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1. RESUMEN 

La enfermedad de Huntington (EH) es una enfennedad heredilaria autósomica dominante; se 
caracteriza por movimientos coreifonnes. deficiencia cognitiva y manifestaciones psiquiátricas 
asociadas con una progresión de la atrofia estriatal. El defecto genético se encuentra localizado en 
el brazo corto del cromosoma 4, en el gen llamado ITIS y consiste en el alargamiento de 
repetidos del triplete de CAG en la región codificante 5'. Esta enfermedad se manifiesta con 
mayor fiecuencia en personas de mediana edad (30-45 años). Para el estudio de EH se han 
utilizado modelos experimentales. Estos modelos son capaces de reproducir características 
bioquímicas e histopatológicas observadas en los pacientes. Dentro de estos modelos 
enconll1lmos a aqueDos que induce los ácidos 3-Nitropropiónico y quinolínico. La EH se ba 
relacionado con un posible estrés oxidstivo, el cual puede ser genersdo experimentalmente por la 
administración de excitotoxinas como el QUIN o 3-NP. Por otro lado, también se pueden 
observar mecanismos de estrés oxidativo en ratones transgénicos que expresan una ex.pansión en 
la repetición en los tripletes de CAG. En este trabajo se llevaron acabo inyecciones 
intraestrlatales de las toxinas antes mencionadas a ratas, para encontrar posibles alteraciones en 
algunos índices de estrés oxidstivo. Para esto se evaluaron el índice de peroxidación Iípidica, 
cambios en la actividad de g1u1atÍón peroxidsss (GPx), GSH estriataI y cambios en la actividad 
enzimática de ambas isoformas de la SOD (Mn-SOD y CulZn-SOD). Esto último se reslizó tanto 
en los modelos farmacológicos como en el modelo transgénico; y por último se evaluaron los 
cambios ultraestructurales de la rnitocondría en ambos modelos. Se observó que ambas toxinas 
aumentan la lipoperoxidación estriatal • 3 holaS toxinas, pero no así a las 6 horas en que solo 
aumentó en el caso del 3-NP. Se encontró una disminución de GSH a las 6 horas después de l. 
administración de ambas toxinas pero sólo el QUIN produjo una disminución a las 3 horas. Para 
GPx. no se encontraron cambios significativos en la actividad de esta enzima, solo para el caso de 
3-NP a 3 horas en que se produjo un aumento. No se encontraron cambios en la Mn-SOD a las 2 
horas pans el tratamiento con QUIN, pero si se encontró una disminución significativa de la 
CuIZn-SOD a este tiempo. Se observó una disminución significativa de Mn-SOD y de CulZn­
SOD a 3 y 6 horas con 3-NP. La actividad de la Mn-SOD se encontró aumentads en ratones 
transgénicos de 35 mientras que a las 19 semanas permanece sin cambio. La actividad de CulZn­
SOD se ve aumentads a las 19 semanas y disminuids significativamente a las 35 semanas. A 
nivel ultraestructural, para los tratamientos con QUIN no se observaron alteraciones 
rnitoeondríales evidentes, al igual que en ratones transgénicos de 19 semanas de edad. Sin 
embargo para 3-NP yrntones transgénicos de 35 semanas se observó hinchamiento mitocondrial 
y pérdids de sus crestas. Los resultados obtenidos sugieren que los modelos utilizados generan 
alteraciones en ciertos mareadores de estrés oxidante y que tal vez podrían representar algunas 
alteraciones patológicas de EH, involucrando posiblemente la producción de radicales libres 
generados por la sobreexcitación de receptores glutamatér¡¡icos, generalmente receptores tipo 
NMDA, produciendo mecanismos de dsilo celular que explicarían patrones de muerte celular 
apoptótica y neer6tica involucrads en EH. La alteración de la ultraestructura mitocondríal sugiere 
alteraciones energéticos en dichos modelos. 

2 



Il ANTECEDENTES 

2.1. ENFERMEDAD DE HUNTINGTON 

La enfennedad de Huntington (EH) es un transtomo hereditario autosómico dominante; 

presenta desórdenes neurológicos caracterizados por movimientos coreifonnes e involuntarios, 

deficiencia cognitiva y manifestaciones siquiátricas asociadas con una progresión en la atrofia 

estriatal. 

El defecto genético se encuentra localizado en el gen llamado ITI5, en el brazo corto del 

cromosoma 4, y consiste en el alargamiento de repetidos del triplete de CAG en la región 

codificante 5' (The Huntington's Disease Collaborative Research Group, 1993). 

La prevalencia clínicamente identificada es cercana a 111 0,000 en algunas ciudades europeas y 

en ciudades pobladas con inmigrantes europeos. 

Los síntomas clínicos generales se pueden dividir en tres partes: a) síntomas motores iniciando 

característicamente por hipercinecia, pasando posterionnente a una hipocinecia; 

b) desórdenes psiquiátricos con agresividad y depresión, y c) profundos cambios cognitivos. 

Esta enfermedad afecta a jóvenes adultos (30-40 alias de edad) quienes están integrados a una 

vida profesional y familiar. La enfermedad presenta una evolución de 17 alIos aproximadamente, 

asociada con demencia por lo que los pacientes requieren de constantes cuidados debido a su baja 

autonomia (Broyn, 1968: Harper, 1991: Keemeret al., 1992). 

Entre las manifestaciones neuropatológicas de EH se encuentra una degeneración progresiva 

del cuerpo estriado y del globus pallidus (Vonsattel et al., 1985). Esta enfermedad está 

categorizada dentro de cinco diferentes grados; Grado o: patología no estriatal definida como 

manifestaciones clínicas premortem y una historia familiar positiva; Grado 1: pérdida neuronal 

limitada y una astrogliosis detectable por microscopia de luz; Grado 2: atrofia de núcleo caudado 
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con interfase convexa entre esta estructura y el ventriculo cerebral lateral; Grado 3: atrof", del 

caudado y putamen~ Gtado 4: severa atrofia de caudado-putamen. núcleo acumbens con interfase 

cóncava entre el núcleo caudado y el ventrículo lateral. El grado de atrofia del estriado se ha 

encontrado correlacionada con la severidad de los síntomas motores y psiquiátricos (Myers et al.. 

1988). 

De forma interesante, no todas las neuronas éstriatales son igualmente afectadas por el proceso 

degenerativo. Combinando estudios inmunocitoquímicos con análisis neuroquímicos. se ha 

observado que la EH afecta preferencialmente a las neuronas espinosas GABAérgicas de tamaño 

medio, pero otms subpoblaciones de células estriatales no se afectan en el curso de la enfermedad 

(Kowall et al. , 1987; Cicchetti et al., 1996). 

Todos los marcadores asociados con la integridad de las neuronas GABAérgicas (sustancia P, 

metionina-ence&1ina, niveles de GABA) se encuentran disminuidos en el cuerpo estriado de 

pacientes que presentan l. enfermedad de Huntington (McGeer y McGeer.,1976b; Bird y 

IVeISen., 1977; Spokes., 1980; Buck et al., 1981; Aronin et al.; Beal et al., 1988a; Storey y Beal., 

1993; Bea!., 1994). Se ha reportado que la concentración de GABA (r-amino butírico) disminuye 

hasta un 60% en el cuerpo estriado, pero no en la corteza frontal o en el cerebelo de pacientes con 

EH La actividad de la GAD (descarboxiIasa del ácido glutámico), enzima que sintetiza al 

GABA, disminuye en el cuerpo estriado y permanece nomtal en la coneza frontal (Bird, 1974). 

La reducción del 50% o más del GABA y de la actividad de la GAD ha sido interpretada como 

una degeneración de las neuronas espinosas estriatales de tamaño medio que contienen al GABA 

(Spokes, 1979). La disminución en la concentración de GABA estriatal ha sido relacionada con la 

via aferente del cuerpo estriado a la sustantia nigra y al globus pallidus (Bird, 1974). 

La actividad de la colina acetíl-transferasa (CAT), la enzima encargada de la síntesis de la 
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acetíl-colina. también disminuye. como consecuencia de la degeneración de las intemeuronas 

colinérgicas estriatales (Aquilonius, 1971). 

la sustancia p. un neuropéptido encontrado en los ganglios basales. se ha postulado como un 

neurotransmisor excitador de la vía aferente del estriado a la sustantia nigra. En la EH. la 

concentración de sustancia P en el glubus pallidus y la sustantia nigra disminuye hasta en un 

90%. en el núcleo caudado disminuye en un 50% y en la zona compacta de la sustancia nigra se 

observa un tercio de la concentración nonnal, afectando la pars reticulam y la pars compacta 

mienúas que en el liquido cefalonaquídeo pennanece normal (Gayle, 1978). Se han observado 

pequeños cambios en la concentración de la dopamina estriata~ sugiriéndose que esto puede 

debeJ:se inicialmente a la pérdida de tejido en el cuerpo estriado atrofiado, o bien, a factores como 

la pérdida de fibras GABAérgicas aferentes del estriado a la sustantia nigr.l. provocando además 

una pérdida relIÓgrada de dopamina de las terminales dopaminérgicas de la vía nigro .... triaml 

(Carrasco y Mukhe~iu, 1986; Bird, 1990). Se ha propuesto adicionalmente que la hiperactividad 

de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales trae como resultado un incremento en la síntesis 

y liberación de dopamina sobre los receptores dopaminérgicos. Esto podría deberse a una 

inhibición reducida del sistema dopaminérgico estriaml por la degeneración de la vía metabólica 

del GABA, aunque algunos estudios con cerebros de pacientes con la EH y cerebros de animales 

lesionados con ácido kaínico utilizado como modelo de la EH muesttan que las proyecciones 

nigro-estriatales se adaptan a la pérdidad de neuronas estriatales que nonnalmente inhiben la 

actividad dopaminérgica (Melamed y el al., 1982). 

La mutación genética responsable de la EH se ha identificado como una expansión del repetido 

CAG presente en el gen y expresado como una proteína llamada huntingtina con un peso de 350 

kDa (The Huntington's Dísease Collaborative Research Group, 1993). Un número de repetidos 
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de CAG de menos de 36 se considera como un fenotipo nonnal mientras que un número de 

repetidos de CAG mayor de 36 se ha asociado con el desarrollo de la enfermedad durante la vida 

adulta. Se ha encontrado que en la vida adulta, de 30-35 años de edad, el número de repetidos de 

CAG varlan alrededor de los 50 repetidos. Un número de 100 repetidos de CAG se ha 

relacionado con la enfermedad de Huntington juvenil (IIlarioshkin el al., 1994; Snell et al 1993). 

Al parecer la IIansmisión paterna de la EH, indica que probablemente un gnm número de 

divisiones mitóticas en la espermatogénesis podrían ser responsables de la inestabilidad de los 

repetidos (Gusella, 1993). El RNAm del gen ITl5 es expresado normalmente en todi.. las células 

del cuerpo, por lo que la expresión del RNAm y de la proteína no cambia en pacientes con EH 

(Gourfinkel, 1997). En el cerebro, la expresión de IT15 es nw<:adamente neuronal, con solo 

bajas concentraciones en gUa. 

La localización de la huntingtina es algo controversial (Hoogeveen el al., 1993), ya que en 

estudios de inmunohistoquímica utilizando anticuerpos dirigidos contra el carbono terminal de la 

huntingtina, se encontró tanto en el núcleo como en el citoplasma de las neuronas de pacientes 

con EH. En el tejido de lo. órgano. periféricos fue localizada sólo en el citoplasma DiFiglia y 

col. (1995), también utilizaron inmunohistoquímica en cerebro humano y enconlIaron 

huntingtina en el citoplasma del soma neural. dendritas y axones. Resultados recientes 

demuestran que la huntingtina mutada está sólo presente en neuronas periféricas y en procesos 

nerviosos proximales pero no en nervios desenlazados (Gourfinkel-An el al., 1997), lo que 

sugiere una expresión anonnal de la huntingtina mutante en estos sitios. Usando gradientes de 

sacarosa, DiFiglia y col. (1995) revelaron que la huntingtina se encuenlIa en las fracciones 

enriquecidas de vesículas, donde la huntingtina se sobrelapa con la distribución de vesículas de 

proteínas membranales como el receptor de transferrina y sinaptoficina. También se ha 
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demostrado que la huntingtina está asociada con Jos gránulos citoplasmáticos, pareciéndose a los 

cuerpos multivesicuJares, e implica a los organelos en el transporte retrógrado y la degradación 

de las proteína.. en algunas neuronas estriatales y corticales de la EH (Sapp et al., 1997). 

Otros estudios indican Que la huntingtina está asociada con los microtubulos, lo Que podría 

indicar Que tiene una función en el tráfico de las vesículas. Al parecer, tanto la forma rnutante 

como la huntingtina normal se encuentran asociadas con las vesículas cubiertas por c1atrina de la 

red de Golgi, el citoplasma y la membrana plasmática (Gotetkunsl, 1995). En el estudio de la 

interacción de las proteínas con la huntingtina se ha observado que la expansión de las poli­

glutaminas en la huntingtina mutada puede modificar la interacción normal de la huntingtina con 

otras proteínas o puede producir nuevas intemcciones con otras proteínas, y en ambos casos 

llevar a la muerte neuronal. En términos de interacción proteína-proteína., es posible que la 

expansión del repetido CAG afecte l. estructura cuaternaria de la proteína, y también muchos 

dominios de la huntingtina mutada podrían involucrar nuevas interacciones a través del dominio 

N-terminal, incrementando el número de posibles interacciones entre proteínas con la proteina 

normal o mutada. Una de estas proteínas es la apopaina, también llamada caspasa 3 o CPP32; es 

una cisteín-proteasa que está involucrada en la regulación de la muerte celular programada 

(apoptosis) durante el desarrollo del cerebro (Kuida et al., 1996: Shwanz y Milligan, 1996). Se ha 

visto que la huntingtina., tanto in vivo como in vitro. es un buen sustrato para la apopaina 

(Goldbet¡¡ et al., 1 996b). El número de residuos de poli-glutaminas parece influir en la actividad 

catalítica de la caspasa 3 para la huntingtina y la actividad proteolítica de la enzima se incrementa 

en presencia de la huntingtina mutada; si esto ocurre en la EH, un incremento en la degradación 

de la huntingtina puede producir un incremento en la formación de fragmentos N-terminal en el 

cerebro de los pacientes EH y finalmente un incremento en la toxicidad inducida por el fragmento 
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N-terminal. Otra interacción huntingtina-proteína incluye a proteínas implicadas en el 

metabolismo energético, el grupo N-tenninal de la huntingtina intetaCtúa con la enzima de la 

glucólisis GADPH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) (Burlee el al., 1996). En un estudio 

utilizando inmunoprecipita.ción se muestra Que la interacción de la GADPH con la huntingtina se 

incrementa más por la presencia de la expansión de la poli-glutamina (Burke el al., 1996). La 

interacción de la GADPH con la huntingtina mutada puede daJlar la actividad g1ucolítica de esta 

enzima y progresivamente comprometer la energía., e indirectamente provocar la excitotoxicidad. 

