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1. RESUMEN 

La enfermedad de Huntington (EH) es un desorden neurodegenerativo 

de carácter autosómico dominante, caracterizado por desórdenes de 

movimiento, pérdida de peso, deterioro cognitivo y alteraciones 

psiquiátricas. La enfermedad se debe a una expansión inestable del 

trinucleótido CAG en el gen que codifica para la huntingtina (htt), 

resultando en una expansión de residuos de glutamina localizados en el 

extremo amino terminal de la proteína. Se sugiere que la degradación 

neuronal se debe a una ganancia de función de la proteína alterada y a 

una pérdida de función de la proteína de tipo silvestre. La EH es 

progresiva e invariablemente fatal. 

El modelo experimental con ácido quinolínico (QUIN) reproduce 

algunas de las características bioquímicas, conductuales y patológicas de 

la EH en roedores y en primates no humanos. El QUIN actúa como un 

agonista glutamatérgico del receptor N-metil-D-aspartato (rNMDA), 

cuya sobreactivación dispara una cascada de eventos (excitotoxicidad y 

estrés oxidante, entre otros) que resultan en la muerte celular. La 

excitotoxicidad induce un incremento en el nivel de Ca2+ intracelular, lo 

cual se ha asociado con estrés oxidante y nitrante. 

La apocinina (APO) es un inhibidor de la NADPH oxidasa (NOX), 

una enzima que genera anión superóxido a partir de O2. Recientemente, 

se reportó que el QUIN induce la sobreactivación de la NOX y que el 

tratamiento con APO previene esta sobreactivación. Además, previene 

las alteraciones conductuales, morfológicas y el estrés oxidante 

inducidos por el QUIN. A pesar de que el mecanismo primario de acción 

de la APO es la inhibición de la NOX, también se ha reportado que puede 

inducir la síntesis de glutatión (GSH); sin embargo, este mecanismo no 

se ha estudiado en el modelo con QUIN. 

Debido a lo anterior, en este trabajo se evaluó el papel de la APO 

sobre el nivel de GSH, sobre la actividad de la enzima limitante en su 
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síntesis: la γ-glutamil-cistein-ligasa (γ-GCL) y de dos enzimas 

involucradas en su metabolismo: la glutatión peroxidasa (GPX) y la 

glutatión-S-transferasa (GST). Así mismo, se evaluó su efecto sobre la 

muerte neuronal en el modelo de daño estriatal inducido por el QUIN. 

Se utilizaron ratas macho Wistar (270-320 g), divididas en 4 grupos: 1) 

control (CT), 2) apocinina (APO), 3) ácido quinolínico (QUIN) y 4) 

QUIN+APO. La APO se administró i.p. en una dosis de 5 mg/Kg, 30 min 

antes y 60 min después de la administración intraestriatal de 1 µL de 

QUIN (240 nmol) o solución salina. El tratamiento con APO incrementó 

el nivel de GSH a las 8 y 24 h y la actividad de la GPX, la GST y la γ-GCL 

a las 24 h. Además, el tratamiento con APO previno la disminución 

inducida por el QUIN sobre el nivel de GSH y la actividad de la GPX y la 

γ-GCL a las 8 y 24 h (grupo QUIN+APO). El tratamiento con QUIN indujo 

un incremento en la actividad de la GST a las 24 h. Finalmente, el 

tratamiento con QUIN ocasionó un aumento en los niveles de poli-ADP 

ribosa (7 días post-lesión), el cual se previno por el tratamiento con 

APO. Estos resultados sugieren que el efecto protector de la APO 

además de estar relacionado con la inhibición de la NOX, podría estar 

asociado con su capacidad para inducir un incremento en el nivel de 

GSH. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

La enfermedad de Huntington (EH) es un desorden neurodegenerativo 

autosómico dominante, progresivo y fatal causado por la expansión del 

triplete CAG en el gen que codifica para la proteína huntingtina. La 

enfermedad se caracteriza por disfunción motora progresiva, disturbios 

emocionales, demencia y pérdida de peso [Rubinsztein & Carmichael, 

2003]. Los pacientes afectados con la EH pierden su capacidad de 

interactuar y comunicarse, viéndose en un cuerpo que son incapaces de 

mover [Gusella & McDonald, 1995a]. 

El impacto de la EH refleja una afección severa en el bienestar 

físico y psicosocial de los individuos que la padecen; en especial, en 

relación a la actividad laboral. Debido al deterioro funcional, la 

naturaleza genética y que la enfermedad es crónica, se incrementa la 

necesidad de cuidados multidisciplinarios, consumiendo recursos 

familiares, médicos y sociales [Helder et al., 2001]. 

La EH afecta a individuos de todos los grupos étnicos a través del 

mundo. Su incidencia es de 3-10 sujetos afectados por cada 100,000 

individuos en el occidente de Europa y Norte América [Kremer et al., 

1994]. En México existe el reporte de 401 familias afectadas [Alonso et 

al., 2009]. 

Debido a que actualmente no se cuenta con una terapia eficaz que 

evite la progresión de las alteraciones conductuales y morfológicas que 

sufren los pacientes con la EH; es necesario efectuar estudios para 

encontrar terapias farmacológicas que mejoren la calidad de vida de los 

individuos con este padecimiento. Además, al ser la EH uno de los 

trastornos neurodegenerativos producidos por la expansión de tripletes 

[Ross et al., 1999], el estudio de los mecanismos patogénicos y la 

búsqueda de tratamientos neuroprotectores, podrían tener implicaciones 

en otras enfermedades neurodegenerativas causadas por la misma 

alteración (expansión de tripletes). 
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3. MARCO TEÓRICO 
 

3.1 Enfermedad de Huntington (EH) 
 

La EH es un desorden neurodegenerativo autosómico dominante, 

caracterizado por desórdenes de movimiento, pérdida de peso, deterioro 

cognitivo y alteraciones psiquiátricas. No existe tratamiento eficaz para 

la enfermedad, además es progresiva e invariablemente fatal después 

de 15-20 años del inicio de los primeros síntomas, los cuales comienzan 

frecuentemente entre los 35 y 50 años de edad, aunque pueden variar 

desde la primera infancia hasta la vejez [Gusella & McDonald, 1995a; 

Rubinsztein & Carmichael, 2003].  

 

3.1.1 Manifestaciones clínicas 

Los primeros síntomas son sutiles alteraciones motoras que 

progresan lentamente hasta la pérdida de coordinación de movimientos 

voluntarios (corea), la cual puede llegar a ser tan severa que el paciente 

pierde su capacidad de movimiento y eventualmente su capacidad de 

comunicarse. En etapas avanzadas de la enfermedad es común la 

presencia de bradicinesia y rigidez. La muerte ocurre como consecuencia 

de una insuficiencia cardiaca o por neumonía por aspiración. En 

pacientes juveniles (cuyo inicio de la enfermedad ocurre antes de los 20 

años de edad) las manifestaciones clínicas son algo diferentes, incluyen 

bradicinesia, temblor, rigidez, distonía y la corea puede estar ausente. 

En niños frecuentemente se desarrollan convulsiones epilépticas [Gil & 

Rego, 2008]. 

La afección de las capacidades cognitivas en la EH comienza con 

una disminución en los procesos intelectuales y con problemas en la 

recuperación de memorias pasadas que empeoran durante el transcurso 

de la enfermedad. En la última etapa de la enfermedad los pacientes 

presentan una profunda demencia. Dentro del síndrome psiquiátrico se 
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encuentra el comportamiento maniaco-depresivo y los cambios en la 

personalidad (irritabilidad, apatía, trastornos sexuales, entre otros) [Gil 

& Rego, 2008; Rubinsztein & Carmichael, 2003]. 

 

3.1.2 Genética 

Estudios genealógicos sugieren que la EH ha existido en América 

por lo menos desde el siglo XIX. Aunque este desorden se había descrito 

por varios autores, no se diferenció de otro tipo de coreas hasta la 

descripción detallada por George Huntingon en 1872 [Lanska, 2000]. 

