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5.1. Introduccién

La retina es un tejido excepcional ya que posee un perfil de acidos grasos que contiene
el mayor nivel de PUFAs de cadena larga del organismo (Anderson, 1970; Fliesler y Anderson,
1983; Lecomte y col, 1996; O'Brien y Sampson, 1965; SanGiovanni y Chew, 2005), incluyendo
acido docosahexenoico (DHA, 22:6 n-3) y acido araquidonico (20:4n-6). De éstos, el DHA es el
maés abundante en la parte neural como vascular de la retina (Fliesler y Anderson, 1983), en las
células epiteliales pigmentarias retinianas (Wang y Anderson, 1993a; Wang y Anderson, 1993b)
y en membranas de los discos del segmento externo de los fotorreceptores retinianos (Soubias
y col, 2006; Suh y col, 1994). Las propiedades biofisicas y bioquimicas de DHA pueden afectar
la funcién de la membrana del fotorreceptor alterando la permeabilidad, fluidez, espesor y
otras propiedades de esta fase lipidica. El acido graso DHA ejerce una funcion vital en la
fototransduccion a través de mecanismos de sefializacion celular. La insuficiencia tisular de
DHA esta asociada con alteraciones en la funcién retiniana.

En la retina de mamiferos, los radicales libres y lipoperoxidos juegan un papel
importante en la evolucion de diferentes retinopatias incluyendo glaucoma, cataractogénesis,
retinopatia diabética, inflamacion ocular y degeneracion retiniana (Ueda y col, 1996; De La Paz
y Anderson, 1992). La produccion de radicales libres induce la formacion de radicales LOOe,
conocidos como radicales libres secundarios, que participan de la reaccion en cadena de la
peroxidacion lipidica y que pueden dafiar las membranas de la retina alterando la funcion
visual (Catala, 2006).

Melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina, MLT), hormona de la familia de las
indolaminas, es sintetizada a partir de triptéfano en pinealocitos y actla como hormona
enddcrina que influencia ciclos circadianos en diversos érganos. Dos funciones bioquimicas en
la glandula pineal, sintesis de MLT y lipoxigenacién, parecen estar sinérgicamente reguladas
por los niveles de acidos grasos esenciales n-3 tisulares (Catala, 2010). MLT también es
sintetizada por fotorreceptores retinianos pero, aparentemente, ésta no ingresa a la
circulacion sino que actia como una sefial paracrina dentro del ojo. Cientos de investigaciones
han sefialado a MLT como un secuestrador eficiente de ciertas especies reactivas de oxigeno
como HOe, RO=, HCIO, *0, y H,0, (Allegra y col, 2003). Un gran nimero de estudios in vivo e in
vitro sefialan que MLT administrada exégenamente brinda proteccion frente a estrés oxidativo
(Karbownik y col, 2001; Khaldy y col, 2000; Sinha y col, 2001; Giusti y col, 1997). Se ha sugerido
que MLT y N-acetilserotonina (NAS) pueden ejercer un efecto protector frente a peroxidacion

lipidica optimizando la fluidez de la membrana (Garcia y col, 1997; Garcia y col, 2001). En
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sistemas biol6gicos también ha presentado efecto protector de PUFAs frente a la peroxidacion
(Leaden y col, 2002; Leaden y Catala, 2005). Este efecto puede deberse a la capacidad de MLT
de secuestrar directamente especies reactivas de oxigeno y también a la induccion de los
mecanismos de defensa antioxidante, como la activacion de glutation peroxidasa (Barlow-
Walden y col, 1995) y superéxido dismutasa (Antolin y col, 1996). Por otro lado, hay estudios
que sugieren que MLT es ineficaz como antioxidante (Wang y col, 2001; Wélfler y col, 1999;
Duell y col, 1998) 0, més aun, que tiene efecto prooxidante (Wélfler y col, 2001). En contraste
con los estudios mencionados, el presente estudio in vitro elimina la contribucion e
interferencia de enzimas, proteinas y otras moléculas. El objetivo planteado en este capitulo
fue:

v Analizar el efecto de melatonina, N-acetilserotonina, 5-metoxitriptamina (5MTP) y 5-

HO triptofano (5SHO-TRP) sobre la peroxidacion iniciada por Fe?* de liposomas de lipidos de

retina bovina.

