*

e Universidad

* ' 4
Ny deValparaiso o
CHILE Universidad de Valparaiso

Escuela de Kinesiologia

Facultad de Medicina

“EVALUACION DE PARAMETROS DE ESTRES OXIDATIVO EN MODELO

ROEDOR CON KETAMINA”

SEMINARIO DE INVESTIGACION PARA OPTAR AL GRADO DE
LICENCIADO EN KINESIOLOGIA

AUTORA: ZINNIA FUENZALIDA SANCHEZ
PROFESORES GUIAS: MARILYN PAZ ARAOS, MSc.
MARCO FUENZALIDA NUNEZ, PhD
Escuela de Kinesiologia
Facultad de Medicina
Universidad de Valparaiso
Vifna del Mar - Chile

2018






*

e Universidad

@ deValparaiso
CHILE

Universidad de Valparaiso

Escuela de Kinesiologia

Facultad de Medicina

“EVALUACION DE PARAMETROS DE ESTRES OXIDATIVO EN MODELO

ROEDOR CON KETAMINA”

SEMINARIO DE INVESTIGACION PARA OPTAR AL GRADO DE
LICENCIADO EN KINESIOLOGIA

AUTORA: ZINNIA FUENZALIDA SANCHEZ
PROFESORES GUIAS: MARILYN PAZ ARAOS, MSc.
MARCO FUENZALIDA NUNEZ, PhD
Escuela de Kinesiologia
Facultad de Medicina
Universidad de Valparaiso
Vifna del Mar - Chile

2018



DEDICATORIA

‘A mis padres Rita Sanchez y Sergio Fuenzalida, a quienes admiro y amo

enormemente, les agradezco cada dia de mi vida, son maravillosos maestros”.

Zinnia Fuenzalida Sanchez



AGRADECIMIENTOS

“A Marilyn Paz Araos, Marco Fuenzalida Nufiez y Carlos Jara Gutiérrez gracias
por hacer posible esta tesis, por guiar mi camino dentro del mundo de la

investigacion, por su gran apoyo, carifio y por instruir con excelencia cada dia”.

Zinnia Fuenzalida Sanchez



INDICE

INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

ABREVIATURAS Y/O SIGLAS

ABSTRACT

RESUMEN

1.INTRODUCCION

2.MARCO TEORICO

2.1 Esquizofrenia

2.2 Estadios de la esquizofrenia

2.2.1 Estadio prodrémico

2.2.2 Estadio inicial

2.2.3 Estadio conclamado

2.2.4 Remisién o estabilizacion

2.2.5 Estadio terminal o irreversible

Xi

Xiv

XV



2.3 Epidemiologia

2.4 Costos asociados

2.5 Fisiopatologia

2.5.1 Hipdtesis del neurodesarrollo

2.5.2 Hipé6tesis dopaminérgica

2.5.3 Hipotesis glutamatérgica

2.5.4 Hipdtesis Serotoninérgica

2.6 Estrés oxidativo

2.6.1 Radicales libres

2.6.2 Formacién de especies reactivas del oxigeno

2.6.2.1 Anion superéxido

2.6.2.2 Perodxido de hidrogeno

2.6.2.3 Radical hidroxilo

2.6.3 Formacion de especies reactivas del nitrégeno

2.6.3.1 Oxido nitrico

2.6.3.2 Peroxinitrito

2.6.4 Fuente de especies reactivas

10

11

13

13

14

15

16

16



2.6.5 Sistema de defensa antioxidante

2.6.5.1 Antioxidantes enziméaticos

2.6.5.1.1 Superoxido dismutasa

2.6.5.1.2 Catalasa

2.6.5.1.3 Sistema glutation

2.6.5.2 Antioxidantes no enzimaticos

2.7 Estrés oxidativo y esquizofrenia

2.8 Evidencia de dafio oxidativo en la esquizofrenia

2.8.1Estudios clinicos

2.9 Evidencia de tratamiento antioxidante en esquizofrenia

2.10 Modelo animal en esquizofrenia

2.10.1 Modelo ketamina

2.11 Evidencia de estrés oxidativo en modelo ketamina

3. HIPOTESIS / OBJETIVO GENERAL/ OBJETIVOS ESPECIFICOS

4 MATERIALES

4.1 Instrumentos de medicién

4.2 Equipos

17

20

20

20

21

22

24

26

26

27

28

28

29

31

32

32

32

Vi



4.3 Reactivos para determinar parametros REDOX

5. METODO

5.1 Animales de experimentacion

5.1.1 Grupos de experimentacion

5.1.2 Generacién de unidades experimentales

5.1.3 Modelo roedor ketamina

5.2 Recoleccion de la muestra

5.3 Determinacién de biomarcadores REDOX

5.3.1 Determinacion de dafno oxidativo

5.3.2 Determinaciéon de defensa antioxidante

5.4 Anélisis estadistico

6. RESULTADOS

6.1 Dano oxidativo

6.2 Capacidad antioxidante total

7. DISCUSION

8. CONCLUSION

9. REFERENCIAS

33

34

34

34

35

35

36

38

39

40

41

42

42

43

45

48

49

Vii



10. ANEXOS 53

10.1 Anexo 1 53

viii



INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

indice de Tablas

Tabla 1. Sintomas de la esquizofrenia

Tabla 2. Especies reactivas de oxigeno y su formacion

Tabla 3. Peroxinitrito y su formacion

Tabla 4. Antioxidantes enzimaticos enddgenos y exdgenos

Tabla 5. Variables del estudio

14

16

22

37



indice de figuras

Figura 1. Formacién y metabolizacion celular de las especies reactivas de

oxigeno 17
Figura 2. Interaccion de radicales con mecanismos antioxidantes 18
Figura 3. Clasificacion de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos 19
Figura 4. Sistema de defensa antioxidante enzimatico 21
Figura 5. Lipoperoxidacion en tejido sanguineo 43

Figura 6. Capacidad antioxidante total 44



ABREVIATURAS Y/O SIGLAS

ABTS: 2,2’-azinobi (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)

ABAP: 2,2’-azobis (2-amidinopropano)
ADN: Acido Desoxirribonucleico

CAT: Catalasa

Cu: Cobre

e”: Electrén

Fe?": lon Ferroso 2

Fe® lon Ferroso 3

GPx: Glutation peroxidasa
GR: Glutatién reductasa
Gr: Globulo rojo

GSH: Glutatién reducido
GSS: Glutation oxidado
GSSG: Glutation disulfuro

H*: Hidrogenién

Xi



H,O,: Peréxido de Hidrogeno.
LP: Lipoperoxidacion

Mn: Magnesio

MDA: Malondialdehido

NAC: N-acetil cisteina

NADH: Nicotinamina Adenina Dinucleotido Deshidrogenasa

NADPH: Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato

NOS: Oxido nitrico sintasa

O,: Oxigeno

0O, Anién Superdxido

OH’: Radical de Hidroxilo

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
ON: Oxido nitrico

ONOQO': Peroxinitrito

pH: Potencial de Hidrogeno

REDOX: Reaccion de Reduccién-Oxidacion
RNS: Especies reactivas del Nitrogeno
ROS: Especies Reactivas del Oxigeno
SOD: Superéxido dismutasa

TBA: Acido tiobartitarico

Xii



TBARS: Sustancias reactivas al acido tiobartiturico

TCA: Acido tricloro acético

TEAC: Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox.

