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1L INTR O'.DVU c’c*’I' oN

En afios recientes ha tamado notable auge el estudio de las

enfermedades neurodegenerativas. decada; -se han
realizado investigaciones sobre este tipo de» pato;oglas, ‘ent;e
las que destacan la epxlepsia,.el malde Pa:kinébnj—la enfermedad

de ‘Alzheimer, el mal de Wilson, etc.

La corea de Huntingﬁon se encuentra entre estas
enfermedades. Fué descrita a finales del siglo pasado por George
Huntington, en 1872, y ha sido estudiada con profundidad idesde
las tltimas dos décadas.

La corea de Huntington es una enfermedad poce frecuente. Un
informe (1) internacional hace referencia a que la frecuencia de
aparicién de este mal es de 5 a 10 persconas por cada 100,000. Sin
embargo, existen Areas de alta prevalencia tales como el oeste de
Escocia, asi como la regién del lLago de Maracaibo, en Venezuela,
en donde la proporcién oscila entre 1,000 y 7,000 personas por
cada 100,000. En contraste, algunos grupos étnicos tales como los
japoneses y 1los negros americanos presentan una frecuencia de
expresién muy baja (menos de 3 personas por cada 100,000). Estos
patrones de distribucién podrian obedecer a factores de migra-
cién, aislamiento geografico y/o factores genéticos adn no deter-

minados (1).

En México, salvo un informe aislado (2), no existe

informacién acerca de la frecuencia de expresién y distribucién



de:la’ coreat de: Huntington ‘Este ;informe“hace’ réfefencia a“un’

e enferinedades' neurolégicas

(I N N. yN. MLV s.",

80'5, por 1o !
on representativos del pais. En “tal
>'258'pacientes, s6lo:13 correspondieron
“de“la ,enfermedad “de” -Hunt:.ngton, ““Yepresentando

de 1a poblacién ‘investigada _(27) o

'Delénido' a sﬁ naturaleza hereditaria, una buena parte de las
investj.ga;iones realizadas sobre la corea de Huntington se. han

. Vo'riem»:ad'o hacia su componente genético y los resultados de tales
hallazgos nos permiten saber hoy gque se trata de un padecimiento
de origen monogénico. Sin embargo, adn falta ahondar en este tipo
de estudios para caracterizar al gen y al locus responsables de

las alteraciones observadas en la enfermedad.

Por otra parte, los investigadores clinicos se han avocado a

- ‘la descripcion del padecimiento, y mas recientemente a su
diagnéstico molecular, sin obtener avances en lo referénte a su
tratamiento. Por esta razén es necesario establecer las bases

" moleculares que producen las alteraciones tipicas de la
enfermedad. Por ello, la existencia de modelos experimentales que
reproduzcan las caracteristicas conductuales, histolégicas,
fisiolégicas y neuroquimicas observadas en la enfermedad, es de

gran importancia en 1la experimentacién que conduzca a la



. é{pliéa’cién' E K los - mecanismos fisiol@iéés,:: in{g;licy:radcs; ~en. ‘, la:
Pa{:oi;;iai/;rv ‘Ai vaejsv;:)ect':o,r'sé Han usado neuxv"oto*i'né‘s_i’taies como .e_l 3
acidq‘_"kaiﬂ;l:éév,’(xk), el &cido iboténico (136), etéi.', cémq posiblés
mdéélos" 7 para estﬁdiar la patologia de la.corea. Dentro de este
"—;q;}';ponkrier neurotoxinas destaca el acido quinolinico (QUIN) que se
Jhra' empieado ‘como el mejor modelo experimental para reproducir las.’
caracteristicas del mal de Huntington. Esta excitotoxina es un
metabélito que se produce de manera natural en el tejido
cerebral, ~por 1lo que se ha postulade su actividad neurotéxica

como un posible factor en la etioclogia de la corea de Huntington.

En el presente trabajo investigamos un posible mecanismo
neurotéxico de accién del 4cido gquinolinico en el modelo
experimental de 1la corea de Huntington, Este proceso es la
peroxidacién de lipidos, el cual es un mecanismo de dafio celular
involucrado en la etiologia de otros padecimientos neurolégicos,
y cuyos efectos fisiolégicos implican la destruccién celular por
la accién de los radicales libres sobre las membranas celulares.
Este proceso es evaluado a través de incrementos de
concentraciones de la toxina y de series de tiempo, ademas de
realizar comparaciones con otros agentes téxicos del sistema
nervioso en relacién a su capacidad para promover la peroxidacién
de 1lipidos y el estrés oxidativo por la generacién de radicales
libres. En este trabajo, la peroxidacién de lipidos es evaluada
por técnicas especificas de monitoreo de sustancias que son

productos terminales de este proceso. Los resultados son
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discutidos en términos de 1la relacién del proceso de
excitotoxicidad y la peroxidacién de lipidos y extrapolados a los .
- posibles < mecanismos téxicos que pueden estar ocurriendo “en 'ia o

corea de Huntington.
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iUniVersidéd de Columbia, U.S.A., la enfermedaﬁ de Huﬁtingto HD)':.

fué” descrita como un padecimiento hereditario asociado : ala

demencia y a alteraciones del movimiento (3).

Se asigna genéricamente el nombre de corea (del iatin
chorea, y éste del griego choreia: danza ritual o baile que solia
acompafiarse de canto) a ciertas afecciones en las que el sintoma
principal es la aparicién de movimientos involuntarios, rapidos,
desordenados, irregulares, de gran amplitud y sin finalidad
aparente, aunque tienen gran parecide con los movimientos
voluntarios. Pueden afectar las mAs diversas regiones musculares
(masculos faciales, del lenguaje y de las extremidades) y se
diferencian del temblor por su carActer irregular y su rapido

desarrollo (4).

La corea de Huntington est4 clasificada dentro del grupo de
coreas de tipo degenerativo, junto con la corea senil. La familia
de 1las coreas incluye 8 tipos fundamentales de enfermedades
coréicas de acuerdo con su origen: 1) Degenerativas, 2)
Metabélicas (que incluyen a la degeneracién hepatolenticular o
enfermedad de Wilson y a 1la coreoacantocitosis), 3) por

infecciones agudas (que incluyen a la corea reumdtica o de

12



bsydenham; por Difteria,:por Rubéola y por Encefalitis), - 4). de
‘o;igen vascular (por Lupus Eritematoso sistémico y por infarto
“sobre gangliéé pasales (ndcleo caudade o ndcleo subéai&miééjy; 5)
: dé vofigen endécrino (por tltotoiicosis y corea gradivaria); 'é)-
corea ‘inducida por drogas {por agentes neurolépticos,
anticonvulsivantes como fenitoina y carbamazepina,
anticonceptivos orales, levodopa y otros agonistas de la dopamina
y por antieméticos como la prometazina y metoclopramida), 7)
corea paroximal o coreoatetosis paroximal disténica y, 8) corea
mixta (neoplasmosis de ganglios basales y hematoma subdural) (4).
Debido a la duracién de la enfermedad (15 a 25 afios), el cuadro
poco especifico de manifestaciones conductuales cognitivas vy
emocionales, la latencia de las manifestaciones motoras
caracteristicas y la falta de informacién sobre 1la enfermedad,
as!{ como la carencia de un método de diagnést;co molecular
adecuado y disponible, en muchas ocasiones se confundié¢ a esta
patologia con otras coreas o con otras enfermedades neurolégicas
(tales como el mal de Parkinson, epilepsia, etc.), especialmente
cuando no se contaba con una historia clinica adecuada y con
informacién sobre los antecedentes coreéicos de la familia y un

seguimiento diagnéstico y clinico temporal de la misma (4).

A partir de las caracteristicas inicialmente descritas por
George Huntington sobre 1la enfermedad: a) "su naturaleza
hereditaria", b) "la tendencia a la insalubridad, y en ocasiones

a . una forma de insalubridad que conduce al suicidio", y <) ‘'tuna

13



enfermedad que se manifiesta sélo en la vida adqltq!' (3), yla
corea de Huntington. ha sido estudiada en detalle Vdesde las
dltimas décadas del siglo pasado hasta nuestros dias.
Actualmente, las manifestaciones clinicas reconocidas comunmente:
en la evolucién de la enfermedad han permitido. .una mejor
caracterizacién de 1la misma. Los movimientos involuntarios
coréicos de las extremidades y de la reqgién facial representan
las manifestaciones motoras generalizadas de la corea. Con el
progreso de la enfermedad, gradualmente se manifiestan
caracteristicas disténicas y parkinsénicas, asl como disturbios
motores gque se extienden al tronco y a la orofaringe. Estas
alteraciones conducen a falta de coordinacién progresiva,
inmovilidad, insequridad, disartria, dificultades en la deglucién
de alimentos y disfagia (5). El control oculomotor se ve alterado
en 1las fases tempranas de la enfermedad y se caracteriza por
movimientos sacAdicos verticales y horizontales rapidos de 1los
ojos y anormalidades en la fijacién de los mismos que se van

reduciendo con la evolucién del mal (6).

Tanto el decline intelectual como 1la demencia son
caracteristicas invariables de manifestacién gradual en el
desarrollo de la enfermedad. El perfil general del decline
intelectual se aproxima al patrén tipico de una "demencia
subcértical". La memoria y otras funciones cognitivas se ven
alteradas en las fases tempranas de desarrollo de esta patologia,

mientras que las funciones centrales del lenguaje, coordinacién y

24



.6peraciones erbales, 'salvo por la disartria, 'no 7505  afecéédaé

eracion s emocionales son observadas en 1a corea

‘Los cambios graduales tempranos ‘en’. 1a personalidad

pa lentes incluyen. conducta antisocial, preocupacién,

_violencia, ‘como-  disturbios afectivos  (generalmente

i’deptes vOs) Y psicoticos. Los desérdenes afectivos aparecen en el

0-40 % de: 1os pacientes, mientras que esquizofrenia y desérdenes

t;psicbtlcos atipicos son observados en aproximadamente el 10 % de

1los pdéiéntes. Existe, como consecuencia de 1lo anterjor, una
'”tendencia muy desarrollada a la violencia, por lo que hay riesgo
‘“dehi suicidio, modificdndose dicha conducta solamente por

élteraciones motoras y psiquiAtricas mas drasticas (8,9).

- La . edad aproximada a la cual las manifestaciones clinicas
comienzan a observarse en el paciente {también llaméda vedad de
inicio o arranque") parece ser importante como un factor de

<7 “influencia en las caracteristicas clinicas y en el desarrolleo de
la enfermedad. Sélo el 10 % de los pacientes presentan estas
manifestaciones en 1la nifiez y adolescencia. Estos pacientes
juveniles presentan tipicamente caracteristicas parkinsénicas vy
disténicas prominentes, patrones coréicos minimos y marcados
disturbios en el lenguaje y motilidad ocular. En contraste, los
pacientes con la enfermedad de Huntington con una edad de inicio
en 1la etapa adulta, posterior a los 50 afios, presentan un curso

progresivo menos acelerado de la misma (10,11,12).

15



Ep‘iéécadaS' recientes, la evaluacién longitudinal (en el
tiémpgy de las manifestaciones clinicas de la corea por métodos
éefinédos, ha permitido una caracterizacién mas precisa de las
" alteraciones funcionales y el decline emocional e intelectual en
'i§ corea de Huntington (13). Todos los pacientes con esta
enfermedad muestran una disminucién progresiva de su capacidad
funcional. Los sintomas vy signos emergen gradualmente,
manteniéndose durante muchos afios antes de la confirmacién del
diagnoéstico. Los notables cambios cognitivos y emocionales no
son, sin embargo, suficientemente especificos para diagnosticar
la enfermedad antes del desarrollo de signos motores

extrapiramidales (5,14,15).

En las etapas tempranas (I y II) de la enfermedad, las
tareas ocupacionales y domésticas son descuidadas y gradualmente
abandonadas conforme a la aparicién de cambios de personalidad y
demencia. Como resultado del desarrollo de alteraciones motoras
en la etapa III, la capacidad del paciente de cuidarse a si mismo
desaparece eventualmente. Durante las fases terminales (IV y V)
hay invalidez total del enfermo, y por lo tanto,Aéste requiere de
muchos cuidados. La muerte generalmente ocurre por alteraciones
respiratorias que conducen a la neumonia, acompafiada de 1la
pérdida progresiva de peso provocada por la disfagia. Algunos
pacientes mueren por suicidio, aunque la mayoria vive durante el
inexorable desarrollo de la enfermedad por espacio de 15 a 25

afios (5,15).

16



Vlé enfermedad én las
antes clinicas de la misma permiten saber
i hivél'
“;mundlal -es 06

'_con areas localizadas de al -a pr

Y en ‘la regién del Lago Maracaibo

’ tasa aproximada’  de 1,000 a 7, 000 casos por cada

ciertos grupos - étnicos tales ' como los Japoneses Y VAﬁegros A;
Américanos, el ndmero de casos es notablemente hajo. Se ‘espeﬁuia
acerca de la posibilidad de que factores como los patrones>,de
migracién de las poblaciones, aislamiento geografico y factores
genéticos no determinados, tengan alguna influencia sobre las
variaciones en 1la prevalencia de la enfermedad (1,16). En 1la
Figura 1, se muestra la proporcién de casos de pacientes con
corea de Huntington, en relacién con el némerc de casos de
pacientes con otras enfermedades neurolégicas estudiadas en el
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, Meéxiceo, D.F., en
1989 (2).

El diagnéstico de 1la enfermedad de Huntington presenta
ciertas dificultades. No hay adn técnicas bioquimicas,
radiolégicas o marcadores genéticos definitivos para el
diagnéstico. En los pacientes cuya edad de inicio se presenta en
la etapa adulta, que manifiestan corea, y con un historial
familiar clinico positivo, el diagnéstico puede ser sencillo. Sin

embargo, en pacientes con edad de inicio en la etapa adulta vy

17




A Enfermedades Neuroléglicas de Origen Etlolégico no Hereditario
B Epilepsia, *
C pepresién.

D parSlisis Facial,

E Otras Enfermedades con un componente Genético.

F Esquizofrenia.

G Retardo Mental,

H Neurocisticercosis,

| Cefalea por stress,

J Migradta,

K Foco Psicético,

L Mal de Parkinson,

M Enfermedad de Alzheimer,

N Corea de Huntington.

FIG. 1. Incidencia porcentual de enfermedades neuroclégicas de una poblacién
estudiada del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugfa "Dr.
Manuel Velagco Sudrez", México, D.P., 1988 (segin Alonso, M.E. et al.
1989).



pequefias manifestaciones' coréicas o

an'sélo con' manifestaciones’

pgﬁetfaci@n hompleté\. El

paciente como . atectado por la.corea de‘Huntington
n“ihistorial familiar positivo, una Confirmacién:

_sefblgg}ca del;pééiente y sus parientes, transmisién genetica de

‘Las técnicas de diagnéstico molecular son comunmente

"émﬁiéédésﬁpara la prediccién de la enfermedad (18).

. ﬁné de las razones de emprender un diagnéstico seguro para

pﬁa enfermedad incurable, como lo es la corea de Huntington, es
S-la posibilidad del paciente de anticiparse a las manifestaciones
de la misma y, en consecuencia, contar con criterios suficientes
para tomar decisiones sobre su vida futura. Es decir, si
contraer&n matrimonio o no, o si tendran hijos o no, y cuantos
deben tener. Sin embargo, con esta posibilidad de diagnéstico
anticipado mediante la aplicacién de pruebas predictivas tales
como la G-8, se ha incrementado la controversia existente acerca
de 1las consideraciones éticas del diagnéstico previo. E1 riesgo

de poder saber con anticipacién si el sujeto manifestara la

18




corea,'vpdéde allevét a otro tipode problemas psicolégicos’ no
menos . serios,"tales como ‘la depresién y el suicidio.; Aﬁte © tal

’“pusibilidad, muchos paciences se han negado a la raalizacién de

'1a prneba o al conocimxentc del resultado de la misma (19 20)

Algunas de las técnicas de diagnbstico de 1a‘enfermedad de
Huntiﬁgtan empleadas durante la ‘. década - ﬁasada fueron:
electroencefalografia, monitoreo-CAT, potenciales evocados
visuales y prueba de reflejos-H, como parte de estudios de
electromiografia. También fueron empleadas adaptaciones
especificas de clertas avalusciones fisiolégicas y anatoémicas,
tales como la evaluacién de movimientos oculomotores, anAlisis de
reflejos, etc. Finalmente, se recurrié al analisis de varios
par&metros bioquimicos y de desarrollo tisular tales como cultivo
de tejidos de linfocitos y fibroblastos, evaluacién de corea
relacionada a levodopa y concentraciones de GABA en 1liquido
cefalorraquldeb. Actualmente, nuevas técnicas son exploradas como
posibilidades para la prediccién de la enfermedad (por ejemplo:
resonancia magnética nuclear, tomografia de emisién de positrones
(PET) para la evaluacién de cambios en el metabolismo de 1la
glucosa y pruebas de espectroscopia de fluorescencia a nivel de
la membrana), sin embargo, la prueba G-8 es hasta el momento el
mejor método de prediccién dada la carencia de precisién de las

otras pruebas (21).

Las técnicas de biologia molecular, ejemplificadas por 1la

prueba original G-8, representan una forma nueva y diferente de

19



. mé&todos - ‘prgdiphivqs. Biqhas; pkuebas,"sé ..fundamentan .en.. . -1la '

;nvest;gaéian de-las alteraciones genéticas, a nivel ' molecular,

e »vlargo de restriccion (éFLP) en la regién cromosémica
reiééiéhgéa'é‘1é:énfermedad. Se demostré en el reporte original,
K iéhb (22): que diferentes formas de RFLP est&n asociadas con
é;[‘ggﬁ"causante de la corea de Huntington, representando una
f éfuébﬁ de diagnéstico aplicable a deteccién presintomatica y/o
vprénatal. El DNA necesario para la determinacién del genotipc en
el locus G-8 puede ser obtenido de cualquier tejido (sangre,
célﬁlas amniéticas, tejido cerebral, etc.) y comparado contra
patrones controles, almacenados en bancos de DNA. Sin embargo, la
posibilidad de existencia de un segundo locus u otro cromosoma
que en un momento dado pudieran favorecer la expresién de la
enfermedad, confieren a la prueba una precisién predictiva del 95
%, por lo que la combinacién de pruebas de diagnéstico, como 1la
tomografia de emisién positrénica (PET) y 1la evaluacién de
polimorfismos del DNA, pueden resultar complementarias y conferir
al diagnéstico predictivoe mayor certeza (21). Asi{ pues, 1la
posibilidad de contar con pruebas predictivas cada vez mas
precisas, implica a su vez la planeacién de aspectos éticos mas

adecuados.

El Cuadro A resume algunas de las manifestaciones clinicas

mAs importantes de la corea de Huntington.

20



MANIFESTACIONES CLINICAS
DE LA COREA DE HUNTINGTON

- Enfermedad neurodegenerativa de origen hereditario,
autosomica dominante con una baja frecuencia de
expresion en la poblacion (4-7 en 100,000).

- Se expresa en la edad madura del individuo (30 - 50
anos).

- Movimientos coreiformes involuntarios progresivos.

- Cambios conductuales cognitivos y emocionales
(alteraciones psiquiatricas, agresividad, depresion
y desinterés).

- Demencia.
- Disfagia.

- Disartria.



2.1.1;wﬁaiiazéoslﬁiééobétéiogiéoéiéanb

! . | menzé ~ desde
principlos del presente siglo (235 24,

‘tLSf apariencia general del cerebro de los pacientes que
V~murieron aiconsecuencia de la enfermedad es anormal. Usualmente
el tamaﬁo del cerebro es muy pequefio y con atrofia visible media
a moderada en la corteza cerebral, preferencialmente en 1los
lsébulos frontales y los parietales, en muchos casos el peso
normal del cerebro disminuye en un 20 a 30 $%. Las secciones
coronales del cerebro a nivel de la cabeza del ndcleo caudado,
muestran una marcada atrofia del cuerpo estriado y la resultante
" dilatacién de los ventriculos laterales. En lugar del tipico
abultamiento del nucleo caudado dentro de la pared del ventriculo
lateral, se presenta una cavidad donde sélo quedan restos del
mismo. Pueden ser observados grados menores de atrofia y pérdida
celular en globus pallidus y tadlamo. En muchos casos, el tallo
cerebral, medﬁla espinal, substantia nigra y cerebelo muestran
una apariencia normal (26). Puede haber considerable variacién de
los cambios observados a nivel microscépico, pero cuando éstos
estan presentes, el diagnéstico patolégico suele ser muy confia-
ble. En los casos juveniles, el grado de atrofia puede ser mds
severo (26).