El sistema liposomal guarda similitudes con la fase lipidica de las membranas bioldgicas
y conserva la composicién de acidos de grasos de la retina. Como iniciador de reaccion
empleamos Fe®* que en presencia de hidroperéxidos lipidicos (LOOH) genera radicales libres. El
efecto protector de MLT, NAS, 5HO-TRP y 5MTP sobre los liposomas se determin6 analizando
formacion de dienos conjugados y TBARS, y los cambios en la composicion de acidos grasos
por cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (CG-MS). El antioxidante de

referencia utilizado fue BHT.
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5.2. Materiales y métodos

5.2.1. Materiales

El proceso de peroxidacién se estudio en liposomas sonicados (LS) de lipidos de retina
bovina. Para ello, se obtuvieron ojos bovinos donados por Frigorifico Gorina (La Plata, Buenos
Aires). Para la extraccién de lipidos se utilizaron solventes de calidad cromatogréfica:
cloroformo (U.V.E.)) y metanol (Mallinckrodt). Los demas reactivos utilizados fueron de alta
pureza: NaCl (Cicarelli), FeSO,4 (Fluka), TBA (Fluka), 1,1,3,3 tetrametoxipropano (Fluka), Trizma
base (Sigma), BHT (Sigma), BF; en metanol (Fluka), acido heptadecanoico (Sigma). Melatonina,
N-acetilserotonina, 5-hidroxitriptéfano y 5-metoxitriptamina (Sigma). Agua calidad mili-Q.

Para la obtencion de retinas y, posteriormente, de lipidos se emple6 un
homogeneizador Ultraturrax X25. Para producir LS se empled un sonicador Sonics XL-2000
Microson ™. En la determinacion de dienos conjugados y TBARS se utiliz6 un

espectrofotémetro Shimadzu UV-1800.

5.2.2. Métodos y técnicas

5.2.2.1. Obtencién de homogeneizados de retina bovina

(idem punto 4.2.2.1.)

5.2.2.2. Extraccion de lipidos
(idem punto 4.2.2.2.)

5.2.2.3. Preparacion de liposomas
(idem punto 4.2.2.3.).
La sonicacion se realiz6 a un voltaje de salida fijado en 12 watts, hasta que la

suspension alcanzé la minima densidad Optica (Gal y col, 2003).

5.2.2.4. Determinacion espectrofotométrica de dienos conjugados

LS de lipidos de retina (Ct= 0,1 mM) fueron incubados durante 9 horas a temperatura
ambiente en cubetas de cuarzo de 1 cm x 1 cm. Los liposomas fueron incubados con diferentes
concentraciones de los compuestos estudiados (BHT, MLT, 5MTP, NAS y 5HO-TRP) y en

ausencia de éstos (muestras control), agitando manualmente durante un minuto y luego
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dejando la mezcla en reposo durante 4 minutos. Se agregd entonces cantidad necesaria de
agua para llevar a un volumen final de 2 ml y se inici6 la reaccién de peroxidacion por
agregado de Fe?* (Ci= 25 puM).

Para analizar la produccion de dienos conjugados durante la peroxidacion de
liposomas, se registraron los espectros de absorcion cada 9 minutos durante 9 horas, entre
200 y 300 nm con un espectrofotdbmetro Shimadzu UV 1800. El aumento de absorcion a 234
nm (debido a formacion de dienos conjugados) se graficé en funcion del tiempo. La velocidad
inicial de reaccion se determin6 como la pendiente de recta con la que se ajusté el rango lineal
de la curva AAbs en funcién del tiempo. El tiempo de retardo (fase lag) se define como el
tiempo transcurrido hasta el inicio de la fase lineal de la curva AAbs en funcion del tiempo
(Sargis y Subbaiah, 2003).