Otra proteína, la Proteína asociada a huntingtina 1 (HAPI) es una proteinas específica de cerebro 

que interactúa con elementos de citoesqueleto. está a su vez interactúa con la huntingtina: la 

potencia de esta interacción comienza con el incremento de la expansión de poli-glutaminas (Li 

el al., 1995). La co-Iocalización parcial de la HAPI con la sintasa del óxido nítrico (NOS), una 

enzima implicada en la ex:citotoxicidad, sugiere una interacción anormal entre la huntingtina y 

esta protefna que podria producir la muerte de neuronas estriatales mediada por NO en pacientes 

con EH (Li el al., 19%). 

La expansión de los repetidos de poli-glutaminas disminuye la interacción entre la huntingtina 

y HlPI y esto puede llevar a una desorganización general del citoesqueleto neuronal, 

posiblemente desencadenando cambios en la A TPasa de la membrana plasmática o una 

deficiencia en el transporte de organelos. incluyendo la mitocondria y finalmente el daño 

energético e indirectamente la excitotoxicidad (Liu el al., 1997). 

Se ha observado una distribución heterogénea de la huntingtina dentro de las neuronas del 

estriado humano normal (Ferrante, 1997). La inmunoreactividad para la huntingtina es vista 

principalmente en la región de la matriz con pequeñas señales en las regiones de parches. 

Existiendo una mayor pérdida de las neuronas positivas a calbindina en la región de la matriz. 

8 



Estudios recientes han demostrado una correspondencia entre la presencia de la calbindina y la 

huntingtina, COn sólo una pequeña coexpresión de la huntingtina, NADPH diaforasa y l. óxido 

nitrico sintasa (NOS) (Ferrante, 1997), lo que sugiere que la vulnerabilidad selectiva de neuronas 

espinosas de dimensión media en el compartimiento de la matriz del estriado está condicionada 

por los niveles altos de expresión de la huntingtina. ya que la relativa resistencia de las neuronas 

espinosas de dimensión media y larga en el compartamiento de parche del estriado está asociada 

con bajas concentraciones de huntingtina. 

Q 
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2.2. MODELOS EXPERIMENTALES DE COREA DE HUNTINGTON 

Se han propuesto diversos modelos experimenlales que han sido relevantes para el estudio de la 

EH (BeaJ el al., 1986; Coyle el al., 1976; Greene el al., 1995). La exeitotoxieidad y el estrés 

oxidativo son dos condiciones que provocan la muerte celular asociada con algunas 

enfermedades neurodegenerativas (Coyle et al., 1993). Estos dos procesos pueden ser parte de un 

círculo vicioso y constituirse como iniciadores o contribuir a UD daño en la función mitocondrial. 

y eventuaJmente producir una fitlla energética de la célula (Beal., 1992; Beal el al., 1993). En 

años recientes se ha puesto mayor atención a la apoptosis como ruta de muerte celular en las 

enfermedades neurodegenerativas y se ha sugerido una importancia directa de este proceso en la 

destrucción de las células estrialales en la EH (portera-Cailliau et id., 1995). 

La excitotoxicidad fue descrita en 1969. como la descripción de un efecto neurot6xico de los 

aminoácidos excitadores, con la destrucción de neuronas en el sitio de la inyección (Olney. 

1969). La exeitotoxieidad juega un papel importante en la EH. Las primeras observaciones de 

exeitoloxieidad ligadas con la EH aparecieron en 1976, cuando se observó que después de una 

inyección intraestriatal de ácido kaínico. agonista de una subclase de receptores glutamatérgicos 

(Kaínato) a ratas, estas suman lesiones similares a las observadas en la EH (Coyle el al., 1976: 

McGreer el al., 1978). 

En el sitio de la inyección en estriado hay disminución neuronal de fibras aferentes, 

componentes no neuronales y una gran cantidad de intemeuronas. Esto sugiere que el glutamato 

juega un papel central en la patogénesis de la EH. Se han identificado algunas clases de 

receptores a glutamato y se dividen comúnmente en ionotrópicos (canales jónicos controlados por 

receptores) y membotrópicos. (acoplados a proteínas G). Los receptores ionotrópicos son: a) el 



receptor para N-metil-D-aspartato (NMDA), que es sensible al NMDA Y al ácido quinolínico, b) 

receptor a a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato (AMPA), sensible al AMPA Y a 

ácido kaínico, y c) los receptores a Kainato sensibles al ácido kaínico y al ácido quisquálico 

(Doble., 1995; Lipton et al., 1994). La activación de los receptores del tipo NMDA inicia un 

aumento en la permeabilidad a los iones calcio y sodio. 

Por otro lado, los derivados del oxígeno aIlamente reactivos conocidos COmo radicales libres, 

cuando están presentes en exceso llevan a una situación conocida como estrés oxidativo (Dugan 

et al., 1995), Y esto puede ser consecuencia de un mal funcionamiento de la mitocondria (Schulz 

et al., 1995) o de la excitotoxicidad (Beal., 1995). El incremento del calcio intracelular puede 

activar a la fosfolipasa A2 (PLA2) Y proteasas dependientes de calcio. La fosfolipasa A2 a su vez 

incrementa la producción de ácido araquidónico y el subsecuente metabolismo del ácido 

araquidónico induce la formación de radicales libres. El peróxido de hidrógeno y el super6xido 

son formados a través de la activación de estas proteasas dependientes de calcio, y además, el 

peróxido de hidrógeno puede ser convertido a radical hidroxilo, contribuyendo asi a la 

neurotoxicidad. El daño al metabolismo energético reduce el umbral para la toxicidad del 

glutarnato (Noveli et al., 1988), y puede favorecer la activación de los mecanismos excitotóxicos 

(BeaI., 1992), así como el incremento en la producción de especies reactivas del oxígeno (ROS) 

(Coyle et al., 1993) (Figura 1). 

Para generar modelos de EH se utilizan algunos firmacos tales como el ácido quinolínico o 

como el ácido 3·nitropropiónico, entre otros, y actualmente un modelo transgénico está siendo 

utilizado. 
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2.2.1. ADMINISTRACIÓN DEL ÁCIDO J-NITROPROPIÓNICO COMO MODELO DE 

LA EH 

La identificación inicial del ácido J-nitropropiónico (J-NP) (Figura 2), fue como un metabolito 

del J-nitropopanol, agenle tóxico responsable del envenenamiento del ganado en la zona 

occidenlal de ESlados Unidos. Los animales intoxicados con pIanIas de leguminosas (lndigojéra 

o Astragalus) presentan anormalidades motoras consislentes en debilidad general (Ludolph etal., 

1991). 

o,.N 

COOH 

Figura 2. Estructura quimica del J-NP 

Hace algunos años se reportó la ingesta de azúcar de caña contaminada con un hongo 

(Arthrinium), que produce altos niveles de J-NP y fue el responsable del desarrollo de 

encefaIopatias agudas en humanos (Ludolph etal., 1991). Entre 1972 y 1989, se reporlaron cerca 

de 900 casos de intoxicación: el 10% de ellos murieron y muchos otros presentaron pérdida de 

habilidades motola de fonna irreversible. Un número sustancial de sujeros desarrollaron un daño 

neurológico persistente caracterizado por distonia, espasmos, gesticulaciones y movimientos 



bruscos o de sacudidas; se ha señalado la presencia de lesiones en los ganglios basales. con daño 

en el putamen y el núcleo caudado. Un reporte de intoxicación por 3-NP en China continua las 

observaciones previas (He et al., 1995). El primer estudio conuolado en animales fue realizado 

por Oould y COlaborndOfes (Ooul y Gustin .. 1992: Oould et al.,1985; Ramilton y Oould 1987', 

1987b) quienes observaron que la inyección del3-NP a primates no humanos produce lesiones 

cerebrales, que afectan prefurencialmente a los ganglios basales. 

El 3-NP es un inhibidor irreversible de la enzima succinato deshidrogenasa (SOR), inhibiendo 

tanto el ciclo de Krebs como el complejo n de la cadena ttansponadora de elecuones (Alston et 

al., 1977; Coles et al., 1979). La succinato deshidrogenasa es una enzima responsable de la 

oxidación del succinato a fumarato (Alston et al, 1977; Coles et al., 1979). 

El mecanismo preciso de ia inactivación de la SOH no es claro, sin embargo, Alston en 1977 

sugiere que el dianión formado por el 3-NP es la forma inhibitoria de la molécula y esta forma el 

camanión que puede reaccionar con el grupo Oavin de la SOH como un aducto covalente. Coles y 

col., en 1979, cambian está hipótesis y demuestran que el carbanión del dianión forma la unión en 

el sitio del sustrato para ser oxidado a 3-nitroacrilato. que puede reaccionar con un grupo tiol del 

mismo sitio, formando un aducto covalente. (Figura 3). 

El 3-NP al inhibir a la SDH, produce una disminución en la síntesis de A TP que a su vez 

provoca una despolarización de la membrana con la subsecuente activación de receptores de tipo 

NMDA sensibles a voltaje y una excitotoxicidad neuronal secundaria (Novelli y col., 1988). En la 

fase inicial de la intoxicación, el 3-NP inhibe selectivamente el ciclo del ácido cítrico de las 

neuronas GABAérgicas; la actividad glial permanece inalternda durante este tiempo (Hassel y 

Sonnewald, 1995). Estos resultados pueden explicar por qué las neuronas del caudado/putamen 

(las cuales son fundamentalmente GABAérgicas), son dañadas selectivamente por el 3-NP. Al 
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parecer. la excitotoxicidad subsecuente induce una muerte necrótica o apoptótica (Figura 4). 

Existen evidencias bioquímicas y morfológicas que sugieren que existe apoptosis en eJ estriado 

después de una administración sistémica de 3-NP (Sato et al, 1997). Por otro lado, el antagonista 

de los receptores del tipo NMDA, el MK-801, no protege en contra de la toxicidad del3-NP en 

cultivos de neuronas corticales y estriatales, y la morfologia de la muerte celular fue indicativa de 

un mecanismo apoptótico (Bebreos et al., 1995). La muerte apoptótica fue bloqueada por 

cicloheximida, pero no por antagonistas de NMDA, y esto demuestra que e13-NP puede provocar 

una muerte necrótica rápida que involucra a los receptores NMDA, o una muerte apoptótica lenta 

independiente de los receptores a NMDA; sin embargo, aún no se ha explicado el daño regional 

específico producido por la administración sistémica de 3-NP (Geddes et al., 2000). 

Otros estudios han reportado disminuciones en el metabolismo de la glucOsa y anormalidades 

en las enzimas tnmsportadoras de electrones en las mitocondrias de cerebros de pacientes con EH 

(BeaI Y col., 1992). La administración sistémica ClÓnica de 3-NP también produce lesiones que 

presentan características histológicas y neuroquímicas parecidas a la ER El 3-NP inyectado 

intraestriatahnente a ratas y primates no humanos. produce lesiones dependientes de la dosis con 

pérdida neuronal y gliosis. Se observa una disminución de ácido -y-aminobutirico (GABA). 

sustancia P, somatostatina, neuropéptido Y y dopamina Las lesiones ocasionadas producen un 

decaimiento del A TP a las tres horas después de la inyección, el cual llega a persistir hasta 24 

horas después (BeaI. 1993). Recientemente se ha obtenido evidencia de la participación del 

metabolismo oxidativo en la EH: usando imágenes de resonancia magnética se ha observado 

acumulación de lactato en los ganglios basales (Koroshetz y col., 1992). El 3-NP , por las 

características de las lesiones que produce, es un importante inductor del modelo de EH para 

evaluar posibles terapias experimentales (Beal y 001.,1993). 
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2.2.2. ADMINISTRACIÓN DEL ÁCIDO QUINOLÍNICO COMO 

MODELO DE LA EH 

Otro de los mrmacos más utili:zado como modelo para el estudio de la enfermedad de Huntington 

es la administración estriatal del ácido quinolínico (QUIN) (Figura 5). Las propiedades 

excitolÓxicas que presenla el QUIN se acentúan por su natura1e:za endógena, eslaDdo disponible 

para las funciones fisiopatológicas del SNC y causando una muerte neuronal selectiva (Scbwarcz 

el al., 1984). 

coaH 

COOH 

N 

Figum 5. Estructum química del QUIN. 

El ácido quinolínico (ácido 2,3-piridln-dicarooxílico) es un metabolito endógeno del L­

triptofuno que se forma en la vía de la kinurenins (Vender, 1975) y presenla actividad como 

asonisla de los receptores g1utamatérgicos para NMDA (Stone, 1993). 



La vía metabólica de la kinurenina (Figura 6) ha sido identificada en el cerebro, el hígado yen 

los intestinos humanos (Vender, 1975; Wolfunsberger, 1983; Moroni, 1984'). 

El QUIN fue localizado ¡mr primera vez en el tejido cerebral de la rata Y de los humanos 

(Wolfensberg y col., 1984). se encuentra preferencial mente acumulado en la corteza cerebral, el 

cuer¡m estriado, el hi¡mcam¡m, el diencémlo, el cerebelo y tallo cerebral de varias especies de 

mamíferos. Las concentraciones del QUIN no varian grandemente en las diferentes resiones del 

cerebro y en la mayoría está presente en concentraciones micromolares. Así, la corteza cerebelar 

(con aproximadamente 2 nmollg de tejido) generalmente tiene niveles de 2 a 4 veces más altos 

que los presentes en el estriado (Wolfensberger, 1983; Moron~ 1984a). 

Su concentración aumenta con la edad y se ha comprobado que en los animales de edad 

avanzada, las concenttaciones de QUIN en el cerebro lIesan a ser elevadas (Moroni y col., 1984), 

lo cual sugiere que el QUIN podría estar asociado con procesos de envejecimiento celular tales 

como el daño oxidativo y la a¡mptosis (Stone, 1993). Por la localización de las enzimas de 

sintesis del QUIN, la 3-hidroxi-antranilato-oxigenasa (3-HAO) y de degradación, la QUIN­

fosforribosíl-transfernsa (QPRT), se cree que el papel fisiológico de este metabolito ¡mdría estar 

relacionado con su actividad como neuromodulador en el sistema nerviosos centtal (SNC) (Stone, 

1993). 