La patologia a nivel macroscépico se refleja particularmente
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proliferacicn astrocitica. Aunque

-frecuentemente involucradas en los procesos pato}égxcos quei las
ceélulas grandes y alargadas. Es de gran interés el hechb de qué
el concepto de una "enfermedad de ceélulas pequefias" ‘esté. mas
relacionado con corea y que una "enfermedad de células largaév
tenga mayor relacién con enfermedades de tipo rigido, como la
misma variante rigida de la enfermedad de Huntington (27,28,29).
Existe controversia sobre la relacién entre el tipo de células
que son afectadas en la enfermedad y el tipo de variaciones de la
misma. Ha llegado a postularse que la variante de riqidez puede
" involucrar el dafio selectivo de una porcién del estriado, el

globus pallidus, substantia nigra u otras regiocnes (30).

A nivel microscépico se observa gliosis, particularmente en
el cuerpo estriado, siendo éste un proceso vinculado a la pérdida
neuronal y al dafio tisular y no un incremento real en las
células gliales. Dado gue la pérdida neuronal desarrolla mAs las
células astrogliales en el cuerpo estriado, éstas se vuelven
predominantes. La respuesta glial no es, pues, un evento

secundario, aunque se desconoce si puede jugar un papel activo en
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la muerte neuronal (31 32)."' e e

Los hallazqos histopatologxcos d' 1

“co ea de Huntington .se

.-derivan de ‘estudios de impregnacibn por 1a técnica de Golgi yilas
‘nuevas “técnicas de tincién. cinco diferentes tipqs',dq neuronas
han.sido delineados en el cuerpo estriado'humané, incluyendo dos
tipos ‘de neuronas espinosas de tamafioc mediano (con procesos
espinosos abundantes o dispersos), dos tipos de neuronas no-
espinosas (de tamafic mediano y largo) y una clase separada de
pequeﬁas neuronas. Las neuronas espinosas de tamafioc mediano
constituyen el 80 % de todas las neuronas estriatales (31). La
relacién diferencial de estas neuronas en los procesos
patolégicos de la corea de Huntington aun no se conoce, sin
embargo, se ha demostrado que en el cuerpo estriado de pacientes
con la enfermedad, la morfologia de las dendritas de las neuronas
espinosas de tamafio mediano se ve alterada por la aparicién de
terminales recurvadas y apéndices, un cambio en la densidad de
espinas, y anormalidades en el tamafio y forma de las mismas. Los
cambios patolégicos son poco frecuentes en las neufonas no-
espinosas de tamafio mediano o largo. Estos hallazgos de
degeneracién en las neuronas espinosas asociados con la corea,
apoyan la idea de que una poblacién especifica de neuronas
neoestriatales estad involucrada selectivamente en este mal. La
pérdida de estas neuronas espinosas de tamafio mediano se
correlaciona con la disminucién de ciertos neurotransmisores vy

moduladores (GABA, sustancia-P, encefalinas) en el cerebro de los
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pécientes

“anterior ((34;35,36) ..
Héllazgos neuroquimicos en HD

. Los estudios regionales de varios ﬁeﬁrotransmisores,
"transmisores putativos y neuromoduladores en la corea de
Huntington han tenido gran auge a raiz del hallazgo de 1la
disminucién regional de dopamina en el cuerpe estriado de
pacientes que murieron a causa de la enfermedad de Parkinson, 1lo
que condujo a considerar la disminucién selectiva de algdn
neurotransmisor como posible causa de los transtornos asociados
con la enfermedad de Huntington. También tomaron gran impetu 1las
investigaciones sobre otros posibles factores asociados con la
enfermedad, tales como los metales pesados, con base en los
disturblos inducidos por el cobre en la enfermedad de Wilson. Sin
embargo, no se encontré una relacién de este tipo en la corea de
Huntington (21) hasta que recientemente se comprobd que existen
notables alteraciones en el contenido de cobre y fierro en el
cuerpo estriado (ndcleo caudado y putamen), asi como en 1la

substantia nigra de cerebros de pacientes con corea de Huntington
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postmorten, al. ser ‘comparados contra  cerebros -de . pacientes
control - (37). Estas alteraciones puéden estar asociadas con 1los
procesos - neurodegenerativos - “que‘rinvelucran . "alteraciones

 >mé§?B61ic§§vvin;u1adas a los prncésos oxidativos.

N El " interés por el estudio del sistema dopaminérgico en 1la

%boiea‘ de Huntington estA basado en dos aspectos importantes: 1la
: anqrmalidad en los niveles de dopamina en 1la enfermedad de
; Parkinson Y el hecho de que 1los agentes farmacoldgicos mas
efectivos para el tratamiento de la corea tienen sus principales
efectos sobre el sistema dopaminérgico (36). Aunqué los informes
iniciales sugirieron cambios pequefios o nulos en la concentracién
de la dopamina estriatal, hallazgos posteriores describen cierto
incremento en la concentracién de la doﬁamina en el_ cuerpo

estriado, substantia nigra y nucleus accumbens, sugiriendo que

esto puede deberse inicialmente a la perdida del tejido en el
cuerpo estriado atrofiado, o bien, a factores como la pérdida de
fibras GABAérgicas aferentes del estriado a la substantia nigra,
provocande adem&s una pérdida retrégrada de dopamina de las

terminales dopaminérgicas de la via nigro-estriatal (36,38).

Por otra parte, algunos agentes farmacolégicos que
interfieren con la actividad de la dopamina, tienen un efecto
terapéutico en la corea, lo cual ha permitido proponer gque 1los
receptores dopaminérgicos se vuelven hipersensibles . como parte
del proceso neurodegenerativo (39), permaneciendo esta hipétesis

sin ser comprobada y existiendo ademas evidencia de una pérdida
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notable’ - de:.receptores ‘dopaminérgicos. en la: enfermedad..(40).. Una

:’jexpl»'icaciobh “alternativa -‘a ésto pudiera impliéax_" Tique:
jhj.p‘e‘:traccrivildad ;. en. neuronas dopamiﬁ.éx;g‘ic'as bnj_;gr;:qerstr:iqtales
. resﬁlt’e]l en un.incremento en la sintesis y ‘fli’t':e:racilo‘ﬁrde" déparﬁix;a
= 'soﬁfe” los " receptores dopaminérgicos remanentes S Esto’ pudiera
deberse “'a la reducida inhibicién ‘del ’sistiér.na' dopaminérgico
‘ “estriatal debida a la degeneracién de la via m.etabblica del GABA,
aungue - estudios de cerebros de pacientes con-la -enfermedad - de
“Huntington y cerebros de animales lesionados con 4&cido kalinico
muestran gque las proyecciones nigro-estriatales se adaptan a la
pérciida de neuronas estriatales que normalmente inhiben 1la
actividad dopaminérgica (41). Otros estudios establecen gque el
recambio de dopamina puede estar disminuido en 1la corea de
Huntington y sobre la consideracién del incremento relativo de
dopamina estriatal, se ha postulado que la pérdida de las células
pequefias en el estriado de los coréicos puede ) producir un
incremento en la tasa de dopamina por receptor, lo gque pudiera

explicar la eficacia parcial de drogas antidopaminérgicas (42).

Sa ha reportado que la concentracién de GABA (&cido gamma-
aminobutirico) disminuye hasta en un 60 % en el cuerpo estriado,
pero no en la corteza frontal o en cerebelo de . pacientes con
corea de Huntington, mientras que 1la actividad de 1la GAD
(descarboxilasa del &cido glutamico, la enzima de sintesis del
GABA a partir del acido glutAmico) disminuye en cuerpo estriado y

permanece normal en la corteza frontal (43). Se ha observado
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tambien due la‘actividad ‘de la GAD puede verse afectada por el

statﬁs;prémdreéﬁ de los enfermos: si los pacientes mueren después

ean alterados. La ‘reduccién del 50 % © mAs de GABA vy
sido interpretada mediante 1la

‘que las neuronas espinosas estriatales de tamafio

;.'mediano que contienen GABA son las que degeneran en la enfermedad

(44,45)"

‘. La aisminucién en la concentracién de GABA estriatal ha sido

relacionada con la via eferente del cuerpo estriado a gubstantia

nigra y a globus pallidus. Se ha reportado un incremento en el
ntmero de sitios de alta afinidad de los receptores para GABA en
substantia nigra de pacientes con corea de Huntington (43). Dicho
incremento en receptores GABAérgicos se ha explicado como un
fenémeno derivado de la denervacién de las neuronas estriatales
GABAérgicas.

Por otra parte, la actividad de la colina acetiltransferasa
(CAT), la enzima de sintesis de 1la acetil-colina, disminuye
también en 1la enfermedad, reflejando la degeneracién de las
interneuronas colinérgicas estriatales (46,47). Asi mismo, se ha
observado una pérdida de los sitios colinérgicos muscarinicos de
unién especifica. Los efectos sobre el sistema colinérgico
carecen de uniformidad y varian de acuerdo a la evolucién del

mal. Sin embargo, a diferencia de la enfermedad de Alzheimer, la
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actividad cortical 'de’la CAT se’ preserva. ‘

,‘L‘a‘s-'xiéi:'a'"d_r'e'n_‘_ergiqas'.,pentralés enila. corea
“muy rele’&a_nte: ‘Los ”.n‘ivgies de norepinefrina
“astriatal se enchontran normales o ‘ligeramente incrementados
(48). Dado que no existen cambios patolégicos relevantes del
locus ‘ coeruleus Y los niveles de norepinefrina se mantienen
normales en las otras regiones cerebrales, parece que no hay
relacidén entre este sistema y la expresién de la enfermedad. Las
concentraciones estriatales de serotonina también permanecen
normales o ligeramente incrementadas, mientras que en el 1liquido

cefalorraquideo permanecen normales (49).

La sustancia-P, un neuropéptido encontrado en ganglios
basales, se ha postulade como un neurotransmisor excitador de la
via eferente del estriado a la substantia nigra. La sustancia-P y
el GABA tienen actividad antagénica sobre l'as neuronas
dopaminérgicas. En la corea de Huntington, la concentracién de
sustancia-P en el globus pallidus y en la substantia nigra
disminuye hasta en un 90 %, mientras gque en ndcleo caudado
disminuye en un 50 % y en la zona compacta de la substantia nigra
se observa un tercio de la concentracién normal, afectando la

ars reticulata y la pars compacta. Se ha postulado la idea de
que la pérdida de sustancia-P ocurre en las proyecciones de las
vias estriato-palidal y estriato-nigral. En liquido

cefalorraquideo, la sustancia-P permanece normal (50,51).
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La“colecistocinina (CCK),: un péptido: gastrointestinal .que

Tests ?prééehtér en el sistema nervioso central, . se - encuentra
_di#minuiqau;»en los ‘ganglios basales de enfermos coréicos,
§ especiélﬁenﬁe en el globus pallidus y en la substantia nigra.
También se ha reportado pérdida de receptores para la CCK (52).
Por ~su parte, el polipéptido intestinal vasocactive (VIP), otro
. péptido gastrointestinal del sistema nervioso central, no
modifica sus concentraciones (53). Adicionalmente, las

concentraciones de met-encefalina en globus pallidus y substantia

nigra de enfermos coréicos se encuentran disminuidas (51). A
pesar de gque se ha sugerido que las encefalinas modulan el
recambio (turnover) de dopamina en los ganglios basales, no se ha
encontrado una relacién clara entre la disminucién de las

encefalinas y las manifestaciones de la enfermedad de Huntington.

Aunque la concentracién postmortem de glutamato en el
estriado de los pacientes es normal (54), se cree que la
patogénesis de la corea de Huntington puede ser explicada por 1la
sobreproduccién de glutamato o de otro aminodcido excitador en

las etapas tempranas de la enfermedad.

-La actividad de la enolasa especifica neuronal (una enzima
glicolitica) disminuye, al igual que la actividad de la enzima
convertidora de angiotensina (ACE), la cual convierte a 1la
angiotensina I en el octapéptido angiotensina II, que actaa como
neurotransmisor en el cerebro, lo que sugiere una funcién

aberrante de la angiotensina como un factor etiolégico importante
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”reportado un::incremento’:en. |

(ss) y de neuropept én‘a

permanece normal en ‘la ‘enfermedad, = se ‘ha sugeridc que. el

?que contenen a este neuropéptido. Mediante - técnicas

Vhistoquimicas de tincion (NADPH-diaforasa) se observé que las

vneuronas, no espinbsas estriatales que no fueron dafiadas en la

enfermedad de Huntington, contenian SS y neuropéptido-¥ (58).

Los estudios sobre receptores para neurotransmisores en 1la
corea han revelado que en general, disminuye el ndmero de sitios
de unién para los neurotransmisores en el estriado. Se ha
ocbservado disminucién en el namero de receptores vcolinergicos
muscarinicos, asi como disminucién en receptores para
benzodiazepinas, GABA y dopamina, siendo mas evidentes estos
cambios en el nicleo caudado (59,60). En contraste con 1lo
anterior, se reportéd un incremento en los receptores
benzodiazepinicos en 1la corteza cerebral medio-frontal de 1los
enfermos, lo que puede implicar una patologia cortical focal
(59). Reclentemente, se han observado anormalidades y una gran
disminucién en el ndmero de receptores para N-Metil-D-Aspartato
(éhbtipo de receptores para amino&cidos excitadores) en el cuerpo
estriado de pacientes con corea de Huntington, asi como notables

anormalidades en las proyecciones de neuronas estriatales y en
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n%‘cepi_ érés" para : NMDA ~ en' pacientes presintomaticos (61,62),

. épéy;i{ao 1a Hipéteéis de que la activacién prolongada de . dichos

I rédeﬁﬁbres és\:& involucrada en la patogénesis. de la enfermedad.

Adi ionalmente, se ha observado disminucién en. . las

‘concentraciones de algunos aminoAcidos (prolina, Valanina,ﬁ, valina,:
isoleuclna, leucina y tirosina) en plasma‘y tejido: ceréﬁrﬁi d‘é
p?éiektes. con 1la enfermedad (4).. El sigﬁifichdé Tdel Testos”
-ballézgos, no es claro, pero pueden ser auxiliares en el

. diagnéstico de esta enfermedad.

Finalmente, algunas de las alteraciones del sistema.
dopaminergico en la corea de Huntington han conducido al estudio
de posibles anormalidades neuroendécrinas. El1 papel de la
dopamina en la secrecién de las hormonas pituitarias,
particularmente 1la hormona de crecimiento (GH) y la prolactina,
han conducido a numerosos estudios del eje pituitaria-hipotalamo.
Sin embargo, los resultados de tales investigaciones son
conflictivos para su interpretacién debido a la administracién de
tratamientos con neurolépticos a los pacientes y a un inadecuado
control de los sujetos estudiados. Sélo se han observado
pequefios cambios en GH y prolactina regulados por alteraciones
en los metabolismos de algunos neurotransmisores, sin embargo,
esta parece ser un &rea de investigacién que comienza a ser

explorada con mayor detalle (16).
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1ecu;arlge'€§éhqloéi§ bdel

DNA recombinante’a poblacicnes:quesm nifestaron la;gnfgrmedad; se
"“demostré gue un segmehto del DNA® del brazo’corto del’ cromosoma:’ 4:.
_'estAd estrechamente . reiaéianédn ‘con.i el qéﬁrfchuéahte,‘de S - T

enfermedad ‘de Huntington.-(22,63).. Por. digestien enzimatica de. .

este marcador de DNA, cuatro patrones o haplotipos pudieron —Sérix

detectados, demostrando un paérbn de segregacién particularr del
gen causante de la corea. Las frecuencias de haplotipos varigron
en los dos pedigrees analizados (uno de Venezuela y el otro’ de
Norte américa). Con suficiente informacién acerca de la
distribucién de 1los haplotipos en 1las poblaciones estudiadas
durante largo tiempo, es posible hacer predicciones prenatales, e
incluso, in utero, sobre la expresién del gen causante de 1la

corea.

En la actualidad se exploran nuevas &reas de investigacién
gue involucran estudios de la edad de inicio de la enfermedad, el
efecto del sexo del padre que es el transmisor, e investigaciones
genéticas a nivel molecular, y se ha observado que la
variabilidad en la edad de inicio es menor dentro de una séla

familia que entre las familias (21).

El concepto de "anticipacién", que se refiere a la tendencia
de la sintomatologia de aparecer cada vez a edad mAs temprana en

cada generacién sucesiva, no ha sido validado por la falta de

32



dad reproductiva; ‘clima” y'' estrés
qreéfambienta1é§jqu¢ han “'sido

edad’ide.-inicio  de.." la

"ha " propuesto’ que - las

nicio est&n ‘relacionadas a formas

variaciones eﬁ‘ la' edad de’
alélicas separadas (éé),:ﬁﬁ'factor 1mpor€ante relacionade a la
edad de inicio es él sexdvdél.padre afectado. Un paciente juvenil
con la enfermedad, generalmente proviene de una familia donde el
padre fué afectado por la misma (67,68). Este hallazgo sugiere
que el cromosoma X tiene alguna manera de modificar el efecto del
gen de la corea, aungue la controversia se presenta en el hecho
de que el mal de Huntington juvenil presenta una distribucién de
sexos equitativa. Una explicacién alternativa a este hallazgo
radica en un factor de transmisién materno tal como un organelo
citoplasmico © una modificacién intrauterina materna desconocida
(69). Dicho factor protector, que bien podria estar en una
mitocondria, podria modificar la expresién del gen de la corea.
MAs aun, se ha propuesto que el inicio de la enfermedad esta
asociado a "genes de envejecimiento" heredados
independientemente, y en el caso de la demora en el inicio de la
enfermedad de los hijos cuya madre fué afectada por 1la corea,
dichos genes podrian estar relacionados a algdn factor

transmitido por via materna (64).
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2.1.4, Aspectos: ierépéhti&oé ‘enmD

‘con

) fespé9t5 a‘la terapia de los':_paciéntés‘ con': corea de’

-Hun{:ingﬁon desafottunadalt\:énte_ o éxis‘tg_, ningan tratamiento

‘616gic‘oj"'{:o‘talmente" eficaz hasta“el " momento. : En - algunos
casos, cuando ‘es posible controlar ‘las manifestaciones coréicas,

“los cambios en la personalidad y en el-estado mental del paciente

."continuan su evolucién- - (70) . Basicamente, la estrategia
“terapéutica intentada hasta este momento se ha centrado en tres

sistemas de neurotransmisores: dopamina, GABA y acetilcolina.

Paradéjicamente, los agentes farmacolégicos que afectan el
sistema dopaminérgico son los mas eficaces para el control de la
corea. Se cree gque los agentes neurolépticos bloquean los
receptores para dopamina, y de ellos se han empleado el
haloperidol, 1la pimozida, la flufenazina, la clorpromazina, la
trifluoperazina y la tioridazina, siendo también efectivos contra
la irritabilidad, la paranoia, los cambios emocionales y la

naturaleza violenta, pero no contra la demencia progresiva (70).

La reserpina, la tetrabenazina y la alfa-metilparatirosina
(AMPT) son agentes farmacolégicos que interfieren 1la funcién
dopaminérgica central con diferentes mecanismos presindpticos de
accién. Los dos primeros interfieren el almacenamiento de
dopamina y otras monoaminas (como la serotonina) en las vesiculas
presinépticas. Estas drogas inhiben las manifestaciones coréicas,

aungue pueden causar depresién y su efecto terapéutico es corto y
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limitado (71). La.: AMPT
inhibicién de 1la actividad

opamina por

mas

efectiva’ cuando se le combina con” alguna de 1as anteriores (72) .

La anfetamlna, un agoni'tak dopakinérqico, incrementa los
movimientos coréicos en la enfermedad (73), .en tanto que existen
pocos reportes del efecto benéfico de la levodopa administrada
crénicamente (74,75). La apomorfina {(agonista de 1la dopamina},
por su parte, no presenta efectos terapéuticos a bajas
concentraciones mientras que en altas concentraciones incrementa
los movimientos coréicos (76). La bromocriptina (otro agonista
dopaminérgico), a bajas concentraciones no tiene efecto, y en

altas concentraciones es altamente depresiva (77).