Diferencias entre los valores control y los obtenidos en presencia de BHT e indolaminas

fueron analizadas por ANOVA

5.2.2.5. Determinacion de sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS)

La determinacién de TBARS se realizd en placas de poliestireno de 96 pocillos de fondo
plano (Camejo y col, 1998). Una alicuota de 10 ul de BHT (0.01 % p/v) se agreg0 a cada pocillo
para prevenir peroxidacion adicional durante la incubacion. BHT 0.01 % p/v se preparé por
dilucion con agua a partir de una solucién 0.1 % p/v en etanol para minimizar la concentracién
de etanol en el medio de reaccion.

LS se incubaron durante 9 horas en las mismas proporciones y condiciones que para la
determinacion de dienos conjugados. Se tomaron alicuotas de 15 pl (por triplicado) de las
mezclas de reaccién a diferentes tiempos y se dispusieron en las placas. Los pocillos ocupados
se cubrieron con film adhesivo y las placas se mantuvieron a -22 °C hasta completar la placa. A
cada pocillo se agregaron 85 ul de TBA (0.375% p/v en HCI 0,25 N), se taparon las placas y se
incubaron a 65 °C durante 30 min en bafio de agua. Cada placa contenia ademas, diferentes
concentraciones de soluciones estandares de 1,1,3,3 tetrametoxipropano, para la confeccién
de curvas de calibrado. Para la cuantificacion se emple6 un coeficiente de absorcién molar de
156000 M™cm™ (Rice-Evans y col, 1991).

Diferencias entre las concentraciones de TBARS entre las muestras control y las

obtenidas en presencia de BHT, MLT e indolaminas relacionadas fueron analizadas por ANOVA.
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5.2.2.6. Preparacién de metil derivados de acidos grasos (FAMES)

Para poder analizar la composicién de acidos grasos de retina y liposomas preparados
con sus lipidos por cromatografia gaseosa, las muestras deben ser previamente derivatizadas.
Los lipidos de liposomas (sin peroxidar, peroxidados y peroxidados en presencia de BHT, MLT e
indolaminas relacionadas) fueron extraidos de acuerdo al método de Folch (Folch y col, 1957).
Las mezclas de las que se extrajeron los lipidos poseen la misma composicion que las
empleadas en la determinacion de dienos conjugados pero a una escala 7,5 veces mayor (V=
15 ml).

Luego de una hora de incubacién de los liposomas con y sin Fe®*, en presencia y
ausencia de BHT e indolaminas, las muestras se mezclaron con igual volumen (15 ml) de
cloroformo: metanol 2:1 v/v, conteniendo 0.01 % p/v BHT para detener la reaccion. Esta
mezcla se agitd en vortex, se gased con nitrégeno y se mantuvo en heladera toda la noche
hasta lograr la separacién de fases. La fase cloroférmica inferior se filtr6 con papel
conteniendo Na,SO,anhidro para absorber restos de agua. Como estandar externo testigo de
metilacion se agregaron 25 ul de acido heptadecanoico (17:0) 10000 ppm (C=16,67 ppm). Este
acido graso no se encuentra naturalmente en retina.

La fase cloroférmica obtenida en la extraccion de lipidos de retina y la fase
cloroférmica obtenida en el paso anterior fueron evaporadas bajo corriente de nitrégeno. Los
lipidos secos fueron trasmetilados con 300 pl de BF; en metanol 1,3 M, incubandolos a 65 °C
durante 180 min. Luego de la incubacién, se agregd 1 ml de solucién fisiolégica y los metil

derivados de acidos grasos se extrajeron con 1 ml de hexano.