Hasta 1993, se describió que la enfermedad se debía a una expansión 

inestable del trinucleótido CAG en el gen que codifica para la huntingtina 

(htt), localizado en el brazo corto del cromosoma 4 (4p16.3). Esta 

alteración resulta en una expansión de residuos de glutamina localizados 

en el extremo amino de la proteína [The Huntington’s Disease 

Collaborative Research Group, 1993]. La longitud del número de 

repetidos CAG es inversamente proporcional a la edad de inicio de la 

enfermedad. Los individuos no afectados codifican de 6 a 35 repetidos 

del trinucleotido CAG, mientras que 36 o más repetidos definen un alelo 

de la EH. Los casos juveniles se caracterizan por la expansión de más de 

60 repetidos [Landles & Bates, 2004]. 

 

3.1.3 Huntingtina (htt) 

La htt es una proteína altamente conservada [Gusella & McDonald, 

1995b] y no expresa homología con ninguna proteína conocida [Gusella 

& McDonald, 1995a]. En su forma nativa tiene una función crítica en el 

desarrollo [Duyao et al., 1995; Zeitlin et al., 1995]. Se sugiere que la 

degeneración neuronal en la EH se debe a una combinación de ganancia 

de función de la htt alterada junto con una pérdida de función de la htt 

de tipo silvestre [Landles & Bates, 2004]. 
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La htt se expresa a través de todo el organismo, con altos niveles 

en el sistema nervioso central. En la actualidad no se sabe con certeza 

su función endógena; sin embargo, diferentes estudios sugieren que se 

encuentra involucrada en distintos procesos celulares como endocitosis, 

transporte celular, señalización post-sináptica, mecanismos anti-

apoptóticos y regulación neuronal de la expresión génica [Harjes & 

Wanker, 2003]. 

La htt alterada también tiene distribución ubicua en el organismo y 

no muestra distribución específica en las regiones cerebrales dañadas en 

el trascurso de la enfermedad [Fusco et al., 1999]. El mecanismo 

mediante el cual la proteína alterada induce degeneración aún se 

desconoce; sin embargo, se ha descrito que la proteólisis de la htt 

alterada está involucrada en la patogénesis de la enfermedad, 

originando fragmentos amino-terminales anormales y tóxicos que 

producen agregados citosólicos y nucleares en neuronas [Paulson, 

1999], y falla en la función proteosomal [Jana et al., 2001]. Se han 

detectado complejos de alto peso molecular y cuerpos de inclusión en 

áreas afectadas del cuerpo estriado en la EH. De esta forma, aunque los 

mecanismos que inducen toxicidad no están completamente dilucidados 

se acepta generalmente que las alteraciones y/o el secuestro de 

proteínas importantes para la célula, son los posibles eventos primarios 

que causan la disfunción y la muerte neuronal en la EH [Trushina & 

McMurray, 2007]. 

En estriado y corteza de cerebros post-mortem de pacientes con 

EH se ha observado una relación directa entre la expresión de la htt 

alterada y el estrés oxidante, que se manifiesta a través del aumento en 

marcadores de daño oxidante a lípidos, proteínas y ADN [Browne & 

Beal, 2006]. 
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3.1.4 Neuropatología  

La característica patológica distintiva de la EH es la atrofia 

progresiva del núcleo caudado y putamen (cuerpo estriado, Esquema 1). 

Para clasificar la severidad de la enfermedad Vonsattel y colaboradores 

[1985] desarrollaron un sistema basado en criterios macro y 

microscópicos del patrón de degeneración estriatal de cerebros post-

mortem diagnosticados con la enfermedad. Dicho sistema clasifica a la 

EH en cinco grados (0-4) designados en forma ascendente de severidad. 

El grado 0 se asigna cuando macroscópicamente los cerebros afectados 

parecen indistinguibles de los cerebros normales, sin embargo por 

ensayos histológicos puede observarse un 30-40% de pérdida neuronal 

en el centro del núcleo caudado. Mientras que en el grado 4 existe 

atrofia severa del cuerpo estriado y más del 95% de pérdida neuronal.  

 

 
Esquema 1. Fotografía de la degeneración del cuerpo estriado en un cerebro con EH 
en comparación con un cerebro control [Tomado de Sorolla et al., 2008]. 

 

 

En el estriado, la población neuronal más afectada son las 

neuronas espinales de proyección mediana, que corresponden al 95% 

de la población neuronal estriatal. Estas neuronas son en parte 

reguladas por entradas dopaminérgicas procedentes de la parte 
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compacta de la sustancia negra, y por entradas glutaminérgicas de la 

corteza cerebral y el tálamo, a través de una vía directa y una vía 

indirecta que cruzan los segmentos externos del globo pálido y el núcleo 

subtalámico. Las neuronas espinales de proyección mediana usan el 

transmisor inhibitorio ácido γ-aminobutírico y dinorfina, encefalina o 

sustancia P como co-transmisores [Gil & Rego, 2008]. 

La vulnerabilidad del estriado y la susceptibilidad de las 

subpoblaciones neuronales estriatales sugieren un aumento en el riesgo 

de excitotoxicidad mediado por el glutamato (Glu). El estriado recibe 

impulsos glutaminérgicos de la corteza cerebral. Las neuronas espinales 

más vulnerables contienen subtipos de receptores N-metil-D-aspartato 

(rNMDA) para el Glu, principalmente NMDAR-1 y NMDAR-2b, lo que 

facilita la excitotoxicidad mediada por el Glu [Browne & Beal, 2006]. 

 

3.1.5 Excitotoxicidad en la EH 

El término excitotoxicidad hace referencia a una sobre excitación 

neuronal debida al principal neurotransmisor excitador, el Glu, que 

desencadena una serie de eventos que llevan al estrés oxidante y a la 

muerte celular, debido a la entrada excesiva de Ca2+, Na+ y H2O 

[Raymond, 2003]. 

Existen dos clases de receptores para el Glu, los receptores 

ionotrópicos que son canales iónicos dependientes de ligando y los 

receptores metabotrópicos, acoplados a proteínas G. Los receptores 

ionotrópicos de Glu se denominan según la molécula agonista que los 

activa: los receptores NMDA, por el N-metil-D-aspartato; los receptores 

de tipo AMPA, por α-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol-propionato y 

los receptores de tipo kainato, por el ácido kaínico [Nakanishi, 1992]. 

Los rNMDA son receptores ionotrópicos hetero-multiméricos que 

median la entrada de Ca2+ extracelular. Se componen de dos 

subunidades NR1 y al menos dos subunidades NR2 (del tipo “a” al tipo 
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“d”). Estos receptores son coactivados por el Glu y la glicina [Fan & 

Raymond, 2007]. 

Los rNMDA tienen un papel importante en la excitotoxicidad 

debido a su alta permeabilidad al Ca2+, su gran conductancia de un solo 

canal, su lenta desensibilización y su cinética de cierre de canal 

[Raymond, 2003]. 

La excitotoxicidad mediada por los rNMDA en las neuronas 

espinales de proyección mediana puede deberse a varios mecanismos: 

1) aumento en la liberación de Glu en la sinapsis córtico-estriatal; 2) 

disminución de la recaptura de Glu después de la liberación sináptica; 3) 

aumento en la respuesta postsináptica de los rNMDA al Glu; y 4) 

disminución de la capacidad de la mitocondria para amortiguar grandes 

cantidades de Ca2+ y cargas de radicales libres y/o mantener los niveles 

de ATP [Raymond, 2003]. 

Los estudios que demostraron que la administración directa de 

análogos de Glu (ácido kaínico, ácido quinolínico) en el estriado de ratas 

inducen la muerte de neuronas espinales de proyección mediana, 

condujeron a postular el papel de la excitotoxicidad en la patogénesis de 

la EH [McGeer & McGeer, 1976; Schwarcz et al., 1983]. 

La “hipótesis de excitotoxicidad” en la EH estipula que la 

activación excesiva de los receptores para el Glu desencadena una serie 

de eventos como alteración intracelular en la homeostasis del Ca2+, 

alteración mitocondrial, entre otros, que dan lugar a la disfunción y la 

muerte de neuronas espinales de proyección mediana [Fan & Raymond, 

2007]. 