La administracién del muscimol (un agonista GABA-érgico), la
inhibicién de las enzimas catabdlicas del GABA (particularmente,
la GABA transaminasa por administracién de INHi, la
adminjistracién de GABA-gamma acetilénico, gamma-vinil GABA, &cido
amino-oxiacético o valproato de sodio, asi como la administracién
de THIP (4,5,6,7-tetrahidroisoxasol-(5,4,-c)piridin-3-o0l, un
agonista para los receptores GABA-érgicos), son algunas de las
estrategias terapéuticas disefiadas para incrementar la actividad
GABAérgica central, dada la notable disminucién de este
neurotransmisor en sistema nerviosc central de pacientes con
corea, asi como la imposibilidad del mismo de atravesar la
barrera hematoencefdlica. Aungue se ha observado que los niveles

del GABA se incrementan en el 1liquide cefalorraquideo de
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pacientes -

funcio ado'satisfactoriamente (83)

Déda la notable disminucién de acetilcolina en'la'.corea ]
Hunéington, otra alternativa terapéutica explorada' ha sidd,
tendiente a incrementar la concentracién de dicho’
neuroﬁransmisor, lo cual no ha funcionado probablemente debido a
‘la. carencia de respuesta mediada por la pérdida de receptores.
para acetilcolina (21). El deanol, un agente que incrementa los
niveles de acetilcolina, tampoco ha funcionado (21). Los
precursores de 1la acetilcolina (cloruro de colina o lecitina

(fosfatidilcolina)) no han servido como terapia (84).

"El incremento en las concentraciones de serotonina central
(por administraciéh de L-triptofano y S5-hidroxitriptofano)
aumentan’ 'lgs manifestaciones coréicas, mientras que los
éntagcnistas dé la serotonina no tienen efecto terapéutico alguno
(21) .

Dade el incremento en las concentraciones de somatostatina
en la enfermedad y su posible papel como estimulador

dopaminérgico, se ha intentado disminuir sus niveles mediante
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cisteamina, s1n éx:.to alguno (85)

“Ac ualmente

gton an:or. ﬁtadashaéié 1a

.terapia en la enferdead de Hunt:

localizacion precxs del 1ocus P ra e en derla corea, dgépues

de 1o | cual, este podria g sez." clonado Vparx;ra Tlla posible
identxficacion del . producto qenético g anor{n_al,' i:udiendo ‘asd,
caracterizar el mecanismo genético-celular de - alteracién. Las
lﬁvestigaciones farmacolégicas siguen siendo infructuosas, pero
también se- confia en que la politerapia podria tener algunos
efectos benéficos en subpoblaciones especificas de pacientes con

la enfermedad (21).

2.1.5. Modelos experimentales en HD

Los estudios originales sobré la neurotoxicidad inducida por
el glutamato, preferencialmente en neuronas espinosas del
“hipotalamo (86), condujeron a los investigadores a postular la
teoria de 1la T"excitotoxicidad", confiriéndole el nombre de
"excitotoxinas" a algunas sustancias excitadoras (bAsicamente
aminoAcidos) cuya potencia neurotéxica correlacioné con sus
efectos toéxicos en el sistema nervioso central (87,88). Los
mecanismos de excitotoxicidad est4n basados en la sobre=-
excitacién de 1las neuronas como resultado de la estimulacién

prolongada y continua de 1los receptores para amino&cidos
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excitadores, 10 que produce serias altetaciones en 1a

de las neuronas, conducxendolas a 1a muerte l:elul

Las’ 1esiones inducidas P vr el glutamato, que_ e el, primer'

aminoacldo excihador en. ser estudlado -en :.sus efectos,
caracterizan por una ‘notable pérdida ‘dendriticas (incluyendo 1as |
espinas) asi como una degeneracién neurocnal locallzada, mientras

que los axones y élqunos elementos no neuronales. sobreviven (86).

Este tipo de alteraciones han sido nominadas como '"lesiones
de axones protegidos" y son altamente especificas. Dichos
estudios condujeron a postular al glutamato como modelo de

enfermedades neurodegenerativas como la epilepsia (86).

Trabajos posteriores con otros aminoAcidos neuroactivos con
similitudes estructurales al glutamato (89,90) administrados
experimentalmente mediante su inyeccién intracerebral, han
permitido investigar los mecanismos ligados a la excitotoxicidad.
Dos de las sustancias mas usadas en este sentido son el A&cido
kainico (KA) y el &cido iboténico (IBO), que son aminoacidos
heterociclicos aislados de fuentes vegetales o fangicas y que
causan lesiones neuronales especificas cuando son aplicados
intracerebralmente (91). Cuando son administradas en el cuerpo
estriado de ratas, las lesiones observadas reproducen algunos de
los cambios presentes en los cerebros de los enfermos de la corea
de Huntington (92,93), mientras que administradas en el sistema

limbico, han servido como modelos de ciertos tipos de epilepsias
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(94), conduciendo a la idea de que los procesos etiolégicos de
estas enfermedades pueden ser causados por las propiedades
excitotéxicas de algan compuesto endégeno. Las lesiones causadas
por 1la inyeccién intracerebral de estas dos neurotoxinas, son
ambas del tipo especifice en el cual los axcnes neuronales se
mantienen protegidos (95,96). Los mecanismos involucrados en la
toxicidad de cada una de estas sustancias esta mediada a través
de receptores farmacolégicamente distintos (97) . Algunas
diferencias notables en los procesos degenerativos inducidos por
estas neurotoxinas radica en una susceptibilidad diferencial al
dafio por Acido kainico, particularmente en hipocampo, pero no al
4cido iboténico (98). Adicionalmente, la potencia neurotéxica del
4cido kalnico es mayor a la del 4acido iboténico, causando
necrosis en Areas cerebrales distantes del sitio dé inyeccién, lo
que bien podria deberse a su potente efecto pro-convulsivante
(99,100). Por lo anterior, el Acido kainico ha sido empleado mas
especificamente como modelo de epilepsia de 1lébulo temporal (96).
En relacién con la corea de Huntington, la administracién aguda
de estas toxinas por via intraestriatal, no reproduce las
condiciones del desarrollo de 1la enfermedad. La inyeccién
intraestriatal de &cido iboténico parece proveer un mejor modelo
experimental de la enfermedad de Huntington que la inyeccién de
4cido kainico, dado que las lesiones con este dltimo Aacido se
extienden hasta el sistema limbico (101). Por otra parte, la
degeneracién neuronal en otras Areas extraestriatales que ocurre

en la enfermedad, con el &cido kainico no ocurre (101,102).
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En:1976,

establece

f 11Esidn$ndo neuronas
k! siy:a1ter$i-ﬁ§uioﬁ55‘fdopaminérgicas.:
v dé,-algdﬁaé gnz;ﬁas vtélés cbﬁpr iai' giﬁtamato‘
: d;scaggbiiiaé§~ y 1a.co1ina_acétiitransferasa,‘ disminuyeron, al
¢ iqbailqﬁéfen‘la'ehtetmedad; sin embargo, a‘'diferencia de la corea
d;, Huﬁtington, los niveles de dopamina, - la ‘actividad de 1la
. ti#bﬁiha hidroxilasa y la recaptura de dopamina se incrementaron

significativamente.

" En 1990, Hantraye y c¢ol. (103), basados en estudios previos
sobre la neurotoxicidad del Acido iboténice en hipocampo de rata
(95), proponen a este ultimo como modelo experimental de la corea
de Huntington por la evaluacién de parémetros conductuales vy
anatémicos de lesiones inducidas en el caudado-putamen de
babuinos (primates no humanos), observandose una proliferacién
astrocitica, pérdida de fibras colinérgicas, sin alterarse las
fibras dopaminérgicas. También fué observada una reduccién de 1la
metencefalina. Fueron analizadas las alteraciones conductuales
tales como la corea, la distonia y la asimetria postural. sin
embargo, también una considerable alteracién en los niveles de
dopamina y en la actividad de 1la tirosina hidroxilasa, a
diferencia de 1la enfermedad, asl como algunas diferencias

conductuales, 1limitan un tante la reproducibilidad del modelo,
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inducido

! limicac iones

por el aaid

igee, " 'Beal y col. (104) realizaron ' un--: estudie’

inmunohistoguimice comparativo entre miltiples sustancias

: ﬁéﬁroexcitadoras Yy sus efectos neurotéxicos sobre el cuerpo
estriado de ratas, evaluando las alteraciones morfolégicas y los
¥ peffiles ﬁeuroquimicos de esta regién. Los niveles de
somatostatina, neuropéptido Y, sustancia P, vasopresina, GABA y
dopamina, fueron medidos después de la administracién de 4acido
nicotinico, dcido t&lico, 4&cido N-metil-D-aspartico, acido
ﬁmténico, dcido kainico y &cido quinolinico en varias
concentraciones. La finalidad de dicha comparacién fué establecer
cual de estas sustancias neurcactivas reproducia de mejor manera
las caracteristicas de la corea de Huntington. No se observaron
.cambios significativos después de la administracién de &cido
nicotinico ni de Acido tAlico. Por su parte, tanto el 4&cido K-
metil-D-aspartico, como los Acidos iboténico, kainico y
quinolinico redujeron significativamente la inmunoreactividad a
la sustancia P y los niveles de GABA, tal como se observa en la
corea de Huntington, pero, exceptuando al Acido quinolinico, 1las
otras tres sustancias también disminuyeron significativamente 1la
inmunoreactividad a 1la somatostatina y al neuropéptido Y,

contrario a lo que ocurre en la enfermedad. Las inyecciones de
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acido :‘quinolinico; 'aiﬁico,"'ibvoten:icofy ;ﬂli;d}prqdujéron" j'vt’oéas'

NADPH—dia forasa :

10 que los autores postulan que dichrafs; pgu_rcmas .

-~ {105},

mediante 1la enzima

podrian i"'f:aptar al acido quinolinico Y metabolizario.r
Adicionalmante, este informe postula al &cido quinolinico Vcovm‘o el
mejor ‘modelo experimental para reproddcir las caracteristicas de
la .cofea de Huntington, dada la semejanza con las condiciones

observadas en la enfermedad (107).

En el Cuadro 1 se encuentran resumidas algunas de las
alteraciones observadas en la corea de Huntington y en' los
respectivos modelos experimentales inducidos por: los acidos
quinolinico, kainico e iboténico después de su inyeccién en el
cuerpo. estriado de rata. )

2.2. El &cido quinolinico (QUIN) en HD

Recientemente, el 4cido quinolinico ha adquirido gran
importancia en el estudio de los procesos patolégicos, no sélo
como modelo de la corea de Huntington, sino también en algunas
alteraciones asociadas con otras enfermedades como el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (108), en donde se cree gque

los altos niveles registrados de este aminoacido en 1liquido
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1 Perf_tles neuroqu;mlcos de 13 enfermcdad d .
Hunt;ngton (HD). del:cuerpo estrlado de rata’ lésiona
“con kainaxo/lbotenato (KA/IBO) y con qulnollnato
{QUIN) .

EUADRS

Sustancia Neurcactiva

Acido 7—Amin0butiricd/GA
A;—tzlcollna/ChAT
Sustancia P .
Dopamina
"!u?-,x“sina
Somatostatina

t Neuropéptido Y

+=Disminuye, 4=Aumenta, NC=No. Cambla
Basado en la recopilac10n de Bruyn. R P.M.
Neurol. Sci. 95: 29-38.




cefalorgéq'ld

atro:ia‘cefebta

le ‘epilepsia (109)} qh

servado cambios en’ los’

iﬁe; ensién ™ (115). .y -septicemia

j116);— éntfe qtrgs} o que; éuéieré‘ una participacién = del
:metabblismé ... ded &cido 'duihélihjbo° en’’ maltiples procesos

patolégicos del sistema nervioso.

Se ha propuesto al Acido quinoli{nico como el principal
agente etiolégico de 1la corea de Huntington. Una primera
indicacién de lo anterior viene de estudios previos en los cuales
se demostraron los efectos excitotéxicos del &cido quinolinico
(104,109) . Otro aspecto importante en esta hipétesis es el hecho
de que las lesiones provocadas por concentraciones
submicromolares de esta toxina, pueden ser prevenidas por el
pretratamiento con MK-801, un antagonista no competitivo de 1los
receptores para NMDA (117), conduciendo a la idea de que las
alteraciones observadas en la enfermedad podrian estar mediadas

por la excitacién de los receptores para NMDA (61,62).

Adicionalmente, se ha observado que varias regiones
cerebrales de pacientes con corea de Huntington se presenta un
incremento significativo en la actividaa de la 3=

hidroxiantranilato oxigenasa (la enzima de sintesis del A4cido
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quinolinico) (118). Aparentemente, el cerebro de los pacientes
coréicos tiene una alta capacidad para generar la endotoxina. El
_'hachov de que sus enzimas de sintesis y de degradacién estén
presentes en las células distintas sugiere que la sintesis de
esta sustancia puede parcialmente ocurrir en células incapaces de
degradarlo, Por ello, si tiene lugar una sobreproduccién, el
4cido quinolinico puede ser liberado al espacio extracelular y

sobre-activar los receptores para NMDA.

En contraparte, los niveles de 4cido quinolinico han sido
evaluados tanto en liquido cefalorraquideo (119), como en orina
(120) y en cerebros postmortem (121), no encontraAndose niveles
significativamente elevados con respecto a los pacientes control.
Sin embargo, parece prematuro establecer conclusiones definitivas -
al respecto con base en un némero pequefio de pacientes como el
que fué analizado en estos estudios (122). No debe excluirse la
posibilidad de que en la fase inicial de 1la corea, las
concentraciones de 4cido quinolinico puedan estar elevadas, y en
consecuencia, inducir todos 1los eventos téxicos que se han
observado (122). Debe enfatizarse que, como fué demostrado por
Whetsell y Schwarcz en 1989 (123) y por Yamada y col. en 1990
{(124), 1la exposicién crénica del tejido a la toxina a muy bajas
concentraciones (submicromolares) y su administracién crénica en
cuerpo estriado también a concentraciones bajas, pueden inducir
una notable degeneracién neuronal y pérdida de algunos

neurotransmisores. Asi, el papel del Acido gquinolinico en 1la
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etlologia"de 1a enfermedad de Huntington permanece incierto.

221 Bioqulmica ‘del QU

CEl” acido quinolin L) (acido 2 3-piridin—dicarbox111co (125))

flie idencit‘icado por. primera vez por Wolfensberger y col. en

cerebro de rata y en e1 te]ido cerebral de rata y humano (126), y
posteriormente en’ cerebro de ratén, conejo y otros mamiferos
p.equeﬂog (127) En: este ﬁrimer informe (126) se observa que el
&cido quinoliﬁico estd presente preferencialmente en nacleo
caudado, corteza cerebelar y corteza frontal cerebral,
concordando dichas regiones con lo encontrado en tejido cerebral
de ratas. El1 segundo informe (127) establece que el - &cido
quinolinico estAd presente en corteza cerebral, cuerpo estriado,‘
hipocampo, diencéfalo, cerebelo y tallo cerebral de varios
mamiferos, y que su concentracién aumenta en relacién directa
con la edad, de manera que en los animales "seniles", los niveles
de dicha toxina son muy altos. Esto es de gran interés dado que
el 4&cido quinolinico podria estar involucrado en algunos de 1los
procesos de envejecimiento celular relacionades con 1la edad,
siendo probablemente asi un factor potencialmente activo en 1la
degeneracién neuronal espontanea gue ocurre durante los cambios
fisiolégicos vinculados con la edad. Esta idea es interesante
cuando se considera el hecho de que los efectos téxicos inducidos
por este metabolito endégeno sélo se han observado en tejido
nerviose maduro (107), lo que refuerza la tendencia a pensar en

un posible vinculo entre las alteraciones celulares relacionadas
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S cuerpo

Ta la edad y la sobreproduccibn de esta neurotoxina. El incremento

observado “eniel Acido quinolinico se 44 preferencialmente en el

'sﬁriado Ty 1a corteza cerebral (127), regiones
especialm t
(104 107 128). ’

susceptibles a’'la toxicidad de este aminoAcido

a 1os procesos patolégicos encontrados en la corea
) de Huntinqton (30 31 32, 33), Yy a los procesos de envejecimiento
(129) K existiend

51, mﬂltiples puntos de concordancia.

Fi ‘El aqido'quinblin‘ico es un metabolito del triptofano que se
forma : en ié via me‘é&bolica de la kinurenina (130), gque es 1la
mayor via oxidativa del catabolismo del triptofano. Dicha via se
encuentra’ representada y resumida esquemAticamente en la Figura

2.

Dada la gran cantidad de procesos oxidativos presentes en
esta via de oxidacién total del triptofano, 1la generacién de

radicales libres durante dicho proceso es considerable (130).

Bajo condiciones normales, gran parte del triptofano
catabolizado sigue 1la via hasta formar acetil-SCoA. Sélo una
pequefia proporcién del metabolismo diario del triptofano deriva a
otros metabolitos. Sin embargo, bajo condiciones patolégicas de
constante disposicién de triptofano, la excresién de kinurenina y
de metabolitos intermediarios se incrementa considerablemente
(130) .

La via metabélica de la kinurenina ha sido identificada en

cerebro, higado, y esporadicamente en intestinos de humano, asi
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identificado
atribﬁidps

k - anterib:idad
(109,110,111 1‘1’;}113,;14,;;5‘,116) pueden alterar esta -via ‘' en

favor'de.’la produccién de metabolitos intermediarios.

De fgran interés es el papel del acido kainico en 1la
alteracién del metabolismo general del &cido quinolipico. Al ser
administrado sistémicamente en corteza piriforme e hipocampo,
ademés de producir un patrén tipico de neurotoxicidad, el kainico
incrementé significativamente la concentracién de acido
guinolinico, 1la actividad de su enzima de sintesis (la 3-HAO) vy
mantuvo normales los niveles de actividad de 1la enzima de
degradacién de 1la neurotoxina (QPRT) (131). Estas notables
alteraciones fueron atribuidas a la proliferacién astrocitica en
respuesta a la pérdida neuronal, lo cual justifica el incremento
en los niveles de QUIN, dado que su sintesis se realiza,
parcialmente, en las células astrogliales (131). Fueron

observados dafios secundarios, presumiblemente debidos a la
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- biolégicos delidcido’quinolinico’: en:

ek ; han sido  ampliamente  reportados
1327133,134,135,136,137,138, 139,140, 141, 142) . .

- .2.2.2. Antagonistas de los efectos del QUIN

Desde que se cuenta con el antecedente de que el blogqueo de
los receptores para NMDA mediante antagonistas, puede prevenir el
dafio isquémico en el cerebro y los movimientos epileptiformes en
modelos experimentales (143), asi{ como el hecho de que los
antagonistas no competitivos de estos receptores, como son la
ketamina, la fenciclidina (PCP), y el MK-801 pueden prevenir las
alteraciones conductuales y anatémicas producidas por el Acido
kainico en cerebro de rata (144), una buena parte de las
estrategias terapéuticas probadas contra la neurotoxicidad del
4cido quinolin'ico se ha dirigido hacia el empleo de antagonistas

de los receptores para NMDA.

Destaca el efecto protector que ha demostrado tener el Acido
kinurénico, antagonista competitivo de estos receptores
relacionado metabélicamente al quinolinico, en hipocampo y cuerpo
estriado de rata (145). Estos hallazgos tienen importancia por la
implicacién de los metabolitos de la via de la kinurenina en
procesos de excitotoxicidad, asi{ como el reporte reciente de que
en la corea de Huntington, los niveles de Acido kinurénice en el

cerebro disminuyen significativamente, lo que favorece la idea de
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un Vlnculo directo de 1los receptores para NMDA en las
alteraciones observadas en esta enfermedad (146). Adicionalmente,
resulta interesante el antecedente referente a  una tendencia
: ggnetica de los cerebros de los enfermos coréicos-a- sintetizar un
exceso de aminoacidos excitadores, entre los cuales, el mejor

candidato es el Acido quinolinico (118).