Por otra parte, el ácido quinolínico presenta una baja capacidad para cruzar la barrera 

hetnatoencefilica, por lo que se cree que su contenido en el cerebro es originado endógenamente 

a partir de la vía de la kinurenina (Foster y col., 1984). De ronna interesante, el cuerpo estriado 

no cuenta con los mecanismos de degradación del QUIN en el espacio extracelular ¡mrcarecer de 

la QPRT u otras enzimas de desl1ldación de este metabolito (Stone, 1993),10 cual podria explicar 

la selectividad de los efuctos tóxicos del QUIN sobre dicha región cerebral. 
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El QUIN produce neurotoxicidad por la sobre-estimulación de los receptores de tipo NMDA 

(perkins, y Stone., 1983; Schwarcz et al., 1983). La microinyección del QUIN dentro de algunas 

regiones del SNC produce lesiones que son atenuadas por un gran número de antagonis1llS de los 

receptores de tipo NMDA (Foster el al., 1988; Foster el al., 1984; Schwarcz el al., 1983). Hoy se 

sabe que las neúronas específicas de varias regiones del SNC exhiben diferente sensibilidad al 

QUIN y al NMDA (Efrench-Mullen el al., 1986; Perkins y Stone., 1983; Schwarcz y Kohler., 

1983), y se ha sugerido que el QUIN podria actuar sobre algún subtipo del receptor NMDA 

(Perkins y Stone., 1983). En este modelo, la mayaña de las neuronas degeneran de 4 a 5 días 

después de la inyección (Shwarcz et al., 1983; Foster el al., 1988), Y solo un grupo pequeño de la 

población total de neuronas, aquellas que contienen la NADPH-diaforasa, son resistentes al dalla 

(Schwarcz et al., 1983). También se ha observado en varias regiones cerebrales de pacientes con 

EH un incremento significativo de la actividad de la 3-hidroxiantnmilato oxigenasa (la enzima de 

síntesis del ácido quinolínico) (Schwaroz, 1988). 

Además, las inyecciones del QUIN inducen un incremento del contenido de calcio intracelular, 

iniciando la liberación intracelular del calcio de depósitos intracelulares y la activación posterior 

de canales iónicos a través de los cuales sodio y calcio pueden pasar en grandes cantidades (Lu, 

1991). La despolarización de la membrana da como resultado una activación de los canales de 

calcio dependientes de voltaje, los cuales pueden admitir suficiente calcio como para contribuir al 

daIIo neuronal (Weiss. 1990). Cuando se administra directamente dentro del estriado de la rata, el 

QUIN produce lesiones tipo "axon sparing" o de axones preservados, con marcada pérdida de 

dendritas, vacuolización y pérdida de la estructura en los sitios postsinápticos, pero generalmente 

buena preservación de las tenninales presinápticas. Resulta interesante que las áreas del cerebro 

más sensibles a su acción neurotóxica sean el hipocampo y el estriado. Otras áreas. incluyendo la 
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amigdala, el hipotalámo,la substantia nigra y el bulbo olfutorio, son más resistentes ala toxicidad 

del QUIN en el cerebro de rata (Schwarcz, 1983). 

Beal y col. (1989) enfutizaron que en la EH, la preservación de algunas neuronas es sólo un 

aspecto relativo, y en los casos patológicos más severos, hay una pérdida de todos los tipos 

neuronales. En este punto cabe mencionar la existencia de marcadores adicionales de algunos 

grupos específicos neuronales, tales romo la NADPH-diaforasa. Esta enzima se ha encontrado 

histoquímicamente en el SNC y se ha observado que las neuronas estriatales que contienen esta 

enzima se preservan selectivamente en la enfermedad (Ferraote el al., 1984), lo cual ocurre 

frecuentemente con la co-Iocalización de la somatostatina y el neuropeptido Y. Desde hace 

algunos afios se ha sugerido que las neuronas que contienen NADPH diaforasa son más 

resistentes a la toxicidad del QUIN (KowaU et al., 1987), y se han propuesto 2 teorías, una 

establece que la NADPH diaforasa es una sintasa del óxido nltrico, y por tal se encarga de 

proteger a las neuronas; o la segunda, que la NADPH diaforasa actúa como enzima citoplásmica 

o a nivel de las terminales nerviosas y que tiene como función capturar al QUIN y degradarlo en 

moléculas menos tóxicas para la neurona (Kowall el al, 1987). 

En la década de los 90's, el QUIN adquirió gran importancia en el estudio de procesos 

patológicos del SNC, no sólo como modelo de la EH sino también en algunas altetaciones 

asociadas con otras enfermedades, como el complejo de demencia asociado con el síndrome de 

inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Heyes el al., 1989), en donde se cree que los altos 

niveles registrados de este metabolito en líquido cefuIorraquideo pueden estar asociados con l. 

demencia y la atrofia cerebral observada en estos pacientes. 
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2.2.3. RATONES TRANSGÉNICOS COMO UN MODELO DE LA EH 

Tres grupos independientes crearon ratones knock-out del gen de EH (Naisir et al., 1995; 

Duyao el al., 1995; Zeitlin et al., 1995). En todos los casos los embriones murieron, sólo un 

mutante fue asociado con un incremento en la actividad motora, deficiencia en el aprendizaje y 

pérdida neuronal significante en los núcleos subtalámic.os (Nasir yet al., 1995). 

Varios ratones transgénicos se generaron después, usando una cadena largs de cONA portadora 

de 44 repetido. del CAG (Goldbe'l! y col., 1996a) o un exón del gen mutado de EH portador de 

115-156 copias de CAG (Mangiarini et al., 1996). Una vez desarrollado el ratón transgénico 

11amado R6, se hicieron otras líneas de ratones transgénicos, con variaciones en el número de 

repetidos CAG. Las líneas R6/0, R6/1 y R6/2 contienen diferente número de repetidos de CAG 

(142, 116 Y 144 respectivamente). También se bao desarrollado ratones transgénicos con 18 

repetidos, los que no muestnm el fenotipo neurológico. indicando así la relación causal entre la 

expansión de glutaminas entmla proteína y la enfermedad (Mangiarini y col., 1996.). 

Las líneas de ratones R6fO, R6f1 y R6/2 desarrollaron un fenotipo neurológico anormal. 

Gradualmente, los animales llegan a ser descoordinados desarrollando movimientos anormales y 

pérdida de peso corpotal; conduetuabnente presentan un signo llamado feet clasping (Sujetan sus 

patas tmseras con sus patas delanteras al quedar pendientes de su cola). Otra de las características 

de estos ratones es la observación de estructuras que aparecen en los núcleos. llamadas 

inclusiones intranucleares. Estas inclusiones se han encontrado 1ambién en el material de 

necropsia de los humanos y se ha postulado que tienen un papel en la patogénesis de la EH 

(Davies el al., 1997; Difiglia 1997). Las inclusiones intmcelulares y citoplásmicas en los 

pacientes con la EH están compuestas de fragmentos N-terminales truncados de la proteina 

huntingtina que son detectados por medio de anticuerpos policlonales dirigidos contra una fusión 
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de la proteína CAG53b o del péptido HPI correspondiente a una secuencia N-terminal de la 

huntingtina (SienldzaD. 1999). 

EsISS inclusiones contienen la proteína buntingtina truncada en el punto del marco de lectura 

del sitio de segmentación de la caspasa (Wellington. 1998). De esta fonna, en pacientes con 

expansiones largas del trinucle6tido CAG. la segmentación proteolítica de la huntingtina mutante 

podrla producir una acumulación temprana de los fragmentos neurotóxicos de la proteína y la 

formación de cuerpos de inclusión con degeneración de las neuronas afectadas a una edad 

temprana de inicio clínico de la enfermedad (Sieradzan. 1999). La membrana nuclear de las 

neuronas exhibe un incremento en el número de muescas que corresponden a un incremento en la . 

densidad de poros nuel"""", (Davis. 1997). Las inclusiones contienen fragmentos NH, terminales 

de la buntingtina mutante, la cual es ubiquitinada. 

Otro grupo propuso ratones con 71 y 94 repetidos de CAG estos no contienen inclusiones 

nucleares o exhiben algún déficit conductua~ pero poseen un aumento en la sensibilidad de la 

activación de receptores glutamatérgicos en neuronas estriatales (Levine .• 1998). 



2.3. MARCADORES DE ESTRÉS OXIDATNO 

El oxígeno es esencial para el mantenimiento de la vida, su ausencia conduce rápidamente a la 

muerte celular y tisular. En contraparte la toxicidad del oxígeno es el resultado de la producción 

continua de especies altamente reactivas o ""'icales libres. Un radical libre se define como 

aquella especie que tiene uno o más electrones desapareados. Esta definición incluye al átomo de 

hidrógeno, las especies derivadas del oxígeno y especies generadas a partir de metales de 

transición, tánto el oxígeno como el péroxido de hidrógeno se consideran precursores de radicales 

libres (HaJliwe~ 1981). Si una molécula de oxígeno acepta un electrón, se forma un radical 

superóxido con un electrón desaparesdo. 

En el organismo, varias enzimas catalizan la reducción univalente del oxígeno para dar lusar al 

""'ical superóxido. McCord y 'Fridovich (1969) descubrieron la enzima enClllllada de atrapar al 

""'ical superóxido en las células (la superóxido dismutasa o SOD) y concluyeron que este radical 

es el responsable de la toxicidad producida por el 0,. 

El estrés oxidativo se ba definido como la relación entre los mecanismos de producción de 

radicales libres y la baja efectividad de los sistemas de defensa antioxidante; el estrés actúa 

mediante difetentes mecanismos: a) la peroxidación de lípidos, b) la proteólisis peroxidativa, c) el 

daño a ácidos nucleicos (DNA y RNA) y d) el daño a los carbohidmtos (HaIli\WIJ, 1990). 

De acuerdo con Coyle y Puttfarcl<en (I993), el estrés oxidativo se encuentra relacionado con 

los desórdenes neuroIógicos taJes como la epilepsia y los eventos traumáticos. El estrés oxidativo 

y la activación excesiva de los receptores a g1utamato (Al(, NMDA, AMPA). interactúan en los 

procesos de vulnetabiJidad celular del cerebro (Coyle et al., 1993) 
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2.3.1. PEROXIDACIÓN DE LÍPIDOS 

La lipoperoxidación es una expresión del estrés oxidativo y se caracteriza por ser una reacción 

de autooxidación que puede ser iniciada por los radicales hidroxilo, pero no por radicales menos 

reactivos como son el superóxido o sustratos como el peróxido de hidrógeno. 

La lipopemxidacion se caracteriza por cambios asociados con el deterioro oxidativo de aceites 

vegetales y grasas animales, que incluyen cambios en el color, la viscosidad y la solubilidad 

(Gutteridge., 1988). La lipoperoxidación aumenta la rigidez de la membrana celular y ésta puede 

disminuir la ¡mosencia de enzimas unidas a las membranas y de los receptores hormonales. Los 

ácidos grasos polünsaturados son particularmente susceptibles a la peroxidación y el proceso se 

inicia por una reacción en cadena de radicales libres. La peroxidación es iniciada por el ataque de 

alguna especie quimica suficientemente reaetiva como para substtaer un Alomo de hidrógeno del 

sitio de la cadena (<Jutteridge., 199<l). Un punto esencial de la lipoperoxidación es que los ácidos 

grasos no satutados al ser degradados por este mecanismo, conducen a la producción del 

malondialdebldo (MDA) como producto intermediario, el cual es eoctremadamente reaetivo con 

grupos amino provenientes de proteínas y genera bases de Schiff que se pueden identificar por su 

caracterlstica de exhibir lluorescencia 

Se pueden observar !nOs pasos principales de la peroxidación de Iípidos: 1) Iniciación: La 

iniciación de la reacción en cadena se localiza en el doble enlace de uo ácido graso insaturado. El 

radical hidroxilo (·OH). capta un átomo de hidrógeno para su transformación en agua. Los ácidos 

grasos insatutados victimas de la agresión se transforman a su vez en radicales libres, con un 

rápido rearreglo de sus dobles enlaces y, en presencia de oxígeno, forman un radical peroxi 

(ROO). 2) Propagación: El radical perox¡ (ROO) desprendido actúa sobre una cadena insaturada 

vecina intacta con substracción de un hidrógeno y la formación de un bidroperóxido RooH 



inestable, mientras que el radical ROO que se ha fonnado, puede comenzar un nuevo ciclo. Esta 

reacción en cadena, producto del ataque de los lípidos de membtana por los radicales libres, 

constituye la lipoperoxidaciÓn. Los hidroperóxidos son igualmente degradados, fonnando varios 

alcanos y aldeheídos. Uno de los productos de degradación, el dialdeheído malónico, puede 

reaccionar con los grupos tiol (SH) o amino (Nllz) de las proteínas y formar compuestos 

fluorescentes. Su consiguiente acumulación en ronna de lipofuscina es característica de las 

células que sufren una peroxidación lipídica intensa y repetida; 3) Terminación: La reacción en 

cadena se detienen cuando dos radicales libres pertenecientes o no a la misma molécula, 

interactúan, creando entre ellos dos puentes. Esta es igualmente 6:enadas por el encuentro con 

moléculas captadoras, tales como el (1- tocoferol de la membrana, O por los puentes que se 

establecen entre las proteinas de membrana y del dialdeheído malónico (Clavel et aI.,1985: 

Matodonneau etal., 1983). 
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2.3.2. GLUTATIÓN 

El glulatión (GSH) es un tripéptido presente en las células animales y está constituido por tres 

aminoácidos que son el g1utamato, la cisteína y la glicina; estos aminoácidos son sintetizados en 

el organismo aunque lambién se obtienen a través de la dieta 

El GSH es un imporlante antioxidante celular. Fahey y Sundquist (1991) encontraron evidencia 

para lig¡II evolutivamente al GSH Y al me1abolismo eucarionte aerobio; esla relación indica que el 

GSH involucra moléculas de protección célular en contra de la toxicidad del oxígeno. El GSH es 

sintetizado en dos pasos a partir del glu1an1ato, la cisteína y la glicina, que son catalizados por la 

y-g1utanlilcisteina-sintetasa y la GSH sintetasa. El g1utetión reducido(GSH) constituye un 

imporlante sistema para la destoxi"""ión de especies reactivas del oxígeno (Meister, 1994: 

Coopery Cristal, 1997) (figwa6). 

La inhibición de la síntesis de GSH incremenla la fonnación de radicales libres (Merad-Boudia 

et al., 1998), incremenla la actividad de síntesis del óxido nítrico (Reales et al., 1996) disminuyo 

la función mitocondrial (Reales et al., 1995; Merad-Boudia et al., 1998), e incremenla la 

vulnerahilidad excitotóxica (Bridges y col., (991). La disminución de las concentraciones de 

GSH en el tejido se observa después de la isquemia y de la excitotoxicidad (Orwat et al., 1994; 

Shivakumar et al., 1995; Florean et al., 1997). Entre los posibles mecanismos tóxicos asociados 

con el g1utatión, se incluye un incremento en el rompimiento de GSH y la inhibición de su 

síntesis o el flujo de GSH de su forma oxidada GSSG. Necesariamente, el flujo de g1U1atión 

ocurre en el cerebro de la rala sometida isquemia (Andiné et al., 1991; Orwar etal., 1994; Yang 

et al., 1994), Y un flujo masivo de GSH en las células no neuronales no apoptóticas se ha sugerido 

como un paso hacia la muene celular (van den Dobbelsteen et al., 1996; Macho et al., 1997; 
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Ghibelli et al., 1998). Se ha establecido que la mitocondria no posee las enzimas necesarias para 

la síntesis de GSH, por lo cual el GSH mitocondrial es originado en el citosol (Griffith y Meister, 

1995). Algunos estudios sobre las mitocondrias del hígado de ",ta indican que la horneostasis del 

glutatión mitocondrial es regulada por un sistema de trsnsporte multicomponente, el cual quizá 

explique la notable capacidad de la mitocondria para incorporar y retener el GSH (Martansson et 

al, 1990). El GSH se encuentm en concentmciones de 1-2 mM en el cerebro, localizándose casi 

exclusivamente en las células g1iales, aunque también se observa en las terminales nerviosas de 

las neuronas y los axones (Rapo et al, 1989). La libClllCión del GSH es principalmente neura!; sin 

embargo, existe la posibilidad de que las neuronas sean capaces de liberar alguna sustancia que a 

su vez ayude a la libeJllción de GSH a partir de las células gliales (Gbibelli etaL 1998). 