5.2.2.7. Cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas

Para analizar la composicion de acidos grasos se emple6 un cromatografo gaseoso
Perkin ElImer Clarus 560D acoplado a un espectrometro de masas. Columna: Recubierta. Elite
5MS (Perkin Elmer). Dimensiones: 30 m; 0,25 mm de @ interno; 0.25 um de espesor de fase
estacionaria. Muestra: 495 ul fase hexano (obtenidos en el paso anterior) + 5 pl n-eicosano
(C20) 25000 ppm (C¢= 250 ppm). Volumen de inyeccion: 1ul. Inyector: 260 °C. Split: 10. Modo:
Flow. Gas de corrida: Helio. Flujo: 1 ml/min. Rango de temperaturas: de 130 a 250 °C, 5
°C/min. 250 °C durante 6 min. Temperatura linea de trasferencia: 250 °C. Temperatura fuente
de iones: 180 °C. Energia de ionizacion: 70 eV (El+). Identificacion de compuestos: por

comparacion de espectros de masas con los de biblioteca NIST.
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5.3. Resultados

En el presente capitulo investigamos la actividad antioxidante de MLT y un grupo de
indolaminas relacionadas, frente a la peroxidacion iniciada por Fe?* de liposomas sonicados de
lipidos de retina. El proceso peroxidativo se analiz6 por formacion de dienos conjugados,
produccion de TBARS y analisis de los cambios de composicion de &cidos grasos. La actividad
antioxidante de las indolaminas fue comparada con la de BHT seleccionado como antioxidante

de referencia.

Efecto de melatonina e indolaminas relacionadas sobre la produccion de dienos conjugados
durante la peroxidacion de liposomas sonicados de lipidos de retina.

La figura 5.1 muestra la evolucion temporal de los espectros UV, tomados entre 200 y
300 nm, durante la peroxidacion iniciada por Fe** de: LS de lipidos de retina (Figura 5.1.A), LS
en presencia de MLT 5 uM (Figura 5.1.B) y LS en presencia de BHT 5 uM (Figura 5.1.C). Los
espectros que se observan en la figura fueron tomados a 0, 4,5 y 9hs.Tras el agregado de Fe?*
como iniciador, se observé disminucion en la absorbancia en el rango entre 200 y 215 nm
debido a la pérdida de doble enlaces separados por un grupo metileno (lipidos no
peroxidados) como consecuencia de la formacion de doble enlaces conjugados como
intermediarios de la peroxidacién. Cuando los liposomas se incubaron con MLT 5 uM (Figura
5.1.B) esta disminucién también fue notoria, a diferencia de BHT 5 uM (Figura 5.1.C) que logré
inhibir estos cambios. Entre 215 y 300 nm, la absorbancia aumentd mostrando un méaximo a
234 nm debido a los dienos conjugados. Esto se observé en ausencia y presencia de MLT,
mientras que en presencia de BHT estos cambios fueron notablemente disminuidos. La
evolucion de espectros UV en presencia de NAS, 5MTP y 5HO-TRP fue similar a la observada
para MLT, por esta razon y para no extender demasiado esta seccion se obviaron estos
graficos.

Una vez iniciada la reaccion, la produccion de dienos conjugados fue inmediata (Figura
5.2, 0 uM: sin agregado de indolaminas o BHT). La presencia de concentraciones crecientes de
BHT (Figura 5.2.A) determind mayores tiempos de retardo en el inicio de la reaccion y
velocidades iniciales de reaccién menores (Tabla 5.1). Dado que el tiempo de inicio de reaccion
obtenida en presencia de BHT 5 uM fue superior a las 9 horas (tiempo de monitoreo de la
reaccion) no se determino la velocidad de reaccion a esta concentracion. Si bien aumenté la

fase de retardo en presencia de BHT, ésta no fue proporcional a la concentracion.
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A (nm)

Figura 5.1. Evolucién de espectros UV, entre 200 y 300 nm, determinados
durante la peroxidacion lipidica iniciada por Fe*" de liposomas sonicados (0,

4,5y 9 horas). A) Control, B) + MLT (5 uM) y C) + BHT (5 uM)