El1 mejor tratamiento experimental probado hasta el momento
contra la toxicidad del quinolinico, desde el punto de vista
conductual, bioquimico y morfolégico, es el MK-801, un
antagonista no competitivo de los receptores para NMDA (147). A
pesar de sus efectos benéficos ampliamente probados, el
tratamiento creénico con este fdrmaco en animales lesionados con
quinolinico produce una pérdida considerable de receptores
dopaminérgicos tipo D-1, mostrando as{, un marcado efecto teéxico
secundario, por lo que la posibilidad de su aplicacien
terapéutica en pacientes con corea es cpntrovertida {148). En un
estudio comparativo in vivo realizade con varios posibles
fdrmacos terapéuticos como pretratamientos en el modele de 1la
corea de Huntington, sé6lo el MK-801 previno completamente los
efectos toéxicos del quinolinico (117). Los agentes
antiperoxidantes de amplio espectro de accién (ascorbato,
alopurinel, B-carotenoA y a-tocoferol), los antagonistas
competitivos del receptor para NMDA (4cido fosfonovalérico (APV)
y A4cido fosfonoheptanéico (APH)), los bloguedores de canales de
calcio (nimodipina, nifedipina, nitrendipina y taurina, un
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gmino&cido que puede disminuir los niveles de calcio -
estrécelular), as{ como los blogqueadores de 1la liberacién de
glutamato (baclofen), fueron probados sin éxito alguno. S8in
embargo, 1la explicacién a la carencia de efecto de algunas
sustancias probadas anteriormente radica, segdn-los autores, en
su poca permeabilidad para cruzar la barrera hemato-encefdlica
(BBB), dado que su administracién fué por via sistémica. Los
autores hacen notar que el esquema de administracién empleado
para los fArmacos, as{ como las dosis usadas pueden no ser las
adecuadas y puntualizan que el hecho de que los antiperoxidantes
no mostraran efectos henéficos no implica que la posibilidad de
un estrés oxidativo no se manifieste en este modelo experimental.
Esto d#ltimo se deriva del hecho de que a altas concentraciones,
el alopurinol protegié parcialmente contra 1las alteraciones

producidas por el quinolinico (117).

Finalmenté, con el previo conocimiento de la existencia de
un sitio activo de unién para zinc en el receptor para NMDA, y
dado que el zinc puede inhibir la actividad de dichos receptores
.a bajas concentraciones, éste metal demostré ser efectivo en la
proteccisén contra los dafios neurcnales ultraestructurales

inducidos por el quinolinico (149).

El estudio de los efectos de posibles agentes terapéuticos
que eviten 1los dafios provocados por esta toxina en sistema
nervioso debe ser un campo en constante exploracién en beneficio

de las aplicaciones clinicas preventivas y curativas de la corea
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. de Huntington' (150).
72.2.3. Mecanismos de neurotoxicidad del QUIN

El modelo ge toxicidad del acido quinolinico propuesto por
Schwarcz y col. en 1984 (107), puede explicar en parte, 1la
destruccién neuronal observada después de la administracién
intraestriatal de esta neurotoxina. En dicho modelo se aplica 1la
teorifa de la "excitotoxicidad" para explicar la accién téxica del
&cido quinolinico. La Figura 3 resume el mecanismo hipotético
por el cual se pretende explicar la degeneracién neuronal. Segun
este modelo, el Acido quinolinico puede actuar sobre receptores
presindpticos especificos, induciendo la liberacién de un posible
transmisor endégeno que a su vez puede unirse a un receptor
postsindptico del tipo NMDA en las neuronas 'blanco!, causando
los procesos degenerativos. Adicionalmente, el &cido gquinolinico
puede unirse a receptores postsinapticos para NMDA. kn este punto
es interesante considerar la evidencia de que el &cido
fosfonoheptandico (APH) bloquea la neurotoxicidad del 4acido
quinolinico en los receptores postsinadpticos para NMDA, mientras
que la incapacidad del Acido kinurénico (KYNA)} para antagonizar
los efectos téxicos del &cido iboténico (IBO) en los receptores
postsinapticos para NMDA aunada a su capacidad para prevenir los
eventos téxicos del quinolinico, sugieren un bloqueo preferencial
‘de los receptores presinapticos para quinolinato (107). Haciendo
a un lado las diferencias en los mecanismos de toxicidad entre

los a&cidos kainico, iboténico y gquinolinico, parece claro que el
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PI1G. 3

- Schematic diagram of hypothetic mechanisms
involved in QUIN's excitotoxic actions. For
explanations see text.

Tomado de Life Sciences Volumen 35
(Schwarcz, R. et al, 1984),



resultado final de la aplicacién de las excitﬁéb#inas:'égb_unat
activacién de las neuronas y es posible quéf 1a§ ﬁ'aelulaé
isusceptibles sean simplemente wexcitadas hasta la "murev:v.‘té"f Los
mecanismos iénicos de excitacién no son del todo claros aﬁn, pero .
se sabe gque los canales para Ca++ y probablemente los canales’
para Na+ estén involucrados. El calcio estd vinculado con
procesos de degeneracién, convulsiones y muerte celular (107),
" por- lo que su participacién en el mecanismo de toxicidad del
quinolinico Jjuega un papel relevante que debe ser analizado

detalladamente.
2.2.3.1. Excitotoxicidad y papel del calcio intracelular

Los mecanismos de transduccién regulados por los receptores
para aminoAcidos excitadores (EAA) involucran 1la apertura de
canales iénicos. Los canales asociados con los recgptores para
NMDA, quiscualato y kainato, son permeables para Na+ y K+.
Adicionalmente, se sabe que los receptores para NMDA son
permeables para Ca++. Existe evidencia de que la unién de EAA
guarda mas una estrecha relacién con 1la actividad de la
fosfolipasa C que con la adenilato ciclasa. Se sabe también que
la activacién de algunos receptores para EAA estimula la via de

sequndos mensajeros de inositol fosfato/diacilglicerol (122).

Dos explicaciones alternativas han sido propuestas para
explicar los mecanismos téxicos vinculades con la  sobre-

activacién de los receptores para NMDA, mediados por cambios en
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la permeabilidad a diferentes iones:

a) La prolongada despolarizacién de las células inducida
por EAA, introduce cloruros al citosol celular, modificando . asi
el gradiente electroquimico. La entrada de cloruros resulta en
una entrada posterior de cationes (como Ca++ y Na+) para mantener
la electroneutralidad, seqguida por una entrada de moléculas de

agua, las cuales conducen eventualmente a una citélisis (151).

b) El mAs aceptado mecanismo implicade en la activacién de
los receptores para NMDA consiste en la entrada masiva de iones
calcio al interior Qe la célula por 1la apertura de canalés
asociados a estos receptores. La concentracién normal de calcio
en el citosol es de aproximadamente 100 nM, mientras que en , el
espacio extracelular esta concentracién es 10,000 veces mayor.
Los incrementos sostenidos de calcio citosélico tiene
repercusiones .severas en los procesos fisiolégicos: activacién
de proteasas y lipasas, generacién de radicales 1libres .y
alteracién de la fosforilacién oxidativa mitocondrial (152,153).

El calclo es un componente regulador en una amplia gama de
procesos celulares. Muchas clases de protein-cinasas modulan - su
actividad por calcio, lo cual incluye un gran nimero de 3’57-AMPc

protein-cinasas (154).

Existen dos mecanismos bAsicos mediante 1los cuales la

concentracién intracelular de calcio puede incrementarse (154):
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1) El calcio extracelular puede entrar a la célula a ‘través
deyla'mémbrana plasmatica por canales de calcio especificos o por
acarféaéores bdel ién. Un grah namero de canales de calcio ﬂan‘

“'sido ‘farmacolégicamente identificados. La entrada de calcio puede
ademés “deberse a dafo inespecifico en la membrana celular, dado
gue “la. integridad de esta membrana es vital para mantener los
enormes gradientes de calcio extra e intracelular. Bajo
ciréunstancias normales, la permeabilidad pasiva de la membrana

al calcio es cuatro veces menor en magnitud que la de Na+ & K+.

2) .Ootra forma de incremento en los niveles intracelulares es
por la liberéciOn del ién almacenado en organelos celulares tales
como la mitocondria o el reticulo endoplésmico. Menos del 1 % del
calcio intracelular esta en forma libre, mientras que el resto se
encueﬁtra almacenado en membranas subcelulares y organelos. E1
dafio a la mitocondria o segundos mensajeros como ‘el inositol
trifosfato, pueden liberar calcio desde los organelos hacia el
citosol celular (154).

Niveles altos de calcio intracelular han sido
correlacionados con dafios celulares irreversibles, los cuales
pueden deberse al rompimiento generalizado de 1la integridad
celular o en la disminucién de los procesos energéticos. El
incremento en calcio puede ser acompafiado de eventos téxicos en
células nerviosas sin ser necesariamente la causa de la muerte
celular (155), pero si con cilerta asociacién con las

convulsiones (155), dafio en la médula espinal (156), la uremia
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(lsj)ﬂ'Tia encéfalbpatia por aluminio (158), la intoxicacién ﬁbr
pioﬁé‘(isé) y‘én'la'foxididad del acido kainico (160) .

Muchas rutas potenciales pueden ser activadas por el
incremento en calcio intracelular. La activacién excesiva de
proteasas puede causar la degradacién de proteinas, mientras que
la activacién de lipasas por calcio puede incrementar los niveles
de Acidos grasos libres en respuesta a estrés oxidativo, ademas
de alterar 1los procesos de transporte axoplasmico (154). E1
calcio puede adem&s potenciar el dafio oxidativo celular, y de
manera inversa, varios agentes pro-oxidantes parecen incrementar
los niveles de calcio citosélico (154). Los agentes antagonistas
de calcio, tales como el Mg++, Cd++, y verapamil pueden prevenir
la toxicidad de este ién. En presencia de agentes neurotoéxicos y
de organometales, la concentracién de calcio citosélico aumenta
drAsticamente, pero no asi la del ATP, lo cual sugiere que el
sistema de produccién de ATP mitocondrial no es el mas afectado

por los agentes neurotéxicos (161).

Finalmente, el calcio intracelular en concentraciones
elevadas, como parte de su accién pro-oxidante en los lipidos ge
las membranas, puede activar nucleasas que conduzcan a la
formacién de productos de oxidacién membranal de 1los grupos
sulfhidrilo (-SH), y también dafiar irreversiblemente al DNA
celular (162).
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‘2:.2.4. ‘El QUIN.y los receptores para N-Metil-D-Aspartato (NMDA)

Se ha-discutido con anterioridad la serie de eventos téxicos

“que aéoﬁpaﬁan a la activacién de los receptores para NMDA por 1la
,adﬁipigfracion " de quinolinico en diversas condiciones
ekperiﬁenégles. Este procésc implica el incremento de los niveles

citosélicos de calcio, 1lo' cual conduce al dafio celular

irreversible y evgntualmente, a la muerte celular. Este mecanismo

puede resumirse de la siguiente forma:

ACTIVACION EXCESIVA DE LOS RECEPTORES PARA NMDA POR QUIN

|

INCREMENTO EN LA CONCENTRACION DE CALCIO CITOSOLICO
ACTIVACION DE PROCESOS PATOLQOGICOS POR EL CALCIO -

MUERTE CELULAR

Existen informes en los cuales se establece la relacién
entre la activacién de los receptores para NMDA por varios EAR y
el incremento en los niveles citoplésmicos del calcio en Sistema
Nervioso (163). La relacién entre la sobre-excitacién inducida
por el Acido quinolinico con incrementos citoplasmicos de calcio,
mediados por la excitacién de los receptores para NMDA también ha
sido descrita ampliamente (155,164,165). El1 papel del A4cido
quinolinico como agonista de los receptores para NMDA (132) y su

implicacién directa con el incremento en calcio intracelular
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'(155') répresént%.an uné al_g:erna}:ivé para: explicar las alteraciones
mqrfolbgicaé_'y ’b‘ioq\'xlmi}pas' -del modeio_ de la corea de Huntington,
"d:elsdi'it'as' co__h‘- anééripyfﬁéd '(1'66)".‘:Ei“l.1é:ch6 de que el ﬁaqnesio, el
{:ualr tiene ”un"'si\:'j.o-“in‘l'xibiddr en el receptor para NMDA, inhiba la
Vem;z&ada' de calcio al rcitosol mediada por el receptor, y prevenga
la n‘eurotoxicidad del glutamato y del quinolinato (167) sugilere
la participaci¢én de este mecanismo, en donde la. unién de
excitotoxina con receptor, sea el paso inicial de los procesos de

neurotoxicidad.

2.3, La peroxidacién de 14ipidos como posible mecanismo

neurotéxico del QUIN

Algunas evidencias experimentaleé hacen suponer que el Acido
quinolinico pueda promover la peroxidacion de’ lipidos por medio -
de 1la generacién de radicales libres. Entre estas evidencias se

encuentran las siguientes:

a) La implicacién del calcio en la promocién de estrés

oxidativo en Sistema Nervioso (168,169).

b) La evidencia de que otras neurotoxinas gque producen
modelos experimentales de méltiples enfermedades neurolégicas,
promueven procesos pro-oxidatives. Entre estas toxinas estan el
4&cido kafnico (170,171), la 6-hidroxidopamina (172), la MPTP y 1la
MPP+ (173). Asi mismo, el hecho de que otros agentes que son
antagonistas de 1los receptores para NMDA (preferencialmente

ketamina (174)), y varios blogueadores tipo B de canales de
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caléio;(verapamll, propanolol, diltiazem, atenolol,‘métoprolol 'S
flunarizina (175)) mediante la captura de radicalesV,hidfoxilo;

prevengan la peroxidacién de lipidos.

: %é) El reciente informe acerca de la existencia de un sitio
modulador redox de la respuesta de los receptores para NMDA
(175). Este sitio especifico del complejo receptor NMDA-canal de
calcio, es regulado por glutatién oxidado. Este resultado sugiere
que la peroxidacién de lipidos, en condiciones normales, podria
estar jugando un papel active en la regulacidén de 1los procesos
fisiolégicos asociados con la transduccién de la sefial mediada

por los receptores para NMDA.

d) La existencia de un componente generador de radicales
libres observado en estudios de activacién de los receptores para
NMDA por la aplicacién de glutamato, el cual induce disminucién
en los niveles de glutatién reducido (176), asi ccm& el hallazgo
de la generacién de superoxido durante actividad elec-
troconvulsiva en sinaptosomas relacionada a calcio (177,178),
puntualizan 1la importancia de los procesos excitotéxicos en 1la

generacién de lipoperoxidacién.

Estos resultados sugleren que el acideo quinolinico puede
promover el estrés oxidativo en el cuerpo estriado mediante la
‘apertura de canales de calcio en respuesta a la excitacién de los

receptores para NMDA.
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2.3.10 Radicales libres y la peroxidacién de lipidos

Un  radical libre puede definirse como una especie quimica
‘que "tiene uno 6 mAs electrones desapareados. Esta definicién
..-incluye a los Atomos de hidrégeno, muchos metales de transicién y

la molécula de oxigeno misma (179).

La formacién de radicales libres es un proceso que sucede
normalmente en los sistemas vivos. Se ha observado gque algunos
organelos como la mitocondria y los microsomas, generan.
espontaneamente superéxido (02.). Por su parte, tanto el fierro
(en su forma oxidada Fe3+) como el cobre (en su forma monovalente
Cu+) se encuentran normalmente en la dieta que consumimos. La
reduccién del fierro a su estado Fe2+ facilita su absorcién. La
ferritina, una proteina vital en la homeostasis del fierro,
parece funcionar en la prevencién de la acumulacién excesiva del
fierro 1libre,- entrando a la proteina en su forma oxidada, y
saliendo de ella en su forma reducida. Por su parte, el cobre
puede ser almacenado en la ceruloplasmina, proteina gque puede
catalizar la oxidacién de las poliaminas y 1los polifenolés,
reducir al oxigeno en agua y oxidar al fierro a su forma Fe3+.
adn cuando el fierrc y el cobre son asimilados por las células y
los organelos para desarrollar maltiples funciones fisiolégicas
(pinocitosis, para quelar citrato, ATP y GTP, incorporacién en
citocromos, funcionamiento de enzimas, etc.), generalmente no' se
encuentran en exceso, sino almacenados en sus respectivas

protedinas (179).
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©osi exisciera"ali;unfa des ‘en 16s niveles de alguno
de estos metales, nd es dificil imaginar la ~disponibilidad de

ambos en procesos de oxidacieér : si,e].ul?lzoz', el cobre y el fierro

estan disponibles in vivo,” ccjﬁ_o :se" ha'demostrado; - entonces los
radicales .OH, asi como el resfc 'sielloys:mencionados pueden llegar
a formarse. MAs adn, El fierro libre puede estar disponible en el
medio para la reaccidén de Fenéon, as!l como el cobre para
formar .OH a partir de H202 (179), de acuerdo’con la siguiente

reaccién (reaccién de Fenton):

Fe2+ + H202 =---=- Fel+ + .OH + OH-

Las sales de cobre pueden reaccionar con H202 para: :f"o"rniar

radicales .OH de la siguiente manera:
cut + H202 ~=---= Cu2+ + .OH + OH-

"Por otra parte, el papel téxico del radical shperéxido ha
sido ampliamente estudiado. La enzima superéxido dismutasa (SOD),
la cual remueve al radicél superédxido, es muy importante para 1la
- sobrevivencia de 1los animales bajo condiciones de incrementos
drdsticos en la concentracién de oxigeno. Dada la especificidad
de esta enzima sobre el superéxido como sustrato, se concluye que

este radical debe ser una especie téxica (179).

El interior de las membranas bjolégicas es hidrofébico, y el
oxigeno producido en este medio puede ser altamente dafiino

destruyendo fosfolipidos por ataque nucleofilico de los grupos
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carboniio,;de

&cidos"grégoéff
radicales hidroxilo'a partir de superéxido y Hzoz, juega un papel
- b&sico:" ]

H202 "+ 02~ ~==== 02 4+ OH~ + .OH

Este proceso, coﬁocidc como reaccién de Habber-Weiss, no
ocurre en condiciones fisiolégicas normales, en presencia de
concentraciones. bajas de oxigeno o de H202, pero se ha .demostrado
que esta reaccion puede ocurrir si es catalizada por metales de

transicién.

La iniciacién de la peroxidacién de lipidos en una membfana
o en Acidos grasos libres se debe al ataque de cualquier especie
que sea suficientemente reactiva para abstraer un atomo vde
hidrégeno, de acueroc con la siguiente serie de readciones. " Dado
que un Atomo de hidrégeno tiene sélo un electrén, éste busca
apareérse con uno del aAtomo de carbono. El radical carbén en 1los
acidos grasos poli-insaturados tiende a ser estabilizado por un
rearreglo molecular que produce dienos conjugados, los cuales
reaccionan répidamente con 02 para dar un hidroperoxi-radical.
Este extrae dtomos de hidrégeno de otras moléculas lipidicas y
as{ contintia la cadena de reacciones de lipoperoxidacién. E1
hidroperoxi-radical se combina con el Atomo de hidro§eno extraido
para dar un hidroperéxido lipidico (179):

Lipido~H + .OH =~=== Lipido. + H20

Lipido. + 02 ==~~- Lipido-02. (después del rearreglo molecular)
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con’.. in’ compuesto de Fe3+, un’ peroxi-radical:

‘formarse:

1ipido~02H + complejo-Fel+ —~~--=-1ipido-02. + H+ + complejo-Fe2+

Tanto el alkoxi-radical como el peroxi-radical estimulan 1la
cadena de reacciones de la peroxidacién de lipidos por
abstraccién posterior de 4tomos de hidrégeno (179,180).

Los organismos tienen varios mecanismos de defensa -

antioxidante. Entre ellos destacan principalmente dos (181):

a} Las enzimas antioxidantes tales como la superéxido
dismutasa (SOD, metaloenzima que cataliza la transformacién de
superéxido en peréxido de hidrégeno), catalasa -(enzima dque
cataliza la reduccisén de perédxide de hidrégeno en agua y
oxigena), la glutatién peroxidasa dependiente de selenio
{peroxidasa gque cataliéa la reduccién - de hidroperéxidos por
glutatién) y otras peroxidasas dependientes de gluﬁatiou (lacto y
mieloperoxidasas), asi como la metalotioneina dependiente de zinc

{enzima que protege los grupos sulhidrilos de otras enzimas de
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por radicales libres).

: ~"‘-b) : l'\t:'"ra‘p‘adorés de radicales libres y antioxidantes:
qlquf:ibn reducido (GSH, el cual actda en conjunto con 1las
'-qlutatién -ﬁransferasas, catalizando reacciones que involucran a
los radicales libres, por 1o que 1la cuantificacién de sus
hiveles, cuando descienden, o de los niveles incrementados de
VglutatiOn oxidado (GSSG) representa un buen {indice de la
' peroxidacién), el ascorbato (vitamina €, reduce a los radicales
libres y forma deshidroascorbato, por un mecanismo probablemente
relacionado a GSH), tocoferoles como el a-tocoferol (vitamina E,
que bloguea la cadena de reacciones oxidativas por selenio,
aceptando los electrones desapareados de los radicales), B~
caroteno (precursor de la vitamina A, reacciona directamente
sobre los radicales libres, inactivandolos sinergisticamente con
a-tocoferol), bilirrubina @ (derivada del catabolismo de

hemoprotelnas,' actda rompiendo la cadena oxidativa), entre otros.