Se ha tomado a la disminución de GSH como un índice de daño por radicales libres (Smith, 

1991). La tasa de GSHlGSSG juega un papel importante en la defeosa contm el daño por 

radicales libres y las concentraciones de GSH representan un mejor marcador oxidativo ya que 

estos pueden ser afectados por más de una vía; siendo que el GSH está involuCllldo en diferentes 

sistemas de defensa antioxidante, el cambio en los niveles de GSH puede, en la mayoría de los 

casos, ser considerado como un marcador inespecífico del daño por radicales libres (Hagernan. 

1992). 
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Figura 7. Rulas melabólicas del glutatión (Meister. 1994). 

30 



2.3.3. GLUTATiÓNPEROXIDASA 

La enzima glutatión peroxidasa (GPx:) está localizada en el dtosol y en los compartimentos 

mitocondriales celulares (panfili et al., 1991). Esta enzima cataliza la siguiente reacción: 

H,o, + 2GSH - GSSG+ 2H,o 

Mediante esta reacción. la GPx se constituye como un sistema de defensa antioxidante 

importante, al inactivar al H:z02Y otros peróxidos 

La GPx es una enzima tetrarnérica soluble con una masa molecular de 95 kDa. Cada subunidad 

está constituida por un átomo de selenio en su estado reducido. incorporando dentro de un 

residuo de selenocisteina al sitio activo de la enzima. La presencia de selenio es necesaria para la 

actividad enzimática. La actividad catálitica de la selenocisteina podría ser introducida dentro de 

la estructura de la proteína GPx por una incorporación co-transduccional directa O por una 

adición post-lJaduccional del selenio de un aminoácido común (Baker et al., 1993). 

La concentración más alta de la GPx se encuentra en el hígado. En los cerebros humanos la 

distribución de la GPx es primordialmente en neuronas y astrocitos. Se ha encontrado GPx en el 

cerebro de humano después de un infarto (Lindenau, 1998). 
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2.3.4. SUPERÓXIDO DISMUTASA 

La enzima superóxido dismutasa (SOD) es una metaloproteína que cataJiza la conversión de los 

aniones super6xido a peróxido de hidrógeno y oxígeno molecular. Las SODs se han clasificado 

en tres grupos. de acuerdo al ión metálico unido a su sitio activo: dependientes de CwZn. Fe, o 

Mn. 

La superóxido dis"mutasa cataliza la dismutación de 0"2 de la siguiente manera: 

sao 

O', + O', + 2It - H,Q +0, 

En células de mamíferos, el citoplasma contiene primordialmente a la SOD dependiente de 

CulZn (CuIZN·SOD) (Fridovieh, 1989) mientras que en matriz mitocondrial se localiza a la SOD 

dependiente de Mn (Mn-SOD) (Weisiger y Fridovieh, 1973; Matsuda el a~ 1990; Del Maestro y 

MeDonald, 1989; Marklund, 1978; McCord el al, 1977). 

La Mn-SOD es un homotetrámero con un peso molecular de alrededor de 88 leDa por tetrámero 

y está compuesta por 4 subunidades unidas no covaJentemente que contienen un átomo de 

Mnlmon6mero en su sitio activo (Markund, 1978; McCord et al, 1977). La MnSOD puede ser 

inducida por eitoeinas: el mctor de necrosis tumoral (fNF), las interleueinas (IL)-I y los 

Iipopolisacáridos (LPS)( Kawaguehi el al., 1990; Masuda et al., 1988; Visner el al., 1991; Wong 

et al., 1989). Esta enzima tiene erecto protector antioxidante porque mantiene estados bajos de 

concentración del radical superóxido generalmente en el intetvaIo nM (Weisrger y Fridovieh, 

1973). Esta enzima también protege directa e indirectamente contra los erectos del radical 
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superóxido, previniendo la formación del peroxinitrito un derivado tóxico del óxido nítrico por 

competencia con el ON por el superóxido (Crow y Breckman, 1995; Fridovich, 1975, 1995). 

Tanto la Mn-SOD localizada en mitocondria y ocasionalmente en citosol, como la CulZn-SOD 

SOn ¡nducibles en una gran variedad de tejidos y tipos celulares bajo condiciones de elevada 

cantidad de radicales libres generados por radiación. inflamación o condiciones de hipoxia 

(Akashi et al 1995; Harris et al 1991; Kato et al 1995; Watanabe et al 1996; Wong, 1995). 

Se ha reportado que la Mn-SOD está confinada a las células de la astroglia y de las neuronas y 

la CulZn-SOD está en la microglia. la astroglia y las neuronas bajo condiciones basales y nocivas 

(Furata et al 1995; Liu etal., 1993; Pardro et al., 1995). 
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ill. OBJETIVOS 

GENERAL. 

Evaluar la actividad enzimática de Mn-SOD, CulZn-SOD y Gpx en el cuerpo estriado de 

roedores así como la lipoperoxidación y cambios en GSH como marcadores de estrés oxidante 

genentdos por la inyección intraestriatal de QUIN y-3-NP como modelos fannacológicos de la 

EH y en un modelo transgénico de la EH. 

PARTICULARES 

o Cuantificar los productos lipídicos fluorescentes de la peroxidación (PLF) en el cuerpo 

estriado de ratas lesionadas con 3-NP o con QUIN a las 3 y 6 horas después de su 

administración. 

o Analizar los cambios de GSH (Glutatión reducido) en el cuerpo estriado de ratas 

lesionadas con 3-NP, QUIN, 3 ó 6 horas después de su administración. 

o Evaluar la actividad de dos enzimas antioxidantes: (Glutatión peroxidasa y Superóxido 

dismutasa) en el cuerpo estriado de ratas lesionadas con 3-NP O QUIN 2, 3 Ó 6 horas 

después de su administración, 

• Evaluar la actividad de la superóxido dismutasa en estriados de ratones transgénicos a las 

19 y 35 semanas de edad. 

o Evaluar con microscopia electrónica, el daílo mitocondriai en el cuerpo estriado de ratas 

lesionadas con 3-NP o QUIN 3 Y 6 horas después de la administración de las toxinas, y 

también para el caso de los ratones transgénicos alas 19 y 35 semanas de edad. 
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N. HIPÓTESIS 

• Si conocemos la toxicidad que tanto el 3~NP como el QUIN ejercen sobre el SNC 

entonces esperamos Que el patrón del daño neural generado por estas dos toxinas 

involucre alteraciones especificas en sistemas antioxidantes endógenos y que dichos 

cambios se expresen de manera selectiva. 

• Esperamos encontrar evidencias de alteraciones en la actividad enzimática de la Mn-SOD 

y CulZn-SOD en ratones transgénicos para la EH. 

• Si conocemos el mecanismo de acción de las toxinas y los mecanismos ejercidos por el 

transgen, entonces esperamos encontrar daño a nivel mitocondrial que ponga en evidencia 

alteraciones energéticas primarias en estos tres modelos de la EH. 
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por cada 60 minutos, después la disminución en GSH de la reacción no enzimática fue restada. 
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ANÁLISIS DEL CONTENIDO ESTRJA TAL DE GSH 

Se empleo la técnica de Hissin y Hilf (1976). Una vez realizada la inyección estereotáxica del 

QUIN o del 3-NP y tt1IJlscurrido un tiempo de 2, 3 Y 6 hOlllS, se obtuvQ el tejido estriatal de las 

ratas y se homogenizaron en un volumen de 3.75 mI de amortiguador fosf3tos 50mM pH 7.8.0 

con EDTA 0.005 M + 1.0 mI de HPO, al 25%, se tomaron 0.5 mI pam la determinación de 

proteíRa3; el volumen restante se centrifugó a 15,000 rpm durante un periodo de I S minutos. Del 

sobrenadante se tomaron 0.5 mi pam determinar la concentración de GSH. como se describe a 

continuación: se tomaron 0.5 mi + 4.5 mi de amortiguador de fosf3tos pH 8.0 y posteriormente se 

agitaron COn vortex. Se obtuvo una allcuota de 100 JÚ de la mezcla anterior y se mezcló 

nuevamente con 1.8 mi de buffer de fosfiltos pH 8.0 + 100 JÚ de la mezcla OPT-metanol (1:1, 

vlv). Se sdicionaron 200 JÚ de N-etiImaleimida (0.4 M) psra inhibir la oxidación de GSH a 

GSSG. Se incubaron las alícuotas a tem.peratun¡ ambiente por 1 S minutos y protegidos de la luz, 

por último se determinó la señal de tluorescencia a 420nm de emisión y 350 nm de excitación, en 

un Especlrofotómetro de tluorescencia Pedcin- Elmer modelo. LS 50B. Finalmente se 

construyeron curvas de calihlación psra GSH de la siguiente manera: de una solución Stock 

conteniendo 1 mg de GSH/m1 de amortiguador, se tomaron 200 JÚ y se aforaron a 10 mi con 

amortiguador de fosf3tos pH 8.0 (conteniendo EDTA 0.005 M). De esta última soluoión se 

tomaron 250 JÚ, 500,,~ 1000 JÚ y 1500 JÚ y se afotaron cada uno a 10 mi con amortiguador de 

fosfiltos + EDTA 0.005 M De aula uno de estos puntos se tomaron entonces 100 JÚ y se 

adicionaron con 1880 JÚ de amortiguador de fosfiltos + EDTA 0.005 M + 100 JÚ de la mezcla de 

OPT -me\anol (1:1 v/v). dejándose reposar a temperatwa ambiente por 1 S minutos y protegidos 

de la luz. Para obtener el punto blanco se adicionaron 1900 JÚ de amortiguador + 100 JÚ de la 

mezcla OPT- metanol (1 :1, vlv) únicamente.Posterionnente, se determinó la señal de 
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luminiscencia bajo las mismas condiciones descritas anteriormente. La expresión de resultados es 

en nmoIlmg de ptroteína. 
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ANÁLISIS DE LA ACTNIDAD DE LA SOD 

Se determinó por la técnica basada en la reducción de nitroazul de tetrazolio (NBT) (Oberley& 

Spitz, 1984). Se utilizó una mezcla de reacción que contenía 40 mi dexantina 0.3 mM + 20 mi de 

EnTA 0.6 mM + 20 mI de NBT 10 ¡1M + 6 mI de albúmina sérica bovina 0.1% + 12 mI de 

c:ubonato de sodio 400 mM. Se prepsro una solución de xantina oxidasa con una concentración 

final d. 167 UIL. En los tubos de ensayo se colocaron 2.45ml de la mezcla de reacción y se 

mantuvieron a una temperatura de 25·C, se adicionaron 0.5 mi del homogenado diluido 1:100 e 

inmediatamente se agregaron SO J1I de la solución de xantina oxidasa con intervalos de 30 

segundos durante 30 minutos por tubo. Se prepararó un blanco para cada muestra con los mismos 

reactivos pem sin la solución de xantina oxidasa, se incubaron 30 minutos y al ténnino de esla 

incubación se adicionó l mI de una solución de clorum cúprico 0.8 mM Se determinó la 

absorbancia a 560 nm en un espectrofotómetro BEKMAN DU-ó4. De forma simultánea, se 

preparo un blanco de comparación el cual contenia xantina oxidasa sin homogenizado. Una 

unidad de SOD se define como aquella cantidad que inhibe en un 50010 la reducción de NBT. Para 

determinar la actividad de Mn-SOD, el homogenizado se incubó durante 30 minutos con una 

solución de DDC 50 mM con la finalidad de inhibir a la CuZn-SOD; la actividad de esta última 

se obtuvo restando la actividad de Mn-SOD de la actividad de SOD total. Los resullados se 

.expresaron como U/mg de pmtefna. 

DETERMINACIÓN DE Mn-SOD 

El homogenizado se inactivo con DDC 50 mM incubado durante l hOla a 30·C (IOO pi de 

homogenizado + 100 J1I de DDC 100 mM). Posteriormente el homogenizado inactivado con 

DDC se dializa (con una membrana de dialisis que retiene proteínas de más de un peso de 12000 

o más) realizando dos cambios de 400 volúmenes en una solución amortiguadola de fosfatos 
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5mM (pH 7.8) EDTA 0.1 mM en un tiempo de tres horas. Para detenninar la actividad se sigue el 

mismo procedimiento que para la SOD total 
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DETERMINACIÓN DE LA PEROXIDACIÓN DE LÍPIDOS 

Se sacrificaron a los animales, se extrajeron los estriados lesionados (Glowinski J et al., 1996) Y 

se homogenizaron en 3 mI de solución salina (NaCI 0.9%). Todo este proceso se realizó en hielo. 

Se uansfirió el homogenado a tubos de vidrio y se tomó una alícuota de 1 mI del homogenado 

para determinar la proteína. Del resto del homogenado se tomó 1 mI al cual se le agregaron 4 mI 

de una mezcla de cloroformo-metanoJ 2:1. Los tubos se agitaron por 10 segundos, se metieron en 

hielo cubiertos de la luz, por 45 minutos. Se extrajo la parte superior (mse metanólica acuosa) 

con bomba de vaclo y el restante se utilizó para medir la fluorescencia (mse clorofórmica). Se 

tomarón 950 J1I de esta última mse en una celda de fluorescencia y ae agregaron 50 J1I de metanol, 

se agitaron para leeme en un espectrofotómetro de fluorescencia, modelo L550B dePerkin-Elmer 

a 750 nm de excitación y 430 nm de emisión. Los resultados obtenidos fueron corregidos por 

gramo de tejido y se expresaron en unidades de fluorescencia por gramo de tejido. 

La sensibilidad del espectrofotómetro se ajusta a 300 unidades de fluorescencia con una solucion 

estandar de quinina de 0.1 mg/ mI en una solución acuosa de ácido sulfurico 0.05 M 
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MICROSCOPIA ELECTRÓNICA 

Se realizó la perfusión de los animales, se extraen los tejidos estriatales, se cortan en pequeños 

segmentos y se fijan en glutara1dheído al 25% en un amortiguador cacodilatos pH 7. O. I M por I 

hora y media. Se lava con amortiguador de cacodilatos por 10 minutos con postfijación de OSO. 

al 0.5% en amortiguador de cacodilatos. Se lavó nuevamente con amortiguador de cacodilato y se 

procedió a deshidratar el tejido COn alcoholes graduales de 70°,80°,90°, 1000 (diez minutos cada 

uno), y óxido de propileno con dos cambios de 15 minutos. Se preincluyó con EPON-Oxido de 

propileno 1:1 dlmU1te una noche y se incluyó en EPON (resina) puro. Se hizó la polimerización a 

60° C ( Polímero de EPON). Posteriormente se realizaron cortes de una micra y se tiñeron con 

azul de toluidina (para cortes finos). 