Los tiempos de inicio y las velocidades iniciales de reaccién no fueron modificados con
adicion de concentraciones crecientes de MLT (1, 2, 5, 10, 20 uM) (Figura 5.2.B), aun cuando
se analizaron concentraciones superiores (10 y 20 uM) a las ensayadas con BHT. En presencia

de concentraciones crecientes de NAS, 5MTP y 5HO-TRP tampoco se detect6 actividad
inhibitoria de la peroxidacion (Figuras 5.2. C, D y E). Si analizamos las velocidades iniciales de
reaccion en presencia de estas indolaminas se observa una tendencia a aumentar conforme lo
hace la concentracion, lo que se traduciria en un posible efecto prooxidante. 5SHO-TRP 5 uM
mostro diferencias estadisticamente significativas de AAbs con respecto a los de la curva

control (0 uM) manteniéndose por encima de esta curva en el rango de tiempo entre 150 y

400 minutos.
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Figura 5.2. Variacion de absorbancia a 234 nm en funcién del tiempo durante

la peroxidacion iniciada por Fe** de liposomas sonicados de lipidos de retina

en presencia de A) BHT, B) MLT, C) NAS, D) 5MTP y E) 5HO-TRP. Cada punto

representa X+ SD de 3 experimentos. Donde X: promedio y SD: desviacién

estandar.

Tabla 5.1.Datos cinéticos obtenidos del grafico de la produccién de dienos

conjugados en funcién del tiempo, durante la peroxidacion iniciada por Fe** de

liposomas sonicados de lipidos de retina en ausencia y presencia de BHT, MLT e

indolaminas relacionadas.

oum 1pMm 2pM 5pM  10pM 20 pM

BUT Veloc. inicial (AAbs/min) | 0.019 0.003 0.004 ND

Fase retardo (min) 0 60 200 =540
MLT Veloc. inicial (AAbs/min) | 0.019 0.019 0.019 0.019 0.019 0.019

Fase retardo (min) 0 0 0 0 0 0
NAS Veloc. inicial (AAbs/min) | 0.011 0.011 0.013 0.014

Fase retardo (min) 0 0 0 0
SMTP Veloc. inicial (AAbs/min) | 0.020 0.020 0.020 0.024

Fase retardo (min) 0 0 0 0
5HO-TRP Veloc. inicial (AAbs/min) 0.020 0.022 0.018 0.024

Fase retardo (min) 0 0 0 0
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Efecto de melatonina e indolaminas relacionadas sobre la produccion de TBARS durante la
peroxidacién de liposomas sonicados de lipidos de retina.

La figura 5.3.A representa la produccion de TBARS en funcion del tiempo durante la
incubacion de liposomas sonicados de lipidos de retina con y sin Fe?*. La figura 5.3.B muestra
la produccion de TBARS durante la peroxidacion de liposomas en presencia de diferentes
concentraciones de BHT. Se observa que todas las concentraciones analizadas fueron
igualmente efectivas en inhibir la generacion de TBARS, haciendo que los niveles de TBARS
sean comparables a los obtenidos en liposomas incubados sin Fe?*. En la figura 5.4.A es
evidente que MLT no present6 efecto antioxidante a ninguna de las concentraciones
analizadas (1, 2, 5, 10 y 20 uM) dado que no hubo diferencias estadisticamente significativas
con la curva control (0 uM). Mds aun, MLT 20 uM presentd un valor superior al de la curva
control a 540 min, con diferencia estadisticamente significativa.

En presencia de diferentes concentraciones de NAS y 5SMTP (Figura 5.4 B y C) no se
observaron cambios significativos con respecto a la curva control. 5HO-TRP (Figura 5.4 D) no
tuvo efecto sobre la peroxidacion de liposomas cuando se analizaron las concentraciones 1y 2
uM. Sin embargo, una concentracién de 5 uM mostré aumento significativo de produccién de
TBARS con respecto al control luego de transcurridos 153 minutos de la reaccion.