 

3.1.6 Estrés oxidante en la EH 

El término especies reactivas de oxígeno (ERO) es utilizado para 

describir una variedad de moléculas y radicales libres derivados del O2, 

que a diferencia de éste en su forma molecular (muy poco reactivo), son 
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más propensas a participar en reacciones químicas. Las principales ERO 

son: 1) el radical anión superóxido (O2
•–), que tiene propiedades tanto 

oxidantes como reductoras y que puede reaccionar principalmente con 

iones metálicos; 2) el peróxido de hidrógeno (H2O2), es un oxidante 

débil que ataca principalmente tioles; 3) la reacción entre el O2
•– y el 

óxido nítrico (NO•) produce peroxinitrito (ONOO–), un fuerte agente 

oxidante y nitrante; 4) la reacción del H2O2 con el ión cloruro catalizada 

por mieloperoxidasa produce hipoclorito, un compuesto oxidante y 

clorante; 5) la reacción del H2O2 con iones metálicos de transición 

produce radical hidroxilo (OH•), la especie más reactiva encontrada in 

vivo. El OH• reacciona rápida e indiscriminadamente con toda clase de 

biomoléculas: ácidos nucleicos, nucleótidos libres, proteínas, lípidos y 

carbohidratos [Bartosz, 2009]. Por otro lado, los oxidantes derivados del 

NO•, se denominan especies reactivas de nitrógeno (ERN) [Bedard & 

Krause, 2007]. 

El estrés oxidante es el desequilibrio a favor de los procesos 

bioquímicos que conducen a la generación de ERO/ERN y la disminución 

de los sistemas responsables de removerlos [Sayre et al., 2008; Mariani 

et al., 2005]. Además, el sistema nervioso central es particularmente 

susceptible al daño oxidante debido a: 1) la concentración relativamente 

baja de las defensas antioxidantes, 2) la alta concentración de lípidos 

poli-insaturados, 3) el elevado consumo de oxígeno y 4) las regiones 

con altas concentraciones de metales de transición capaces de favorecer 

catalíticamente la formación de ERO [Sayre et al., 2008]. 

En la célula, la mitocondria es la principal fuente de ERO debido al 

transporte de electrones en la fosforilación oxidativa [Turrens, 2003]. 

Con la finalidad de proteger a la célula de las ERO/ERN, la membrana 

mitocondrial interna incorpora moléculas recolectoras de radicales libres 

como la vitamina E, el ascorbato y el glutatión (GSH). Además, existe 
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remoción de radicales libres por enzimas como la superóxido dismutasa, 

la catalasa, etc [Trushina & McMurray, 2007]. 

Se ha visto en personas que padecen la EH y en modelos de la 

enfermedad, que las mitocondrias se encuentran disfuncionales. La htt 

alterada afecta la motilidad mitocondrial, aunque no es claro sí la 

inmovilización de la mitocondria conduce a su disfunción. Se sugiere que 

la disfunción mitocondrial induce un aumento en la producción de 

radicales libres, lo que podría iniciar el daño oxidante. 

Desafortunadamente, debido a los múltiples efectos de la htt alterada no 

es posible resolver la cuestión de sí el daño mitocondrial es un evento 

primario o secundario en la toxicidad [Trushina & McMurray, 2007]. 

Las ERO reaccionan con una gran variedad de moléculas para 

iniciar la muerte neuronal y por lo tanto la neurodegeneración a través 

de diferentes vías. El estrés oxidante tiene como consecuencia el 

deterioro de las funciones celulares y la formación de especies tóxicas, 

como peróxidos, alcoholes, aldehídos, cetonas y colesterol oxidado 

[Barnham et al., 2004]. 

Se ha reportado un incremento en el nivel de marcadores de daño 

oxidante en el cerebro de pacientes post-mortem con la EH [Stoy et al., 

2005]. 

 
3.1.7 Ácido quinolínico (QUIN)  

El QUIN (ácido 2,3-piridin dicarboxílico, esquema 2), es un 

compuesto que se encuentra normalmente en el cerebro humano y en el 

de la rata [Wolfensberger et al., 1983]. 

 

 

Esquema 2. Estructura química 
del ácido quinolínico 
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La administración intraestriatal de QUIN reproduce algunas 

características bioquímicas, conductuales y patológicas de la EH en 

roedores y primates no humanos [Schwarcz et al., 1983]. 

El QUIN actúa como un agonista glutamatérgico sobre la 

subunidad NR2b del rNMDA, cuya sobreactivación dispara una cascada 

de eventos (excitotoxicidad, estrés oxidante, entre otros) que resultan 

en la muerte celular [Pérez-Severiano et al., 2004; Santamaría et al., 

2001; Schwarcz, 2004; Stone, 1993; Chiarugi et al., 2001]. La 

excitotoxicidad induce un incremento en el nivel de Ca2+ intracelular, lo 

cual se ha asociado con la generación de estrés oxidante y nitrante, ya 

que se induce la producción de NO• por la activación de la sintasa de 

NO• [Chiarugi et al., 2001; Aguilera et al., 2007]. Además, el QUIN 

puede formar complejos con el Fe(II) y generar OH• en el estriado 

[Santamaría et al., 2001]. 

El QUIN es un metabolito de la vía de la Kinurenina (Esquema 3). 

Esta vía es la ruta central del metabolismo del triptófano en la mayoría 

de los tejidos de mamíferos, incluyendo el cerebro. Además es la 

principal vía responsable de la formación de nicotinamida adenina 

dinucleótido (NAD+) y NAD fosfato (NADP+) [Vamos et al., 2009]. El 

compuesto primordial en esta vía es la L-kinurenina que se puede 

metabolizar a través de dos rutas diferentes a ácido kinurénico o a 3-

hidroxi-L-kinurenina y QUIN, metabolitos conocidos como kinureninos 

neuroactivos. El ácido kinurénico se forma a partir de la L-kinurenina 

por una transaminación irreversible catalizada por la kinurenina 

aminotrasferasa. El QUIN y la 3-hidroxi-L-kinurenina, se forman por las 

enzimas 3-hidroxiantranilato 3,4-dioxigenasa y kinurenina 3-hidroxilasa, 

respectivamente [Zádori et al., 2009]. 
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Esquema 3. Vía de la Kinurenina: ruta principal del metabolismo del triptófano 
[Modificado de Vamos et al, 2009]. 
 

 

La presencia de kinureninos neuroactivos, de las enzimas de la vía 

de la kinurenina en el cerebro de mamíferos; así como el descubrimiento 

de mecanismos complejos, en algunos casos cerebro-específicos, que 

regulan la formación y disposición de metabolitos en esta vía, apoyan su 

posible función en la fisiología cerebral [Schwarcz, 2004]. 
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El metabolismo de la vía de la kinurenina se afecta en una gran 

variedad de enfermedades humanas; en la EH el QUIN se encuentra 

incrementado en el estriado y en la corteza cerebral en etapas 

tempranas del padecimiento [Schwarcz, 2004]. Se ha propuesto que el 

QUIN a través de la estimulación excesiva de los rNMDA y la producción 

de ERO tiene un papel causal en la patología de la EH [Schwarcz et al., 

2010]. 

 

 

3.2 Glutatión (GSH) 

El tripéptido γ-L-glutamil-L-cistein-glicina conocido como GSH (Esquema 

4), es el tiol más abundante en las células de mamíferos. El grupo 

sulfhidrilo (-SH) de la cisteína está involucrado en reacciones de 

conjugación y reducción, que generalmente se consideran las funciones 

más importantes de la molécula [Franco & Cidlowski, 2009; Forman et 

al., 2009]. El GSH se puede encontrar como tiol-reducido (GSH) o como 

disulfuro oxidado (GSSG). La forma predominante y biológicamente 

activa es el GSH, que existe en concentraciones milimolares en la 

mayoría de las células. El contenido de GSSG es menor del 1% de la 

cantidad de GSH. Aproximadamente el 90% del GSH celular se 

encuentra en el citosol, el 10% en la mitocondria y un pequeño 

porcentaje en el retículo endoplasmático. En mamíferos se encuentra en 

todos los tejidos, pero es muy abundante en el hígado [Sies, 1999; Lu, 

2009]. 

 
Esquema 4. Estructura química del GSH. 
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3.2.1 Funciones del GSH 

El GSH participa en varias funciones celulares:  

• Es el principal antioxidante celular no enzimático, ya que actúa 

como agente reductor que mantiene un estricto control del estado 

redox de la célula [Franco & Cidlowski, 2009]. El GSH se utiliza en 

reacciones enzimáticas para la reducción de H2O2, producto de la 

respiración mitocondrial; en dichas reacciones, el GSH es oxidado 

a GSSG por medio de la glutatión peroxidasa (GPX) dependiente 

de selenio. El GSSG es potencialmente tóxico para las células, por 

lo que existe una alta actividad de la glutatión reductasa 

dependiente de NADPH que se encarga de reducir el GSSG a GSH, 

formando un ciclo redox (Esquema 5). El GSH también se utiliza 

de forma no enzimática para mantener al ascorbato y al α-

tocoferol en sus formas reducidas y funcionales [Lu, 2009; Jones, 

2002; Forman, 2009]. 