Finalmente, el estrés oxidativo puede ser definide como un
estado en el cual, la exposicién a los radicales libres u otros
oxidantes, inducen a cambios en las funciones normales, o en 1la .

sobrevivencia misma de las células (182).

2.3.2. Efectos de la peroxidacién de 1lipidos en sistemas
bioclégicos

Los componentes celulares principales (proteinas, 1lipidos

membranales, Acidos nucléicos y matriz extracelular), tienen alto

63



. Sféﬁiléianina};aéifcohoflﬁ cisﬁihajy;iﬁ éié?e;na, por éﬁ cdﬁté;ido i
“ae 'azqfre?-:ﬂébgcialmenﬁe 108 'enlaces disulfuro  de ;los grupos
sulfhidrilo dé.algunas proielnas son ‘susceptibles a los radicaleé
‘libres (181).

Los enlaces insaturados de los lipidos membranales, como el
colesterol, asi como los acidos grasos, pueden reaccionar con
radicales 1libres y conducir a la peroxidacién de 1lipidos. Como
cada peréxido lipidico es un radical que puede reaccionar con mas
lipidos, 1la peroxidacién se vuelve autocatalitica vy puede
involucrar a otros organelos cercanos. La peroxidacibn de 1lipidos
altera la estructura y funcién de la membrana y puede producir la
entrada de iones calcio y otros. Adicionalmente se ha demostrado
que la peroxidacién es un mecanismo de alteracién de la afinidad
de 1la ATPasa de Na+ y K+ por estos iones. La peroxidacién est4
asociada con procesos de envejecimiento celular y esta
involucrada en neuropatologias como la hipoxia y 1la isquenia

cerebrales (181).

Dada la estructura compartamentalizada en el nacleo celular

de las moléculas de DNA y su estructura en forma de hélice, 1la
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._éup_ei-:i;:ie e’ _qontécﬁo ‘del DNA'con  los -radicales libres es

r'ninix;l L:ai ’prc;técciOn‘por' las histonas contra los dafios y un
eri_;iyer;t.e ‘mecﬁﬁiéﬁo‘:;ié reparacién confieren al DNA pocas
posibilidades" dé ser afectado por estos radicales. Sin embargo,
i se" ha® deﬁ\ost;rado recientemente que los componentes orgéAnicos
~individuales del DNA (bases paricas y pirimidinicas} son
sensibles a 1los radicales libres (183). E1 radical superéxido
est4 involucrado en el rompimiento de la doble hélice del DNA
(184). En cada cadena separada del DNA, otros radicales 1libres
pueden estar actuando, modificando las bases de los Acidos
nucléicos y de las cadenas azdcares-fosfato, resultando en una
expresién genética aberrante que conduce a la muerte celular
(185).

El sistema nervioso es especialmente susceptible a 1la
peroxidacién debido a: 1) la riqueza de las membranas de este
tejido en cadenas de Acidos grasos poli-insaturados, 2) la pobre
actividaa de la catalasa y la moderada concentracién de
superéxido dismutasa y la glutatién peroxidasa en cerebro, y 3)
el alto contenido de fierro en algunas regiones cerebrales,
preferencialmente en ganglios basales, siendo este un ién
necesario para procesos como la unién de neurotransmisores a sus

receptores (186).

Toda esta gama de acciones a nivel molecular, confieren a
los radicales libres una gran capacidad para producir severas

alteraciones en diversas enfermedades, entre ellas destaca su
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: agentes etiolégicos en hipoxiaf"i‘qu
& enfermedad _de 'Parkinson, enfermedad de Alzhéimer; ;ﬁtr;;is
s hcef, edema cerebral, enfermedadés convﬁlsiQas,
‘ﬁvejecimiento celular, etc. (179,1Bi,1és)1;lné

“1ipidos es un mecanismo involucrado 'en” la®

idea del potencial neurotéxice que

representa la’

.. El calcio y los eventos pro-oxidantes

El calcio parece jugar un papel importante en la 1liberacién
&e radicales del oxigeno en muchas de las vias que han sido
prnéuestas como predominantes para la produccién de radicales en
el cerebro. La entrada de calcio al citoseol, asi como su.
promocién por un ionéforo de calcio y la activacién de protein-
cinasa C, tienen efectos sinergisticos en 1la liberaciOn de
superédxido de las células endoteliales (188). Durante la
isquemia, hay incrementos considerables de calcio intracelular
que activa fosfolipasas y libera Acidos grasos libres como el
Acido araquidénico, el cual es metabolizado mediante la 1lipo-~
oxigenasa y la ciclo-oxigenasa, con la consecuente produccidén de
radicales libres y prostancides vasoconstrictores.
Adicionalnente, el calcio puede activar la proteasa calpaina, 1la
cual modifica una cadena peptidica de la xantina deshidrogenasa y
la convierte en xantina oxidasa en 1los vasos sanguineos

cerebrales del endotelio. Un incremento en la actividad de 1la
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xantina ‘oxidasa:’ puede  puede ~contribuir a 1la generacisn de

rédidaies 1ihres (189), como resultado del incremento en el

“metal is vlé_via de la xantina al 4cido érico.

;algrmenos: dos  mecanismos de activacién de 1los
'ifadicalés  1ibfes a partir de los leucocitos. Uno de ellos es un
”yecanismo dependiente de calcio y el otro no. En el endotelio, la
,Egntrada de calcio, asi como la promocién del iondforo de caleio
-.en la "activacién de 1la protein-cinasa ¢C, tienen efectos
sinergisticos en la l}beracién de superéxido de los neutréfilos.
De esta forma, existe una produccién de radicales 1libres del
oxigeno que es dependiente de calcio. A pesar de este
conocimiento, el mecanismo por medio del cual la estimulacién de
los ‘leucocitos por componentes complementarios y mediada por el
calcio, se producen radicales libres después de isquemia

cerebral, no se conoce con precisién (188).

Muchas de estas alteraciones ocurren por lipélisis y dafio
mitocondrial. Asi{ pues, 1la relacién entre 1los estados de
excitotoxicidad y produccién de radicales 1libres puede ser
bidireccional: los radicales 1libres pueden potencialmente
favorecer a la liberacién excesiva de amino&cidos excitadores vy,
por otra parte, la liberacién de EAA favorece la generacién de
radicales libres. La alteracién de 1la cadena respiratoria
mitocondrial, mediada por calcio, puede incrementar las tasas de
produccién de radicales libres (18%). De manera inversa, el dafio

mitocondrial iniciado por radicales libres puede disminuir 1la
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ependientes de energia, y

membrana plasmatica

iiLa evidencia'de que. blogueadore; e canaléé'dé calcio tipo B

puedén inhibir ila peroxidacion d 11pidcs,ﬁ atrapando radicales

hidroxilo, sugiere an mecanismo de toxicidad del calcio implicado

en la produccién de dichos radicales (190), sin embargo, el hecho
de que exista evidencia referente g la formacion de un complejo
interactivo entre calcio y el radical superéxido, promotor de
peroxidacién, también sugiere una implicacién de dicho radical en

los procesos toxicos promovidos por el calcio (168).

Finalmente, el hecho de que el calcio se acumule en las‘
terminales sindpticas como resultado del incremento en la edad,
sugiere que este ién pueda estar implicado el la generacién de
procesos oxidativos tendientes al envejecimiento célular (169) .
La serie de eventos relacionados a la peroxidacién que son

mediados por el calcioc, est&n representados en la Figura 4.

El creciente interés por el estudio del éxido nitrico (NO)
en su participacién en procesos de neurotoxicidad mediados por la
activacién de 1los receptores para NMDA, la entrada de iones
calcio al citoscl y el incremento en GMPc, representan una
explicacién adicional de estos procesos téxicos (191), aunque la
falta de estudios sobre estos procesos dependientes de calcio, no

permiten hacer afirmaciones contundentes.
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{teratura sélo existen dos reportes  acerca de la
re acion' entre. el Acido quinolinico y el estrés

primero es un estudio acerca del efecto protector

e un agente antiperoxidantze, el idebon, sobre la neurotoxicidad

de ’dit‘erentes'aminoAcidos excitadores: el 4cido kainico, el

ks quiscu&lico Y- el quinollnico. El grado de proteccién fué determi-

riad

; por analisis cuantitativos neuroquimico e histoquimico del

e cuerpo estriado, asi como por la respuesta rotacional a la admin-

15tracibn s.c. de' apomorfina una semana degspués de la inyecccién

'ilat ral de las diferentes neurotoxinas. Por los tres criteri-

Q8 el’tl:jat:amiento con idebon proteje significativamente contra
] al cién neurotéxica del Acido kainico y del quiscudlico, pero
'ho’ éontré»el quinolinico (192). En otros estudios, el idebon fueé
'etectiva contra la neurotoxicidad del &cido kainico en cultivos
de células cerebelosas, en una amplia gama de condiciones experi-
rmentales, reduciendo los niveles de radicales libres y actuando

como atrapador de los mismos (193).

En un segundo estudio (194), sin embargo, se informa que el
Acido quinolinico es un promotor de la peroxidacién de lipidos in
vitro. El 4cido quinolinico promovié la formacién de TBARS (un
indice de la peroxidacién de 1lipidos) a diferentes

concentraciones y tiempos de incubacién del tejido en presencia
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@e 1a £§xiné.
.. Este vltimo estudio establece las bases para la realizacién
" del presente trabajo, que tiene como objetivo caracterizar los
eventos. oxidativos in vivo, inducidos por la sobre-activacién
) sele&tiva de los receptores para NMDA por esta neurotox!na
~‘endégena - (194) .

2.4. Evaluacién de la peroxidacién de lipidos

Existe un gran namero de técnicas para evaluar la tasa de
peroxidacién de las membranas 1lipidicas. Cada técnica mide
indices diferentes y no existe un sélo métedo que por si soélo sea

totalmente confiable para tal efecto (195).

La oxidacién de los lipidos puede ser medida a diferentes
. niveles: a) pérdida de Acidos grasos insaturados, b) medicién de
los productos primarios de la peroxidacién y c) la evaluacién de-

carbonilos secundarios y gases de hidrocarburos (162).

La composicién quimica de los productos terminales de la
peroxidacién depende de la composicién de los Acidos grasos del
sustrato lipidico analizado y de los metales presentes. Los iones
cobre y fierro generan diferentes productos terminales. Los iones
cobre son buenos estimuladores de la peroxidacien en
lipoproteinas de baja densidad, pero no en microsomas, por lo que
la evaluacién de la peroxidacién por un sélo método puede dar
resultados subjetivos (162). Las sales de cobre que descomponen

eficientemente los peréxidos, generan bajas concentraciones de
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perbxidos detectables, perorralt&;sr i Les~ de carbonilos,, los

cuales n ' moléculas que

tes (162)

2:4.1. E) ensayo del. Acido‘tinbarbitdrico E(TBA)

El‘ ensayo dal TBA - es uno de :1os mAS4 antiguos y mas
'f}ecuentementa usados para la evaluacidén:-de. la peroxidacién de
7 los Acidoes grasos, en membranas y prod;.xctos alimenticios. Es -un
métode sencillo y puede ser aplicade a sistemas biolégicos en
fresco (195). Un cromégeno es formado por la reaccién de una
molécula de malondialdehido (MDA) con dos moléculas de TBA.
Algunos otros aldehidos formados en sistemas 1lipoperoxidantes
pueden generaxr diferentés cromégenos con el TBA, tales como
biliverdina, glioxal, furfuraldehido y etanal + sacarosa, los
cuales también pueden ser detectados a una absorbancia de 532 nm

(162). El cox;\plejo {TBA) 2-MDA puede ser separado deA estas otros
cromégenos por cromatografia de liguidos de alta resolucién
{CLAR) (196). Algo del MDA detectado por esta prueba se forma
durante el proceso de la peroxidacién por si sélo, perc una gran
cantidad se genera por 1la descomposicién de los peréxidos
lipidicos durante la etapa de incubacién acida de 1la prueba
(proceso acelerado por- la presencia de los iones metalicos
presentes en el TBA, en los 4cidos y en las sustancias a probar).
Sin embargo, la reciente correcién de este método por la
aplicacién de hidroxitolueno butilado (BHT, un antiperoxidante
gue bloquea la degradacién de los hidropersxidos lipidicos) y de
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desfefrioxamina “(DFO, un inhibidor de la formacién de productos
..de ~la peroxidacién catalizados por fierro)- a los sistemas
biolégicos a evaluar antes de su incubacién con TBA (197), Lle
confiere a esta prueba una mayor confiabilidad. Dado que el
ensayo del TBA no mide sdlamente los niveles de MDA, el término

TBARS (sustancias reactivas al TBA) es mas adecuado.

2.4.2, El ensayo de los productos lipidicos fluorescentes de la

peroxidacién

Los pigmentos fluorescentes parcialmente derivados de los
lipidos se acumulan en los tejidos en funcién de la edad (195).
Estas sustancias también llamadas "pigmentos de la edad" son
complejos de productos de 1la oxidacién de los 1lipidos con
proteinas, La reaccién de los compuestos carbonilos, tales como
el malondialdehido, con proteinas de cadenas laterales de grupos
amino, aminodcidos libres ¢ con bases de A4cidos nucleéicos,

producen sustancias conocidas como bases de Schiff (195).

El malondialdehido, con dos grupos carbonilo, puede
reaccionar con dos compuestos amino para producir moléculas
fluorescentes cuya férmula general es R1~-N=CH-CH=CH-NH-R2, donde
Rl y R2 son los compuestos unidos a los grupos amino. Estos
productos, llamados bases de Schiff-aminoiminopropeno, son
precursores de los pigmentos de la edad. Dichas bases de Schiff
pueden ser f&cilmente extraidas de los sistemas biolégicos para

su andlisis (195). La fluorescencia es un método altamente
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sensible para evaluar la peroxidacién y correlacionarla con 1los
otros métodos, adn cuando representa una forma de medicién de los
procesos oxidativos de las dltimas etapas., La longitud de onda
exacta a la cual los productos fluorescen depende de ° la
naturaleza de las cadenas laterales Rl y R2 (195). La
fosfatidiletanolamina y la cercanamente relacionada
fosfatidilserina, tienen ambas grupos amino 1libres y pueden
reaccionar con los carbonilos para dar productos fluorescentes

(195) .

Una propicdad coman de los aldehidos es su capacidad de
polimerizacién, uniéndose varias moléculas para formar una de
mayor tamafio, lo cual puede ocurrir con el malondialdehido,
siendo sus productos poliméricos fluorescentes. La auto-oxidacién
de los 4cidos grasos poli-insaturados pueden desarrollar
fluorescencia, aun cuando no existan grupos amino cercanos, 1lo
cual puede deberse a los polimerocs del malondialdehido y otros
aldehidos (195). Los productos lipidicos de 1la peroxidacién
pueden ser obtenidos por solubilizacién en una fase de
cloroformo-metanol. Productos como la lipofuscina, 1l-amino-3-
iminopropeno (base fluorescente de Schiff) y otros croméforos
fluorescentes, pueden ser detectados a longitudes de onda

similares (370 nm de excitacién y 430 nm de emisién) (198).
2.4.3. Otros métodos de evaluacién

De la gran variedad de métodos para medir 1la tasa de
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'peroxidacion en sistemas biolégicos, algunos son mAs adecuados
para los experimentos in vitro, dependiendo de 1los productos
terminales de la peroxidacién y del mecanismo por medio del cual

‘se induzca. Explicar y detallar cada uno de ellos seria motivo
para un trabajo ma&s extenso, por lo que acontinuacién se hace una
mencién general de los métodos maAs empleados, los productos dque

miden y, a grandes razgos, como se realizan (162):

a) AnAlisis de los Acidos grasos por cromatografia de gases
o -cromatografta e liquidos: evalda la pérdida de &cidos grasos
insaturados, ' empleada para evaluar la lipoperoxidacién inducida

por metales..

‘5) ‘Electrodo de oxigeno: mide la captura de oxigeno por
radicéles de  estructura de carbén centrado durante las

. reacciones de descomposicién del peréxido, no es muy sensible y
se usa in vitro cuando hay interferencia espectrofotométrica o

por agentes téxicos.

c) Degradacién de perdxidos separados previamente por CLAR:
evalta peréxidos lipidicos, se emplea bajo la base de que muchas
proteinas descomponen los peréxidos lipidicos y forman productos

inmediatos.

d) Glutatién peroxidasa (GSPasa): mide peréxidos 1lipidicos,
se emplea dado que la GSPasa reacciona con H202 e hidroperéxido,
oxidando glutatién reducido (GSH) a glutatién oxidado (GSSG). Es

un método adecuado y sensible para experimentos in vive.
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je) Niveles de GsH y GSSG por tecnicas cromatogradficas: es un
»buen indice de daﬁo 1nducido por radicales libres in vive cuando

se observa disminucién ‘en GSH 6 aumento en GSSG.

- ff) Ciclo—oxigenasa: evalda perédxidos 1lipidicos pues 1la
‘estimilacién de la actividad de esta enzima sirve para medir las
',cdncentraciones de perdxidos en fluidos biolégicos,

cérrélacionandolas con sus efectos biolégicos. Es muy sensible.

‘g) Gases de hidrocarburos: mide pentano y etano que se
forman durante la descomposicién de peréxidos lipidicos mediante
cromatografia de gases. Es adecuada para la evaluacién en

experimentos in vivo.

h) Conjugacidén de dienos: mide estructuras de dienos
conjugados por oxidacién de Acidos grasos insaturados acompafiada
de un incremeﬁto en la absorbancia a la luz UV, pero requiere’
técnicas de separacién o de extracecién para su empleo en sistemas

biolégicos.

Otras técnicas no mencionadas, pueden representar
estrategias considerables en la evaluacién de la peroxidacién de
lipidos y en el monitoreo de sus productos. Para su seleccién,
debe considerarse que es- lo que se desea evaluar y como sSe genera
la peroxidacién. Siempre es recomendable el empleo de dos & més
técnicas de evaluacién simultaneas para la mejor caracterizacién

de los eventos pro-oxidantes (195).
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-2.5." Relacién entre la peroxidaéién de 1lipidos 'y la cdrgaV‘d§~.;_
Huntington ’ i ; ’ A

‘Hasta el momento no existen evidencias directas de’ estrés
oxidativo en el sistema nervioso de enfermos con corea ide
Huntington, siendo ésta, un 4rea de investigacién inaxploraaa.
Sin embarge, en otras enfermedades neurolégicas (Parkinsan,
Alzheimer, Wilson, isquemia, edema, epilepsias, esquizofrenia,
envejecimiento celular, traumatismo, etc), ha sido caracterizada
una participacién activa de los procesos oxidatives originados

por los radicales libres (181,186).

Deben ser considerados tres reportes indirectos aislados,
que vinculan las alteraciones observadas en la corea de

Huntington con los eventos peroxidativos, deben ser considerados:

a) E1l incremento en lipopigmentos, tales como la
lipofuscina, en cerebros de pacientes con corea de Huntington
postmortem (21), pueden ser relacionados con la degradacién de
los 1lipidos insaturados celulares y al envejecimiento neuronal.
La 1lipofuscina, como otros lipopigmentos fluorescentes, es un,
compuesto que se acumula en una gran variedad de tejidos (199),
en respuesta a procesos de envejecimiento celular, y est4
relacionada a procesos de degradacién peroxidativa de los lipidos

intracelulares (200,201,202,203).

b) En un estudio reciente (37), se observaron alteraciones

en los niveles de fierro y cobre en ganglios basales de cerebros
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de enfermos con corea de Huntington postmor em.

El ipcremento'en cobre ppéde

como en la enfermedad de Wilson
en  forma de sales, reacciona con al

formar . radicales - hidroxilo (1;,,9) , :

vivo.