Estos resultados refuerzan la hipotesis de que MLT, NAS, 5SMTP y 5HO-TRP no poseen
un efecto antioxidante directo, es decir, no tienen la capacidad de secuestrar los radicales
formados durante la reaccién de peroxidacion iniciada por Fe?" de liposomas de lipidos de

retina.
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Figura 5.3. Formacion de TBARS en funcion del tiempo, durante la incubacion
de liposomas sonicados de lipidos de retina en A) ausencia y presencia de Fe?*

y B) presencia de Fe** (Ci= 25 uM) y diferentes concentraciones de BHT. Cada
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punto representa: X = SD donde x: promedio de [TBARS] de 3 experimentos,

SD: desviacion estandar.
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Figura 5.4. Formacion de TBARS en funcion del tiempo, durante la
peroxidacion iniciada por Fe®* de liposomas sonicados de lipidos de retina en
presencia de diferentes concentraciones de A) MLT, B) NAS, C) 5MTP y D) 5HO-
TRP. Cada punto representa: X +SD donde X: promedio de [TBARS] de 3

experimentos y SD: desviacion estandar.

Andlisis de los cambios en la composicién de &cidos grasos durante la peroxidacion de
liposomas. Efecto de melatonina e indolaminas relacionadas.

La figura 5.5 constituye un cromatograma representativo de los metil-derivados de
acidos grasos de retina bovina. Los metil derivados fueron obtenidos por transesterificacion
con metanol en presencia de BF; como catalizador.

Los principales picos identificados correspondieron a los metil derivados de &cido
palmitico (16:0), oleico (18:1 n-9), estearico (18:0), araquidonico (AA, 20:4 n-6) y
docosahexenoico (DHA, 22:6 n-3). En menor proporcion se encontraron &cido linoleico (LA,

18:2 n-6) e isomeros de algunos de los acidos grasos mayoritarios.

117



Capitulo 5

La retina posee un elevado contenido de DHA (25.8 + 0.6 %), caracteristico de este
tejido. Retina posee aproximadamente un 40% de PUFAs y un 60% de saturados y
monoetilénicos.

Los picos fueron correctamente separados e identificados por comparacion de sus
espectros de masas con los de la biblioteca NIST.

Los liposomas poseen los mismos &cidos grasos que la retina (Tabla 5.2) aunque el
proceso de preparacion de los mismos determind diferencias en las proporciones en que éstos

se encuentran. Especificamente, se observa una reduccion en el contenido porcentual de DHA.
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Figura 5.5. Cromatograma representativo de los metil derivados de &cidos

grasos de retina. Los compuestos fueron identificados en base a sus espectros

de masa.

Todos los PUFAs (LA, AA y DHA) disminuyeron significativamente tras 1 hora de
incubacion con Fe®, produciendo consecuentemente un incremento relativo de la
composicion porcentual de acidos grasos saturados y monoetilénicos.

La presencia de 5 uM de BHT logrd proteger a los PUFAs de la degradacién generada
por el proceso de peroxidacién. Esto se hace evidente ya que el perfil de acidos grasos de
liposomas peroxidados en presencia de BHT no difiere, dentro del error experimental, del
control. MLT, NAS, 5MTP y 5HO-TRP ensayados a la misma concentracién que BHT no lograron
inhibir la degradacion de los PUFAs. Los PUFAs disminuyeron drasticamente y el perfil de

acidos grasos obtenidos es similar al de los liposomas peroxidados (control).
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Tabla 5.2. Composicion porcentual de acidos grasos de retina y de liposomas sonicados de lipidos de retina. Los liposomas

fueron incubados durante una hora en ausencia y presencia de Fe* (LS — Fe y LS + Fe) y en presencia de Fe** junto a BHT y las

indolaminas estudiadas.