 

 
Esquema 5. Ciclo entre GSH y GSSG. 

 
 

Bajo condiciones normales, las células mantienen un nivel 

basal del par GSH/GSSG que determina la capacidad antioxidante 

de las células [Jones, 2002]. 
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• Otra función primordial del GSH es la detoxificación de 

xenobióticos y/o sus metabolitos, así como compuestos endógenos 

como lípidos peroxidados. Dichos compuestos son electrófilos y 

forman conjugados con el GSH espontánea o enzimáticamente 

[Lu, 2009]. 

La mayor parte de las reacciones con substratos 

electrofílicos (R-X) son catalizadas por una extensa familia de 

enzimas conocidas como GSH-S-tranferasas (GST). Las GST 

catalizan la siguiente reacción general [Armstrong, 1997]: 

 
GSH + R-X � GSR + HX 

 

• El GSH también está involucrado en otras funciones vitales que 

incluyen: a) mantenimiento del estatus tiol esencial de la 

proteínas; b) es un reservorio de cisteína; y c) está implicado en 

la modulación de procesos celulares críticos como la síntesis de 

ADN, procesos microtubulares y la función inmune [Lu, 2009].  

 

3.2.2 Síntesis de GSH  

En células de mamíferos, existen tres mecanismos que se 

encargan de mantener la homeostasis del GSH: la síntesis de novo, la 

captura de fuentes exógenas a través de la membrana plasmática y la 

reducción del GSSG catalizada por la glutatión reductasa [Circu & Aw, 

2008]. 

La síntesis de novo del GSH ocurre exclusivamente en el citosol 

[Circu & Aw, 2008] y comienza con la unión de la cisteína y el Glu para 

producir γ-glutamil-cisteína, por la acción de la γ-glutamil-cistein-ligasa 

(γ-GCL; también llamada γ-glutamil-cisteín-sintetasa). Este proceso 

requiere la hidrólisis de ATP para formar el enlace amida entre el grupo 

γ-carboxilo del Glu y el grupo amino de la cisteína. El segundo paso 
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involucra a la glutatión sintetasa que se encarga de la adición de la 

glicina al dipéptido para producir el GSH, este paso también requiere la 

hidrólisis de ATP (Esquema 6) [Forman et al., 2009]. 
 

 

 
 
Esquema 6. Síntesis de GSH a partir de sus aminoácidos correspondientes, se realiza 
en dos reacciones dependientes de ATP por la acción secuencial de la γ-GCL y GSH 
sintetasa [Forman et al., 2009]. 

 

 

En condiciones normales la velocidad de síntesis del GSH está 

determinada por dos factores: la disponibilidad de cisteína y la actividad 

de la γ-GCL [Lu, 2009]. 

La γ-GCL de mamíferos es un heterodímero conformado por una 

subunidad pesada catalíticamente activa (76 kDa), que es inhibida por 
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retroalimentación por el GSH; y una subunidad ligera (26 kDa) que tiene 

una función reguladora [Huang et al., 1993]. 

La γ-GCL se regula tanto a nivel de su actividad enzimática, como 

a nivel de la expresión de sus dos subunidades. Las especies oxidantes y 

los electrófilos pueden incrementar la transcripción de ambas 

subunidades [Lu, 2009; Forman et al., 2009]. El uso de quinonas 

incrementa la cantidad de GSH en las células debido a que incrementa la 

transcripción de la subunidad catalítica de la γ-GCL [Shi et al., 1994; 

Rahman et al., 1996; Yang et al., 2002]. 

 

 

3.3 Apocinina (APO) 

La APO (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona, Esquema 7) o acetovanillona es 

una acetofenona de ligero olor a vainilla, con un peso molecular de 

166,17 g/mol. La APO se aisló por primera vez de la raíz de Apocynum 

cannabinum; aunque también es un componente del extracto de la raíz 

de la planta medicinal Picrorhiza kurroa, esta planta se ha utilizado en la 

medicina tradicional oriental para una diversidad de condiciones 

[Stefanska & Pawliczak, 2008]. 
 

 

 
 

Esquema 7. Estructura química de la apocinina. 
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El principal mecanismo de acción de la APO se ha asociado con la 

inhibición de la NADPH oxidasa (NOX) [Simons et al., 1990]. La APO 

inhibe la producción del O2
•– generado por neutrofilos y eosinofilos 

activados, debido a que interfiere con el ensamblaje de la NOX 

(Esquema 8), impidiendo la translocación intracelular de los 

componentes citosolicos, p47phox y p67phox, necesarios para la actividad 

de la enzima [Stolk et al., 1994]. 
 

 

 
 

Esquema 8. Esquematización del ensamblaje de la NOX fagocitica. En neutrófilos en 
reposo, NOX2 y p22phox se encuentran fuertemente asociados para estabilizarse uno a 
otro, en la membrana de vesículas intracelulares (A). Al activarse, se produce un 
intercambio de GDP a GTP en Rac que activa dicha subunidad. La fosforilación de la 
subunidad citosólica p47phox produce cambios conformacionales que permiten la 
interacción con p22phox. El movimiento de p47phox atrae a p67phox y p40phox, para formar 
el complejo activo (B). El complejo activo transporta electrones del NADPH en el 
citoplasma al O2 extracelular para generar O2

•– [Tomado de Bedard & Krause, 2007]. 
 

 

Sin embargo, se han propuesto otros mecanismos de acción para 

esta molécula, uno de ellos propone que la APO incrementa los niveles 

intracelulares de GSH. Se ha observado en células epiteliales de pulmón 

que el tratamiento con APO incrementa el nivel de GSH desde 1 y hasta 

24 h de tratamiento (Esquema 9). 
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Esquema 9. Efecto de la APO sobre el nivel de GSH en células epiteliales de pulmón. 
Las células se expusieron a 100 y 500 µM de APO durante 1 y 24 h. **P<0.01, 
***P<0.001 vs control [Tomado de Lapperre et al., 1999]. 
 

 

 

En este mismo estudio, se encontró que el incremento en el nivel 

de GSH se debía a un aumento en la actividad (Esquema 10) y en la 

expresión de la γ-GCL (Esquema 11), la enzima limitante en la síntesis 

de este antioxidante intracelular [Lapperre et al., 1999]. 
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Esquema 10. Efecto de la APO sobre la actividad de la γ-GCL en células epiteliales de 
pulmón. Las células se expusieron a 100 y 500 µM de APO durante 1 y 24 h. *P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001 vs control [Tomado de Lapperre et al., 1999]. 
 
 
 

 
Esquema 11. Efecto de la APO sobre la expresión de ARNm de la γ-GCL en células 
epiteliales de pulmón. Se aisló el ARN total de las células control y de las células 
expuestas a 100 y 500 µM de APO durante 1 y 24 h. La gráfica representa la 
estimación numérica del nivel de ARNm de γ-GCL comparado con el mARN de la 
GADPH. ***P<0.001 vs control [Tomado de Lapperre et al., 1999]. 
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4. HIPOTÉSIS  
 

• Si la APO además de inhibir a la NOX, actúa regulando 

positivamente la síntesis de GSH entonces los niveles de este 

antioxidante celular aumentarán y el daño neuronal disminuirá 

tras la administración de QUIN. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo general 

En el modelo de neurotoxicidad por QUIN, evaluar si la APO ejerce su 

efecto protector a través de un mecanismo independiente de la 

inhibición de la NOX. 

 

5.2 Objetivos particulares 

 

• Evaluar si la APO ejerce su efecto protector a través de un 

mecanismo asociado con el incremento del nivel de GSH, 

cuantificando los niveles de este antioxidante a las 8 y 24 h post-

lesión con QUIN. 

 

• Evaluar el efecto de la APO sobre la actividad de la γ-GCL, enzima 

limitante en la síntesis de GSH, a las 8 y 24 h post-lesión con 

QUIN. 

 

• Evaluar el efecto de la APO sobre la actividad de las enzimas GPX 

y GST, ambas relacionadas con el metabolismo del GSH, a las 8 y 

24 h post-lesión con QUIN. 

