceite de
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pescado altere el metabolismo de forma tal, que sea dificil predecir y explicar
su efecto en la fluidez de las membranas celulares.

Como resultado de nuestro trabajo, se ha comprobado por primera vez que la
melatonina es capaz de inhibir la actividad de peroxidasa de COX-2 en el
modelo del MPTP en ratones C57/BL6 y por lo tanto se sugiere su
incorporacién a la lista de anti-inflamatorios especificos de COX-2.

En la actualidad, la industria farmacéutica invierte una gran cantidad de
recursos tanto econdmicos como humanos en la investigacion y desarrollo de
nuevos productos que inhiban la actividad de la COX-2, que como ya hemos
mencionado se encuentra en ta cuspide de la sintesis de las prostaglandinas,
que son sustancias proinflamatorias que inician la activacién de los procesos
inflamatorios. Esto dio paso al desarrollo de inhibidores especificos de COX-2,
los coxib’s, que no presentan los dafios colaierales que tienen los anti-
inflamatorios no esteroideos tradicionales.

A principios de la década de los 90's se descubrié que la melatonina no sélo
intervenia en los ritmos circadianos de la reproduccién sino que también poseia
actividad antioxidante y eliminaba radicales libres; posteriormente se propuso
que la melatonina era posiblemente un potente anti-inflamatoric {Lissoni y col.,
1997) y aunque se demostré esta capacidad en diversos modelos
experimentales en ninguno de estos se mencionaba el hecho de que inhibia a
la COX-2.

Nuestros resultados se suman a muchos otros reportes en donde se menciona
que los efectos protectores de la melatonina se deben a su actividad
antioxidante y al hecho de gue elimina radicales libres en diversos modelos de

estrés oxidativo, aunque recientemente ya se mencionaba el hecho de que la

57



actividad anti-inflamatoria de la melatonina podria deberse a la inhibicién del
NF«xB y de la oxido nitrico sintasa inducible (Rosales-Corral y col., 2003).

Para concluir, mencionemos que esta nueva faceta de la melatonina como anti-
inflamatorio viene a dar nuevas esperanzas en el tratamiento de enfermedades
degenerativas cuyas etiologias involucran la inflamacién como un componente
importante de las mismas; mas aun cuando los inhibidores especificos de
COX-2 existentes en el mercado se han correlacionado con un probable dafo
cardiovascular, por lo que en un futuro se tiene que dilucidar los mecanismos
involucrados en la inhibicién de la enzima, y de esta manera estaremos en una
mejor posicién para el tratamiento de una gran cantidad de enfermedades en

donde la inflamacion es el punto de partida de las mismas.
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11. CONCLUSIONES

El MPTP aumenta significativamente los niveles de lipoperéxidos y
nitratos/nitritos en suero en relacion con los testigos.

La melatonina y el aceite de pescado disminuyen significativamente el
aumento en los lipoperdxidos y nitratos/nitritos que induce el MPTP.

El MPTP induce una disminucion de la fluidez en el conjunto de las
membranas celulares y mitocondriales en relacion con los testigos
Unicamente durante un periodo breve (6 horas) la melatonina revierte Ia
disminucién de la fluidez del conjunto de membranas celulares vy
mitocondriales que induce el MPTP.

En todos los grupos el aceile de pescado mantiene los niveles
lipoperoxidos y nitratos/nitritos en suero y la fiuidez del conjunto de

membranas celulares y mitocondriales, casi igual a {os testigos.
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