Capitulo 5

Acido graso | Rt (min) Retina LS - Fe LS + Fe BHT5 MLT 5 pM NAS 5 uM 5MTP5uM | 5HO-TRP 5 uM
16:0 13,34 25.2+0.6 24.0£3.6 39.8+9.2* 25.515.7 40.712.3* 40.3+0.9* 37.6x0.6* 40.815.5*
18:2n-6 16,37 0.7£0.2 1.2+0.4 ND* 0.8£0.4 0.7£0.3 ND* 0.9+0.3 ND*
18:1n-9 16,50 10.440.1 10.6£2.0 16.5£3.1* 10.54¢3.1 18.2+0.7* 17.8£2.3* 17.5¢1.1* 19.1+3.6*
18:1 (iso) 16,60 1.7+0.1* 2.310.1 3.6t£1.4 2.0£1.0 3.5+0.2* 3.9+0.1* 3.3£0.3* 4.3+0.4*
18:0 16,99 22.2+0.2 22.6x1.5 35.8+5.2* 22.2+4.7 33.7+0.4* 34.8+2.2* 33.5+0.2* 35.1+7.8*
20:4 n-6 19,18 9.6£0.1 8.8t1.4 1.2+0.2* 8.810.3 1.6+1.0* 1.6+1.4* 1.9+0.6* ND*
20 :4 (is0) 19,51 0.7£0.1 1.0+0.3 ND* 0.9+0.2 ND* ND* ND* ND*
22:6 (iso) 22,22 1.1+0.1 1.8+0.9 ND* 1.620.5 ND* ND* 0.6+0.1* ND*
22:6 n-3 22,23 25.8+0.6* 24.3+0.2 1.0+1.0* 24.1+4.7 1.5+0.4* ND* 2.2+£0.5* ND*
22:6 (iso) 22,46 1.840.1 24+1.0 1.0+£0.3* 2.510.1 ND* ND* 1.441.0 ND*
22:6 (iso) 22,56 0.910.1 1.0+0.8 ND* 1.1+0.2 ND* ND* ND* ND*

n=3 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2

Los resultados se expresan como X = SD donde X: promedio del area porcentual de n experimentos, SD: desviacion estandar. Un asterisco (*) indica diferencias

significativas con respecto al control (LS — Fe) segiin ANOVA, p<0.05. ND: no detectable.
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5.4. Discusion

La concentraciéon inusualmente elevada de PUFAs, intensa actividad metabdlica y
elevada tension de oxigeno a la que se encuentra expuesta debido a una importante irrigacion,
sumados a la presencia de pigmentos retinianos que pueden generar ROS cuando son
iluminados (Beatty y col, 2000) hacen de la retina un tejido especialmente susceptible a sufrir
estrés oxidativo. En el presente capitulo observamos que los PUFAs presentes en los liposomas
de lipidos de retina fueron afectados por la peroxidacion iniciada por Fe** disminuyendo hasta
casi desaparecer. Una concentraciéon de 5 uM de BHT fue capaz de protegerlos, mientras que
MLT y los analogos estructurales no presentaron efecto protector.

Los radicales que dieron inicio a la reaccion de peroxidacion de liposomas fueron
mayoritariamente LO= y LOOe segun las reacciones propuestas por Nacka y colaboradores
(2001):

(a) Ruptura de LOOH por Fe** generando radicales alcoxilo (reacciones 1y 2)

Fe*"+ LOOH >Fe*"+ LO= + OH" 1)
LOe® + LH ->Le+ LOH (2)

y, dado que en las reacciones anteriores se genera Fe** se considera también la reaccion de
(b) escision de LOOH por Fe* y subsecuente abstraccion de hidrégeno por LOO®

(reacciones 3y 4)

Fe*+LOOH >Fe*"+ LOO= + H' (3)
LOO= +LH —>Le + LOOH (4)