 
• Evaluar si la APO disminuye la muerte neuronal mediante la 

cuantificación de los niveles de poli-ADP ribosa, un marcador de 

muerte por necrosis, a los 7 días post-lesión con QUIN. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Animales 

Se utilizaron ratas macho Wistar con un peso de 270 a 320 g, criadas en 

el bioterio del Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía bajo 

condiciones controladas de iluminación (ciclos de 12 h de luz y 

oscuridad), temperatura (25°C ± 3°C) y humedad (50% ± 10%). Se les 

suministró alimento comercial para rata (Laboratory rodent diet 5001; 

PMI Feeds Inc., Richmond, IN) y agua ad libitum. Los animales se 

mantuvieron en cajas de acrílico (5 ratas por caja). Todos los 

procedimientos con animales se llevaron a cabo de acuerdo a la Guía 

para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de los Institutos 

Nacionales de Salud y a los parámetros locales sobre el Uso Ético de 

Animales por el Ministerio de Salud de México. Durante todos los 

experimentos se realizó el máximo esfuerzo para minimizar el 

sufrimiento de los animales. 

 

 

6.2 Reactivos 

El ácido quinolínico (QUIN), la apocinina (APO), el folín, el o-ftaldehído, 

la NADPH, la GSH reductasa, el ácido glutámico, el ácido 5-

sulfosalicílico, el inhibidor de proteasa (Protease inhibitor cocktail for 

Mammalian tissues, Sigma P8340) y la albúmina de suero bovino; se 

adquirieron de Sigma (St Louis, MO, USA). El 2,3-

naftalendicarboxialdehído (NDA), fue de Aldrich (Sigma–Aldrich, St 

Louis, MO, USA). El anticuerpo primario anti-poli(ADP)ribosa fue de 

Biomol Internacional LP (Plymouth Meeting, PA, USA). El anticuerpo 

peroxidado anti-IgG fue de Jackson ImmunoResearch, Laboratorios, Inc 

(West Grove, PA, USA). Los demás reactivos se obtuvieron de casas 

comerciales conocidas. 
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6.3 Diseño experimental 

Todos los experimentos se realizaron por la mañana (comenzando a las 

7:00 h). Se trabajó con 4 grupos de animales divididos al azar como se 

menciona a continuación (n = 6 ratas/grupo): 1) Control (CT), ratas 

inyectadas intraestriatalmente e i.p. con solución salina; 2) Control con 

apocinina (APO), ratas inyectadas intraestriatalmente con solución salina 

e i.p. con APO; 3) Ácido quinolínico (QUIN), ratas inyectadas 

intraestriatalmente con QUIN e i.p. con solución salina; 4) Ácido 

quinolínico más apocinina (QUIN+APO), ratas inyectadas 

intraestriatalmente con QUIN e i.p. con APO. 

Los animales tratados con QUIN recibieron intraestriatalmente 1 

µL equivalente a 240 nmol, previa anestesia con pentobarbital sódico 

(40 mg/Kg, i.p.), en las siguientes coordenadas estereotáxicas: +0.5 

mm anterior al bregma1, -2.6 mm lateral al bregma y -4.5 mm ventral a 

la dura2 [Paxinos & Watson, 1998]. 

Los animales tratados con APO recibieron 30 min antes y 60 min 

después de la administración intraestriatal con QUIN o solución salina 

una dosis de 5 mg/Kg, i.p. Se utilizó este esquema y dosis debido a que 

se ha reportado que las alteraciones conductuales y morfológicas 

inducidas por el QUIN disminuyen significativamente [Maldonado et al., 

2010]. 

Un primer grupo (48 animales) se sacrificó 8 (24 animales) y 24 h 

(24 animales) después de la administración con QUIN o solución salina y 

se extrajo el cuerpo estriado para determinar el nivel de GSH. Los 

tiempos se escogieron para observar el comportamiento del antioxidante 

y determinar si la APO además de inhibir a la NOX, tiene un efecto sobre 

el nivel de GSH. 

                                                 
1 Punto anatómico en el cráneo en el que se cruzan la sutura sagital con la sutura coronal. 
2 Meninge exterior que protege al encéfalo. 
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Un segundo grupo (48 animales) se sacrificó 8 (24 animales) y 24 

h (24 horas) después de la administración con QUIN o solución salina y 

se extrajo el cuerpo estriado para determinar la actividad de la enzima 

limitante en la síntesis del GSH: la γ-GCL; y dos enzimas relacionadas 

con su metabolismo: la GPX y la GST. 

Un tercer grupo (24 animales) se sacrificó 7 días después de la 

administración con QUIN o solución salina y se extrajo el cerebro para 

determinar el nivel de poli-ADP ribosa por inmunohistoquímica, un 

marcador de muerte neuronal por necrosis. Esto con el fin de observar si 

la APO tiene un efecto protector a largo plazo. 

 

 

6.4 Técnicas 

 

6.4.1 Nivel de GSH 

El nivel de GSH se determinó utilizando el método descrito por 

Hissin y Hilf [1976]. Las muestras del cuerpo estriado se homogenizaron 

en un amortiguador de fosfatos-EDTA (pH 8) con H3PO4 25% y se 

centrifugaron a 3,000 x g por 15 min a 4°C. El sobrenadante se diluyó 

1:10 y se tomaron 100 µL que se mezclaron con 100 µL de o-ftaldehído 

y 1,800 µL del amortiguador de fosfatos-EDTA (pH 8). Esta mezcla se 

incubó 15 min a temperatura ambiente, en ausencia de total de luz. La 

señal fluorescente se midió en un espectrofotómetro de luminiscencia, 

empleando una longitud de emisión y excitación de 420 nm y 350 nm, 

respectivamente. Se determinó la cantidad de proteína presente en cada 

muestra a partir de una curva estándar con albúmina bovina, mediante 

el método de cuantificación de proteínas totales de Lowry [Lowry et al., 

1951]. Los datos se expresan como µg de GSH/mg de proteína.  
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6.4.2 Homogenado 

Se prepararon homogenizados para medir la actividad enzimática 

de la γ-GCL, la GPX y la GST. Se extrajo el cuerpo estriado y se 

homogenizó en 500 µL de amortiguador de lisis (Tris 10 mM -pH 7.9-, 

NaCl 15 mM, sacarosa 0.25 mM) y 5 µL de inhibidores de proteasas, se 

centrifugó a 10,000 x g por 20 min a 4°C. Se recolectó el sobrenadante 

y se almacenó a -20°C hasta que se utilizó para realizar las mediciones. 

 

6.4.3 Actividad de la γ-GCL 

La actividad de γ-GCL se determinó mediante el ensayo descrito 

por White y colaboradores [2003]. Se mezclaron 10 µL del sobrenadante 

(sección 6.4.2) con 40 µL de amortiguador TES-SB (Tris base 20 mM, 

EDTA 1 mM, sacarosa 250 mM, L-serina 2 mM y ácido bórico 20 mM) y 

50 µL de la mezcla de reacción (Tris base 400 mM, ATP 40 mM, ácido-L-

glutámico 20 mM, EDTA 2 mM, ácido bórico 20 mM, L-serina 2 mM y 

cloruro de magnesio hexahidratado 40 mM). La solución se precalentó a 

37°C durante 20 seg. Para iniciar la reacción se adicionaron 50 µL de L-

cisteína 2 mM. La mezcla se incubó 20 min a 37°C; para detener la 

reacción se agregaron 50 µL de ácido 5-sulfosalicílico 200 mM. Se 

adicionaron 50 µL de L-cisteína 2 mM a cada muestra y se colocaron en 

hielo durante 20 min, después de lo cual se centrifugaron a 2,000 x g 

por 5 min a 4°C. Se tomaron 20 µL del sobrenadante y se colocaron en 

una placa negra de 96 pozos. Se adicionaron a cada pozo 180 µL de la 

solución 2,3-naftalendicarboxialdehído -NDA- (Tris base 50 mM, NaOH 

0.5 N y NDA 10 mM disuelto en DMSO, v/v/v 1.4/0.2/0.2). La placa se 

incubó 30 min a temperatura ambiente, en ausencia total de luz. La 

fluorescencia se determinó usando una longitud de onda de excitación 

de 485 nm y una longitud de onda de emisión de 535 nm usando un 

lector de placas Synergy HT multi-mode microplate reader (Biotek 
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Instruments Inc, Winooski, VT, USA). Los resultados se expresan en 

nmol de GSH sintetizado por encima del GSH basal/min/mg proteína. 