TRAP: Total Reactive Antioxidant Properties

Zn: Zinc

Xiii



ABSTRACT

Schizophrenia is a severe, generally chronic disease that is classified as
functional psychotic disorders, which limit the activities of daily life and the
participation of people who suffer from it. The mechanisms underlying this
disease are poorly understood, however there is evidence that oxidative stress
plays an important role in the pathogenesis of schizophrenia. Ketamine has
been used to induce a condition similar to schizophrenia as an animal model in
which to study this condition. In the present study, the parameters of oxidative
stress in the mouse model intervened with ketamine were evaluated. The
general objective of this research is to evaluate the oxidative stress profile in
blood tissue in the rodent model of schizophrenia. For this purpose, the
parameters of oxidative damage MDA and radical sequestering potential must
be determined by TRAP. The total number of animals used will be 30. The
procedure for measuring lipoperoxidation was based on the method postulated
by Estarbauer et al (1987) and the total antioxidant capacity (TRAP) is based on
the quantification of the discoloration of the ABTS radical postulated by Romay
et al (1996). The results obtained in TBARS that extrapolate oxidative damage
showed that there are no significant differences. In TRAP the results show
significant differences of the control group compared with the vehicle and model
ketamine.

Key Words: Oxidative stress, TBARS, TRAP, Ketamine, Schizophrenia.
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RESUMEN

La esquizofrenia es una enfermedad severa, generalmente crénica que se
clasifica dentro de los trastornos psicoéticos funcionales, los cuales limitan las
actividades de la vida diaria y la participacion de las personas que la padecen.
Los mecanismos subyacentes a esta enfermedad son poco conocidos sin
embargo hay evidencia de que el estrés oxidativo juega un papel importante en
la patogénesis de la esquizofrenia. La ketamina se ha usado para inducir una
condicion similar a la esquizofrenia como modelo animal en el que estudiar esta
condicion. En el presente estudio se evaluo los parametros de estrés oxidativo
en modelo de ratén intervenido con ketamina. Esta investigacion tiene como
objetivo general evaluar perfil de estrés oxidativo en tejido sanguineo en
modelo roedor de esquizofrenia. Para lo cual se debera determinar los
parametros de dafio oxidativo MDA vy potencial secuestrante de radical
mediante TRAP. El numero total de animales utilizados ser4d de 30. El
procedimiento para medicion de lipoperoxidacion se bas6 en el método
postulado por Estarbauer y cols (1987) y la capacidad antioxidante total (TRAP)
se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS
postulado por Romay y cols (1996). Los resultados obtenidos en TBARS que
extrapola dafio oxidativo arrojé que no hay diferencias significativas. En TRAP
los resultados muestran diferencias significativas del grupo control comparado
con el vehiculo y modelo ketamina.

Palabras Claves: Estrés oxidativo, TBARS, TRAP, Ketamina, Esquizofrenia.
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INTRODUCCION

La esquizofrenia (SQZ) es una enfermedad mental severa la cual se presenta
en el 1% de la poblacién a nivel mundial (Perédla & cols, 2007), que con
frecuencia tiene un curso cronico o recurrente con brotes sucesivos (Mingote y
cols, 2007), caracterizados por alteraciones sustanciales y especificas de la
percepcion, del pensamiento y de las emociones, que comprometen las
funciones esenciales que dan a la persona normal la vivencia de su
individualidad, singularidad y dominio de si misma y suelen, por tanto, alterar
de forma muy importante la vida de las personas que las padecen (MINSAL,

2009)

En Chile solo el 0,51% de las personas que padece esta enfermedad refiere
sintomas. Los cuales se clasifican en sintomas positivos, sintomas negativos,

sintomas cognitivos y sintomas afectivos (MINSAL,2009)

En general, la SQZ se considera una enfermedad compleja con multiples
factores asociados a la patogenia, explicada bajo las teorias dopaminérgica,
glutamatérgica, serotoninérgica y del neurodesarrollo (Saiz, De la Vega,

Sanchez., 2010)



En la actualidad se ha evidenciado que el estrés oxidativo (EO) contribuye
también a la fisiopatologia. En particular, se sabe que el dafio oxidativo a
lipidos, proteinas y ADN dada en la SQZ afecta la viabilidad y funcién celular, lo
que puede explicar posteriormente el curso de deterioro de la enfermedad
(Flatow et al., 2013). La evidencia también apunta hacia una alteracion en las
actividades de antioxidantes enzimaticas y no enzimaticas. De hecho, los
modelos experimentales han demostrado que el EO induce anomalias
conductuales y moleculares notablemente similares a las observadas en la
SQZ (Bitanihirwe y Woo, 2012). Los hallazgos sugieren también que EO esta
intimamente relacionado con una variedad de procesos fisiopatolégicos como
inflamaciéon,  anomalias  oligodendrociticas,  disfuncion  mitocondrial,
hipoactividad de receptor acido N-metil-D-aspartico (NMDA) (Bitanihirwe vy

Woo, 2012).

Considerando lo anterior, la evaluacion de pardmetros de estrés oxidativo
entrega una vision del estado REDOX comprometido, en los episodios
esquizofrénicos que podrian coadyuvar a la activacibn de mecanismos

moleculares involucrados en la patogenia.



MARCO TEORICO

Esquizofrenia

La SQZ del griego oyileiv schizein (dividir) y @priv phrén (mente), es una
enfermedad mental grave (Makenna y cols. 2007; Hirch y Weinberger, 2003),
que con frecuencia tiene un curso crénico o recurrente con brotes sucesivos,
que interfiere con las funciones mentales limitando asi la capacidad del
paciente en la realizacion de sus actividades de la vida diaria, restringiendo su
participacion en ambitos de relaciones e interacciones interpersonales,

actividad comunitaria, laboral, educativa, civica y social (Mingote y cols, 2007).

Segun la guia clinica para el tratamiento de personas desde el primer episodio
de SQZ del ministerio de salud del 2009, las manifestaciones propias de la

patologia son conceptualizadas como pertenecientes a cuatro grandes



dimensiones: Sintomas positivos, sintomas negativos, sintomas cognitivos y

sintomas afectivos (Tabla 1).

Tabla 1: Sintomas de la esquizofrenia

Sintomas positivos | Sintomas afectivos | Sintomas Sintomas
negativos cognitivos
Ideas delirantes Disforia Apatia Déficit de atencion
Alucinaciones Desesperanza Discurso Déficit en la memoria
Catatonia Ideas e intentos | desorganizado Déficit
Agitacién suicidas Conducta procesamiento  de
Hostilidad desorganizada informacion
Impulsividad Retraimiento Pobreza ideativa

Conducta antisocial

emocional
Retraimiento social
Pensamiento
estereotipado
Alogia

Anhedonia

Déficit en funciones
ejecutivas

Estadios de la Esquizofrenia

Estadio prodromico: Se caracteriza por dificultades para el aprendizaje

académico (déficit de concentracion, memoria, etc.), pérdida de interés e

iniciativa y tendencia al aislamiento social, sintomas inespecificos que pueden

interferir e incluso impedir el estudio y/o el trabajo eficiente. La fase prodromica

suele durar entre 2 y 5 afios, durante este tiempo la persona presenta sintomas




inespecificos (ansiedad, insomnio, depresion, etc.) asi como un progresivo

deterioro funcional y social. (Mingote et al., 2007)

Estadio inicial: Puede ser un inicio abrupto mediante crisis o brotes
alucinatorios delirantes, o bien cursar con un inicio lentamente progresivo, de
manera térpida y poco llamativa. En el primer caso suele tratarse de un cuadro
tan aparatoso que se produce el ingreso psiquiatrico, mientras que en el

segundo puede pasar desapercibido mas tiempo (Mingote et al., 2007).

Estadio conclamado: Ya hay sintomas tipicos relacionada a las 4
dimensiones sintoméaticas, pero con variables grados de afectacion a lo largo

del tiempo (Mingote et al., 2007)

Estadio de remision o estabilizaciéon: En el que la psicoterapia y la
psicofarmacologia pueden mejorar el bienestar personal y prevenir otros brotes
de la enfermedad, que pueden durar varios afios. Estos pacientes se

mantienen asintomaticos o con sintomas no psicéticos (Mingote et al., 2007).