"'c) se ha demostrado” que 1a

aminoAcidos excitadores (4cido quinoliﬁico, kaiﬁiq@ 'ipoﬁ:éﬁico vy
quiscualico} en diferentes regi.ones de los gangli'c;é' ,yl'::aﬁsz;les‘ de
ratas -inducen a una acumulacién significativa en los niveleé de
fierro (evaluados por ltecnicas histogquimicas) (206}, mediada,
presumiblemente, por su liberacién en condiciones fisiolégicas,
desde las‘ células GABAérgicas (207). Este hallazgo es mas
interesante cuando se considera la evidencia existente del papel
del fierro como agente pro-convulsivante y epile.ptogénico en
condiciones experimenﬁales {208) y asociado epilepsia post-
traumdtica (209), en la cual se ha detectado un notable
incremento de este metal. El1 fierro es liberado por la
hemoglobina y 1la transferrina en hemorragias cerebrales Y
formacién de hematomas (209), induciendo a la creacién de focos
eplilépticos e implicando su participacién en la generacién de
eventos de excitotoxicidad como resultado de 1las alteraciones

celulares que produce.

Lo anterior sugiere un papel activo de los radicales 1libres
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y de "los eventos oxidatiyo_s en: las: élteracionesj paéoléqicas'

observadas en la coreia” de Hun_tingt'qn.;
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' 3.078°3 E:TIV O S

- .EVALUAR EL POSIBLE EFECTO PROMOTOR DE LA PEROXIDACION DE

LIPIDOS INDUCIDO POR LA ADMINISTRACION 1IN VIVO DE ACIDO

QUINOLINICO (QUIN) EN EL CUERPO ESTRIADC DE TK RATA, COMO

MECANISMO DE DARO NEURONAL EN UN MODELO DE LA COREA DE
HUNTINGTON.

- ESTUDIAR EL CURSO TEMPORAL DEL EFECTO LIPOPEROXIDATIVO DEL
ACIDO QUINOLINICO IN VIVO EN EL CUERPO ESTRIADO DE LA RATA.

- ANALIZAR LA DOSIS DEPENDENCIA DEL EFECTC LIPOPEROXIDATIVO DEL
ACIDO QUINOLINICO IN VIVO EN EL CUERPO ESTRIADOC DE RATA.

- EVALUAR LA POSIBLE PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES PARA

AMINOACIDOS EXCITADORES SUBTIPO NMDA, COMO MEDIADORES EN EL

PROCESO DE LA PEROXIDACION DE LIPIDOS IN VIVO INDUCIDA POR ACIDO
QUINOLINICO.

- COMPARAR EL EFECTO DEL ACIDO QUINOLINICO EN LA PEROXIDACION DE
LIPIDOS CON EL EFECTO PRODUCIDO POR OTROS AGENTES EXCITOTOXICOS.
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4. HIPOTESTIS

- El A4cido ?uinnlinico debe ser un agente promotor de la
peroxidacién - de 1{pidos, generador de radicales libres y de un
consecuente estrés oxidativo en cuerpo estriado de rata, en
experimentos in vivo, por la mediacién de gl)rocesos excitotéxicos
producidos sobre los receptores para N-Metil-D-Aspartato (NMDA).

- Se espera que los tiempos a los cuales la peroxidacién de
lipidos sea maxima, después de la administracién de QUIN, deben
oscilar entre 60 y 120 minutos, lo que permitiria establecer a la
peroxidacién como un proceso téxico adicional a 1la potencia
excitadora del QUIN y no solamente un proceso que fuese el
resultado de la muerte celular después de tiempos largos de
exposicién a la toxina.

- De acuerdo a reportes Erevios {(210,211), se espera que los
niveles de peroxidacién de lipidos monitoreados en este trabajo
guarden una relacién farmacolégica directamente proporcional a la
concentracidn de la toxina (QUIN) administrada, siendo mayores a
megigad que se incrementa la concentracién del QUIN en el cuerpo
estriado.

- La manipulacién farmacolégica de los receptores para NMDA
mediante 1la administracién de un antagonista especifico debe
tener un efecto directo sobre 1los niveles de peroxidacién
monitoreados. Es de esperarse el bloqueo parcial o total de dicho
efecto téxico sobre la neurona, en presencia del QUIN.

8O



'5.1. MATERIALES
"5.1.1. Animale

‘para :céébé“ibs, sayos “se éﬁplearoh'fataé macho . de la’cepa
Wistat, con un peso éhtfé'156-17o'g., con una dieta ‘‘estandar - a
base ' de Purina y agua disponible ad libitum, con.ciclos dei‘luzQV
obscuridad de 12 horas, a temperatura ambiente.. Los  animales
fueron proporcionados por el bioterio del I.N.N.yN. y mantenidos

en cajas transparentes en grupos de 5,

5.1.2. Reactivos
Todos 1los reactivos empleados fueron obtenides de marcas
comerciales. En la preparacién de las soluciones se empled agua
desionizada obtenida de un purificador (Milli R/Q System,
Millipore). Las soluciones fueron preparadas en frio, en

agitadores magnéticos, y preservadas en refrigeracién, protegidas
de la luz,

Se prepararon soluciones stock de Acido Quinoliniceo (QUIN,
120, 240 y 480 mM), Acido Kainico (KA, 100 mM) y Sulfato Ferroso
(FeSO4, 100 mM) obtenidos de SIGMA, as{ como de dizolcipina (MK-
801, 1.5 mg/ml) obtenida de RBI. Tanto el QUIN como el KA fueron
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disﬁ_éltos ver; hn?‘ solucién 0.1 M de fosfatos (potasio - dihidrégeno

%_‘ de NaCl, y llevados a un pHde 7.4 con una
vﬁ ‘de’:NaOH (MERCK). Esta misma solucién de NaCl 'y
csfatos, al mismo pH (sol. - SBF, salina-buffer de

sirvié como solucién control ‘en 1a microinyeccién

1ntraestriatal .Bajo estas condiciones, dichas soluciones tienen

una duracibn ~aprox1mada de 2 semanas. La solucién de " Sulfato

.'agua fué preparada "en fresco' justo ‘antes de ser

utilizada en cada ensayo.

Para la evaluacién de la peroxidacién de 1lipidos por el
ensayo del Acido Tiobarbitdrico, el stock de TCA-TBA-HCl se
prepard de acuerdo a las indicaciones de Wilbur, K.M. Y
colaboradores (213), como sigue: 16 3 p/v de Acido
Tricloroacético (TCA) obtenido de MERCK, 0.5 % p/v de Acido
Tiobarbitdrico (TBA) de SIGMA, y 0.25 N de Acido Clorhidrico
(HCl) de MERCK'. La solucién es calentada durante 5-10 minutos con
agitacién magnética para favorecer la disolucién de los
reactivos. Posteriormente, se deja reposar hasta que enfrie. En
estas condiciones, el reactivo tiene una duracién media de 8

dias.

Adicionalmente, se preparé una solucién de desferrioxamina
(DFO, 1.5 mM en agua, SIGMA), as! como una solucién de
hidroxitolueno butilado (BHT, 3.75 % p/v en etanol-agua 50-50 §,

SIGMA); ambas con una duracién de 15 dias.

Los reactivos para la determinacién de proteinas por el
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método de Lowry, 0 H. y colaboradores (214) -a)” Soluciénv‘

de Alb¥dmina de Bov;no (250 ug/ml) de SIGMA, con duracién media de

una semana, b)

2 % en NaOH

(SIGMA) dlluido 151 (v/v) y preparado Yen fresco“

Para 1la evaluacién de los productos fluorescentes de la
peroxidacién de acuerdo con la técnica empleada por Triggs, J.W.
Yy Willmore J.L. (198), se prepard una mezcla "en fresco" de
cloroformo-metanocl en proporcién 2:1 (ambos reactivos obtenidos
de Baker }‘\nalyzed) . Adicionalmente, se prepard una solucién stock
de 0.1 ug/ml de Quinina (MERCK) como estandar de fluorescencia,
en 100 ml de una solucién acuosa previamente preparada de Acido
Sulfdrico (H2S504, 0.05 M) de MERCK. Este estAndar tiene una

duracién aproximada de 5 dlas.

Para los ensayos de evaluacién de la conducta de acuerdo con
el método empleado por Norman, B. y colaboradores (212), se
prepard una solucién de Apomorfina (SIGMA, 15 mg/100 ml) en agua,

cuya duracién aproximada en refrigeracién es de 2 semanas.
5.2. METODOS
5.2.1. Administracion estereotaxica de acido quinolinico

Los animales se inyectaron intraperitonealmente una hora
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antes . de: la micfoinﬁeégibprqqn spiﬁcibh salina (Nacl 0.9 %, 1
ml/kg) .o -bien, con ﬂk-adi'?(26; m§/k§y{ b4 pdsteriormente se
; anestesiarcn 15 minutos anfes: qa} proceso -~ quirdargico con
Tpéﬁtobarbical ‘sodiéo_(so mg/kg, i.p.) 'y fueron colocados en un
“aparato ‘estereotAxico estandar. La piel sobre 1la cabeza del
animal fué separada y el créneo expuesto. Posteriormente, se hizo
una incisien de aproximadamente 0.5 mm de didmetro, 0.5 wmm
anterior y 2.6 mm lateral al bregma (coordenadas de acuerdo al
atlas estereotaxico de Paxinos, G. y Watson, C. (215)). ULa
microjeringa fué introducida a 4.5 mm de profundidad de la dura
(215) para realizar la microinyeccién en la regién del caudado-—
putamen del cuerpo estriado derecho. Este sistema es
esquematizado en la Figura 5. Una vez que la jeringa estuvo en
dicha regién, se procedié a la microinyeccién de 1 ul de 1la
solucién SBF, o del Acido quinolinico (120 nmol/ul, 240 nmol/ul o
480 nmol/ul) o bien, de los diferentes fArmacos empleados como
referencia (Acido kainico 100 nmol/ul o FeSO4 100 nmol/ul). La
administracién se realizé en un periodo de dos minutos Yy
posteriormente, se esperd otros dos minutos para su adecuada
difusién en el tejido. La herida sobre la cabeza fué suturada y
una vez cerrada, recibié una administracién superficial de
Garamicina. El animal fué colocado entonces en una caja

individual para su recuperacién con una fuente de calor.
5.2.2. Diseccién y obtencién de estriados a tiempos variables

A tiempos variables después de la administracién del Aacido
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FIG.5

Sistema de Microinveccién: .a) micrémetro
‘estereotixica; c) microjeringa. de 10 al3:d
‘de- microjeringa;  e) . barra estereotdxicaji;
‘estereotidxico. : TR A




q'uinolinico, Ac’idoi k'a!.nijcp' X FeS{o;f{lS,‘r 30, 60 o 120 minutos, 24
"horas o 7 dlas), los vavnrilh;\‘ies:i fuéﬁoathec&éitadcs y sus estriados
inmediatamente disecadés; Vi'o}:_at:ekn’iendvo el cuerpo estriado del
hemisferio derecho (estr‘iado i'n'vy'vezv:tado). Este procedimiento fue
realizado en el menor éiémpé: p’gisjlblAé (2-3 ‘minutos) sobre hielo.
Los estriados fueron pesados'y pomogeﬁirzados en 1 ml  (para- los
ensayos de peroxidacién por él reactivo del &cido tiobarbitdrico)

o en 3 ml (para 1los ensr'ayosvr de -los pfoductos lipidicos

fluorescentes) de solucion salina (Nacl 0.9%) :'durante 30

segundos.
5.2.3. El ensayo del acido tiobarbitarico (TBA)

A partir de 1 ml del homogenado, se tomaron dos alicuotas de
0.25 ml colectadas en tubos de plastico con capacidad para 1 ml y
mantenidas en hielo. La alicuota restante de 0.5 ml fué
almacenada Y. preservada en congelacién para la posterior
evaluacién del contenido de proteinas. Dos tubos adicionales, con
un contenido de 0.25 ml de agua desionizada cada uno, son
destinados como tubos-blanco o testigos experimentales de
peroxidacién. A cada alicuota le fué afadido un volumen de 10 ul
de BHT + 10 ul de DFO (para los ensayos de peroxidacién por la
técnica corregida empleada por Braughler, M.J. Yy colaboradores
(197)) o bien, 20 ul de etanol-H20 (50-50 %) + 20 ul de H20, Las
alicuotas fueron agitadas suavemente para posteriormente recibir
cada una un voldmen de 0.5 ml de la solucién stock de TCA(16

%) -TBA(0.5 %)-HC1(0.25 N). Los tubos fueron sellados y sometidos
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Beckman DU-67

'descontada

estos datos es posible, mediante 1nterpolacibn sobre \ma curva e

esc.Andar construida por’ oxidacion periadica - de’ concenttaciones.' S

conocidas de 2-desoxi-D-ribosa (descrita por Waravdekar, vis.” Yy
Saslaw, L.D. {(216)), obtener la concentracién de Malondialdehido
{MDA), expresada en nmoles de TBARS/ml de muestra producida en
cada condicién experimental. La representacién grafica de este

procedimiento puede observarse en la Figura 6A.

El contenido de protelnas se analizé por el método de Lowry,
0.H. y colaboradores (214) de la siguiente manera: las alicuotas
fueron descongeladas y un volémen de 50 ul de cada una de éstas
fué llevado a 1000 ul con agua desionizada (dilucién 1:20). A 400
ul . de cada dilucién se afadieron 2 ml de la mezcla de 49 ml de
NWa2€03 al 2 % en NaOH 0.1 N + 0.5 ml de tartrato de Na y K al 2 %
+ 0.5 ml de CuSO4 al 1 %. Cada muestra, analizada por duplicado,
fue agicada durante 5 sequndos y puesta en reposo. Diez minutos

después, 'se agregé a cada tubo 0.2 ml del reactivo de Folin-Fenol
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LAS SUSTANCIAS REACTIVAS AL TBA

(TBARS)

Ratas Wistar g9 (150-200 g1]

'llnyaccmn t.p. de pent.uhnrb)talJ

sédico (50 mg/Kg)
T

Microinyeccion
(i.e.) de s0].
|rol/pl) o FeSO4

intraestriatal
SBF. QUIN (240

(100 rmol/ul}

'
Decapitacion de

60 y 120 min..

a distintes tiempos (15. 0.

dias) y diseccion de estriadcs
1nyectados

los animles

24 harasy 7

1 ml de sol.

i
Hooogenado de c/eatriado en
salina (0.9 %
de NaCl)

Kolecta de 2 alicuotas de 0.25
Bl por puestra + 2 tubos
testigos tratados en paralelo

Preservacien

IColecta de 1 alicuota de 0.5
al par msegtra

Mdicion de 10 ul de H20 +

pl de EtCH-H20 (1:1) o adicion

e 10 sl de BHT 3.75 % en EXCH

S0 & + 10 ul de DFO en H20 por|
muestra

[Preservacién elacion)
en hielo]
[D lacién gradual 6 dias
10| despues de la colecta
Dilucion de la muestra 1:20

{50 p1 del hcnagenado + 950 pl

T
Adici1on de 0.5 nl del stock de
TBA 0.5 % +TCA 16% + HCl
0.23 N y agitacién durante 5|

de ncubacion a
durante 25 minutos
T

Bano 1ococl

Colecta de 2 alicuotas de
400 pl

Adicicn de 2 al per alicuots
de la mezcla de 49 ml de
Na2003 al 2 & en HaCH 0.1 N 4
0.5 ml de Tartratoda Nay K
al 2 % +0.5m] de CuSO4 1 %

[Reposo en hiel? durante 5 min.]
{Ccm_ntugac)cn de las nuscrasl

a 15,000 r.p.n. durante 15
minutos a SoC
F

[Registro de la abecrbancia de

lcada muestra por duplicado por

espectrofotcostria de luz
vls)blf a S32 rm

lecta de sohnmdmta de
las muestras
T

[CAlculo de la concentracion de

estandar
periodica de 2-desoxi-D-ribosa

Agitacion durante 5

segurdos y
repcec durante 10 airutos

(Adicion de

T
200 pl de reactivo
de  Folin-Fenol 50

cada

al % 2

T

Agitacicn durante 5 segundos y|

repaoso  durante 30 ainutoe
T

[Registro de la abearbancia de

c/muestra  pee duplicado por

ctrofotcoetria de luz
visible a 550 rm

T
Calculo de la concentracidn de
froteinas par ol de muestra

[por comparacion contra una
curva

estandar de alhwmina
corrida en alelo

en_nmoles de

Calculo de la concentracién de MDA
en relacion a la concentracion de
proteinas. anres)on de resultadce

de telna




1 (VS"riliy del f'l_.reaqt:ivo'

las muestras.

fdé:oﬁ'
agicadas durante,u

absorbancia - del”’

evaluada 'en 'el -VLsxbla é':ﬁna»

longitud de | onda f concentracién.. de

proteinas = de’’ la s’ Qélotéé' de

absorbancia, .se “inte s valores sobre. una curva estdndar

albumina de

construida medianﬁe 's'conocidas dé

bovino.

5.2.4. El ansayo evaluacién .de productos rlipldicosv

fluorescentes de la peroxidacién

Para este ensayo, a partir de.3 ml del homogenado de tejido

de 'cada muestra, se tomaron dos alicuotas de 1 ml cada una,
colectadas en tubos de vidrio, adicionandoles 4 ml de la  mezcla
de cloroformo-metanol (2:1). Posteriormente, los tubos fueron
agitados durante 5 segqundos en Vortex y puestos en reposo sobre
hielo, protegidos de la luz por 30 minutos. Al término de los 30
ninutos de reposo de las muestras, la fase superijor de cada tubo
fué succionada mediante una bomba de vacio, cuidando de no
mezclar las fases nuevamente. Una vez limpia la fase
cloroférmica, se extrajo 1 ml de la muestra de cada tubo, se
deposité en una celda de vidrio afiadiéndole 100 ul de metanol, vy
se agité suavemente por 5 sequndos. Inmediatamente después, la

seflal fluorescente de la muestra fué registrada por duplicado, en
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: r Mg’?-#}n,
a‘7longitud ‘de onda‘de-excitacién de;"" 370
o nm y,"‘ Galibrado: a 14. hnidadés de
lucién estandar de 0.1 ug de qﬁin;kna/ml

Fina‘l‘mente, ise midio la‘ altura. (en mm) -de - los = picos

; 7._.(;¢_3_ﬁva'1j_ 4dei 'flu;iéscencia) registrados por el graficador, se
: Jr:re'ial'iv'zbb .la ‘correccién de las unidades de fluorescencia (mm de
aylrt;urr;a"de la seflal) por gramo de tejido previamente pesado y los
resultados se expresaron como unidades de fluorescencia/gramo de
tejido héamedo/ml de extracto. Este procedimiento se encuentra

representado grdficamente en la Figura 6B.