 

6.4.4 Actividad de la GPX 

Se determinó la actividad de la GPX, mediante el método 

modificado por Pedraza-Chaverrí y colaboradores [2000]. Se tomaron 

100 µL del sobrenadante (sección 6.4.2) a los que se les adicionaron 

800 µL de la mezcla de reacción (EDTA 1 mM, NaN3 1 mM, NADPH 0.2 

mM, GSH 1 mM, GSH reductasa 1 U/mL y amortiguador de fosfatos 50 

mM, pH 7). La solución se incubó a temperatura ambiente 5 min, para 

comenzar la reacción se agregaron 100 µL de una solución de H2O2 

0.10%. La reacción se siguió espectrofotométricamente a 340 nm 

durante 2.5 min, cada 30 seg. La actividad se calculó por la pendiente 

de las líneas obtenidas Se determinó la cantidad de proteína presente en 

cada muestra a partir de una curva estándar con albúmina bovina, 

mediante el método de cuantificación de proteínas totales de Lowry 

[Lowry et al., 1951]. Los datos se expresan en U/mg de proteína. Se 

utilizó amortiguador de fosfatos como blanco en cada ensayo. 

 

6.4.5 Actividad de la GST 

Se determinó la actividad de la GST por el método descrito por 

Habig y colaboradores [1974]. Se tomaron 80 µL del sobrenadante 

(sección 6.4.2) al que se le adicionaron 850 µL de amortiguador de 

fosfatos 0.05 M (pH 6.5) y 20 µL de GSH 0.1 M, para comenzar la 

reacción se adicionaron 50 µL de 1,cloro-2,4,dinitrobenceno. Se midió la 

reacción espectrofotométricamente a 340 nm cada 30 seg durante 3 

min. Se determinó la cantidad de proteína presente en cada muestra a 

partir de una curva estándar con albúmina bovina, mediante el método 

de cuantificación de proteínas totales de Lowry [Lowry et al., 1951]. Los 
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datos se expresan como U/mg de proteína. Se calibró con un tubo que 

contenía todos los reactivos y agua en lugar de muestra. 

 

6.4.6 Nivel de poli-ADP ribosa 

Siete días después de la administración de QUIN, los cerebros se 

extrajeron y se fijaron en formalina al 10% por 24 h. Posteriormente, se 

deshidrataron gradualmente en etanol absoluto seguido de xilol, se 

embebieron en parafina y se obtuvieron cortes coronales de 5 µm de la 

zona de lesión. Se inhibió la actividad de peroxidasa endógena con H2O2 

4.5%. Después, las muestras se incubaron con albúmina 3%, se lavaron 

y se incubaron toda la noche con el anticuerpo primario anti-

poli(ADP)ribosa (1:200). Posteriormente, se incubaron con un 

anticuerpo peroxidado anti-IgG (1:500) y se realizó otro lavado e 

incubación con diaminobenzidina-H2O2. Los cortes se contrastaron con 

hematoxilina. Las muestras se analizaron con un sistema Zeiss KS 300, 

versión 3.0. Los controles se normalizaron a 1 (unidades arbitrarias). 

 

 

6.5 Análisis estadístico 

Los datos se expresan como la media ± error estándar de la media y se 

analizaron por ANOVA de una vía seguida de la prueba de Tukey o t-

student, usando el programa Graph Pad Prism 5.01. Un valor de P<0.05 

se consideró estadísticamente significativo. 
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7. RESULTADOS  
 
7.1 Nivel de GSH 

El nivel de GSH disminuyó significativamente a las 8 h post-lesión, en el 

grupo tratado con QUIN con respecto al grupo control (Figura 1). En el 

grupo tratado con APO se observa un incremento significativo en el nivel 

del antioxidante (Figura 1). Así mismo, se observó que el tratamiento 

con APO previene la disminución en el nivel de GSH inducidos por el 

QUIN (Figura 1). 
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Figura 1. Efecto de la APO sobre el nivel de GSH en el cuerpo estriado de ratas. Los 
animales recibieron APO (5 mg/Kg i.p.) o solución salina, 30 min antes y 60 min 
después de la inyección intraestriatal con QUIN (240 nmol) o solución salina. 8 h 
después de la administración de QUIN o solución salina, las ratas fueron sacrificadas. 
Se extrajo el cerebro y se utilizó un ensayo fluorométrico para la determinación de 
GSH. aP<0.01 vs. el grupo CT. bP<0.01 vs. el grupo CT y QUIN+APO. 
 

 

A las 24 h post-lesión, el nivel de GSH aumentó significativamente 

en el grupo tratado con APO comparado con el grupo control (Figura 2); 

mientras que la inyección intraestriatal con QUIN disminuyó 

significativamente la cantidad del antioxidante (Figura 2). El tratamiento 

Nivel de GSH 8 h post-lesión 
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con APO previene la disminución del GSH causada por la toxina (Figura 

2). 
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Figura 2. Efecto de la APO sobre el nivel de GSH en el cuerpo estriado de ratas. Los 
animales recibieron APO (5 mg/Kg i.p.) o solución salina, 30 min antes y 60 min 
después de la inyección intraestriatal con QUIN (240 nmol) o solución salina. 24 h 
después de la administración de QUIN o solución salina, las ratas fueron sacrificadas. 
Se extrajo el cerebro y se utilizó un ensayo fluorométrico para la determinación de 
GSH. aP<0.001 vs. el grupo CT. bP<0.001 vs. el grupo CT y QUIN+APO. 
 

 

 

7.2 Actividad de la γγγγ-GCL 

La actividad de la γ-GCL no mostró cambio significativo en el grupo APO 

(Figura 3), mientras que en el grupo tratado con la neurotoxina se 

observó una disminución significativa en la actividad enzimática con 

respecto al grupo control, 8 h después de la lesión (Figura 3). En el 

grupo QUIN+APO se puede observar que se previene la disminución en 

la actividad enzimática inducida por el QUIN (Figura 3). 

 

 

Nivel de GSH 24 h post-lesión 
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Figura 3. Efecto de la APO en la actividad de la γ-GCL en el cuerpo estriado de ratas. 
Los animales recibieron APO (5 mg/Kg i.p.) o solución salina, 30 min antes y 60 min 
después de la inyección intraestriatal con QUIN (240 nmol) o solución salina. 8 h 
después de la administración de QUIN o solución salina, las ratas fueron sacrificadas. 
Se extrajo el cerebro y se midió la actividad enzimática por un ensayo fluorométrico. 
aP<0.01 vs. el grupo CT. bP<0.01 vs. el grupo QUIN. 
 

 

 

Después de 24 h de la administración del QUIN, la actividad 

enzimática de la γ-GCL se redujo significativamente con respecto al 

grupo control (Figura 4), contrariamente a lo observado en el grupo 

APO, pues en este grupo la actividad de la γ-GCL presentó un aumento 

significativo (Figura 4). El tratamiento con APO previene el daño 

ocasionado por la toxina (Figura 4). 

 

 

Actividad de la γγγγ-GCL 8 h post-lesión 
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Figura 4. Efecto de la APO sobre la actividad de la γ-GCL en el cuerpo estriado de 
ratas. Los animales recibieron APO (5 mg/Kg i.p.) o solución salina, 30 min antes y 60 
min después de la inyección intraestriatal con QUIN (240 nmol) o solución salina. 24 h 
después de la administración de QUIN o solución salina, las ratas fueron sacrificadas. 
Se extrajo el cerebro y se midió la actividad enzimática por un ensayo fluorométrico.  
aP<0.0223 vs. el grupo CT, por t-student. bP<0.01 vs. el grupo CT y bP<0.001 vs. el 
grupo QUIN+APO. 
 

 

 

7.3 Actividad de la GPX 

La actividad de la GPX 8 h post-lesión disminuyó ligeramente en el 

grupo tratado con QUIN con respecto al grupo control (Figura 5). Los 

grupos APO y QUIN+APO no presentaron cambios en la actividad de la 

enzima con respecto al grupo control (Figura 5). 