Estadio Terminal o irreversible: Cuando se presenta resistencia al

tratamiento, es decir, cuando no hay una mejoria clinica significativa a dos o



mas farmacos durante 6 0 mas semanas a dosis terapéuticas adecuadas

(Mingote et al., 2007).

Epidemiologia

La SQZ afecta a mas de 21 millones de personas en todo el mundo. Es mas
frecuente en hombres que en mujeres, afectando a 12 y 9 millones
respectivamente. Asimismo, los hombres la desarrollan generalmente a una

edad mas temprana. (OMS, 2018)

Segun la magnitud e impacto que otorga la organizacién mundial de la salud
las personas con SQZ tienen entre 2 y 2,5 veces mas probabilidades de morir a
una edad temprana que el conjunto de la poblacién. Esto se debe por lo
general a enfermedades fisicas, como enfermedades cardiovasculares,

metabodlicas e infecciosas.

En chile, la SQZ tiene una prevalencia de vida del 1,02 % en la poblacién
general y el 0,51% de las personas refiere sintomas de la enfermedad.

(Minsal,2009)



Costos asociados

Segun el informe de la Organizacion Mundial de la Salud y el Ministerio de
Salud de Chile, el afio 2007 el sector publico destiné 2,14% del presupuesto
total de salud a salud mental. En el afio 2012, el porcentaje del presupuesto de
salud que el sector publico destiné a salud mental fue de 2,16%, cifra que esta
muy debajo de 5% que propuso como meta el Plan Nacional de Salud Mental y

Psiquiatria para el afio 2010 (Errazuriz y cols, 2015)

Fisiopatologia

Hasta el momento se desconoce el mecanismo neurobiologico exacto que
subyace a la SQZ, por lo que se han desarrollado distintas hipétesis a lo largo

del tiempo (Saiz, De la Vega, Sanchez., 2010)

Hipdtesis del Neurodesarrollo



Postula que el trastorno es producto de una alteracion producida durante el
periodo del neurodesarrollo y cuyo origen seria genético, ambiental o por una
combinacion de ambos. Dicha lesion temprana interactuaria con el proceso de
maduracién normal del cerebro, sobre todo en areas corticales, que llevarian a
un control cortical deficiente de la actividad dopaminérgica subcortical y el
estrés lo que haria seria sensibilizar este sistema, para en algin momento

producir el episodio psicoético (Stephan et al., 2006).

Hipotesis Dopaminérgica

Esta hipétesis sostiene que los sintomas de la SQZ se deben a un exceso de
dopamina o a una elevada sensibilidad a este neurotransmisor (Matthysse,

1974).

También se asociaria a una desregulacion en la transmision dopaminérgica,
por un lado, se observaria una hiperfuncién dopaminérgica subcortical en las
proyecciones mesolimbicas, que resultaria en la hiperestimulacién de los
receptores D2 con aparicibn de sintomas positivos. Y, por otro lado, una
hipofunciobn en las proyecciones dopaminérgicas mesocorticales al cortex
prefrontal, que resulta en la hipoestimulacion de los receptores D1 con
consecuente sintomatologia negativa, afectiva y cognitiva. Sin embargo, las
vias dopaminérgicas nigroestriada y tuberoinfundibular se mantienen

relativamente preservadas (Davis et al., 1991; Laruelle et al., 2003).



Hipotesis Glutamatérgica

Los mecanismos propuestos para explicar la mediacién del glutamato en la
SQZ encuentran su fundamento en la neurotoxicidad inducida por resultado de
una excesiva neurotransmision excitadora glutamatérgica y su interaccion con

la dopamina (Coyle, 2006).

Se postula, ademds, que existe una hipoactividad de receptores NMDA,
resultando en una hiperactividad dopaminérgica con aparicion de
sintomatologia positiva (Javitt y Coyle, 2004). Asimismo, se observo que
cuando los receptores NMDA son hipofuncionales encima de los sintomas
positivos descritos aparecian sintomas negativos, cognitivos y afectivos (Coyle

et al., 2003)

Hipodtesis Serotoninérgica

La hipétesis que implica a la serotonina en la SQZ sefiala su interaccion con el
sistema dopaminérgico y los efectos de la serotonina en la corteza prefrontal a

través de sus receptores 5HT2A (Kapur y Remington, 1996).



En los dltimos afos se ha sugerido un aumento del tono serotoninérgico central
en los pacientes con SQZ (Abel et al., 1996; Monteleone et al., 1999). Diversos
autores han sugerido que la sintomatologia negativa de la SQZ reflejaria en
parte, una hipofuncién dopaminérgica en la corteza prefrontal, debida al efecto
inhibidor que tendria la serotonina a ese nivel (Weinberger y Berman, 1988;

Weinberger y Lipska, 1995; Dauvis et al., 1991).

Todas estas hipétesis que tratan de explicar los mecanismos de la patogenia
de la SQZ, tienen un componente comun que inducen cambios fisiolégicos que
abarcan mecanismos de disfuncién neuronal e inflamacion, que involucra al
EO. Sin embargo, no se conoce si este interviene como una causa primaria en
el desarrollo de la SQZ, o si es un desbalance producido durante el curso de la

enfermedad.

Estrés oxidativo (EO)

El EO es un desequilibrio entre los prooxidantes y los mecanismos
antioxidantes encargados de eliminar dichas especies quimicas. (Venereo.,

2002)

Esto ultimo puede estar provocado por un nivel aumentado de componentes

enddgenos y exdgenos generando oxidacion junto a la produccién de especies

10



reactivas del oxigeno (ROS) agotamiento de antioxidantes de bajo peso
molecular, inactivacion de enzimas antioxidantes, descenso en la produccion
de enzimas antioxidantes y antioxidantes de bajo peso molecular o

combinaciones de 2 o mas de las anteriormente sefaladas (Lushchak, 2014)

Radicales libres (RL)

Los RL constituyen potentes agentes oxidantes, altamente reactivos ya que son
moléculas que tienen un electron desapareado o libre por lo que le otorga una
especial reactividad, ya que tienden a captar un electrén de moléculas estables

con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica (Avello y Suwalsky., 2006).

Una vez que el RL ha conseguido sustraer el electron que necesita, la molécula
estable que se lo cede se convierte a su vez en un RL por quedar con un
electron desapareado, iniciandose asi una verdadera reaccion en cadena
capaz de reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando un gran

dafio a moléculas, membranas celulares y tejidos. (Avello y Suwalsky., 2006).

Estas moléculas radicalarias, poseen una vida media muy corta por lo cual se
hace dificil su medicién en las reacciones de oxidacién con otras moléculas. A

11



su vez, producto de estas reacciones, los RL producen nuevas formas con

diferente nivel de estabilidad y toxicidad (Fernandez y Tunez-Fifianac., 2009)

Como se sefalaba, los RL son responsables de reacciones de oxidacion y
dafio celular, mas también cumplen una funcién fisioldgica en el organismo
participando en fagocitosis, sintesis de colageno, respuesta inmune, mediando
procesos inflamatorios, favoreciendo la quimiotaxis, apoptosis y vias de
sefalizacion (Avello y Suwalsky., 2006). El dafio oxidativo que se genera a
nivel de individuo no es menor, sin embargo, estan presentes los sistemas de
defensa antioxidantes quienes mantienen este equilibrio necesario entre

prooxidantes y antioxidantes. (Venereo., 2002)

Formacion de especies reactivas del Oxigeno (ROS)

En los organismos de metabolismo aerdbico las especies reactivas de mayor
importancia son aquéllas que se forman durante el metabolismo del oxigeno, y
se denominan especies reactivas del oxigeno (ROS). Es importante considerar
que el término ROS incluye una variedad de radicales libres propiamente
dichos y otros atomos o moléculas que no lo son, pero que se consideran ROS
por su alta reactividad en el medio que les confiere (Fernandez J. et al, 2009).
Sin embargo, es importante sefalar que también forman parte de mecanismos

de sefalizacion y de regulacion. Tales como, procesos de reparacion e

12



inflamacion, induccion en la sintesis de antioxidantes, control de la migracion

celular, proliferacion, sobrevivencia y apoptosis. (Marotte C. y col 2013).