5.2.5. Evaluacién conductual de la toxicidad del QUIN por 1la

técnica de administracién de apomorfina

Las ratas empleadas para esta parte experimental fueron
administradas -i.p. con solucién salina (Nacl 0.9 %, 1 ml/kg) o
MK~-801 (10 mg/kg) una hora antes de la microinyeccién de QUIN o
de 1la solucién SBF, como ya se describié con anterioridad. ILa
conducta de giro o rotacién en estos animales fué evaluada 6 dias
después de la administracién de la toxina como una forma de
verificar la existencia de una lesién en el cuerpo estriado por
la accién del QUIN, as!{ como de la capacidad del MK-801 para
prevenir los dafios provocados por la toxina. Al sexto dia de
recuperacién de los animales, éstos fueron administrados con una
solucién de apomorfina (1 mg/kg, S.C.) Y colocados

individualmente en una caja para su observacién. Durante una
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FIG, - 6B.. TEQNICA DE EVALUACION DE [OS PRODUCTOS LIPIDIOOS
: . FLUORESCENTES

[Ratas wistar 83 (150-200 g)

- - Inyeccién 1.p. de sol. salina o
de MK-801 (10 mg/kg) 1 hora
antes de la microinyeccion

Inyeccién 1.p. de pentobarbital
sédico (50 mg/kg!
1

Microinyeccion i.e. de 1 ul de

sol, SAF, QUIN (120, 240 o 480

neol/ul), KA (100 nmol/ul) o
FeSO4 (100 nmol/pl)

i
Decapitacion de los animales
a las 2 horas después de la
microinyeccion y diseccidn de
estriados inyectados
L

Registro del peso de los
estriados
1

Homogenado de c/estriado en 3
ml de sol. -salina (0.9 % de
NaCl)

)|

Colecta de 2 alicuotas de 1 ml
por cada muestra
1

| Preservacién en hielo ]

Aicidn de 4 ml de la mezcla
de cloroformo-metanol 2:1 por
tubo

T
Mgitacion durante 5 segundos
en Vartex y reposo durante 30
min. mantenienrdo las muestras
mrotegidas de la luz y a uma
tenp. de 0oC
-

Calibracion del espectrofotémetro
de fluorescencia con estdndar -de
Quinina (0.1 pg/ml de H2504 0.5 M)
a 14 unidades a longitudes de onda
de 370 nm de excitacién y 430 nm
de emisién
T

Registro y medicién de la
sefial de fluorescencia de las
muestras por duplicado en mn
de altura del pico a partir de
la_fase cioroformica separada;

Calculo Yy expresion de
resultados en unidades de
fluorescencia (U.F.)/g de
tejido/m} de extracto




hora}lulﬁlcbhduéth de’rotacién de los animales fué evaluada por
Conteo vLsuél’5de1ﬁ’nﬂmero de giros completos (giros de 3600)

:.lesionado en perlodos continuos de S

rados - fueron expresados como ndmero de
cia o en ausencia de MK-801 en los -animales

g QUiN. En la Figura 6C, se resume de manera

5;2.6;iﬁn51isis estadistico

El Aanalisis estadisticoe de 1los resultados, se realizd
mediante la aplicacién de pruebas estadisticas paramétricas de
hipétesis. Para estos estudios se empleé un analisis de varianza
de disefio completamente aleatorizado con experimentos
independientes. Las variables analizadas son del tipo numérico
continuo, con excepcién de la evaluacién conductual, en donde se

trata de una variable numérica discreta.
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" FIG, 6C. TECNICA DE EVALUACION DE LA CONDUCTA DE ROTACION

S [Ratas Wistar &3 (150-200 9]

|

Inyeccion i.p. del sol. salinpa
o de MK-801 (10 mg/kg) 1 hora
tes de la microinyeccion

|

Inyeccaon i.p. de
pentobarbital sédico
(50 ng/kg}

Microinyeccién i.e. de 1 ul de
sol. SEF o de QUIN (240 nmol/ul)

Inyeccidn s.c. de apomorfina
(1 my/kg) 6 dias después de
la microinyeccién

|

Evaluacion  conductual del
mmero de giros ipsilaterales
en periodes de S minutos
durante 1 hora, 5 min. después

de 1a_inyeccion de apomofinal

Expresién de resultados en
mimero de giros/hora en cada
tratamiento




6.1. Efecto del QUIN en 1a peroxidacibn de lipidos eh‘éuerbo
: estriado tae dlferentes tiempos después de. su administracién

+ por la técnica ‘del TBA S B el

En la Figuta 7 se encuentran representados los resultados
obtenidos. de la aplicacién de la técnica del TBA sin adicién de
hidroxitolueno butilado (BHT) ni desferrioxamina (DFO), asi{ como
en presencia de ambos agentes antioxidantes en los homogenados.
En esta grafica se observan las diferencias entre 1la técnica
original y la técnica corregida del TBA. Las barras representan
los promedios + el error estdndar de 5 a 8 experimentos
independientes por lote experimental. A los 30 minutos 1la
peroxidacién producida por el lote control sin BHT+DFO (0.324 4+
0,013 nmoles de TBARS/mg prot) fué mayor a la producida por el
lote control con BHT+DFO (0.164 + 0.029). Dicha diferencia fué
estadisticamente significativa al aplicar la prueba de Tukey,
como lo fuercon también los niveles de peroxidacién inducidos por
el QUIN sin BHT+DFO (0.549 + 0.043) en comparacién con los
producidos por el 1lote control sin BHT+DFO. También se
encontraron diferencias estadisticamente significativas al
comparar la peroxidacién producida por e} lote de QUIN sin
BHT+DFO con la producida por el lote de QUIN con BHT+DFO (0.148 +
0.039), siendo el valor de este dltimo lote menor que el del
primero. A los 60 minutos se hallaron diferencias

estadisticamente significativas entre los niveles de peroxidacién
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FIGURA 7. EFECTO PRO-OXlDANTE DEL ACIDO
QUINOLINICO IN VIVO EN CUERPO

Peroxidacion (nmoles TBARS/mg prot)

ESTRIADO DE RATA

0.6 -
0.5
0.4+
0.3 -
0.2 1
0.1

0 -

Hl control
3 Quin

n=5-8 ratas

X & S.E.M.

TIEMPO (minutos)

QUIN (240 nmol/pl)
-(BHT+DFO) ZZ control +(BHT+DFO)
-(BHT+DFO) EE quin +(BHT+DFO)

PRUEBA DE TUKEY
a. ¢ de QUIN-(BHT+DFC) y de Control+(BHT4DF0) vu C~(BHT+DFO) a p<0.0S
Ae & de 174 y de // / a p<0,01
be. % de QUIN+(BHT+DFO) vs QUIN=-(BHT+DFO) a p<0, 05
B. % de 7/ /" a p<0,01
c. # de QUIN+(BHT+DFO) vs Contro!.o(BHToDFo) a p<0,05
Ce # de 174 vs 1/ a p<0,01



producidos por el lote coﬁtror'éon'BHT+DFQi(0;144ii 0.026) y “los '
producidos por el 1ote'¢ontf01'sin;BHT}DFo, (0.550"1"0.041),Uf‘

siendo estos #ltimos mayores-a los:del primer lote.. También: se-:.

encontraron diferencias significativas entre el lote tratado"con
QUIN sin BHT+DFO (0.511 570.016) y el lote control sin BHf;DFo
siendo mayor 1la peroxidacién en él primer lote. Entre el lote
tratado con QUIN con BHT+DFO (0.281 + 0.029) y el tratado con
QUIN sin BHT+DFO hubo diferencias significativas, siendo
notablemente menores los niveles de TBARS producidos en el primer
caso. Este mismo lote tratado con QUIN en presencia de BHT+DFO,
al ser comparadoe contra el control con BHT+DFO, mostréd
diferencias significativas, favoreciendo 1la produccién de TBARS.
Finalmente, a los 120 minutos se observé una menor promocién del
proceso de la lipoperoxidacién por parte del lote control con
BHT+DFO (0.184 + 0.002) y una mayor promocién de dicho proceso
por parte del lote tratado con'QUIN sin BHT+DFO (0.573 + 0.021)
en comparacién con el lote control sin BHT+DFO (0.461 + 0.018).
Estas diferencias fueron estadisticamente significativas. El lote
tratado con QUIN en presencia de BHT+DFO (0.244 + 0.022) también
difirié estadisticamente del lote control con BHT+DFO siendo
mayor la peroxidacién en el primer lote. Estos datos resumen los
resultados comparativos entre ambas técnicas en el curso temporal
de la peroxidacién de lipidos producida por el QUIN a 3 distintos
tiempos. En el curso temporal de la peroxidacién de 1ipidos
evaluado en estos ensayos, el tiempo en el cual el QUIN con

BHT+DFO produjo el mayor nivel de TBARS fué a 1los 60 minutos,
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-producida por. el QUIN: (240 nmol/ul) ‘ar 4 distintos t;.empos (30,60
iy 120 min: y 24 horas) después de su administracisn unilateral
en 'vél duerpo estriado de los animales. Con el fin de validar 1la
‘técnica empleada, se realizé la evaluacién de la peroxidacién
promovida por la microinyeccién de un agente peroxidante (Fierro
en forma de FeS04). Los resultados de estos experimentos se
encuentran resumidos en el Cuadro II. Los niveles de TBARS/mg de
prot. producidos por el QUIN fueron estadisticamente
significativos (prueba de Dunnett) a los 60 y 120 minutos al ser
comparados con los producidos por el tratamiento control,
mientras que los niveles de TBARS/mg prot. producidos por el Fe++
fueron estadisticamente significativos a los 4 tiempos evaluados.
El tiempo al cual el QUIN promueve el mAximo nivel de formacién
de TBARS es a los 60 minutos, mientras que para el Fierro, 1los
120 minutos representan el tiempo de maxima promocién de 1la
peroxidacién. Los 30 minutos y las 24 horas marcan el inicio y el
fin, respectivamente, de los procesos pro-oxidantes promovidos
por el QUIN en este sistema experimental. En el mismo Cuadro se
expresan los porcentajes de peroxidacién de 1los tratamientos
experimentales de QUIN y de FeSO4 vs. los tratamientos control en
cada tiempo. Estos porcentajes son congruentes con la tasa de

produccién de TBARS al ser comparada con los valores control. El
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Solucidn:

30 min..
Control
QUIN
FeS04

60 min.
Control

120 min.
Control
QUIN
FeS04

ho:ag

PEROXIDACION DE LIPIDOS +(BHT+DFO)
Porcentaje
Control

(nmol TBARS/mg Prot)

(X + S.E.M.)
0.164 + 0.029
0.148 % 0.039
0.648 + 0.015
0.144 + 0.026
0.281 £ 0.029
0.661 £ 0.050
0.184 + 0.002
0.244 + 0.022
1.010 * 0.050
0.249 + 0.009
0.236 + 0.019
0.676 + 0.045

"

CUADRO II. EFECTO PRO-OXIDANTE EN CUERPO ESTRIADO DE RATA IN m
MICROINYECCION DE ACIDO

A DIFERENTES
QUINOLINICO

TIEMPOS DESPUES DE LA
(240 nmol/ul) O FeS04
DUNNETT

(* p<0.05,

(100 nmol/ul}.
** p<0.01).

PRUEBA DE



QUIN fué observado ' a:

tratamiento con FeédA'fue'obsgfva

6.2. Efecto de 1aA,administraciénide' n ra;ioﬁeé

de QUIN en 1la pefokiﬂaciﬁn’d& lipiﬁos eh*puerporeéﬁriado a
un sélo tiempo después de su admihistracién por -la-técnica
de evaluacién de productos 1lipidicos  fluorescentes de la

peroxidacién (Dosis-dependencia)

En esta‘secci6n se presentan los resultados de los ensayos
de evaluacién de los productos lipidicos fluorescentes de dafio
celular como un 4ndice de la peroxidacién de 1lipidos. Este
técnica bioquimica fué aplicada en todos los casos, 2 horas
después de la microinyeccioén. En primer término, se comparéd el
efecto de la administracién de concentraciones crecientes de QUIN
(120, 240 y 480 nmol/ul) vs. un lote administrado éon sol. SBF
como control. Los resultados de este experimento estan
representados gr&ficamente en la Figura 8, en la cual, cada barra
representa el promedio * el error estandar de 5 a 12 experimentos
independientes para cada tratamiento. Los niveles de peroxidacién
se encuentran expresados en U.F./g de tejido/ml de extracto
(unidades de fluorescencia/gramo de tejido hémedo/ml de extracto
cloroférmico) . Para el lote control encontramos un promedio de
U.F. de 198.58 * un error esténdar de 13.45; para el lote tratado
con una concentracién de QUIN de 120 nmol/ul, encontramos un

promedio de U.F. de 206.71 + 8.03, sin observar diferencias
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FIGURA 8. EFECTO PRO-OXIDANTE DEL ACIDO
QUINOLINICO A DISTINTAS CONCENTRACIONES
EN CUERPO ESTRIADO DE RATA

 Peroxidacién de Lipidos (UF./g tejido)

300 |
260+
200 A
160 1
100
60

0_

.

EVALUACION POR TECNICA DE FLUORESCENCIA

TRATAMIENTOS

Bl cControl (sol. SBF) QUIN (120 nmol/pl)
[ QuIN (240 nmot/pn R QuIN (480 nmol/pl)

PRUEBA DE TUKEY

g. Diferencias vs, Contrc(al a p<0.01
« Diferencias vs. QUIN (120 nmol/ul) a p<0.01
n=5-12 ratas

X » S.E.M.



‘control, iasd
concentracién de 430 nmol de QUIN

de U.F. de 314. 81 + 13 145 mostrando tamblen dobl

120 nmol/ul de QUIN.

En  lo que respecta al efecto pro-oxidante de otrﬁs':aéehteéz
téxicos, el Cuadro III muestra los resultados obtenidos en’. la’
produccién de U.F. en un lote experimental previamente trataqé
con 100 nmol/ul de KA, en otro lote tratadec con 100 nmol[ﬁl_ de
FeS04, en un lote tratado con MK-801 (10 mg/kg, i.p.) una hora
antes de la administracién de QUIN 240 nmol/ul y finalmente, los
resultados de los lotes experimentales tratados con 120, 240 y
480 nmol/ul de QUIN, asi como con el lote control, establecidos
en la Figura 8., Tanto el lote tratade con KA, como el tratado con
FeS04 promovieron la produccién de U.F. significativamente con
respecto al lote control (prueba de Tukey) demostrando un efecto
claramente pro-oxidante. El pretratamiento con MK-801 inhibié el
efecto pro-oxidante inducido por el QUIN 240 nmol/ul, sin
observar diferencias estadisticamente significativas de las U.F.

producidas entre este lote experimental y el lote control. Este
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CUADRO Iil. EFECTO PRO-OXIDANTE DEL ACIDO
QUINOLINICO EN CUERPO ESTRIADO DE RATA

TRATAMIENTOS PEROXIDACION DE LIPIDOS
Solucién (UF./g de tejido) (% vs. Control)
(X + SEM)
Control (SBF) 19858 + 1345 = -------
QUIN (120 nmol/ul) 20671 =+  8.03 4.09
QUIN (240 nmol/yul) 309.32 + 22569 55.76
QUIN (480 nmol/ul) 31481 + 13.14 58.53

QUIN (240 nmol/pl)

+ MK-801 (10 mg/kg) 198.81 + 14.45 0.11
KA (100 nmol/ul) 24773 + 945 » 24,75
FeSO4 (100 nmol/ul) 358.30 + 4042 »* 80.43

PRUEBA DE TUKEY (DIFERENCIAS EXCLUSIVAMENTE VS. VALOR
CONTROL, * p<0.05, *» p«0.01)
n=5-12 experimentos inc . -andientes



altimo experimento permitxo la evaluacibn de uUna posible relacién

ve oxidacion.

entre los eceptcres para NMDA y‘“l proceso de”la

K reflejan las diferencias menclonadas}

“.Efecto de 1a administracién del QUIN en: 1a‘ conducta de

rotacién inducida por apomorfina

El efecto téxico del QUIN fué evaluado mediante la
observacién de los giros completos de 360o. Los resultados de
este proceso de evaluacién de la neurotoxicidad se encuentran
representados graficamente en la Figura 9, en donde cada barra
representa el promedjo + el error esténdar de 5 a 7 experimentos
independientes para cada tratamiento. Un primer lote control de
animales fué administrado con solucién SBF intraestriatal y el
namerc de giros observados después de la administracién s.c. de
apomorfina en todos los animales de este lote fué de cero, por lo
que no se le consideré para el anédlisis estadistico. E1l  lote
experimental administrado con 240 nmol/ul de QUIN intraestriatal
y evaluado 6 dias después, tuvo un promedio de giros de 212.14 +
un error esté&ndar de 28.61. Un tercer lote experimental de
animales, pretratado con una solucién de MK-801 (10 mg/kg), una
hora antes de ser administrado con 240 nmol/ul de QUIN i.e. y
evaluado en su conducta 6 dias después, tuvo un promedio de giros

de 9 + un error estAndar de 3.46, mostrando una prevencién del
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FIGURA 9. EFECTO DE LA ADMINISTRACION
INTRAESTRIATAL DE ACIDO QUINOLINICO EN
LA CONDUCTA DE GIRO DE LA RATA

No. de Giros/hora
250

200
160

Tratamientos

QUIN (240 nmol/ph)
B QUIN + salina QUIN + MK-801

n=5-7 animales.
Apomorfina (1 mg/kg, s.c.)
MK-801 (10 mg/kg, i.p.)

(** p<0.01, Prueba de Mann-Whytney-wilcoxon para comparacién de dos muestras) '



efecto toxico del QUIN. El lote tratado con el antagonista mas la
toxina difirié estadisticamente del que sélo fué tratado con la
toxina al aplicArsele a 1los datos de ambos una prueba de
Wilcoxon-Mann-Whytney para comparacioén de datos de 2 muestras.
Estos resultados permitieron verificar 1la neurotoxicidad del

QUIN, asi como la capacidad antagénica del MK-801 en este modelo.
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‘7. p1scu’s:

Las propiedades excitotexicas del Acido Quinolinico (QUIN),

han' servido para explicat pax."ciqlmeﬁté ri'és procesos patolégicos y
especular acerca de su particiﬁ;;)ac{én" en . la ‘etiologia de 1a
enfermedades neurodegenerativas (107).  Cuéndﬁ se adﬁinistra
tépicamente en el cuerpo estriado de la rata a concentraciones
nanomolares, el Acido quinolinico reproduce las caracteristicas
bioquimicas, histopatolégicas y conductuales que se manifiestan
en la corea de Huntington (122). El Acido qﬁinolinico es un
amincacido excitador endégeno derivado del L-Triptofano cuya
potencia neurotéxica produce lesiones neuronales especificas
sobre neuronas espinosas estriatales GABA-érgicas y colinérgicas,
adema&s de disminuir significativamente los niveles normales de
4cido gamma-aminobutirico (GABA), acetilcolina (Ach) y otros

neurotransmisores (104).

Se ha propuesto que el mecanismo por medio del cual el acido
gquinolinico ejerce sus efectos téxicos en sistema nervioso
central involucra la activacién de 1los receptores para
N-metil-D-aspartato (NMDA) y un consecuente cambio en la
permeabilidad para los iones calcio y sodio, por: la apertura
masiva de canales membranales, o bien, una liberacién desde el
interior celular, a nivel mitocondrial, del ién calcio,
incrementando los niveles citosélicos del mismo (107,122). A
concentraciones citosélicas elevadas, el calcio genera procesos

patolégicos (tales como la activacién de proteasas y lipasas,
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altera‘c'ie;’x?,. de la’ fosfoiilacién oxidativa ‘mitocondrial . y
‘ n §§7 radlcales libres) (152,153). 'Los' pi’:ocesos - pro-
““por’: elevadas concentraclones i de ‘~ calcio
;e ido ampliamente informados (154 168, 217) En
v ambién “se ha evaluado el papel “del’ acide
agente ﬁromotor de estrés oxldétivd‘:(u)“l).

xistencia de‘unﬁ-posible relacién entre los procesos de

'exci tox cidad ¥ los procesos oxidativos fué evaluada en este

trabajo.

Este estudio describe por primera vez el efecto pro-oxidante
del 4cido quinolinico in vivo en cuerpo estriado de rata. Fueé
observado un incremento en los niveles de lipoperoxidacién por
dos técnicas de evaluacién distintas. En el caso de 1la ' técnica
corregida dgl TBA, en la cual fué evaluado el efecto peroxidante
de esta neurotoxina en el tiempo (curso temporal), lbs 60 minutos
son el punto mAximo al cual el acido guinolinico induce un estrés
oxidativo. En el caso de 1la medicién de los productos
fluorescentes de la peroxidacién, las diferentes dosis del A&cido
quinolinico indujeron un estrés oxidativo que fue dosis=-
dependiente. Estos hallazgos son de importancia dado que ponen de
manifiesto una relacién evidente entre los procesos de
excitotoxicidad y los procesos oxidativos, particularmente por un
mecanismo especifico de activacién de los receptores para NMDA.
Esta relacién es comprobada con los resultados obtenidos por 1la

administracién previa de un antagonista especifico no competitivo
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de 1los - receptores para NMDA, el MK-801, el cual fué. capaz _de
prevenir 1los eventos oxidativos inducidos por el. QUIN. ‘Débé
‘considerarse adicionalmente que los tiempos a 1los cﬁales_ fué
estudiado el proceso de la lipoperoxidacién son muy cortos, 1o
que . sugiere que el incremento en los niveles de peroxidacién
inducida en este modelo no es el reflejo de la muerte celular (la
cual es el resultado de procesos téxicos prolongados), sino de la
activacién de procesos fisiopatolégicos que conduzcan a un estrés
oxidativo, siendo éste un evento mediado por los receptores para
NMDA, 1lo cual permite postular que la peroxidacién de 1lipidos
podria ser un mecanismo adicional de la neurotoxicidad inducida
por el 4cido quinolinico en el sistema nervioso central. Este
proceso podria explicar parcialmente 1la naturaleza de la
patologia observada en la corea de Huntington Y otras
enfermedades neurolégicas, en donde, por factores etiolégicos
desconocidos, la sobreproduccién de algdan aminoAcido excitador u
otra sustancia neuroactiva podria favorecer eventos téxicos a
corto y a largo plazo, y en donde un estrés oxidativo, mediado
por la excitacién de los receptores, y los consecuentes cambios
en la permeabilidad al calecio, podria jugar un papel activo en la
patologia. Se ha comprobado experimentalmente que otros
aminoAcidos neurotransmisores, tales como el glutamato, a
concentraciones elevadas, pueden inducir 1la generacién de
radicales libres y en consecuencia, los eventos por-oxidantes por
activacién excesiva de los receptores para dichos aminoAcideos

excitadores (176).
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ﬁoyaﬁ 1a idea::Qe’}que‘ la . peroxidacién
cido}qﬁihoiinico“n&'éé"debé'preferencialmenté a
:a) Los tiempos a los cuales se observa atrofia
cﬁérﬁoiésﬁriado'y'en hipocampo de fata después de  la
é?der’aci§o quinolinico, oscilan entre 4 y 7 dias
)miEhtrg; que algunas alteraciones ﬁibquimicas producidas
porf“;i;: activacién de receptores para ‘NMDA por el 4cido
’éuihbiiﬁico y otros agonistas se presentan a corto plazo (minutos
“u horas) (155,163,164,165,218); y b) .los eventos téxicos
inducidos por altas concentraciones de calcio. citosélico pueden
ser asociados a alteraciones conductuales y bioquimicas, pero no

a muerte celular (155).