 

Actividad de la γγγγ-GCL 24 h post-lesión 



35 

 

C
T

A
PO

Q
U
IN

Q
U
IN

+A
PO

0.000

0.005

0.010

0.015

0.020

0.025

a

U
/m

g
 d

e
 p

ro
te

ín
a

 
Figura 5. Efecto de la APO sobre la actividad de la GPX en el cuerpo estriado de ratas. 
Los animales recibieron APO (5 mg/Kg i.p.) o solución salina, 30 min antes y 60 min 
después de la administración intraestriatal con QUIN (240 nmol) o solución salina. 8 h 
después de la administración de QUIN o solución salina, las ratas fueron sacrificadas. 
Se extrajo el cerebro y se midió la actividad enzimática por un ensayo 
espectrofotométrico. aP<0.0195 vs. el grupo CT, por t-student. 
 

 

Después de 24 h de la inyección con QUIN la actividad de la GPX 

se redujo significativamente en el grupo tratado con QUIN comparado 

con el grupo control (Figura 6). Por el contrario, se observa un aumento 

significativo en la actividad de la enzima en el grupo que recibió APO 

con respecto al grupo control (Figura 6). El tratamiento con APO previno 

la disminución en la actividad de la GPX inducida por el QUIN (Figura 6). 

 

Actividad de la GPX 8 h post-lesión 
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Figura 6. Efecto de la APO sobre la actividad de la GPX en el cuerpo estriado de ratas. 
Los animales recibieron APO (5 mg/Kg i.p.) o solución salina, 30 min antes y 60 min 
después de la administración intraestriatal con QUIN (240 nmol) o solución salina. 24 h 
después de la administración de QUIN o solución salina, las ratas fueron sacrificadas. 
Se extrajo el cerebro y se midió la actividad enzimática por un ensayo 
espectrofotométrico. aP<0.05 vs. el grupo CT. bP<0.05 vs. el grupo CT. cP<0.05 vs 
grupo QUIN, por t-student  
 

 

 

7.4 Actividad de la GST 

No se observaron cambios significativos en la actividad de la glutatión-

S-transferasa 8 h post-lesión en los grupos estudiados (Figura 7). 

Actividad de la GPX 24 h post-lesión 
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Figura 7. Efecto de la APO sobre la actividad de la GST en el cuerpo estriado de ratas. 
Los animales recibieron APO (5 mg/Kg i.p.) o solución salina, 30 min antes y 60 min 
después de la inyección intraestriatal con QUIN (240 nmol) o solución salina. 8 horas 
después de la administración de QUIN o solución salina, las ratas fueron sacrificadas. 
Se extrajo el cerebro y se realizó un ensayo espectrofotométrico para medir la 
actividad de la GST. 

 

 

La actividad enzimática de la GST 24 h post-lesión se incrementó 

significativamente en los grupos APO, QUIN y QUIN+APO con respecto 

al grupo control (Figura 8). 

Actividad de la GST 8 h post-lesión 
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Figura 8. Efecto de la APO sobre la actividad de la GST en el cuerpo estriado de ratas. 
Los animales recibieron APO (5 mg/Kg i.p.) o solución salina, 30 min antes y 60 min 
después de la inyección intraestriatal con QUIN (240 nmol) o solución salina. 24 h 
después de la administración de QUIN o solución salina, las ratas fueron sacrificadas. 
Se extrajo el cerebro y se realizó un ensayo espectrofotométrico para medir la 
actividad de la GST. aP<0.05 vs. el grupo CT. bP<0.01 vs. el grupo CT. 
 

 

7.5 Nivel de poli-ADP ribosa 

Se observó un aumento considerable en el porcentaje de células 

positivas para poli-ADP ribosa en el grupo al que se le administró QUIN 

comparado con el grupo control (Figura 9, panel superior y gráfica). 

Dicho aumento se previno en el grupo tratado con APO (Figura 9, panel 

superior y gráfica). Sorprendentemente, en el grupo al que se le 

administró APO no se observaron células positivas para poli-ADP ribosa 

(Figura 9, panel superior y gráfica). 

 

 

 

 

Actividad de la GST 24 h post-lesión 
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Figura 9. Efecto de la APO sobre la formación de polímeros de ADP ribosa en el cuerpo 
estriado de ratas. Los animales recibieron APO (5 mg/Kg i.p.) o solución salina, 30 min 
antes y 60 min después de la inyección intrastriatal con QUIN (240 nmol) o solución 
salina. 7 d después de la administración de QUIN o solución salina, las ratas fueron 
sacrificadas. Se extrajo el cerebro, se deshidrato y se incluyó en bloques de parafina 
para obtener secciones 5 µm a las que se les realizo un ensayo inmunohistoquímico 
para detectar los polímeros de ADP ribosa. El panel superior muestra una fotografía 
representativa del ensayo inmunohistoquímico, en el panel inferior se muestra la 
gráfica de la cuantificación de las células positivas. aP<0.001 vs. el grupo CT, QUIN y 
QUIN+APO. bP<0.001 vs. el grupo CT y QUIN. 

CT APO 

QUIN QUIN+APO 

Nivel de poli-ADP ribosa 7 días post-lesión 
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8. ANALISIS DE RESULTADOS 

Debido a que la patogénesis de la EH aún permanece sin resolverse 

completamente, se han desarrollado modelos experimentales que 

reproducen los síntomas neurobiológicos y clínicos de la enfermedad; los 

cuales pueden proveer una alternativa para el estudio de la patogénesis 

molecular que ocurre en la EH, la evaluación de tratamientos, así como 

la búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas [Ferrante, 2009]. 

El modelo con QUIN [Schwarcz et al., 1983] se utiliza para 

estudiar la fisiopatología de la enfermedad y además, permite evaluar 

diversas herramientas farmacológicas enfocadas a atenuar las 

alteraciones bioquímicas y conductuales del desorden. 

Dentro de los mecanismos que se encuentran directamente 

involucrados en desencadenar las acciones neurotóxicas del QUIN, está 

la formación de radicales libres y el estrés oxidante/nitrante [Behan et 

al., 1999; Santamaría et al., 2003a,b]. Además, se sabe que tras la 

administración del QUIN se disminuye la capacidad antioxidante 

endógena [Rodríguez-Martínez et al., 2000]. 

Por otro lado, en diversas enfermedades neurodegenerativas 

(incluida la EH) se han observado alteraciones en el metabolismo del 

GSH, las cuales podrían estar implicadas en su patogénesis. Debido a 

que el GSH juega un papel importante en la supervivencia neuronal, los 

tratamientos que estimulen su síntesis o inhiban su degradación podrían 

disminuir la progresión de estas enfermedades [Schulz et al., 2000; 

Díaz-Hernández et al., 2005]. 

En un trabajo previo se encontró que la APO (administrada 30 min 

antes y 60 min después de la inyección intraestriatal con QUIN) 

previene las alteraciones conductuales y morfológicas que se inducen 

tras la administración del QUIN, efecto que se asoció con la inhibición de 

la NOX [Maldonado et al., 2010]. Se ha descrito que el principal 

mecanismo de acción de la APO está asociado con su capacidad de 
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interferir con el ensamblaje de la NOX [Simons et al., 1990]. Por ello, es 

un potente inhibidor intracelular de la producción de O2
•– [Stolk, et al, 

1994]. Sin embargo, también se ha descrito in vitro en células 

epiteliales de pulmón, que la APO es capaz de incrementar el nivel 

intracelular de GSH a través del aumento en la expresión y la actividad 

de la γ-GCL [Lapperre et al., 1999]; pero este mecanismo se ha 

explorado poco. Debido a lo anterior, en este trabajo se evaluó sí la APO 

ejerce su efecto protector en el modelo con QUIN, mediante un 

mecanismo independiente de la inhibición de la NOX, como lo es el 

incremento en el nivel del principal antioxidante celular (GSH).  

La inyección intraestriatal de QUIN disminuyó significativamente el 

nivel de GSH en ambos tiempos de estudio, estos resultados concuerdan 

con otros informes en los que se ha encontrado que las concentraciones 

celulares de GSH se reducen marcadamente ante un reto oxidante 

[Merad-Boudia et al., 1998]. Además, esta disminución podría también 

estar asociada con la disminución en la actividad de la γ-GCL que se 

observa con el tratamiento con QUIN. Por otro lado, el tratamiento con 

APO previno la disminución en el nivel de GSH inducido por el QUIN, 

efecto que podría deberse a que la APO por si sola indujo un incremento 

en el nivel de este antioxidante.  