La formacion ROS esta directamente relacionada con los fendmenos de 6xido-
reduccion. A continuacion, se describen los mecanismos fundamentales de
formacion de ROS, que estan dados a partir de la reduccién univalente de la
molécula de oxigeno (O,) y que promueven la oxidaciéon de otras moléculas.

(Tabla 2)

Anién superéxido (07)

El O," se forma por la adicién de un electron a la molécula de oxigeno, dando
como resultado una especie altamente reactiva con el poder suficiente para
generar oxidacion lipidica, peroxidacion y dafio en el ADN (Fernandez J. et al.,

2009).

Las moléculas de O, pueden sufrir un proceso de dismutacion (6xido-
reduccion) en presencia de iones de H* determinando la formacién de oxigeno

y peroxido de hidrogeno (H.O,) (Fernandez J. et al., 2009).

Peroxido de hidrégeno (H,0,)

13



La molécula de H,O, es un compuesto no radical perteneciente al grupo de las
ROS debido a que puede generar facilmente otros RL e inducir reacciones

oxidativas en cadena. (Fernandez J. et al, 2009).

Radical hidroxilo (OH")

Aunque no tiene la capacidad de difundir a través de las membranas celulares,
posee un alto poder oxidante capaz de provocar peroxidacion lipidica y dafio
oxidativo a las proteinas. Debido a su alta reactividad ocasiona dafio molecular

en el propio sitio donde se genera.

La coexistencia de O, y H,O, determina la formacion del radical hidroxilo a
través de la denominada reaccion de Haber Weiss. En reacciones catalizadas
por metales, como la reaccion de Fenton, el H,O, se descompone en un ion
OH’, que es inofensivo, y un radical OH",el mas reactivo y toxico de las ROS

(Fernandez J. et al, 2009).

14



Tabla 2: Especies reactivas de oxigeno y su formacion

Especie reactiva del oxigeno Formacion
Anién superéxido 0, +e=0,"
Peroxido de hidrogeno 0," + 0, "> H,0, + O,
Radical hidroxilo (Rx. de Haber Weiss) | H,O, + O,"= OH + O, + OH’
Radical hidroxilo (Rx. De Fenton) Fes+ O,  =Fey" + O,

Fez+ + H,O, = Fes+ + OH + OH’

Formacion de especies reactivas del Nitrogeno (RNS)

Oxido nitrico (NO)

El NO es sintetizado por enzimas especificas denominadas 6xido nitrico
sintetasas (NOS) a partir del aminoacido L-arginina. Las NOS convierten la L-
arginina en NO y L-citrulina utilizando NADPH. Esta familia de enzimas se
expresa de forma diferencial en multiples tejidos y pueden clasificarse en:
neuronal (NOS1), inducible (NOS2) predominante en condiciones inflamatorias
y endotelial (NOS3) expresada en células del endotelio vascular (Benavides y

Pinzon, 2008)
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El NO tiene un papel fundamental la célula por su habilidad para activar la
enzima guanilciclasa, resultando en la formacion de cGMP. Desde un punto de
vista REDOX, la sintesis excesiva de NO se asocia a estrés nitrosativo y a
condiciones inflamatorias y neurodegenerativas tales como desmielinizacion,

dafo neuronal y pérdida oligodendritica (Fernandez J. et al, 2009).

Peroxinitrito (ONOO-)

El ONOO- es un agente altamente oxidante, capaz de provocar dafos al ADN y
la nitracion de las proteinas. Ademas, una formacién excesiva de este
compuesto conduce no sélo a la deplecién de grupos tioles, sino también a una

reduccion en la biodisponibilidad del NO. (Fernandez J. et al, 2009) (Tabla3).

Tabla 3: Peroxinitrito y su formacion

Especie reactiva del nitréogeno Formacion

Peroxinitrito 0O2+- + NO = ONOO-

Fuentes de ROS Y RNS
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Las fuentes de ROS y RNS estan dadas por agentes exdgenos o endégenas
mayoritariamente a consecuencia del metabolismo celular, como la cadena de
transporte mitocondrial, la NAD(P)H oxidasa de la membrana citoplasmatica,

citocromo P450 reductasa, etc. (Figura 1)

Lipoxigenasa

OH,:

Citocromo P450 reductasa

Clclomgenasa
Reaccion de Fenton

o Haber-Weiss (Cu, Fe)
NAD(P)/H cmdasa

Catalasa
SOD > H,0, » H,0
/"\ %
Fuente externa \_/

(radiacion UV, farmacos,...) E GSH
reductasa

,/Tm
reductasa

TRX
(reducida) (oxidada)

Figural: Formacion y metabolizacion celular de las especies reactivas de
oxigeno (ROS). Los ROS, como el anién superoxido (O2+—), peroxido de
hidrogeno (H202) y los radicales hidroxilo (OH+), son generados en respuesta
a agentes exdgenos o, mayoritariamente, por vias endogenas del metabolismo
celular, como la cadena de transporte mitocondrial, la NAD(P)H oxidasa de la
membrana citoplasmatica, la citocromo P450 reductasa, etc (Vaquero et al.,
2005).
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Sistema de defensa antioxidante

Son un grupo de moléculas que retrasan o previenen la oxidacion del sustrato
oxidable los cuales actian como eliminadores o Scavengers que al sacrificar su
estructura evitan perjuicio a lipidos, proteinas y ADN (Halliwell, 2008). Los
antioxidantes impiden que otras moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar
mas rapido con las ROS que con el resto de las moléculas presentes (Venereo,
2002). Un desequilibrio entre la formacion de ROS y el actuar de los
mecanismos de defensa antioxidantes, en donde estos ultimos se vean
sobrepasados, va a provocar estrés oxidativo y con ello efectos dafinos sobre

diversas estructuras celulares. (Figura 2)

Conjugated dienes

Malondialdehyde
Carbonyls GPx GR
DNA and protein damage (Se) (riboflavin)
'\ | ,g GSSG et ® NADPH s, Hexoses
ROH
‘OH
- GSH NADP
0, Vit E’ Vit €
Activation —> -
ROOH vitc'
¢ ,§°°M )
u/Zn, Mn
NO — ONOO" GSSG
H,0.
i “Scavengers”
f———= ’Cat.:lase Vitamin A
I
((5:,: \ ~<"% Llicopene Vltamm(E
— ‘{ B-carotene Carotenoids
\S (Se) J Flavonoids
Y Carotenoids j
Enzymatic antioxidant activation
system L
DIET




Figura 2: Interaccibn RL con mecanismos antioxidantes. El superoxido
dismutasa (SOD) transforma el anién superéxido (O2e—) en peroxido de
hidrogeno (H202), y éste es degradado principalmente a agua (H20) por las
enzimas glutation peroxidasa (GSH px) y catalasa. Mediante la reaccion de
Fenton o Haber-Weiss, el H202 es capaz de formar OHe, un radical altamente
reactivo.

El antioxidante al colisionar con el RL, le cede un electron oxidandose y
transformandose en un RL débil no tdxico. No todos los antioxidantes actuan
de esta manera, los llamados enzimaticos catalizan o aceleran reacciones

guimicas que utilizan sustratos que reaccionan con los RL (Oxilia, 2014)

De lo dicho anteriormente se deduce que los antioxidantes pueden ser
enzimaticos o no, los cuales segun su origen se clasifican en enddgenos
(sintetizados por el organismo) y exégenos que vienen dados por la dieta.