Se realizaron cortes finos de 60-70 nm, y se contrastaron (teñir) con acetato de uranilo 813% y 

citrato de plomo (COntnlS!e de rutina); se observa 81 microscopio electrónico y se obtienen las 

micrografias. de las cuales se tomaron en cuenta solo las mitocondrias que se encuentraron 

alrededor del núcleo celular para comparar los distintos tratamientos y _nes transgénicos. 
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DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS POR EL MÉTODO DE LOWRY 

Todas las muestras se analizaron de acuerdo con el método de LoWl)' y col. (1951) para 

determinar su contenido de proteínas. Se diluyó cada muestra en proporción 1 :20 (50 ¡ti del 

homogenado + 950 ¡ti de agua), se pipetearon 0.4 mi de la muestra diluida y agregaron 2 mi de la 

siguiente solución: 49 mi de Na,cO, al 2 % en NaOH 0.1 N + 0.5 mI de tartrato de NaIK al 2 % 

+ 0.5 mi de CuSO. al 1 %. 10 minutos después, se agregó el reactivo folin-fenol 1:1 (0.2 mi por 

cada muestra) y se leyó la absorbancia después de 30 minutos en un espectrofolÓmetrO U. V 

visible a 550 nm, Lamda 20 Perkin- E1mer. 

AniIisis estadistico 

Pata el análisis estadistico se utilizaron pruebas paramétricas, por lo que los tratamientos con 

sólo dos grupos se compararon con la prueba de t de studen! para medias independientes. Pata los 

tmtamien105 con tres grupos se aplicó un análisis de varianza (ANOVA), seguido por la prueba 

de Tukey para comparaciones múltiples. 
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V. MATERIALES Y METODOS 

ANIMALES 

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar para los experimentos de modelos farmacológicos 

de l. EH, con un peso de 250 a 300g. Los animales fueron proporcionados por el bioterio del 

Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía, Manuel Velasco Suárez. 

También se emplearon ratones transgénicos hembras de l. linea R6/l de 19 y 35 semanas de 

edad. Los animales fueron proporcionados por el Departamento de Fisiología, Biofisica y 

Neurociencias, del Centro de Investigación y de estudios Avanzados de lPN, CINVESTAV. 

REACTIVOS 

Todas las soluciones fueron preparadas en agua des ionizada (desionizador Milli RlQ de 

Millipore). El QUIN yel 3-NP, así como otros reactivos, fueron todos obtenidos de conocidas 

marcas comerciales (SIGMA, Merck, A1drich, etc). 

Se preparó una solución de QUIN (240 nmol/¡tI) disuelto en solución salina (0.9% NaCl) y 

llevado a pH de 7.4 con una solución de NaOH 0.1 N. EI3-NP (550nmoVI'I) se disolvió también 

en solución salina 0.9% y se ajustó a un pH de 7.4 con una solución de carbonato de sodio 0.1 M 

Esta misma solución de NaCI 0.90.4, sirvió como control para la microinyección. 

MICROlNYECCIÓN ESTEREOTÁXICA 

Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sódico (50 mg/kg, i.p.) antes de l. 

administración intraestriatal. Se realizaron inyecciones unilaterales de I p.l de QUIN o 3-NP con 

una nticrojeringa Ramilton de 10 p.l de capacidad en el estriado derecho de cada rata en las 

siguientes coordenadas estereotáxicas + 0.5 mm anterior a bregma, - 2.6 mm lateJa! a bregma y-

4.5 ventral a la dura correspondiente a caudo putamen, de acuerdo al atlas estereotáxico de 

Paxinos y Watson (1998). Las toxinas fueron inyectadas lentamente, durante un periodo de 2 
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minutos. Los animaJes del grupo control fueron inyectados con el mismo volumen de solución 

salina. Después de la administración de QUIN y 3-NP, se obtuvieron los estriados lesionados a 

las 2,3 Ó 6 horas y se homogenizaron en una solución de amortiguador de fosfatos 50 mM a pH 

7.4 hasta su procesamiento para la detenninación de la actividad enzimática de GPx, SOD o el 

contenido de GSH. Para los ratones transgénicos se obtuvieron los estriados lesionados a la 19 y 

35 semanas de edad y se realizó el mismo procesamiento. Para evaluar la peroxidacción de 

lípidos se obtuvieron los estriados lesionados y se homogenizaron en solución salina. Para 

evaluar la observación con microscopia electrónica, se realizó la disección tanto de los cuerpos 

estriados lesionados con los ¡annacos, COmo los de los cuetpos estriados de los ratones 

transgénicos (Glowinski J et al., 1996), y se procedió a realizar la técnica para microscopia 

electrónica. 
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ANÁLISIS DE LA ACTIVlDAD DE LA GPx 

Para la determinación de la actividad enzimática de la GPx se empleó la técnica de Milis 

(1957). Treinta ~I de los homogenados de estriado se incubaron en el siguiente medio: O.5ml de 

GSH 2.0 mM + 0.5 mi de amortiguador de fosfutos de sodio 0.40M 

(pH 7.0 con 4 x 10" M de ácido etildiamino tetracético (EDTA» + 0.25 mi dede NaN, O.IM en 

agua para obtener un volumen final de 2.0 mI. Después de 5 minutos en agitación a 37°C. se 

adicionó 1.0 mi de H,o, 1.25 mM (preincubado a 37"C) fue adicionado. Después de 3 minutos, 

se tomo una alícuota de 1.0 mi de la mezcla de incubación fue removidayseadicion6 a4.0 mi de 

una solución de ácido metafosfórico (1.67 g de ácido metafosfórico glacial + 0.2 gdeEDTA + 30 

g de NaCI). Posteriormente, se centrifugó a 3,500 rpm durante 15 minutos; el GSH libre de 

proteínas se detenninó usando una mezcla que contenia 1.0 mi del centrifugado en 1.0 mi de 

buffer fosfulos 0.4 M + 0.5 mi de ácido 5,5-di-tiobis-2-nitrobe02oico (DTNB). Se determinó la 

absorbancia a 412 om después de adicionar el último reactivo, en un espectroforometro U.V 

visible Perkin- Elmer, modelo. Lambda 20. La muestra blanco (con H,O,) se corrió 

simultáneamente con las muestras tratadas. Para obtener la actividad de GPx se construyó una 

curva de calibración de la siguiente manera: se determinaron cuatro puntos de calibración que 

contenían: a) 2.0 mi de amortiguador fusfutos + EDTA pH 7.0+0.5 mi de DTNB; b) 1.497 mi de 

amortiguador de fosfulo. + EDTA 1M + 25 111 de GSH + 0.5 mi de DTNB; c) 1.475 mi de 

amortiguador de fosfuloS + EDTA 1M + 25111 de GSH + 0.5 mi de DTNB y d) 1.25 mi de 

amortiguador de fosfutos + EDTA 1M + 250 111 GSH + 0.5 mi de DTNB. Todos los cuatro punlos 

contenían un volumen final de 2.5 mI. Por último, se registró la absorbancia a 412 nm, dos 

minutos después de adicionar el último reactivo. en un espectrofotómetro U. V visiblePerkin· 

Elmer, modelo. Larnda 20. Una unidad de Gpx se define como el 50% de la disminución de GSH 
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VI. RESULTADOS 

6.I.Efecto de la administración intraestriatal de QUIN o 3-NP sobre la peroxidación de Jípidos en 

ratas. 

En la figura 8 podemos observar ~ las 3 horas después de la inyección un aumento del 73% de 

lipoperoxidación en nuestros tratamientos con QUIN vs el control. El 3-NP indicó un aumento 

del 193% de lipoperoxidación vs control. 

A las 6 horas el QUIN no presentó cambios con respecto al control, pero si hay un aumento para 

el 3-NP del 208% vs control. 

AB 

0+---1. __ 

3 horas 6 horas 
Tiempo 

Figura 8. Efecto de la administración intraesln.tal de QUIN (240/nmol/f'l) y 3-NP (500 nmollf'l) 

sobre los niveles de peroxidación de Jípidos. Cada valor es la media ± E.E. 8 p<O.05 diferencias vs 

control; A.Bp<O.OI, diferencias contra QUIN; ANOV A seguido de una prueba de Tukey. n= 6 

experimentos independientes 
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6.2.Efecto de la administrnción intraestriatal de QUIN y 3-NP sobre el nivel de GSH. 

En la figura 9 se muestra a las tres horas después de la administración del QUIN una 

disminución marcada de GSH del 64% ys el control, en tanto que el 3-NP también genera una 

disminución significativa del 18% vs el control. A las seis horas se puede observar para el caso 

del QUIN una disminución menos marcada del 29% pero aun estadísticamente significativa 

contra el control, y se observa una disminución en el nivel de GSH del 47 vs el control por efecto 

deI3-NP. 
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Figura 9. Efecto de la administración intraestriatal de QUIN (240nmol/~l) y 3-NP (500nmolll~l) 

el contenido estriatal de GHS. Cada valor es la media ± E.E. Ap< 0.01 diferencias vs control; 

·p<O.05 diferencias vs control;"p<O.05 diferencias vs QUIN. ANOV A seguida por una prueba de 

Tukey. n=6 experimentos independientes. 

48 



6.3. Efecto de la administración intraestriatal de QUIN o 3-NP sobre la actividad enzimática 

estriatal de la GPx. 

En la figura lOse observa que a las tres horas, la actividad enzimática de la glutatión 

peroxidasa no presenta cambios estadísticamente significativos por el tratamiento con QUIN, 

mientras que para el 3-NP se observa un aumento significativo contra el control del 37%. A las 6 

horas después de los tratamientos, no se encontraron cambios estadísticamente significativos ni 

para el QUIN ni para el 3-NP vs control. 

-40 
OConlroI • 

35 • QUIN 
.3-NPA 

ro 
.l2S e. 
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3 horas 6 horas 

Tiempo 

Figura 10. Administración intraestnatal de QUIN (240nmol/~) y 3-NP (500nmol/~l) sobre la 

actividad de GPx. Cada valor es la media de ± E.E. 'p<O.05 diferencias vs control. ANOV A 

seguido de prueba de Tukey. n= 6. 



6.4. Efecto de la administración intraestriatal de QUIN sobre la actividad enzimática de Mn-SOD 

y Cu/Zn·SOD, a las dos horas después de su inyección. 

En la figura I I se puede observar que la actividad de Mn-SOD no presenta cambios vs control, a 

diferencia de CulZn-SOD que presenta una disminución significativa del 39% vs control. 

• SOD-Mn 

• SOD-OJ/Zn 

Control QUIN 

Figura 11. Efecto de la administración intraestriatal de QUIN (240nmol/¡.d) sobre la actividad 

estriatal de SOD-MN y SOD-CuZn. Cada valor es la media de ± E.E. Ap<O.OI diferencias vs 

control. Prueba «1" de Student. n= 8. 
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6.5. Efecto de la administración del 3-NP sobre la actividad enzimática de la Mn-SOD a tres y 

seis horas después de la lesión. 

En la figura 12 podemo5 observar que a las tres horas hay una disminución de la actividad de 

Mn-SOD del 29% vs control conservimdose la misma tendencia a las seis horas con una 

disminución significativa del 64% vs control. 

7 

• 

A 

0+----'---
3 horas 6 horas 

Tiempo 

Figura 12. Efecto de la administración intraestriatal de 3-NP (500nmoIIJ,11) sobre la actividad 

estriatal de SOD-Mn. Cada valor es la media ± E.E. "p<O.OI diferencias vs control; up<O.05 

diferencias vs control. Prueba "t" de Student. n= 7-9 experimentos independientes. 
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6.6. Efecto de la administración intraestriatal de 3-NP sobre la actividad enzimática de Cu/Zn-

SOO a tres y seis horas después de su inyección. 

En la figura 13 se muestra que a las tres horas después de la administración de la toxina se 

enCuentra una disminución significativa del 22% vs control, observándose la misma tendencia a 

las seis horas, con una disminución también significativa del 19% vs control. 

70 
DCoatrol 

60 

A 
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0+-----"-__ _ 

3 horas 
Tiempo 6 horas 

Figura 13. Efecto de la administración intraestriatal de 3-NP (500nmol/f.1l) sobre la actividad 

estriatal de SOD-CuZn Cada valor es la media ± E.E. Ap<O.OI diferencias vs control. Prueba "t" 

de Student. n==7-9 experimentos independientes. 
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6.7. Actividad enzimática de Mn-SOD en estriado de ratones transgénicos para la mutación de la 

EH 

La figura 14 muestra que a las 19 semanas de edad de los ratones transgénicos no hay cambios 

significativos en la actividad de la Mn-SOD vs control; para los ratones transgénicos a las 35 

semanas de edad, se observa un aumento del 17% pero no significativo vs control. 

o Control 
• HD 

Figura 14. Cambios en la actividad de SOD-Mn en ratones transgénicos para EH a las 19 y 35 

semanas de edad. "t" de Student 0=3 experimentos independientes. 
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6.8. Actividad de Cu/Zn-SOD en estriado de ratones transgénicos para la mutación 

de la EH. 

En la figura 15 podemos observar un aumento significativo del 25% vs control en lo~ ratones 

transgénicos a las 19 semanas de edad. siendo el caso contrario para los transgénicos para EH, a 

las 35 semanas de edad donde se observa una disminución significativa del 17% vs control. 

A 

o+--L---
19 Edad (semanas) 35 

Figura 15. Cambios en la actividad de SOD-CuZn en ratones transgénicos para EH a la 19 y 35 

semanas de edad. Cada valor es la media ± E.E. Ap< 0.01 diferencias vs control. uf' de Student. 

0=3 experimentos independientes. 
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6.9. Descripción de las obselVaciones por microscopia elacbónica 

Los cortes teñidos con azul de toluidina muestIan en los animales del grupo control fibras con 

mielina bien conservada, el neuropilo con aspecto nonual y los cuerpos neuronales bien 

preservados (Figura 16 A, D J. El grupc tratado con QUIN muestra bien conselVado el neuropilo, 

los cuerpes neuronales y los haces de libras similares a los del grupc control (Figura. 16 BJ. En el 

grupo tratado con 3-NP se observó edema intersticial con los cuerpos neuronales retraídos 

(Figura 16 C). Los ratones transgénicos muestIan a las 19 Y 3S aemanas de edad una apariencia 

normal con cuerpos neuronales normales y haces de fibras con mielina de apariencia normal 

(Figura 16 E, FJ. 