Adicionalmente, el papel del calcio como generador de
radicales libres y como agente pro-oxidante en sistema nervioso
central est& ampliamente reportado (154,168,188,189). Se cuenta,
ademas, con evidencia experimental de que algunos blogueadores de
canales de calcio también actdan como agentes antiperoxidantes
(190,219). La serie de eventos relacionados con la activacién de
los receptores para NMDA Yy la toxicidad del calcio pueden
involucrar adicionalmente procesos como la generacién de oxido
nitrico (NO) (191,220,221), el cual puede favorecer la produccién

de radicales libres y los procesos oxidativos (222).

El Acido kalnico (KA) a la concentracién de 10 nmol/ul, no
incrementa los niveles de peroxidacién en este modelo. Esto es

notable dado que se tiene evidencia de que a esta concentracién
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el Acido kainicb/‘una neu?;toxina gque sirvié como control de
muerte celular, produce alteraciones en'los niveles de algunos
_heuroirahsmiéoies tales como “el GABA “y''la- acetilcolina en
administracién sistémica Y 'a otras . dosis (104). A la
concentracién de 100 nmol/ul, el Acido kainico promovié de manera
significativa los niveles de formacién de productos 1lipidicos

fluorescentes de la peroxidacién (LFP).

Con base en la evidencia anteriormente presentada y a los
resultados de este trabajo, se apoya la hipétesis de que los
radicales 1libres y la generacién de estrés oxidativo pueden
representar una alternativa adicional para la explicacién de 1los
eventos asociados con los procesos de excitotoxicidad, y a su
vez, ser considerados como factores potencialmente etiolégicos en

enfermedades neurodegenerativas como la corea de Huntington.

La aportacién de este trabajo permite proponer estudios més
profundos y detallados que permitan esclarecer los mecanismos
implicados en ciertas patologias y que puedan involucrar procesos
oxidativos. Para ello se sugiere, entre otras cosas, que el
proceso de la peroxidacién sea estudiado en cerebros postmortem
de pacientes con corea de Huntington como primera medida de
aproximacién al estudio de este proceso en pacientes con la
enfermedad. Como perspepectivas experimentales a futuro, seria de
gran valor la evaluacién de otros antagonistas del receptor para
NMDA como posibles agentes anciperoxidantes,'asi como la medicién

de MDA y glutatién reducido en este modelo experimental. La
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identificacién  ‘del posible radical responsable del estrés
oxidativoe vy el empleo de blogueadores de calcio como
antiperoxidantes en este modelo también serén aspectos
ekperimentales de considerable valor. Finalmente, el empleo de
técnicas de evaluacién de la peroxidacién de lipidos cada vez mas
bconfiables puede esclarecer m&s el papel de este proceso en el

modelo de corea.

La alteracién de los procesos fisiolégicos del sistema

. nervioso central demanda su estudio y con su mayor entendimiento
estaremos mAs cerca de aportar alternativas terapéuticas a 1los
males, ¢gue como la corea de Huntington, atdn no pueden ser

aliviados.
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8.C0N'CL U T:0 N'E§

- El.- &cido' quinolinico promovié  de manera significativa la
peroxidacién de.  lipidos - en  términos ‘de la. produccioén de
‘sustancias  reactivas al Acido tiobarbitérico (TBARS) a los 60 Yy
120 minutos después de la administracién de la toxina.

- El 4cido quinclinico promovié de manera significativa 1la
peroxidacién de 1lipidos en términos de formacién de productos
lipidicos fluorescentes de 1la peroxidacién a dos de las
concentraciones robadas (240 y 480 nmol/ul). E1 pretratamiento
con MK-801 previene 1la peroxidacién inducida por el A&cido
quinolinico.

- De acuerdo con los resultados del presente trabajo, se postula
que el estrés oxidativo observado en este modelo experimental,
podria estar regulado activamente por 1la excitacién de los
receptores para NMDA, idea que estd fundamentada en la capacidad
peroxidante que demostré tener un agonista especifico de tales
receptores (&4cido quinolinico), as{ como de 1la capacidad
antiperoxidante observada por parte de un antagonista especifico
de los mismos receptores (MK-801).

- Los procesos oxidativos evaluados pueden tener una relacién
directa con los cambios en la permeabilidad gara el calcio, ¥y
probablemente al sodio, dado ?ue ha sido ampliamente demostrado
en la literatura el papel activo del calcio en los procesos de
excitotoxicidad (154), as{ como en el proceso de la peroxidacién
de lipidos (189), por lo que entre ambos parece haber un vinculo
directo mediado por la activacidn de receptores para aminoAcidos
excitadores.

- Los hallazgos encontrados en este trabajo merecen la
realizacién de estudios mas profundos y detallados y propopen una
exglicacién adicional para la neurotoxicidad del 4&cido
quinolinico en lo que representa el mejor modelo experimental de
la corea de Huntington hasta este momento.

- /Se propone para tal efecto, el estudic de los procesos ro-
oxidantes inducidos por el acido quinolinico y otros amino4cidos
excitadores endégenos bajo esquemas de administracién crénica; la
evaluacién de 1los niveles de peroxidacién en el mismo modelo
mediante el empleo de técnicas mAs precisas de monitoreo de
productos derivados de la peroxidacién; la evaluacién de los
efectos de los agentes antiperoxidantes, bloqueadores de canales
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de calcio y antagonistas especificos del receptor para :NMDA en
dicho modelo; la identificacién del posible radical. responsable
de 1los procesos oxidativos; y finalmente, ‘el estudio -de 1la
actividad de enzimas vinculadas con procesos : oxidativos en los
modelos de excitotoxicidad. :
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9. APENDTICE
NEUROANATOMIA Y NEUROFISIOLOGIA DE GANGLIOS BASALES

Encajados profundamente dentro de la sustancia blanca del
cerebro estan los galglios basales, grandes masas de sustancia
gris que se presentan como nidcleos celulares especificos bien
definidos. Estan conformados por nicleo caudal, putamen y globus
pallidus, 1los dos 4dltimos denominados colectivamente nfcleo
lentiforme. E1l ndcleo caudal y el lentiforme esté&n separados por
la capsula interna, banda principal de fibras de proyeccién
(extractado de Beck, 1977) (223).

La anatomia de los ganglios basales es complicada y muchos‘
de sus nacleos individuales est& interconactados entre si. Sin
embargo, existen varios principios generales de organizacién
anatémica que proporciocnan datos sobre su funcién. En primer
lugar, la mayo.ria de las aferencias hacia los ganglios basales se
originan de la corteza cerebral. En contraste con el cerebelo,
los ganglios basales reciben aferencias no directamente
sensoriales de 1la periferia. En segundo - término, una bien
desarrollada organizacién somatotépica a todos los niveles de
paso de informacién a través de los ganglios basales. Por ultimo,
muchas de las eferencias generadas en los ganglios basales,
regresan a la corteza cerebral via el tAlamo. No se conocen
proyecciones eferentes que se extiendan mAs alla del mesencéfalo

y se sabe que los ganglios basales no tienen influencia directa
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igura 10 se preééﬁté una. representacieén

iorganizacion de‘los ééné}ios:ba ;al

’éﬁerﬁoi'egtriado es 1a mayor area récéptoga L
aferencias de los ganglios basales. La mayoria d; dichas

Sferencias se originan de varias regiones de la corteia cefébrél. .
Estas proyecciones tienen un efecto excitador en. las nedronéé
estriatales y emplean glutamato como neurotransmisor. Ootra
importante via de conexién aferente esté4 representada por el
sistema dopaminérgico nigro-estriatal, que se origina de la pars
compacta de 1la substantia nigra (SNpc). A pesar de la
controversia acerca de los efectos excitadores ¢ inhibidores
ejercidos por la substantia nigra sobre las neuronas blanco del
estriado, 1la evidencia apunta preferencialmente hacia un efecto
inhibidor. El estriado recibe aferencias adicionales de un gran
namero de otras estructuras incluyendo en nicleo intralaminar Yy
el centrum medianum del t&lamo, asi como del raffé dorsal del
mesencéfalo, aunque la informacién referente a la funcidn precisa

de estas vias es limitada (224).

A pesar de que los dos componentes principales del estriado:
el caudado y el putamen, fueron considerados por mucho tiempo
como una séla estructura funcional, hoy se sabe gque las

proyecciones de estos dos componentes se originan de diferentes
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CEREBRAL CORTEX

Sensorimotor Cortex Area 6
SMA

Association Aress

STRIATUM

Raphe

FIG. 10. Diagrama esquem&tico mostrando algunas de las co-
nexiones anatémicas de los ganglios basales. Para -
presentar un esquema simplificado, varias vias -.
han sido omitidas. Las aferencias al estriado, el
mayor centro receptor de los ganglios basales, se
muestran a la izquierda de la ilustracién. Las -
eferencias del mismo hacla otros nficleos y sus --
respectivas proyecciones eferentes aparecen a la-
derecha de la ilustrecién (Tomado de McGeer G.E.,
Staines A.W. y McGeer L.P. Can. J. Neurol. Sci, ~
1984. Vol. 11},



‘regiones de:la. corteza cerebrall‘El caudado recibe muchasfdg ias
" aferencias de. regiones consideradas como on
corteza, ﬁafticularmente,
frontal y de las Areas parietales posterior

anatbmica es ' congruente con observaciones

y probablemente juegue un papel menor en el control motor. Por su;'
parte, el putamen es una parte integral del sistema motor yj
muchas de sus aferencias corticales se originan de 1la corteza

motora-sensorial (Areas 3,1,2,4 y 6) (224).

El estriado envia proyecciones a los segmentos internos y
externos del globus pallidus (Gpe y Gpi), asi como a la pars
reticulata de la substantia nigra (SNpr). El Gpi y la SNpxr son
considerados como las areas de mayor aferencia de las conexiones
de los ganglios basales. Las neuronas del Gpi y de la SNpr tienen
muchas similitudes fisiolégicas y anatémicas y se ha propuesto
que estas Areas representan una séla estructura que se separa

durante el desarrollc de parte de la cédpsula interna (224).

Las proyecciones del Gpi van directamente hacia el complejo
VL/VA del ta&lamo. Estas fibras forman las conexiones sinapticas
con las neuronas talAmicas, las cuales se proyectan de regreso
hacia la corteza cerebral. Las eferencias de los ganglios basales
van mas directamente hacia la corteza premotora (4rea 6) Yy al
drea motora suplementaria (SMA) que a la corteza motora primaria.

Esta es otra 4rea donde la organizacién de los ganglios basales
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: difiere de la del cerebelo; Las eferencias cerebelosas, ademas de

pasar a- traves del complejo VL/VA, van hacia e area 4. M&s aun,

‘a pesar de que las proyecciones eferentes de los qanqlios basales
y del cerebelo estan muy préximas ‘en. el ‘tAlamo, - permanecen
enteramente separadas y no hay convergencia-de la informacién de

. ‘estas Areas en neurcnas tal&micas comunes (224).

El - Gpi ademAs envia proyecciones hacia otras estructuras,
tales como centrum medianum, habénula lateral (proporcionando una
via potencial entre los ganglics basales y el sistema limbico) vy
un ndcleo pequefio en el mesencéfaloc conocido como nécleo
tegmental peddnculopontine. Se sabe, adem&s, gue una bien
definida organizacién somatotipica del movimiento relaciona
neuronas del Gpi y la SNpr. La actividad neurcnal del Gpi est4
correlacionada con los movimientos de las extremidades, mientras
que en SNpr, la actividad celular estad relacionada a movimientos
especificos de la cabeza y del cuello. Es interesante notar que
uno de los blancos de las eferencias de la SNpr es el colicule

superior (224).

El ntcleo subtaldmico juega un papel muy importante en 1la
regulacién de las eferencias de los galglios basales. Recibe
muchas conexiones del Gpe y de la corteza motora. Las eferencias
del ntcleo subtaldmico van directamente hacia el Gpi y la SNpr,
prevaleciendo la creencia de un efecto inhibidor de esta via. El
nicleo subtal&mico tiene, pues, una posicién dnica para modular

una larga porcién de las eferencias que se originan en los
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-ga;dlins“biéales

'La Figura 10 sugiere :una’ fACil prediccion de 1os ;resultados

"1déi, ”ncremento -] decr mento de 1a actividad en un’ componente -de

los. .ganglios; basales por-, una mera sumarizac le 3ios efectos:

excitatorios ‘e ‘inhibitorics y- un-calculoidel: efecto terminal

las neuronas corticales. Por ejemplo, el dafio en,el sistema
dopaminérgico nigrestriatal bloquearia la influencia inhibidora
en las neuronas estriatales, lo que. podria traer un incremento en
la actividad de 1las vias inhibitorias hacia el Gpi.. Esto
resulta.ﬂ.a en un decremento en la actividad de las vias del Gpi
hacia el complejo VL/VA. siendo ésta una via inhibidora, es
légico pensar éue el efecto terminal de la pérdida de aferencias
dopaminérgicas hacia el estriado, puede incrementar la actividad
de 1las proyecciones talamo-corticales. Esto suglere que la
excitacién resultante de 1las neuronas corticales puede ser
responsable de algunas de las caracteristicas del parkinsonismo,
que puede estar asociado con el incremento en la actividad de las
eferencias motoras. Sin embargo, la Figura 10 na indica 1la
complejidad de 1los procesos internos de cada una de las
estructuras individuales del sistema. Por ejemplo, algunas de las
proyecciones aferentes hacia el estriado actdan directamente en
las neuronas eferentes estriatales, muchas de las aferencias
originadas en corteza cerebral y SNpc parecen formar sinapsis con
interneuronas colinérgicas en el estriado. M&s atn, existe

evidencia de 1la existencia de receptores presinapticos en el
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bestriado, por lo que se ha propuesto que los dos mayores sistemas
aferentes que se proyectan hacia el estriado, estan
reciprocamente relacionados a nivel presindptico y postsinaptico.

. éési aferencias dopaminérgicas.de la SNpc pueden tener actividad
en - neuronas estriatales por inhibicién directa y ademas  por
inﬁibicion presinéptica de 1las aferencias excitadoras de 1la
corteza. Todo ésto establece la falta de conocimiénto que atn

. existe‘ éobre la compleja circuiteria de 1los ganglios basales
(224).

La neuroanatomia bioguimica del sistema nervioso central
puede ser agrupada en tres grandes clases: a) los
neurotransmisores aminoAcidos, presentes en el tejido en umol/g,
b) las aminas neurotransmisoras, en nmol/qg, y c) los péptidos, en
pmol/g. Muchos de los neurotransmisores enlistados en el Cuadro
IV estan presentes en el sistema extrapiramidal, algunos de ellos
en relativamente altas concentraciones comparadas con otras

regiones cerebrales (225).

Como se observa en la Figura 11, las proyecciones eferentes
del caudado-putamen (CP) son simples. Cinco neurotransmisores
estan implicados en éstas: 1) encefalina (Enk), en las
proyecciones del CP hacia el globus pallidus (GP), 2) Sustancia P
(SP), en proyecciocnes hacia GP, substantia nigra (SN) y nfcleo
entopeduncular (EP), 3) Dinorfina (DY), también hacia GP, SN vy
EP, 4) Acido gamma-aminobutirico (GABA), hacia SNy GP, y 5}

colecistoquinina (CCK), hacia SN. Con respecto a las vias
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CUADRO 1V

Approximate levels im rat braln of various newrotransmitiers
(ia Picamobes per gram)

AMINO ACIDS
(76-90% of central nesrons)

AMINES
(5-20% of central acurons)

*Glutamate 14.000.000)

*Acetylcholine 2

Asparate  4,000.000) *Dopamine 6.500
*GABA 2,500.000 *Noradrenaline 2.500
*Glycine 2,000,000 *Serotonin 2,500

*Histamine 1,000
PEPTIDES (Purtial List)
(less than 5-18% of centrad acwrons)

*CCK 0 LHRH 7
*Met-enkephalin - 350 *Dynorphin 4
*Substance P 100 Bradykinin <l
vie 40 ACTH <1
*Soematostatin 30 a-MSH <1
*Neurotensin 7 *TRH <0.3

Bombesin <0.2

® Present in the basal ganglia

Tomado de McGeer G.E., Staines A.VW.
y McGeer L.P. J. Can. Neurol. Sci.
1984. Vol. 11).



WSILATERAL SIDE CONTRALATERAL SIOE

cp

Subthal

SP, OY
GABA

EP SN

FIG. 11. Aferencias y proyecciones eferentes del
Caudado/Putamen, En estos diagramas el-
tamafio y localizacibn de los nficleos es
ignorado y las vias pueden involucrar -
otros neurotransmisores adicionales al-
mostrado. Algunas vias han sido demos—-—
tradas y otras son especulativas (Toma-
do de McGeer, G.E., Staines A.W, and —
McGeer L.P., Can. J. Neurol, Sci. 1984,
Vol 11.).



. aferentes hacia el cP, la mayoria lleéan del EAlamo( lé#cdrtéié.y
SN, Hay aferencias menores de locus coeruleus, ‘rafféwyéoféél,
amigdala vy, probablemente, del cuerpo mamilar, nacleo teémental‘
pedanculo pontino, formacién reticular pontina'y subtalamo. vLaé?E
proyecciones desde SN y el raffé se dirigen hacia’ el ..CP’
contralateral, pero las mismas células no se proyectan
bilateralmente. Las proyecciones prefrontal y de SN hacia el CP,
son convergentes. A grandes rasgos, el CP recibe Glutamato (Glu)
de corteza contra e ipsilateral, GABA de GP, CCK de corteza
ipsilateral y amigdala, histamina (HIS) de cuerpo wmamilar y
formacién reticular pontina, noradrenalina (NA) de locus
coeruleus, dopamina (DA) de SN y serotonina (5-HT) del raffe
ipsilateral (225).

Por otra parte, el GP recibe GABA de CP y nucleus accumbens,

encefalina, sustancia P y dinorfina de CP, y dopamina de SN. Las
proyecciones eferentes del GP hacia CP, SN, subtaélamo y EP, son
esencialmente GABAérgicas (225).

Por su parte, las proyecciones aferentes hacia SN reciben

GABA de GP, CP, nucleus accumbens y corteza motora y prefrontal,

sustancia P y dinorfina de CP, glutamato de corteza motora Yy
prefrontal, acetilcolina (ACh) del tegmentum, oxitocina (OXY) vy
vasopresina (AVP) del hipotAlamo anterior, y serotonina del raffé
dorsal. Finalmente, las vias eferentes de la SN,
preferencialmente GABAérgicas y dopaminérgicas, envian dopamina

hacia CP, GP, amigdala, bulbos olfatorios, subtdlamo y espina
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dorsal, GABA hacia coliculo superior, tdlamo y tegmentum (225).

X La relevancia del estudio de 1la neurocanatomia y la
neurofisiologia de los ganglios basales, de las vias aferentes Yy
eferentes, radica en el conocimiento del consecuente control
neuroquimico de las mismas, y el resultado de las alteraciones de
estas proyecciones proporciona las bases para el analisis de 1la
patogénesis de enfermedades como el mal de Parkinson, Alzheimer,
la corea de Huntington y otras m&s en donde la atrofia de los

ganglios basales es determinante (225);
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