(Coronado y cols, 2015) (Figura 3)
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—P{Superoxide dismutase, SOD
: b—p| Catalase, CAT
' ——p]Glutathione peroxidase GPx

P Glutathione reductase, GRx

Endogenous antioxidants

Eg: Glutathione, Ceruloplasmin,
. albumin, bilirubin, transfrerrin,

uric acid

-

)

) -~ . .

+ Exogenous antioxidants
'

_’: Eg: Carrotenoids, Ascorbic acid,

! Selenium, a—toxopherol,
1 flavonids
'
'

-

Figura 3: Clasificacion de Antioxidantes Enzimaticos y no enzimaticos. Para
contrarrestar el estrés oxidativo (EO) existen mecanismos enzimaticos tales
como SOD, CAT, GPx y GRx o0 no enzimdticos a partir de sistemas
antioxidantes endégenos o exdgenos suministrado de la dieta. (Li et al., 2016)

Antioxidantes enzimaticos

Superéxido dismutasa (SOD)

SOD presenta dos isoformas que se clasifican segun el ion metalico ligado a su
sitio activo cobre (Cu), zinc (Zn) o magnesio (Mn). Tiene la facultad de eliminar
O,” y convertirlo en oxigeno y H;0,. La SOD-Cu/Zn se encuentra

mayoritariamente a nivel nuclear, citoplasmatico y vascular. Mientras que
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SOD/Mn esta principalmente en la matriz mitocondrial. A pesar de su accion, la
SOD por si sola no se considera un antioxidante como tal, debido a que
produce H202, por lo que requiere de la accion de otras enzimas antioxidantes

para descomponer a dicha molécula (Fernandez J. et al, 2009).

Catalasa (CAT)

Es una hemoproteina de 4 subunidades, las cuales se encuentran en mayor
concentracién a nivel de los peroxisomas. Su rol principal es convertir el H,0,

en H,O y O, (Fernandez J. et al, 2009).

Sistema de glutatién peroxidasa/glutation reductasa

El glutation reductasa (GR) es una enzima que cataliza la reduccién del
glutation oxidado (GSS) a glutation reducido (GSH) el cual seré utilizado por el
glutation peroxidasa (GPx) para la reduccién del peréxido y de lipoperoxidos.
Se localizan a nivel del citosol, mitocondria y la membrana celular. (Fernandez

J. et al, 2009).
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AALASE
SOD

20,"+2H* ——mm > H,0, +0,

NADPH + H* 2GSH
GR GPx
NADP* GSSG

4

H,0 + ROH

Figura 4: Sistema de defensa antioxidante enzimatico. SOD dismuta el anion
superoxido a peréxido de hidrogeno, este ultimo luego es degradado por CAT y
GPX a agua.

Antioxidantes no enzimaticos

Como se menciono anteriormente, existen otros elementos no enzimaticos que
cumplen la funcion de antioxidantes actuando a nivel intracelular, extracelular o

en ambos compartimentos (Corrales, 2012) (Tabla 4)
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Tabla 4: Antioxidantes enzimaticos endodgenos y exdégenos

Enziméticos endbgenos Enziméticos exdgenos
Vitamina E Glutation

Vitamina C Acido tioctico
Betacaroteno Coenzima Q

Biomarcadores de estrés oxidativo

Los biomarcadores ofrecen informacion sobre parametros medibles del dafio a
biomoléculas. El dafio oxidativo de los lipidos se denomina lipoperoxidacion
(LP). Durante la LP se liberan numerosas moléculas que pueden ser
consideradas como marcadores del proceso. El malondialdehido (MDA) es un
aldehido producido durante la LP, que se ha utilizado comUnmente como
marcador, a través de la metodologia de las sustancias reactivas al acido
tiobartiturico (TBARS). La prueba de &cido tiobartitirico (TBA) se basa en la
reactividad de TBA hacia MDA para producir un aducto rojo fluorescente de

cromogeno intensamente coloreado (Ayala et al., 2014)

El glutation reducido (GSH) por su parte constituye el componente tidlico de
bajo peso molecular mas abundante en las células de los mamiferos (Corrales
& Mufoz, 2012). Tiene la capacidad de actuar frente a numerosos compuestos
oxidantes, como el peréxido de hidrogeno, el superéxido, hidroxilo y frente a
especies reactivas del carbono. (Powers & Lennon, 1999)
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Es sintetizado en las células, mediante la adicion secuencial de cisteina a
glutamato seguido de la adicion de glicina. El grupo sulfhidrilo (-SH) de la
cisteina esta involucrado en reacciones de reduccion y conjugacion que
generalmente se consideran como las funciones mas importantes de GSH.

(Forman et al., 2009)

El mecanismo protector del GSH tiene como resultado la aparicion de su forma
oxidada, el glutation disulfuro (GSSG). Asi pues, una forma de evaluar el estrés
oxidativo es determinando la relacion entre GSH/GSSG (Halliwell y Gutteridge,

1989).

La capacidad antioxidante total puede ofrecer una idea de cOmo se encuentra
el conjunto de la respuesta antioxidante ante cada agresor oxidativo en cada
sistema. En el plasma, la capacidad plasméatica antioxidante total depende
preferentemente de la capacidad y cantidad de albumina y de &cido drico.
Cuando se realiza en sangre total, la capacidad sanguinea antioxidante total,
evalla adicionalmente enzimas antioxidantes, glutation y NADPH. La
capacidad antioxidante total del eritrocito evallUa los sistemas eritrocitarios y no
los plasmaticos. En las células se evalla predominantemente los mecanismos
antioxidantes enzimaticos, glutation, NADPH y moléculas antioxidantes
endogenas y exogenas; pero dependiendo de la célula y los organulos
predominantes se podra tener una participacion mayoritaria de cierta actividad

enzimatica o de antioxidantes intracelulares. (Quintanar & Calderén, 2009)
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Estrés oxidativo y esquizofrenia

A nivel cerebral existe una alta demanda de oxigeno para mantener la
fosforilacion oxidativa y generar la energia requerida para las funciones
neuronales. Alrededor del 90% del oxigeno celular sirve como aceptor de
electrones en la fosforilacién oxidativa. Sin embargo, algunos de ellos escapan
de la cadena de transporte y reaccionar con oxigeno molecular, lo que conduce

a la generacion de oxi-radicales. (Bernardini y Vorst., 2008)

Ademas, el cerebro es rico en fosfolipidos, iones y metales de transicion (Fe2
+, Cu +), y tiene un nivel relativamente bajo de enzimas antioxidantes. Todo
esto hace del tejido nervioso extremadamente sensible a dafio oxidativo
causado por ROS y RNS. El mecanismo de estrés oxidativo de la SQZ no es
completamente entendido, pero cada vez hay mas evidencia que apoya la
hipétesis del estrés oxidativo en la fisiopatologia (Dong y Shaowen., 2017), sin
embargo, no se conoce si este interviene como causa primaria en el desarrollo
de la esquizofrenia, o si es un desbalance producido durante el curso de la

enfermedad (Bernardini y Vorst., 2008).

Como factores implicados en EO y SQZ se han mencionado:
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Factores genéticos que contribuyen a la modulacion de la vulnerabilidad al
estrés oxidativo en la SQZ, a este nivel se sefiala que existe una variacion de
ADN mitocondrial que afecta a la subunidad de reductasa de NADPH-
ubigquinona (complejol) componente de la cadena transportador de electrones,
aumentando niveles de anion superoxido en SQZ. Factores ambientales tales
como contaminacién, exposicion a tabaco, drogas genera variacion en la
expresion de estrés oxidativo. Hipofuncion de receptores NMDA, que implica
un exceso de glutamato a nivel extracelular, que genera neurotoxicidad,
aumento de radicales libres o apoptosis. Anomalias en oligodendrocitos: Estrés
oxidativo principalmente la disminucién de GSH genera desmielinizacién de
oligodendrocitos. Disfuncion mitocondrial que conlleva a generacion de ROS
durante la fosforilacién oxidativa, la diferencia de potencial REDOX entre NADH
+ H+ y el O2, impulsa el transporte de protones desde los Complejos I, I, y IV
hacia fuera de la matriz mitocondrial, los cuales son utilizados por la ATP
sintasa para producir ATP a partir de ADP y Pi. Aun cuando este proceso
pueda parecer bastante ordenado, desde los complejos I, 1l y Il hay escape de
electrones los cuales reaccionan con el O2 formando O2.- (Bitanihirwe et al.,

2010).