Los resultados obtenidos en el estudio con microscopia eleetr6nica muestIan a las mitocondrias 

con crestas y su doble membrana· bien definidas, el núcleo, los ribosomas y lisosomas bien 

identificadas con aspeclO normal en el grupo control (Figuras. 17 A, D Y 18 A, DJ. En las ratas 

traladas fiumacológicamente, las obSClVaciones muestran a las mitocondrias con aspecto normal 

pero con ligero edema intercelular (Figuras. 17 B, 18 B) en el grupo tratado COn QUIN; mientras 

que en el grupc tratado con 3-NP la estructura de la mitocondria está alterada, ya que se obsOlVaD 

hinchadas y con destrucción de las crestas mitocondriales (Figuras. 17 e, 18 C). Para los ratones 

transgénicos se manejaron 2 edades, en donde se pudo obselVaf que a las 19 semanas hay una 

ligera pérdida de las crestas mitocondriales, asimismo el espacio intracelular se ObsOlVÓ con 

aspecto normal (Figuras. 17 E Y 18 EJ. A las 35 semanas de edad, los ratones tranSgénicos 

mostraron cambios muy marcados en la estructúra de las mitocondrias, con una pérdida de las 

crestas mitocondriales. con edema intramitocondrial. así como también edema intracelular 

(Figuras. 17F Y 18 FJ. 
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Figura 17.- Mlcrografla electrónica de cuerpo estriado de rata con: A) Conrrol, B) QUIN, q 3-NP, D) Control fransgenico de 
35 semanas de edad, E) transgénico de 19 semanas de edad Y F) Transgerucos de 35 semanas de edad. A, O) Mitocondrias 
(m) con crestas y núcleo (n) con aspecto noonal. B)Mitocondrias con apariencia nonual (m) y edema intracelular (ed). C) 
Mitocondrias bindladas (mh) con pérdida de crestas en. núcleo (n) con aspecto noona! y edema intracelular (ed). E) 
Mitocondrias con pérdida de crestas (n y núcleo (n) conservado, hay edema inrracelular (ed). F) Mitocondrias (m) Con 
destrucción de crestas (n. edema intracelular y núcleo (n) conservado. X 13,200. 



M;'roI!';;¡la el'e<:tro";ca a mayor aumento de cuerpo estriado de rala: Al Control. B) QUIN. e) 3.NP. D}COlltro[ 
uansgénico de semanas de edad. E) Transgérucos de 19 semanas de edad y F) Transgénicos de 35 semanas de edad. A, O) 
Mitocondrias (m) y núcleo (n) con aspecto nannal. B) Mitocondrias (m) y micleo (n) con apariencia nonnaJ. ligero edema 
intracelular (ed). el Numerosas rnitocondrias hinchadas (rnh), y edema intracelular (00). E) Mitocondrias (m), núcleo 
conservado (n) y ljgero edema (ed) intraceuJar. F) Numerosas mitocondrias hinchadas (rnh) con pérdida de crestas. X 33,200. 



vn. DISCUSIÓN 

La Iipoperoxidación es uno de los procesos indicativos de estrés oxidativo, y es particularmente 

activa en el cerebro, y en general en membranas ricas en ácidos grasos p.,1i-insaturados. La 

IipoperoxidaciÓD (LP) induce cambios en la fluidez membrana! y en el potencial de membl1Ula, 

en la función de los receptores y en la permeabilidad iónica (Scbroeder., 1984; loseph Y col., 

1992). En este trabajo se observó un incremento significativo de la LP tres horas después de la 

adminisuación del QUIN, sin embargo no se encontraron cambios a las 6 horas; en el caso del 3-

NP se encontró un aumento de la LP en ambos tiempos. Existen reportes sobre el papel del QUIN 

y del 3-NP COmo inductores de radicales libres, que llevan a 8U vez a una neurotoxicidad y 

peroxidación de Iípidos (Ríos y Santamaria. 1991; Santamaria y col., 1999; Stipek y col., 1997; 

Michel y col., 2000). Este patrón involucra un incremento del calcio citosólico y una toxicidad 

asociada al óxido nítrico (pérez-8everiano y coL, 199&). Por otro lado, AIam y col. (2000), 

reportaron que no hay evidencia de peroxidación de ¡¡pidos en cerebros postmortem de pacientes 

con EH. Sin embargo, Broene y col. (1999), sugiere que un incremento en la acumulación de 

Iipofuscina en neuronas estriatales es evidencia de una elevada peroxidación de lípidos cerebral 

en dichos pacientes. Algunos autores han reportado que existe evidencia real d. la participación 

de los mecanismos de producción de radicales libres generados por el daño mitocondrial y la 

excitotoxicidad en la EH (Fiskum el al., 1999; Tabrizi el al., 2000). Consideramos que 

probablemente en algún momento del desarrollo de la enfermedad podria estar aumentando la 

lipoperoxidación como lo muestran nuestros modelos involucrando un daño oxidativo en la 

enfermedad. La LP generada en particular por el QUIN en modelos de EH podria darse por la 

activación de receptores a glutamato que a su vez permite el flujo de calcio hacia el interior 

celular, provocando eventos como la generación de especies reactivas del oxígeno mediante la 
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activación de rutas metabólicas dependientes de calcio (Choi., 1987; Hartley el al., 1993: 

Velázquez el al., 1997; Atlante el al., 1999). 

Se sabe que el dafto excitótoxico en el cerebro afecta el equilibrio entre agentes antioxidantes 

que se traduce en cambios en el metabolismo del GSH. Nuestros resultados muestran que tanto el 

3-NP como el QUIN a 3 y 6 horas producen una disminución significativa del GSH, que es un 

efecto que producen concentraciones altas de otros agonistas g1utamatérgicos (OIanow., 1993; 

Murphy et al., 1990; Babu y Bawari, 1997; Pereira y Oliveira, 1997). Se ha demo_do que el 

GSH puede interactuar con el sitio redox modulador de los receptores del tipo NMDA Y así 

inhibir su actividad, disminuyendo la permeabilidad de calcio (Leslie y col., 1999). Existen 

trabajos que explican una parte de las propíedades neurotóxicas del QUIN y especulan acerca de 

su participación en enfermedades neurodegenerativas (Scbwarcz, 1984). El mecanismo propuesto 

por medio del cual el QUIN ejerce sus efectos tóxicos en SNC involucra la activación de los 

receptores para el NMDA y un consecuente incremento en la permeabilidad de calcio. De esta 

manera, los niveles de glutatión podrian verse reducidos por la interacción del QUIN con las 

neuronas y con las células g1iales, de tal manera que los niveles de GSH desciendan. 

La pérdida neuronal estl acompaftada por una proliferación glial donde el GSH y sus enzimas 

son altamente expresadas (philbert y col., 1995). Las células gliales están de alguna manera 

encargadas de la proteCción neuronal por la liberación de GSH (Leslie y col., 1991} Sugerimos 

que en estudios crónicos la síntesis de GSH se debe a una g1iosis provocada por la pérdida 

neuronal. Adicionalmente. se ha observado dalio mitocondrial como una importante consecuencia 

de la deficiencia de glutatión en muchos tejidos (Meister el al., 1992). Algunos estudios han 

experimentado con la inhibición del metabolismo energético mitocondrial, lo que induce un 

incremento en el flujo de GSH hacia las neuronas dado por la pérdida de ATP y una fulla en el 

57 



mantenimiento de la concenllación del gradiente iónico (Zeevalk el al., 1998). Otros estudios 

muesuan una posible cadena de eventos que involucran receptores NMDA que podrian inducir el 

incremento de la actividad de caspasas, así como disminución intJacelular de GSH, incremento de 

estrés oxidativo y finalmente apoptosis (Wallin et al., 1999). Tanto el 3-NP como el QUIN son 

capaces de inducir apoptosis, probablemente asociada a la disminución de GSH en las células 

neuronales. Tanto la inhibición de la recaptura de la cisteina, como la estimulación de sintasa del 

óxido nltrico y la disminución de GSH son erectos comunes de altos niveles de agonistas 

glU1amaférsicos (Olanow, 1993; Murphi et al., 1990; Babu y Bawari, 1997; Pereira Y Oliveira., 

1997). Coosecuentemente tanto el 3-NP de forma indirecta como el QUIN diIeclamente actúan 

como agonistas glutamatérgicos,lo cual explica la disminución de GSH en nuestros modelos. 

El GSH se encuenlla asociado a diversas funciones, entre ellas la desintoxicación de 

xenobióticos vIa conjugación enzimática, reducción de H,Q, y mantenimiento del estado tiol­

disulfuro en las células (Kannan. 1992). También es conocido como el más abundante de los 

atrapadores de mdicales libres en el organismo. 

Otro mecanismo antioxidante en el interior celular encargsdo de proteger a la célula es la 

enzima glutatión peroxidasa (GPx), de la cual no enconlJamOS cambios que pudiemn ser 

generados por el QUIN, lo que sugiere un proceso de daño oxidativo no enzimático. Algunos 

otros estudios confirman que en el área estriataI, la actividad de GPx permanece sin cambios 

después de la lesión con QUIN (Cruz-Aguado, 2000; RodrIguez-Martínez et al., 2000). Aún 

cuando Lindeanau (1998) reporta que la sdministmeión de QUIN llae como consecuencia un 

incremento en la regulación de GPx por la activación en microgiia, esto probablemente pueda ser 

observsdo en tJatamientos ClÓnicos con esta toxina 
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Por su parte el 3a NP si produce un aumento significativo en la actividad de GPx estriatal, lo que 

sugiere una reducción en los niveles de fb02 y otros peróxidos como respuesta al desequilibrio 

por la administración de 3a NP. aunque a las 6 horas la actividad de GPx sólo muestra una tigera 

tendencia de cambio. Se sabe que la GPx se encuentra ampliamente distribuida en el citoplasma 

neurona~ por lo que bien podría hacer frente a los cambios producidos por 3a NP, aumentando su 

actividad En la mitocondria, esta enzima se encuentra en menor proporción y podría asociarse a 

mecanismos de defensa antiapoptótica mediada por dsño mitocondrial por radicales libres 

similares a Hz<>, yal radical hidroxilo (OH) (Bogdanov et al., 1998). La administración sistémica 

de 3aNP resulta en una degeneración progresiva en el sistema locomotor, parecida a la que se 

presenta en pacientes con EH (Borlogan et al., 1996). También se sabe que la mitocondria 

constituye la mayor reserva de especies reactivas del oxígeno (ROS), ya que el bloqueo selectivo 

de algún componente del complejo de la cadena respiratoria genera la formación del radical 

superóxido y peróxido de hidrógeno, capaces ambos de atacar membranas mitocondriales, así 

como de combinarse con otro tipo de radicales libres para formar especies mucho más toxicas, 

como el radical hidroxilo o el anión peroxinitrito. Por otro lado, sabemos que cerca del 2-5% del 

oxígeno utilizado en rnitocondria es transformado, aparentemente por SOD-Mn a peróxido de 

hidrógeno y, que al parecer la GPx es la única capaz de reducir al peróxido de hidrógeno 

producido por la SOD-Mn en la mitocondria 

La superóxido dismulasa (SOD) se considera otro mecanismo de defensa antioxidante: tanto en 

forma de Mn-SOD (mitocondrial), como en su forma CwZn-SOD (citoplásmica),1a SOD reduce 

las concentraciones de especies reactivas del oxígeno (ROS), como el superóxido, previniendo 

así el daño celular (Binieda et al., 1998). Para el caso del QUIN, a 2 horas después de su 

administración, se observó una dismunición de la actividad CulZn-SOD, pero no se observaron 

59 



cambios para Mn-SOD, lo que sugiere que el QUIN involuclll un mecanismo de daño oxidativo 

preferentemente citoplásmico y no mitocondrial (Rodrlguez-Martinez et al., 2000). Para el 3-NP 

ocurre una disminución significativa tanto a las 3 como a 6 horas de SOD-Mn y SOD-Cu/Zn, lo 

que sugiere tanto un mecanismo citoplásmico. como un mecanismo mitocondrial, como resultado 

de la potencia de la toxina, aunque actúa preferencial mente a nivel mitocondrial, y acaba 

involucrando eventos citoplásmicos como resultado de su mecanismo de acción que involucra 

directamente la inhibición del complejo n mitocondrial, y como resultado de esta inhibición hay 

una disminución de ATP y una activación subsecuente de receptores NMDA sensibles a voltaje, 

pennitiendo asi la entlllda de calcio y provocando la generación de más radicales por activación 

de otras rutas metabólicas dependientes de calcio, induciendo así un mecanismo citoplásmico y 

mitocondrial. Noack, (1998) menciona que la Mn-SOD se encuentlll confinada a neuronas 

mientras que Cu/Zn-SOD fue observada en células de astroglia 24 horas después de la 

administlllción de QUIN, lo que sugieren nuestros resultados , es que los cambios en las 

actividades de Cu/Zn-SOD se ven directamente afectados por células gliales, aunque ambas 

isoforrnas están destinadas a prevenir el daño oxidativo (Noack, 1998). También el incremento de 

Cu/Zn-SOD se ha asociado con una gran resistencia de daño mediado por radicales (Przedborki 

el al., 1996; Andrews et al., 1996), mientras que la Mn-SOD se encarga de remover el superóxido 

mitncondrial generado por el metabolismo nonnal (Chanc. et al., 1975; Turnes y Boven.. 1980). 

El incremento en los niveles de la actividad de Mn-SOD se ha reportado en relación a la 

resistenciade células expuestas a Illdiación e hipoxia (Wong, 1995; Yamashida etal., 1994). 

Recientemente se ha reportado una disminución en la actividad de Mn-SOD mitocondria1 en 

neuronas corticales COmo resultado de la toxicidad del glutamato (Li et al., 1998), misma que 

afecta la expresión de SOD-Cu/Zn y la sobrevivencia de las neuronas in vitro (Schwarcz et al., 
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1984). En el caso de los ratones trasngénicos. al igual que con QUIN a 2 horas, no se observaron 

cambios en la actividad de Mn-SOD a las 19 semanas de edad, pero a las 35 semanas, sí se 

encontró un ligero aumento. En contraste, la CulZn-SOD muestra un aumento a las 19 semanas y 

una disminución a las 35 semanas, lo que sugiere un mecanismo de defensa citoplásmico inicial a 

la 19 semanas e involucra mecanismos mitocondriales energéticos a las 35 semanas. Esto 

concuerda con la evidencia de que la sobreexpresión de CuZn-SOD incrementa la sobrevivencia 

de neuronas in vitro y reduce la toxicidad de análogos de glutamato en ratones transgénicos 

(Schwarcz el al .• 1998). 

Por otro lado, el hinchamiento celular es uno de los cambios más comunes en el daño celular 

neuronal. Este hinchamiento es el resultado de la acumulación de agua en el citoplasma de la 

célula. Esta condición se conoce como presencia de edema y es el reflejo de el sistema de balance 

electrolítico de la célula nerviosa (involucrando función mitocondrial, sistema de ATP, bombas 

de sodio y la integridad de la membrana plasmática). Estos cambios neuronales nonnalmente se 

encuentran en situaciones tóxicas ( Chang et aL, 1993). Consecuentemente, las alteraciones 

encontradas en la actividad enzimática de la SOD ( principalmente Mn-SOD) podrían modificar 

los cambios estructurales de la mitocondrial. Dentro se observa pérdida de crestas mitocondriales, 

rompimiento de membrana externa e hinchamiento (Chang et al., 1993). Nuestros datos muestran 

cambios poco evidentes para el caso del QUIN; no así para el 3-NP, donde se observa 

hinchamiento mitocondrial y pérdida de crestas mitocondriales, produciéndose este mismo patrón 

a las 35 semanas de edad en los ratones transgénicos. 