El principal producto de la glandula pineal, MLT, ha sido descripto como un poderoso
antioxidante en diversos tejidos (Catala, 2007). Posee, ademas, la ventaja de ser una molécula
anfifilica que puede atravesar facilmente todas las membranas bioldgicas inclusive la barrera
hemato-cerebral (Cabrera y col, 2000). Se ha reportado que MLT previene la formacion de
cataratas reduciendo el dafio oxidativo sobre lipidos y también sobre proteinas (Abe y col,
1994). Aunque el mecanismo de accibn no estd completamente descripto, algunos
investigadores creen que las propiedades antioxidantes de MLT estan mediadas por su
capacidad de secuestrar directamente especies reactivas de oxigeno, como O, y HOe (Tan y

col, 2000b), mientras que resulta ineficiente como secuestrador de radicales LOOe (Antunes y
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col, 1999; Galano, 2011). Por otro lado, algunos investigadores han sugerido que la accion
antioxidante de MLT puede estar mediada por otros mecanismos tales como estabilizacion de
membranas celulares (Garcia y col, 1999) y estimulacion de enzimas antioxidantes (Reiter y col,
2000b). Debido a que en el sistema de estudio utilizado en el presente capitulo no se
encuentran enzimas ni genes que puedan ser modulados por MLT, no existe una fuente de
formacion de radicales HO= o O,™ y, que MLT y sus analogos estructurales no presentaron
accion antioxidante, podemos deducir que el mecanismo de accién antioxidante de MLT in vivo
no estaria relacionado a su capacidad secuestradora de radicales LOOe= y LOe directa. Asi,
cobra mayor relevancia la hip6tesis de que los efectos benéficos de MLT se deben a las
acciones indirectas, tales como estimulacion de enzimas antioxidantes y modificacién de
propiedades de membrana.

Ademas de la simplicidad del modelo, existe otro factor de interés del sistema en
estudio como lo es la presencia de hidroperoxidos de acidos grasos en el medio. Se sabe que
los hidroperoxidos lipidicos derivados de fosfolipidos no saturados, glicolipidos y colesterol son
intermediarios no radicales de la peroxidacién lipidica que provocan perturbaciones en la
estructura y funcién de la membrana con consecuencias citopatoldgicas. Debido a una mayor
polaridad y un mayor tiempo de vida comparados con sus radicales libres precursores, los
hidroperoxidos de PUFAs son capaces de migrar desde su sitio de formacién a otros mas
sensibles. En la retina, los hidroperéxidos pueden formarse por oxidacién enziméatica de PUFAs
enddgenos como intermediarios de la formacion de docosanoides (Bazan y col, 1984). De La
Paz y Anderson (1992) postularon que es poco probable que el radical HO= sea el iniciador de
la peroxidacién en los segmentos externos de los bastones (ROSg). Ellos sugieren que los
hidroperéxidos enddgenos en presencia de Fe** forman radicales libres mas estables que el
radical HO», lo que resulta en una entrada facilitada de estas especies a la bicapa para iniciar la
peroxidacion lipidica de las cadenas de acidos grasos. En nuestro sistema es probable que
hidroperoxidos de acidos grasos se hayan formado durante la preparacién de liposomas,
aunque hayamos tomado precauciones para proteger a estas membranas de la peroxidacion.
Por lo tanto, hay un pequefio “pool” de hidroperoéxidos en retina que, bajo ciertas condiciones,
puede ser una fuente de radicales libres lipidicos y promover la peroxidacién de PUFAs,
abundantes en membranas retinianas y liposomas hechos a partir de sus lipidos. Dado que el
contenido de DHA disminuye cuando los lipidos de retina son transformados en liposomas se
sustenta la hipotesis de que durante los pasos de preparacién de liposomas se generan
hidroperoxidos lipidicos. Estos pueden generar radicales libres que atacan al DHA, altamente

susceptible debido a sus 6 dobles enlaces.
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El sistema empleado permitio analizar la formacién de dienos conjugados y TBARS sin
la interferencia que producirian proteinas y otros compuestos presentes en la retina. A través
de ambas técnicas se observo el claro efecto antioxidante de BHT. Mientras que MLT, NAS,
5MTP y 5HO-TRP no mostraron actividad antioxidante en este sistema, a pesar que MLT fue
ensayada a concentraciones superiores a las de BHT. 5SHO-TRP no sélo no mostr6 actividad

antioxidante sino que es posible notar un efecto prooxidante por ambas técnicas.
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