El mecanismo de estrés oxidativo de la SQZ no es completamente entendido,
pero cada vez hay mas evidencia que apoya la hip6tesis del estrés oxidativo en
la fisiopatologia (Dong y Shaowen., 2017), sin embargo, no se conoce si este

interviene como causa primaria en el desarrollo de la esquizofrenia, o si es un
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desbalance producido durante el curso de la enfermedad (Bernardini y Vorst.,

2008).

Evidencia de dafio oxidativo en la esquizofrenia

Estudios clinicos

Varios estudios han documentado alteraciones en enzimas antioxidantes en la
SQZ, pero esto no es siempre consistente mostrando niveles reducidos de
enzimas antioxidantes en pacientes con SQZ comparados con control (Raffa et
al., 2009), aumento (Kunnz et al., 2008) u otros reportaron cambios no
significativos en evaluacion de enzimas antioxidantes (Srivastava et al., 2001).
Se sefialo un aumento de actividad de SOD (Zhang et al., 2003), luego el
mismo autor evidencio una disminucion (Zhang et al., 2010). Con respecto a
CAT han indicado disminucion (Reddy et al., 1991) un aumento (Herken et al.,

2001), sin cambios significativos (Zhang et al., 2010).

En relacion con los niveles de antioxidantes no enzimaticos en plasma, se ha
informado que se encuentra significativamente disminuidos en esquizofrenia

(Bitanihirwe et al., 2010)

Los productos de la peroxidacion de lipidos en pacientes esquizofrénicos no

tratados se encuentran elevados (De Oliveira et al., 2009).
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Evidencia de tratamiento antioxidante en esquizofrenia

En la actualidad se ha evidenciado que la terapia que usa antioxidantes tiene el
potencial de prevenir, retrasar, 0 mejorar trastornos neuroldgicos, incluida la

SQZ (Seybolt, 2010)

Por ejemplo, la suplementacion de acidos grasos poliinsaturados como omega-
3 en combinacion con &cido ascérbico y tocoferol es eficaz en la mejoria de la
psicopatologia del paciente esquizofrénico medicado cronico (Arvindakshan et
al., 2003). Del mismo modo, se ha informado que el tratamiento con extracto de
Ginkgo biloba mejora la efectividad del antipsicético y reduce algunos efectos
secundarios extrapiramidales (Zhang et al., 2001b). También se ha demostrado
que la medicacion antipsicética atipica con &cido ascorbico, tocoferol (Michael
et al., 2002), y acido lipoico (Kim et al., 2008) mejora el resultado clinico de

pacientes con esquizofrenia.

Por otra parte, se ha demostrado que el tratamiento con NAC mejora los
sintomas centrales de la esquizofrenia (Lavoie et al.,2008; Bulut et al., 2009).

Y
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se ha sugerido que NAC podria aumentar niveles de GSH en pacientes con
esquizofrenia (Lavoie et al.,, 2008), mejorando asi el funcionamiento de

recepcion de NMDA.

Modelos animales en esquizofrenia

La creaciéon de modelos animales en psiquiatria tiene sus limitaciones, ya que
se trata de reproducir en un animal, conductas humanas muy complejas. A
pesar de todo, se utilizan para comprender las bases biologicas de las

enfermedades y estudiar nuevos tratamientos (Genis y Lopez, 2011).

Modelo Ketamina

Es uno de los modelos de administracion de farmacos mas usados. La
Ketamina bloquea a los receptores NMDA estimulando la liberacion de
dopamina, activando asi la via mesolimbica. La administracion de estos
farmacos en roedores produce una conducta de hiperlocomocion, mediada
posiblemente por el exceso de dopamina, por lo que se relaciona a esta

conducta con los sintomas psicoticos de la esquizofrenia (Borison, 1977)

Dado que la SQZ disminuye la calidad de vida, capacidades cognitivas y
sociales del paciente. En los animales, principalmente en roedores, se estudia
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la capacidad que tienen los sujetos experimentales de interactuar activamente
con otros roedores de su misma especie utilizando la prueba de interaccion
social (Seillier y Giuffrida., 2009), mientras que la capacidad cognitiva de los
roedores se mide utilizando pruebas de memoria y aprendizaje (Canuet et al.,
2010) En las que se ha evidenciado una disminucion de la interaccion social y/o

de los procesos de memoria y aprendizaje

En cuanto a la validez de constructo, la mayoria de los modelos farmacoldgicos

se apoyan en la hipotesis dopaminérgica y en la funcién de los receptores
involucrados en la patologia. Sin embargo, hay escasa evidencia en el modelo
de roedor con ketamina sobre los parametros de estrés oxidativo inducido por

el tratamiento.

Evidencia de estrés oxidativo en modelo roedor intervenido con ketamina

Una investigacion realizada durante este afio sefialé que la intervencion con
ketamina caus6 un aumento significativo de MDA, al tiempo que disminuyé el
oxido nitrico y las concentraciones de GSH en ratones tratados con ketamina

(Abdel et al, 2018)

Otro estudio evidencio que los niveles de MDA, glutation peroxidasa (GPx) y

SOD se restablecieron mediante intervencion con ketamina en rata, ellos
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sefialan que la ketamina exhibe efectos neuroprotectores al atenuar el estrés
oxidativo (Liang et al ,2018).

Una investigacion en donde se estudiaron los efectos del tratamiento con
ketamina en el cerebro de ratas demostré que MDA aumento en ratas tratadas
con ketamina. Ademas, que la actividad de SOD aument6 en las ratas de
control que recibieron ketamina, y disminuyé en las ratas que recibieron

solucion salina o ketamina (Reus et al, 2015).

Una investigacion en donde se administraron dosis subanestésicas de
ketamina en el cerebro de ratas postulo que la ketamina disminuy6 la actividad
de SOD y CAT. También los datos presentados en este estudio demuestran
gue dosis de ketamina a 4 y 10 mg / kg aumentaron TBARS (De Oliveira et al,

2009).
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HIPOTESIS

Hay variacion de biomarcadores de estrés oxidativo en tejido sanguineo de

raton intervenido con ketamina.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar perfil de estrés oxidativo en tejido sanguineo en modelo roedor

intervenido con ketamina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Determinar parametro de dafio oxidativo (TBARS) en modelo roedor

intervenido con ketamina

-Determinar pardmetro de defensa antioxidante no enzimatica (TRAP) en

modelo roedor intervenido con ketamina
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MATERIALES

Para determinacién de Parametros REDOX

Instrumentos de medicioén:

Espectrofotdmetro UV visible. Marca Rayleigh. UV-2601.

Software Estadistico STATISTICA versiéon 7. Afo 2002.

Equipos:

Balanza Analitica. Marca RADWAG, modelo AS220-C/2.

pHmetro. Marca JENCO, modelo 60.

Centrifuga Clinica. Marca HETTICH, modelo UNIVERSAL/K2S.

Placa Calefactora. Marca LabTech, modelo LMS — 1003.

Vortex. Modelo 37600 Mixer.

Sonicador. Marca Elma, modelo TRANSSONIC 310.

Bafio Termorregulado. Marca K, modelo YCW — 04M (11L).

Micropipeta. Marca GILSON (Volumenes 1-10pL, 20-200uL, 100-

1000pL y 1-5 mL).