Cada uno de estos marcadores de estrés oxidativo y los cambios observados en cada uno. con 

las diferentes toxinas, podrían deberse a mecanismos de acción propios de cada toxina y/o al 

grado de evolución de la enfermedad en el caso de los ratones trasngénicos. 
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VIII. CONCLUSIONES 

• La peroxidación de lípidos estriatal aumentó a las 3 y 6 horas para el caso del3·NP, no así 

pa'" el QUIN, que aumentó a las 3 horas pero no presentó cambios a las 6 horas, lo que 

sugiere que dicho marcador ya no se afecta a tiempos posteriores, y que en este momento 

ya no hay peroxidación lípidica pero sí probablemente se observaría en otros marcadores 

de estIés oxidativo pa!ll el QUIN. 

• Tanto el 3·NP como el QUIN presentaron una disminución de GSH provocado por el 

incremento de estrés oxidati vo ind ucido por las toxinas. 

• El 3-NP muestra un aumento en la actividad enzimatica de GPx. a 3 las horas, por lo cual 

el mecanismo neurotóxico del3-NP es mediado enzimáticamente contrario al QUIN. 

• Los cambios generados en la actividad de las dos isofonnas de la SOD y tanto en modelos 

farmacológicos como en el modeJo transgénico. están relacionados a los patrones 

neurotóxicos específicos generados por cada toxina en el cerebro de ratas o a los 

mecanismos moleculares involucrados en el genoma de EH. 

• Los cambios observados en la actividad de Mn-SOD a las 35 semanas en R6/1 sugieren 

que la expresión fenótipica de la enfennedad podóa correlacionarse con las alteraciones 

bioquímicas que conducen a la activación de la son, involucrando directamente al estrés 

oxidativo en el genoma de EH. 

• En particular, los cambios observados en ambas isoformas de la SOD en los modelos 

fiumacológicos y a las 19 semanas en el modelo transgénico podrían corresponder a 

alte",eiones en la fase aguda de EH. 
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• Los cambios mitocondriales podrían estar directamente asociados a los cambios 

observados en todos los marcadores de estrés oxidante utilizados en este trabajo. 

especialmente los cambios observados con el 3-NP 

• El orden de potencia oxidativa observado con los diferentes fánnacos. fue QUIN< 3-NP. 

Se requiere de estudios crónicos para extender el criterio comparativo a la fase crónica de 

la EH representada por los ratones transgénicos a las 3S semanas de edad. 
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The response of endogenous antioxidants 10 the N-methyH)·aspartate (NMDA) recc:plor agonisl and excitoloxin. quinoJinic acid 
(QUIN), was investigated in cal corpus striatum. Animals rrealed with QUIN (240 nmol/p.!), were sacrificed al 120 mio after a single 
intraslrialal injection lo examine (he alterations in the levels of bolh reduccd (GSH) and oxidized (GSSG) glutalhione. and lhe aclivities of 
lhe anúoxidanl enzymes, superoxide dismutase (SOO) and glutathione peroxidase (Gpx). Changes in the rale of lipid peroxidalion (lP) 
were also measured after exposure 10 differenl doses of QUIN (60. 120.240 and 480 nmoV .... U as an index of oxidalive stress. When 
compared 10 control, lipid peroxidation was increased al QUIN doses of 240 and 480 nmoV .... '- Slriatallevels of GSH and GSSG were 
decreased and increase:d. respeclively, after QUIN injection; whereas GPx activilY was unchanged. Cytosolic copper/zinc SOO 
(cuZn-SOO) activily decreased after treatment, while milochondrial manganese SOO (Mo-SOO) was unchanged. The alteralions 
observed 00 Ihese antioxidanl sy5tems suggesl that QUIN loxicity is mediated by specific mechanisms leading 10 oxidalive stress. e 2000 

Elsevier Scieoce B.V. AlI rights reserved. 
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Quinolinic acid (QUIN). an endogenous glutamate ago­
nist with relative selectivity for the N-methyl-traspanate 
(NMDA) receptor [20]. causes neuronal degeneration in 
specific regions of the mammalian brain l2]. Excitotoxic 
events observed after sustained activation of NMOA recep­
tors by QUIN are related to elevated cytosolic concentra­
tions of free Ca2 +. A TP exhaustion and the processes 
thereafter [15]. In addltion, we have previously reponed 
the capability of QUIN to stimulate Iipid peroxidation in 
ral brain under in vitro and in vivo conditions [12.13]. 
which is aIso believed to be associated with iron ions (19]. 
Ibese findings have suggested me involvement of free 
-adicals and oxidative stress in the panern of toxicity 
~licited by QUIN in the nervous system. Free radicals are 
:urrently generated as by-products of cellular enzymatic 
eactions such as mitochondrial respiration. phagocytosis. 
traehidonate metabolism. etc. Endogenous antioxidants 

tJc:ls@foumier.facmed.unam.mJt 

such as reduced glutathione (GSH). and free radical scav· 
enging enzymes: superoxide dismutase (SOO) and glu­
tathione peroxidase (GPx) play an important role in the 
intracellular defense against oxygen radical damage [18]. 

In this work we investigated the response of some 
endogenous anlioxidants (rom ral corpus striatum to acute 
intrastriatal exposure to QUIN. Bred-in·house adult male 
Wistar rats (250-300 g) were used in this study. Animals 
were housed four per cage under controlled environmental 
conditions with food and water supplied ad libitum. Rats 
(n = 5-9 per group) were anesthetized with sodium penlo­
barbilal (50 mg/kg, i.p.) and then received stereolaxic 
injections of QUIN (60, 120, 240 or 480 nmol¡J.1.J) into 
their right eorpara striala. Stereotaxie coordinates were 0.5 
mm anterior to bregma, 2.6 mm lateral to bregma, and 4.5 
mm ventral to lhe dura, aeeording to me rat brain atlas of 
Paxinos and Watson [JO). Control animals received phos­
phate-buffered saline (pH 7.4). Rats were sacrifieed by 
decapitation al 120 min postinjection. Brains were immedi­
atdy n"rnr..lV~tj. p!aced (In ice and righ! cn!"pOra ~t'¡:lta ·,;·crc 

then dissected 3nd homogenized eilher in phosphate-

Xl6-8993/00/S· see fronl mauer CI 2000 Elsevier Science B.V. Al! righls reserved. 
11: 50006-8993(99)02474-9 
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baffered saline (pH 7.0) for Iipid peroxidation (LP) and 
glutathione measurements, or in 9 ml/g tissue of 50 mM 
phosphate buffer(pH 7.0)/Triton X-lOO (1%) Cor enzyme 
activity assays. Aliquots were then preserved fresh until 
their experimental analysis. 

For determinatian of LP (a current index of oxidative 
stress), we used a modified method of chlorofonnic extrac­
tion based on the detection of fluorescent pigments derived 
from peroxidized lipids [I3}. Tissue aJiquots (I mI) were 
added to 4 mi chloroform-methanol mixture (2:1, v/v). 
After phase separation, luminescence of the chloroformic 
layers were measured in a Perkin-Elmer L.S50B lumines­
cence spectrophotometer al 370 nm of excitation and 430 
nm of emission wavelengths. Results were expressed as 
units of relative fluorescence intensity (RFO per gram of 
tissue. 

Levels of reduced (GSH) and oxidized (GSSG) glu­
tathione were both determined by fluorometric detection 
after incubation with o-phthalaJdehyde (OPA) as described 
before [5J. GSSG was differentiated from GSH using 
N-cthylmaleimide (NEM) in order to prevent GSH oxida­
tion_ Total superoxide dismutase (SOO) activity was as­
sayed by !he method based on reduction of nitro blue 
tetrazolium (NBT) in the presence of Oi generators (9]. 
Manganese SOO (Mn-SOO) was differentiated from cop­
per/zinc SOO (cuZn-SOO) using 5 mM KCN in a reac­
tion' mixture that selectively inhibits cuZn-soo (61. One 
unil of son is defined as that amount to produce 50% 
inhibition of the initia! rate of NBT reduction during 60 
mino Glutathione peroxidase (Gpx) activity was detennined 

acearrling to lhe melhod describcd by Hafeman el al. [3J 
based on nonenzymatic OSH oxidatian and detection by 
spectrophotometer al 412 nm after incubation wilh 55-di­
thiobis·2-nitrobenzoic acid (DTNB). An enzyme unit of 
activity was defined as a 50% decrease of GSH per 60 min 
after the decrease in OS H of the nonenzymatic reaction 
was subtracted. Protein concentrations were determined 
according to the melhod describcd by Lowry et al. [8]. 
Data were analyzed using either nonpaired '-test or one­
way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunneu's 
test for control and group comparisons. Results were ex­
pressed as mean ± S.E.M. The levels of statistical signifi­
canee were set at p < 0.05 and p < 0.01. 

Lipid peroxidation increased significantly al QUIN 
doses of 240 and 480 nmol/~I (72% and 78%, respec­
tively) (Fig. I). No significant changes were found on LP 
at 60 or 120 nmol/VoI (Fig. o. Trealment with 240 
nmol/¡..d QUIN also caused 57% decrease in OSH and 
141% increase in GSSG (Table 1). No changes were 
observed eitber on GPx (Table 1) or mitochondrial Mn­
SOO (Fig. 2) activities in the striatum of QUIN-treated 
rats, while cylosolic CuZn-soo activity decreased signifi­
cantly 00%) as compa.red with control animals (Fig. 2). 

There are some reports in Iiterature discussing the role 
of free radicals in QUIN-induced neurotaxicity and lipid 
peroxidation (12-14,19], largely involving increased cy· 
tosolic calcium concentrations and nitrie oxide associated 
toxieity 1I 1]. In the present study, QUIN-induced Iipid 
peroxidation was inereased in a dose-dependent manner. 
We ruso demonstrated that QUIN-induced striatal oxida-

Fig. 1. Effecl of il\Crea~ing doses of quinolioic acid 00 lipid pero~id.a¡joo <reb.live l1uorescencc inlen\ily unils per g of lis.sue) in nI! COl"pus striatum. 
Animats received a single unilatel1ll injection of QUIN imo ¡he right striatum and LP was TnCllSured two hours latero Each vaJue i5 mean ± S.E.M. derived 
from 5_9 animals/group .• p <0.05. significantly differem from f;ontrol group: onc·way ANOVA followed by Dunneu's teSI. 
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Table I 

Effecl of inlra~lriaul injeclions of qLlinolinit' acid (240 nmol/ 111) on !he: 
levcls of rc:duced (GSH) and oltidized (GSSG) glutathionc: and lhe: 
glub;lhione peroxidase (GPlt) IIt'livilY in tal corpus slria1um 
Dala are: I11c:3n ± S.E.M.; n - 5-9 pc:r group. 

Treatment GSH GSSG 

Conlrol 
QUIN 

nmol/mg protein 

9.91 ±O.45 
4.27±0.8J* 

0.49 tOnl 
1.18tO.04* 

GPltat'livilY 
(U/mg protc:in) 

3J·30t2.20 
34.J2±2.25 

* p < 0.01, ,igniftcantly differenl (rom control group: nonpairc:d Hes!. 

tive injury in rats is mediated by aUeration oC sorne 
primary antioxidant systems, such as glutathione (GSH) 
and cytosolic cuZrJ.Superoxide dismutase. 

So Car, it is also clear that the well·known antioxidant 
enzymes euzn·superoxide dismutase and Mn·superoxide 
dismutase can both reduee coneentrations oC ROS, super· 
oxide anions and hydrogen peroxide, preventing eell dam· 
age [1]. Recently. il has been reponed that reduced mito­
chondrial Mn·SOD activity exacerbates glutamate toxicity 
in COrtical neuroos [7], whereas the overexpression oC 
CuZn·SOD increases the antioxidant status and survival oC 
oeumos in vitro (16) as well as reduces the loxicity of 
glutamate analogs in transgenic mouse striatum [17}. The 
findings oC this work suggest that an inunediate cbaracter· 
¡stic oC lile intrastriatal toxicity oC QUIN iovolves cytoplas· 
mico hut not mitochondrial oxidative injwy, sinee cuZn· 
SOO activity decreased while Mo·SOD remained un· 
changed. 

70 

.. 
50 
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10 

00 the other hand. the tripeplide glutathione, Ihe non­
specific endogenous mitochondrial und cytosolic antioxi­
dant, Cultills a vanely of physiological functions, such as 
the reduction of various peroxides and free radicals [4J, 
thereby resulting in Ihe enzymatic (via GPx) or nonenzy­
matic conversion of GSH to GSSG. The thiol/disulfide 
(GSH/GSSG) ratio has therefore 3n important effeet on 
the redox status of the protein Ihiols wilh modulation of 
prolein conformation and enzyme aClivity. Moreover, oxy· 
gen-derived Cree radicals may overwhelm Ihe radical scav· 
enging potenlial oC nerve cells. leading 10 lipid peroxida­
lion and destruction oC cell membranes, which in lum may 
resull in eellular depletion of GSH, with subsequent in­
creases of GSSG [41. The altered levels of both GSH and 
GSSG induced by QUIN in lhis work refleets Ihe capabil­
ity of this neurotoxin lO exert ils aclion direelly on the 
primary antioxidant syslems such as GSH via an N· 
methyl·o-aspartate receptor·mediuled meehanism [13]. The 
lack oC effeel oC QUIN on GPx in our experiments suggest 
that conversion oC GSH 10 aSSG might be a nonenzymatic 
evenl. 