Para evaluar si el incremento en el nivel de GSH se debe a un 

aumento en la actividad de la enzima limitante en su síntesis, se evalúo 

la actividad de la γ-GCL. El tratamiento con APO indujo un aumento 

significativo en la actividad de la γ-GCL solo a las 24 h, similar a lo que 

ya se ha informado en otros estudios [Lapperre et al., 1999]. Es 

probable que el aumento en la actividad de la γ-GCL, se deba a que la 

APO incrementa la expresión del ARNm de la cadena pesada (subunidad 

catalítica) de la γ-GCL, como ya se ha demostrado en células epiteliales 

de pulmón [Lapperre et al., 1999]. Adicionalmente, en este mismo 

trabajo se encontró que el aumento en el nivel del ARNm de la γ-GCL se 
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debe a que la APO activa el factor de transcripción AP-1. Por ello, es 

posible que el aumento que se observa a las 24 h en la actividad 

enzimática, podría deberse a que en este tiempo se completaron los 

mecanismos necesarios que inducen dicho aumento (activación de AP-1, 

el cual aumenta el ARNm y la cantidad de proteína de la γ-GCL, lo cual 

se refleja finalmente en el aumento de la actividad de la γ-GCL). En 

cambio, el ligero aumento que se observa en el nivel de GSH a las 8 h, 

podría deberse a que la APO inhibe a la NOX, una fuente de O2
•–, lo que 

podría generar un estado celular redox en el que se disminuye el 

consumo de GSH [Stefanska & Pawliczak, 2008]. Por otro lado, el 

tratamiento con APO previno la disminución inducida por el QUIN sobre 

la actividad de la γ-GCL a las 8 y 24 h, lo que podría explicar los 

resultados que se observan sobre el nivel de GSH, puesto que esta 

enzima es el paso limitante en la síntesis de este antioxidante. 

Adicionalmente, se evalúo la actividad de dos enzimas que 

consumen GSH para degradar H2O2, hidroperóxidos y diferentes 

especies oxidantes: la GPX y la GST [Lu, 2009]. La actividad de la GPX 

disminuyó en el grupo tratado con QUIN similar a lo que ya se ha 

observado en otros modelos asociados con estrés oxidante [Maldonado 

et al., 2003]. Este resultado puede deberse a que el estado oxidante 

que ocasiona el QUIN es severo y ocurre a tiempos cortos, por lo que el 

GSH se ocupa rápidamente para tratar de contrarrestar el estrés 

oxidante que enfrenta la célula; dejando una cantidad menor del 

antioxidante, por lo que la GPX disminuye su actividad al no tener 

sustrato. Además, ya se ha informado que diferentes enzimas 

antioxidantes, incluida la GPX, son inactivadas por diversas especies 

oxidantes como el O2
•–, el H2O2 y el ONOO– [MacMillan-Crown & 

Thompson, 1999; Padmaja et al., 1998; Rister & Baehner, 1976] los 

cuales se generan tras la administración con QUIN. 

 



43 

 

Por otro lado, dado que el nivel de GSH aumentó con el 

tratamiento con APO, la recuperación en la actividad enzimática que se 

observa en el grupo QUIN+APO, podría deberse a que la GPX cuenta con 

el sustrato suficiente para contrarrestar el estrés oxidante que se genera 

después de la administración del QUIN.  

La actividad de la GST incrementó a las 24 h post-lesión en el 

grupo tratado con QUIN. Esto era de esperarse ya que la GST se 

encarga de remover diferentes sustratos oxidantes, como lípidos 

oxidados y H2O2, entre otros; los cuales se están generando tras la 

administración del QUIN y es posible que la GST aumente su actividad 

para tratar de eliminar dichos compuestos como ya se ha observado en 

otros modelos [Harish et al., 2010]. 

La APO incrementó la actividad de la GPX y la GST, lo que siguiere 

que el mecanismo de acción de la APO podría estar asociado con su 

capacidad para activar o inducir algún factor de transcripción como: AP-

1 que ya se ha descrito [Lapperre et al., 1999] o Nrf-2. Se propone a 

Nrf-2 porque este factor de transcripción induce la expresión de una 

serie de proteínas y enzimas conocidas como “de fase 2”, dentro de las 

cuales se encuentran la GPX y la GST. Adicionalmente, la APO presenta 

un parecido estructural con el butilhidroxianisol [Yuan et al., 2006] y la 

t-butilhidroquinona [Lee et al., 2003] (Esquema 12), ambos 

antioxidantes inductores del factor Nrf-2. Sin embargo, aún se tiene que 

explorar sí la APO tiene la capacidad de inducir al factor Nrf-2.  
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(A)                     (B)                     (C) 
Esquema 12. Estructura química del butilhidroxianisol (A), la t-butilhidroquinona (B) y 
la apocinina (C). 
 

Finalmente, la poli-ADP-ribosa polimerasa 1 (PARP-1) es la 

isoforma representativa de una familia de enzimas nucleares 

multifuncionales involucradas en el sistema de reparación de escisión de 

bases del ADN. La PARP-1 tiene un papel importante en la defensa 

contra el estrés oxidante. Sin embargo, su sobreactivación causa la 

depleción de NAD+ y la subsiguiente muerte celular debida a la privación 

energética [Jagtap & Szabó, 2005]. Ya se ha descrito que la 

administración directa de QUIN en el estriado de ratas sobreactiva a la 

PARP-1 [Maldonado et al., 2007; Braidy et al., 2009].  

En este estudio se encontró que la administración intraestriatal de 

QUIN incrementó significativamente la actividad de la PARP-1, lo que se 

evidenció a través del incremento en el número de células positivas para 

polímeros de ADP-ribosa (un marcador de la activación de la PARP-1) a 

los 7 días. El tratamiento con APO previno este incremento, ya que se 

observó una disminución significativa en el nivel de poli-ADP-ribosa 

inducido por el QUIN. Esto podría deberse a que el nivel del principal 

antioxidante celular no enzimático presentó una recuperación 

significativa en los grupos tratados con APO, por lo que al existir una 

mayor cantidad de grupos sulfhidrilos, la capacidad de contrarrestar el 

insulto oxidante es mayor y existe menor daño a las biomoléculas 



45 

 

susceptibles (lipidos, proteínas y ADN) y por lo tanto una menor 

activación de la PARP-1. Lo anterior es consistente con el hecho de que 

el tratamiento con APO previene el daño morfológico, así como las 

alteraciones conductuales inducidas por el QUIN [Maldonado et al., 

2010]. 

Sorprendentemente, el grupo que recibió APO no presentó 

inmuno-reactividad contra los polímeros de ADP-ribosa, sugiriendo una 

posible inactivación de la PARP-1. Este resultado podría deberse a que la 

estructura química de la APO tiene un parecido estructural a un inhibidor 

de la PARP-1, la 3-aminobenzamida (Esquema 13) [Jagtap & Szabó, 

2005], por lo que la APO per se podría estar actuando además como un 

inhibidor de la enzima. Sin embargo, es necesario realizar experimentos 

de actividad enzimática para comprobar o descartar dicha hipótesis.  

 

 

                 

 
 
Esquema 13. Estructura química de la 3-aminobenzamida (A) y la apocinina (B). 

 

 

En resumen, se encontró un efecto neuroprotector de la APO, que 

podría estar relacionado con mecanismos independientes a la inhibición 

de la NOX, lo que ocurre a tiempos tempranos (2 h después de la 

administración del QUIN). Estos mecanismos involucran: 1) la inducción 

tardía (24 h) de la síntesis de GSH, debida al aumento en la actividad de 

(A) (B) 
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la γ-GCL; 2) el incremento en la actividad enzimática de la GPX y la GST 

a las 24 h post-lesión, que contrarrestan el estrés oxidante que se 

genera tras la administración del QUIN; y 3) la inhibición de la PARP-1, 

previniendo así su sobre-activación debida al estrés oxidante/nitrante y 

la posterior muerte por necrosis a causa del exceso en la producción de 

polímeros de ADP-ribosa y depleción de fuentes energéticas como NAD+ 

y ATP.  
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9. CONCLUSIÓN 

 

El tratamiento con APO incrementó la actividad de las enzimas γ-GCL, 

GPX y GST, así como el contenido de GSH; efecto que probablemente 

podría disminuir el daño oxidante inducido por el QUIN. 
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