33



Notebook. Marca Lenovo ideapad 100-14 IBY.

Software Microsoft Office Excel 365. Version 15.0.4797.1003, 2013.

Reactivos para determinar parametros REDOX

ABTS: 2,2’-azinobi (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
ABAP: 2,2’-azobis (2-amidinopropano)

Buffer de Lavado (PBS)

Cloruro de Sodio (NaCl)

Fosfato Sodico Dihidrogenado (NaH2PO4)

Hidréxido de Sodio (NaOH)

TBA: Acido Tiobarbitdrico

TCA: Acido Tricloroacético
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METODO

Los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo con
procedimientos estandares. La intervencion del modelo con ketamina fue
realizada en el Laboratorio de Plasticidad Neuronal de la Facultad de Ciencias
de la Universidad de Valparaiso. Todos los procedimientos con animales de
experimentacion se llevaron a cabo de acuerdo con el Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals del National Research Council de Estados Unidos

(NRC, 2010).

Animales de Experimentacion

Grupos de experimentacion

Se utilizaron 30 ratones, este calculo se realiz6 con la ecuacion de recursos
obtenida del Centro Nacional de Refinamiento, reemplazo y reduccién de
animales para la Investigacion de Reino Unido. Los ratones pertenecian a la
cepa C57BL/6 de 45 dias de edad, De los cuales se consideraron tres grupos
en donde las unidades experimentales son Control, Vehiculo y modelo
ketamina.

Los animales de experimentacion eran pertenecientes al bioterio de la Facultad

de Ciencias de la Universidad de Valparaiso, las que fueron mantenidas a una
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temperatura de 21 + 3 °C, humedad relativa ambiental entre 30%-70%, ciclos
de luz/oscuridad de 12/12 (8AM-8PM) y acceso ad libitum a alimento (Animal
Care Mouse Diet) y agua potable.

Los procedimientos fueron sometidos a certificacion de bioética para manejo y
uso de roedores de experimentacion por el Comité institucional de bioética para

la investigacion con animales de experimentacion (CIBICA). (ANEXO 1)

Generacién de las unidades experimentales

Las unidades experimentales fueron divididas en tres grupos. Control (C):
Ratones no intervenidos, de 45 dias de edad; Vehiculo (V): Ratones inyectados
con NaCl 0.9% via intraperitoneal (i.p) a ratones de 45 dias de edad, durante 7
dias y Ketamina (K): Ratones inyectados con una dosis Unica de ketamina (60

mg/Kg) via i.p. a ratones de 45 dias de edad, durante 7 dias.

Modelo de roedor ketamina

Al finalizar los tratamientos al modelo Ketamina después de los 60 dias se le

hacen las pruebas conductuales (reconocimiento de objetos, open field, plus
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maze e interaccion social) para verificar el modelo de esquizofrenia. Los
procedimientos para la obtencién del modelo experimental ketamina se llevan a
cabo por personal especializado pertenecientes al laboratorio de plasticidad

neuronal, del Instituto de Fisiologia de la Facultad de Ciencias UV.

Recoleccién de Muestras

Una vez verificado el modelo animal, los grupos de experimentacion son
sacrificados mediante decapitacion. Para esto primero se aplica un anestésico
inhalatorio volatil llamado isoflurano, se coloca al roedor en una camara
anestésica o receptaculo apropiado con una gasa o algodon empapado en
anestésico, cuando se duerme se realiza la decapitacion, luego se deja caer la
sangre mediante un embudo de vidrio a un tubo de heparina para la evaluacion
de los parametros REDOX. El resto del animal es derivado a la obtencion de

tejidos para estudios paralelos a cargo del laboratorio de plasticidad neuronal.
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Variables medidas

Tabla 5: Variables del Estudio

Tipo de
Variable variable Definicién Dimensiones Indicadores
Grupos Independiente | Tratamientos Grupo Control | 30 ratones
Grupo
Vehiculo
Grupo
Ketamina
TBARS Dependiente Prueba que | Concentracion | nM MDA/mL
mide dafo a | de MDA
lipidos.
Dependiente Prueba gue | Concentracion | TEAC uM
TRAP mide equivalente
capacidad Trolox.®

antioxidante
total.
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Determinaciéon de Biomarcadores REDOX

Posteriormente a la extraccion de sangre de cada grupo de estudio, fueron
llevadas al Laboratorio de Investigacion de Estrés Oxidativo de la Escuela de
Kinesiologia, Facultad de Medicina, de la Universidad de Valparaiso, donde se
analizara, parametros oxidativos de dafio a través de la prueba TBARS vy de

defensa no enzimatica (TRAP).

Anaélisis de Biomarcadores REDOX

Protocolo separacion de sangre

La sangre recolectada se sometié a un proceso de centrifugacion durante 15
minutos a 3000 r.p.m. a 4 °C, una vez finalizado este proceso se obtendran tres
fases en la muestra: plasma, glébulos blancos y glébulos rojos (Gr). De la fase
plasméatica se almacenaron en tubo eppendorf a -20°C para la prueba TRAP. El
material restante de sobrenadante, células blancas y plasma, seran eliminados.
Luego, con el fin de obtener Gr limpios, se administrara a cada muestra un

buffer de lavado fosfato salino a pH: 7.4, las cuales nuevamente seran
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centrifugados durante 15 minutos a 3000 r.p.m; este procedimiento sera
repetido tres veces, desechando en cada oportunidad el sobrenadante.
Finalmente, para la prueba TBARS se extraeran GR en tubo eppendorf, prueba

gue debera realizarse inmediatamente.

Determinacion de Dafno Oxidativo

Protocolo Lipoperoxidacion TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive

Substances)

Basado en el método Estarbauer y cols. (1987). El pelet extraido desde la
centrifugacion de las muestras sanguineas es tratado con acido tricloroacético
al 30% y centrifugado durante 15 minutos a 3000 rpm para precipitar y eliminar
proteinas. Luego 600uL del liquido sobrenadante se mezcla con acido
tiobarbiturico al 0,67% (p/v), reaccionando con los aldehidos de la muestra. Las
muestras deben ser sometidas a un bafio termorregulado a 100°C durante 20
min, luego se detiene la reaccion bajo un bafio frio. Finalmente se registra la
absorbancia, mediante el método de espectrometria con un barrido entre 400-
600 nm, para determinar la concentracion de MDA mediante extrapolacion de

datos en base a una curva de calibrado.
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Determinacion de Defensa Antioxidante:

Protocolo para Capacidad antioxidante total TRAP (Total Reactive

Antioxidant Properties)

Basado en el método Romay, 1996. Se fundamenta en la cuantificacion de la
decoloracion del radical ABTSe+, debido a la interaccidén con especies donantes
de hidrogeno o de electrones. Se realiza un buffer o también denominada
solucion PBS compuesta por 3 sales (NaCl, Na,HPO, y NaH,PO,) ajustado a
pH 7.4, luego con 150mm del reactivo ABTS, y 10mM de ABAB (AAPH) se
forma un radical estable. La mezcla de ABTS y ABAB en la solucion PBS se
incuba a 45 ° C durante 30 minutos, se detiene la reaccion bajo un bafio frio. La
medicion de la absorbancia se hara a 734nm en celdillas de cuarzo. La
capacidad antioxidante total de los extractos sera expresada en equivalentes

mM TroloxTM (TEAC).
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Analisis Estadistico

Mediante la determinacion de los biomarcadores REDOX, se reportaron los

datos, promedios y desviacién estandar. Para el andlisis estadistico se utilizé el

software STATISTICA; donde los datos fueron sometidos a prueba de
distribucion de normalidad (paramétrica) de Pearson. En el caso de
serparameétrica, se realizo el andlisis ANOVA y la prueba a posteriori de Tukey;

enel caso de no paramétricos, se utilizo Kruskal-Wallis para multiples muestras

independientes. En cualquiera de los casos se utilizé un nivel de significancia

de

p = 0,05 (Zar, 1999). Cabe destacar que todas las pruebas fueron realizadas

por

triplicado para cada muestra.
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RESULTADOS

El estudio se llevé a cabo en modelo roedor intervenido con ketamina, donde
se realiz0 la determinacion de parametros REDOX en tejido sanguineo, para
las distintas condiciones se evalué dafio oxidativo (TBARS) y no enzimatica

(TRAP).

Dafio oxidativo

Los resultados de lipoperoxidacién que midi6 la oxidacion de MDA, el cual es
un residuo de la oxidacion lipidica que se evalla a través del ensayo TBARS y
gue extrapola dafio oxidativo arrojé que el Modelo Ketamina (K) presento un
promedio de nM MDA de 0,3935 (D.E: 0,19049), superando el promedio de
0,36175 (D.E: 0,19049) del Grupo Control (C) y de 0,3355 (D.E: 0,04916) del

Vehiculo (V). Siendo estas diferencias no significativas (P=0.7451) (Fig 5).
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Figura 5: Lipoperoxidacion en tejido sanguineo (MDA nM).C: Grupo Control, V:
Grupo Vehiculo, K: Modelo ketamina. No indica diferencias significativas (p
0.7451 (n= 30; promedio = SD).

Capacidad antioxidante total
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Se observé que la capacidad antioxidante total expresada en mM TEAC para el
grupo control tuvo un promedio de 0,161003236 (D.E: 0,0626599) siendo este
el mas bajo comparado con el modelo Ketamina (K) 0,2620094 (D.E: 0,038603)
y el vehiculo (V) 0,239329 (D.E: 0,0407272). Siendo estas diferencias
significativas del grupo control (C) comparada con el vehiculo y modelo

ketamina (p= 0,000034). (Fig. 6)

0,35

0,05

Capacidad antioxidante total
(TEAC mM)

C v K

Figura 6: Capacidad antioxidante total medida en TEAC pM (capacidad
antioxidante equivalente a trolox). C: Grupo Control, V: Grupo Vehiculo, K:
Modelo ketamina. Indica diferencias significativas (p: 0,000034 (n= 30;
promedio £ SD).
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DISCUSION

Como se sefialé con anterioridad a nivel cerebral existe un alto consumo de
oxigeno, rico en fosfolipidos, iones y metales de transicion (Fe2 +, Cu +), y
tiene un nivel relativamente bajo de enzimas antioxidantes. Todo esto hace del
tejido nervioso extremadamente sensible a dafo oxidativo causado por ROS y

RNS.

El mecanismo de estrés oxidativo de la SQZ no es completamente entendido,
pero cada vez hay mas evidencia que apoya la hip6tesis del estrés oxidativo en
la fisiopatologia (Dong y Shaowen., 2017), sin embargo, no se conoce Si este
interviene como causa primaria en el desarrollo de la esquizofrenia, o si es un
desbalance producido durante el curso de la enfermedad (Bernardini y Vorst.,

2008).

El empleo de modelos animales en investigacion tiene claras limitaciones, ya
gue se trata de reproducir en un animal sano conductas humanas complejas.
Sin embargo, permiten modelar algunos de los sintomas y caracteristicas en la
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enfermedad, condicion que permite explorar las bases fisiopatologicas y
explorar el potencial terapéutico de medicamentos especificos en el tratamiento

de la sintomatologia de esta patologia (Genis et al., 2014)

Los resultados de esta investigacion indican que los ratones intervenidos con
Ketamina no presentaron diferencias significativas en los niveles de MDA. esto
pone en evidencia que los resultados de TBARS obtenidos discrepan de la
literatura. Al comparar con una investigacion realizada durante este afio que
sefialo que la intervencion con ketamina causé un aumento significativo de
MDA, en ratones tratados con ketamina (Abdel et al, 2018). Ademas de otro
estudio realizado 2017 en donde se sefial6 que la intervencion de ratones con
ketamina aumento los niveles de MDA (Onaolapo et al., 2017). Y otro en donde
se administraron dosis subanestésicas de ketamina en el cerebro de ratas con
dosis de en la cual se evidencio un aumento de TBARS (De Oliveira et al,

2009).

La discrepancia de los resultados de lipoperoxidacion puede estar dado debido
a que TBARS fue realizado en tejido sanguineo, lo cual refleja el estado de EO
a nivel de sistema y puede no reflejar lo que esta ocurriendo con las reacciones
REDOX a nivel de sistema nervioso central. A diferencia de los estudios
anteriormente mencionados en donde las evaluaciones fueron realizadas en
tejido cerebral. Otras de las diferencias entre estudios es la dosis de ketamina
utiizada en ellas en donde se aplica ketamina mediante una inyeccion

intraperitoneal de 30 mg/Kg durante 7 dias (Abdel et al, 2018), de 15 mg/kg
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durante 10 dias (Onaolapo et al., 2017) y una dosis Unica de 4,10 y 30 mg/kg

(De Oliveira et al, 2009).

Con respecto a la capacidad antioxidante total los resultados evidencian que
los ratones intervenidos con ketamina presentan mayor capacidad antioxidante
comparado con el control, lo cual discrepa de la Unica investigacién en modelo
simil de esquizofrenia inducido con ketamina realizado por Ahmed vy
colaboradores el presente afio, cuyos resultados indican que la capacidad
antioxidante total en modelo de rata intervenido con ketamina es
significativamente menor al compararlo con el control. Estas discrepancias en
los resultados podrian estar dados debido a la diferencia inter-especie, tejido
evaluado y dosis de ketamina utilizada 25 mg/ kg durante 7 dias (Ahmed et al.,

2018).
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CONCLUSION

Los ratones intervenidos con 30 mg/kg de ketamina durante 7 dias presentan
niveles aumentados de la capacidad antioxidante total comparado con el grupo

control.

Es preciso continuar con estudios de evaluacion de parametros de estrés
oxidativo en este modelo dada la escasa evidencia actual en el modelo de
ratén intervenido con ketamina en tejido sanguineo y nervioso. Esto para
contribuir al conocimiento de la fisiopatologia y a la validacion de modelo

ketamina simil a esquizofrenia en raton.
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ANEXOS

Anexo 1: Comité de Bioética para la Investigacion.
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Universidad

i CIBICA
deVal CHILE Comité Institucional de Biodtica pam
b Investigacion con Animalkes
Divisién Acodémica
Dbecciin de Investigocion

ACTA DE EVALUACION BIOETICA
BEA112-2017

L. Bl Comité Institucional de Bicética para la invesfigocion con Animales de lo
Universidad de Valparaiso, en su sesién del 2 de junio de 2017, dediara haber evaluodo
el protocolo experimental del proyecto  BEANI2-2017 fitulado “"GABAergic
newrolransmission s critical for contralling the prefrontal cortex spike timing dependent
plasticity in schizoptrenia™, del investigador responsable Dr. Marco Fuenzalida N., de o
Facultod de Clencios de lo Universidad de Valparciso y que se presentd a concurso
Fondecyt 2017.

II. Paro su evoluacidn e Comité de Bloética revisd los anfecedentes presentados en el
formulardo “SOUCITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRE A
ANIMALES COMO SUJETOS DE INVESTIGACION".

1. En ko voloracion bioética del proyecto, el Comité considerd adecuado los aspecios
bioéticos indicodos en & segundo punto Valoracién de Aspectos Eticos del formudario
“SOUCITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRE A ANIMALES
COMO SUJETOS DE INVESTIGACION" y que se senalan en los pdginas anexas a esta
ocla.

IV. Por lo onteror, el Comilé Institucional de Bicélica oprueba el prolocolo

e

Valparolso S de junio de 2017
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