In summary, the present findings demonstrate that in· 
lrastriatal administration of quinolinale seleetively madi· 
fies the activities oC sorne endogenous antioxidanlS, sug· 
gesting generation oC Cree radicals by specific depleúon of 
the cytosolic Cree radical-scavenger enzyme CuZn·SOD 
activity. which in tum may explain lhe specific panem of 
toxicity exerted by QUIN to produce generalized oxidative 
stress. Moreover, lower levels of aSH can be associated 

o....."., 

QUIN 

Fig. 2. Effec1 uf quinotic acid inl1aslriatal injec1ion (240 nmol/I1IJ oa copper/Zinc supc:roxide dismutasc (CuZn-SOD) and rnanganesc: Stlpcro~idc: 
:lisrnulaSe (Mn-SOO) iIt'Iivilies (Unils per mg or pnx) in the 111.1 CCIpUS sulatum. Animals receivc:d a single: unilalt'1"il1 injeclion of QUIN inlo the righ1 
ilriatum ud enzymc:s iIt'Iivily.-as llICaSlImt 2 h Iater. EadJ valuc is mean ± S.E.M. dc:rivc:d rrom 5-9 animals/group .• p < 0.01, signifit'anlly diffc:rem 
'mm control gruup: ooopaired ,-1CSl. 
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with OSH decrease due lo annihilalion reaction with reac~ 
tive oxygen species. Consequenlly. in Ihis work. higher 
levels of OSSO can be associated with increased ratio of 
GSH oxidation via nonenzymatic dissociation of thiol 
groups. This study also confirms that QUIN-induced stri~ 
atal neurotoxicity is mediated, at early stages, via oxidative 
stress, affecting primary antioxidant defense syslems. 
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Comparative Analysis oC Superoxide Dismutase Activity 
Between Acute Pharmacological Models and a Transgenic 
Mouse Model oC Huntington 's Disease 

Abel Santamarfa,' Francisca Pérez-Severiano,''' Erika Rodríguez-Martinez,' 
Perla D. Maldonado,3 José Pedraza-Chaverri,' Camilo Ríos,' and José Segovia'" 

(Accepud MGrch 7, 2OOI) 

Wc examincd lhc activity f)f ,triaal supe.roride di,mutase (SOO) in two acure pbarmacologicaJ 
mode1s ofHuntingtoo's r:)iseasc (BD), and compated it with SOD activity in thc slriata oC miee 
transgcnlc Cor lbe HD mutation. Total SOD. and CuJZnSOD acUvitics increa.sed in young tnlnJ.. 

genie miee. bul decteased in oIder (35 week) miee. We consider lbal the increased cnzytnC ac­
tivily rcprescots a compcnsatory mcc::hanism to protect ceJIs rrom free radical-induccd damage, 
bUI lbe 'ystem becomes insufficient in older animals. Major decteases in SOD activity were siso 
observcd both after quinolioic acid and 3-nilropropionic &cid intrastriatal injections. The pres­
col ~ults indica.tc that in both types oC HD modcls striatal oxidative damage occurs. and that 
it is associated with altetations in !he celluJar antioxidant system. 

INTRODUcnON 

Huntington's disease (lID) isan autosomal hcredi­
tary neurodegeneralive disotder characterizcd by lIloror. 
psychiatric. and cogqjtivc symptoms (1). To mimic 
sorne of the bioehemical. morphological and behav­
ionll aJterations of lID severa! acute animal models· 
have becn developed. Intrastriatal injection of gluta­
mate analogs. such as kainic acid (2), ibotenic acid (3) •. 
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and quinolinic acid (4), or of a mitochondriaJ ¡nhibitor. 
3-nitropropionic acid (S), represent some of the best 
characterized modcls used in rodents. 

More n:ccnt1y. however. a new system for modei­
·ing lID has emerged. TIte disease is causcd by an ab-­
normal expansion of the CAG repeats that codc for a 
polyglutaminc traet in a DOvci prolcin namcd. hunt­
ingtin (6). The precise knowledge of the genetic defect 
lt$p01I'Sible for thc cnsel of lID has aIlowed the gen­
cration of transgcnic animals. particularly mice. whicb 
expres.s the lID mutaban. SeveraI of the transgenic 
mice lines present biochemical and morphologicaJ al­
terations in the striatum, and display progressive neu­
rol~gicaJ phenotypes (7.8.9,10). Moreover. we have 
observed that tbere is a correlaticn between the onset 
of tbe neurological phenotype and striatal free radical­
induced damage in one line of transgenic mice, R6/1 
(11), lbat expresses a human mutated hunlingtin exon 1 
witb 116 CAG repeats (7). Thcse results •. togcthet with 
olher experiments·showing lbat mi~·ffansgenic for 
the HD mutation present a mitochondrial dysfunction 
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(12), $uggest that oxidative damage, likely caused by 
dcfeclS in tbe energy metabolism oC striataI cells, is a 
contributing factor underlying the expression oC (he 
neuroJogical phenotype of (he miee. This is in agree­
ment with the concept sustaining that impaired mito­
chondrial Cunctieniog and energy mctabolism of 
stnatal neurons are important components in the etiol. 
ogy of HD (13,14). 

The biochcmica1 and pharmacoJogical modcs oC 
action oC lhe taxins used in acute lID models are well 
established. however, these drugs have no direct bear­
ing 00 lhe Dnsel oC the disease. and have an acute oxi­
dative effcet. whereas the human disease is a long-tenn 
ncurodegenerative process. 00 the otber bando tcans­
genic rnjee represent a chronic modcllhat is directIy re­
lated to thc genetic and molecular OrigiD oC the disease, 
bUl the bioc:hemicaI ef(ects of fue mutated proteio are 
001 completcly understood. We considered that it would 
be relevant lo compare tbe functioning of the principal 
eellular systcm of protcction againsl oxidative stress, by 
assessing the activity of the two classcs of superoxide 
dismutase (SOD), CulZnSOD. mainly preseot in the cy­
cosol. and MuSOD, che mitochondrial cnzymc, among 
diffcrcnt lID animal models. Two wcJl-established 
acute models of lID. and a tran5genic model were used 
for tbe preseot expcriments. We employed the inttastri­
ata! injcction of quinolinic acid (QUIN), an agonist 
to the NMDA receptor (4), and 3-nitropropionic acid 
(3-NPA), a mitochondrial inhibitor (S), and compared 
tbe effccts of these toxins 00 SOO activity in the striata 
of rodcnts, with son activity in the striala of R6Il HD 
transgenic mice. For tbe present work. we used rats for 
the Icsion sludies. because the biochemical effccts of 
the lesions are well dcscribed, and because of our pre­
vious expcrience with these modcls, particularly rc­
garding toxin dosage. and the time course of their acute 
effects (15.16). The previous information from rat CJ(­

periments a1lowed us to extend the comparative analy­
sis with the oew data obtained from transgcnic mico. 
Thus. oue purposc is ~ot try to compare effccts 00 two 
different species. hut rather to aoaIyze how slriatal oeu­
roos respond to two distinct ¡osults tbat aCCeet che neu­
rons injured in lID. Since lransgenic mico are becoming 
ver¡ relevant for lID researcb, the idea of also develop­
ing p~logical models in uúcc, as has becn done 
in rats and non-humans primates, could be of intercst. 

Tho dircct comparisoo oC lhe alterations in tbe 
maio eellular system of protcction against oxidative 
stress in (he different models may thus shed new light 
regarding tbe meehanisms oC aetion of diverse agonts 
that damage the striatal neuronal population aCfected 
10 HD. This knowledge may hclp us lo draw a more 
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complete understanding of the Caetoes involved in the 
deleriorauon process oC these eells. 

EXPERUMENTALPROCEDURES 

TrQlUltnic Mirt. Miee wen: ceno1yped as prniously described 
(11). BrieOy, R6I1 maJe mice, and nODtrans&coic B6CBA rcmale 
micc were purcbued rmm TbcJlCksoo LaboratOf)' (Bar Hllbor. ME. 
USA).lnd I coJony cstablisbed in our vivarium (CINVESTAV.IPN). 
Mia: were hoUSCd and kcpe uadc:r controllcd tcmpcralurc (20-22-C>, 
wilb I rc¡ulmed 12 h li¡h1Idarlc cycle and wilb Id libitum acceu 
lo food and water. Trans¡enic male mia: were: backcrossed lo non· 
carryin¡ fCQlIles. Ind thc ¡cnotype or lhc mice detennined by PCR. 
ONA was isol&tcd from I Ample of cae tWuc. ud PCR perf'ormcd 
usin¡ conditions and primen dcscribcd elsewhere (7). Ttans¡cnic 
micc Ind tIOlI..fr&ns&eQic littennala wcrc idcnlified and used ror lhe 
foUowillg CJtperiaICDU. R6I1 mja: aad QOII.lrQs;geaic liuermatcs or 

dilJerr.:allF werc uaiflCCd by cervical dislocation, lhe striata rap­
idlJ dissectcd 00 ice. ud used rOC' sao activily asuy¡. 

SI~reollUic InjerntwU. Mate &chdl Wistu rall (lSG-3OO ¡) were: 
employed. Animals wcre housed undu standard conditioal wilb _ 
12 b lichlfdarl: cydc and Id libitum &eeesl10 rood ud water. Rats 
_ ucstheIized with sodiam pcntobarbital (SO m¡lk¡. i.p.), and 
onc ¡.¡.I I~lUicaJ microiajections of either QUIN (140 nmollpJ) 
oc 3-NPA (SOO IlmoVpJ) wcn: performcd ialO thc right striltL Thc 
doscs oftoxillSbavebecD ~y uscd lo rqxoduoc relevaD( neuro­
c:bc:miCllaad morpbolo¡kalI'eaIUI'CS of HO (4,5,15,16), Stcn:otuic 
coon1iaatcs '<III'Ct't! 0.5 mm utaior lo bre,ma; 2.6 mm latcnl 10 
brc¡IIUI, ud 4.5 mm \'ealnllO daca. 8(:COf'd¡ar: lO thc Puinos aad 
Watsoa 1'11 bnia alas (17), Coatrol uimaJs wcrc iajCClcd with thc 
Ame YOJIUDe oC PBS.IIH _ 7.4. RatJ: Wttc aacrifieed by clec:apila. 
tion a diaereat limes (180 and 360 min) after iajection. Bralas wcre 
JaDOYCd ud tbe ri,ht Ilriu obtained u previously dcscribcd. AII 
ammal proc:edurcs wm: approved by thc lastitutiooal ReYicw Como 
miucc. ud are ia accordanoe wilb thc NIH Guide for thc Cae and 
Use of Laboratory Aaimals. 

SOD ActMty. Total sao activilY was lktcrmiDed ICCOrdin, lO 
Iba melhod of Oberley ud SpilZ (18). BrieOJ, a compctitivc iDhibi~ 
tion asRy WIS pcdormed lISiar: _ xanthinclunlhioe oxidase Iyslcm 
lo redaa: nittoblue tetrazoliam (NBn. Thc mixture ruction coa. 
wDC(f: 0.122 mM EOTA, 30.6 ¡¡.M NBT. 0.122 mM uatbillC., 
0.006'" boYiac scnam lllbumino ud 49 mM lOdiam cuboaate, 111 
fu1&l CODCCDtrationa. five bundn:d ,...1 of striatal homo¡enales 
(1:100) WQ'e adckd 10 2.45 mi oflbe mixture deacribed aboYe, and 
lbc:a SO J'I of UDlhioc ox~ a _ final coaocctnlioa of 2.8 lIIL. 
were addcd ud incabalcd a 21-C (or 30 mino Rcact.iona were 
stopped wilb I mi o( 0.8 mM cupric c:bloride, aad oplical dcnsily 
WIS recorded a 560 nm. Complete (100'1.) reductioa o( NBT was 
obWncd whcD. the sample was rcplaced wilh dis6Ued WI(er. Tbe 
ImollDl of llriataI proteiD. Ibat iDhibitcd 50'.10 of IIUIximal NBT re­
dactioa wu defiDCd as onc aaíl oC sao Ictivity. MaSOO Ictivity 
WIS differcn1Íated rrom CulZnsao mivily. by inhibitin¡lhe later 
\Vi.lb cfacthylditbiocazbaDutc (ODC) (19). Tbcreforc.. lO delermine 
MnSOD actiYily, IImplel were incubalcd wilb so mM ODC'I 30·C 
for 60 minutes. Uld thca dialyzed ror Ihrec houn wilb lhru: chaa¡es 
oC 400 voJumes of 5 mM PBS (pH ... 1.8}·0.1 mM EOTA. CuJ 
ZnSOD Ictivity was obtaincd by substracting lhe ,clivil)' of lhe 
ODC IJQlcd umplu. (mm lha! or 100:1 SOO Ictivity. Rc:sults .re 
expr-cs.scd as UniUlm¡ prolcin. Proteias were determincd asing Ihc 
Folin and Cicoalteu's phcnol reagcnt (20). 
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Rl!SULTS 

Our resuhs show chat there is 3D increase of 
20.6% in total SOD activity in 19 week-old transgenic 
mice, compared to non-transgenic liu«mates. The in­
creased activity is due to (he CufZnSOD isoform, tbat 
increased 23.49& compared lo wild-type mice. and we 
found no change in the activity of MaSOD (Pig. 1). 
However, in 3S week-old micc the situatioo is re­
vcaed. At lhis time we observed 3 decrease io total 
SODactivity. which is due lO a 23$ decreaseoftfanS.­
genic miee CulZnSOD. sinee MoSOD did DOl change 
compared lo control mice (Pig. 1). These data suggest 
lbat the formation of free radica1s. and oxidative 
stress, are playing a role in the exprcssioD of tbc neu­
rologicaJ phenotype. 00 tbe acute pbarmacologicalle­
sion models. we observe lbat QUIN induces a rapid 
deereasc of SOD activity. which is caused by a de­
crease in Cu/ZnSOD activity. whcrcas mere is no 
change in MoSOD (Fíg. 2). Finally. J-NPA. a mito­
chondriaJ toxin. induc:Cd a reduction in the aclivity of 
SOD. bUl in this case. both lhc Cun.nsOD and 
MoSOD isoforms acnvines dccreascd (Fig. 2). Takea 
togethct. thcse cesults indicate tbat in both types ofHO 
modcls striatal oxidative damagc may occur. and tbat 
it is associated wich aJtcrations in che endogcnous cel-. 
I.ular antioxidanl systems. 

DISCUSSION 

SOD functioa is lO protect cclls from tbe prescncc 
of !he superoxide rndicaI, by gencrating HA. 11 is 
lil:cIy tbat in 19 week-old R6/1 miee !he incmIstd 00-

tivity of CulZnSOD represents a compensatory re­
sponse to genente H2~ and thus. to reduce the toxic 
efrccts of tbe superoxide anion. and the subsequent for­
manon oC peroxynitñte from di and NO. Al litis stage 
oftb:e lID mutation-induced phenotypc this.lIlCClwüsm 
appcars to be sufficient to paIliate oxidative damagc. 
sincc Iipid pcroxidatinn (LP) remains similar lo control 
DOO-transgenic miCc, and the ncurological phenotype is 
mild (11). In contras~ by 35 wecles of age Ihe activity 
al CUlZnSOD diminishes in transgenic mice compared 
10 witd-typc animals. We could nol delect changes in 
MnSOD activity betwccn control and transgenic micc 
al thc two ages tcsted. 11 appcars as if CuJZoSOD is the 
principal responsible system fOl cclluJar anti--oxidant . 
protection io lID transgenic micc • and lhat it can 
.:::ompensate foe incrcascd free radical lormation in 
youog animals. but the antioxidant system cannot 
respond appro,pri~tID in older mice. as Cu/ZnSOD 

=Control Rice 
~R6f1 mica 

-

AcIal_les) 
Flc- l. Supcroride dismatase (Seo) activiry iD the str1UIlEQ oC 
trans¡euic R(ill. a:ñoc aDd wild-qpc ClJDtnJI miec It ditruad ap. . 
Bus are means &lid SEM. .p < 0.05, •• p < 0.001 comparillJ: 
trms¡cnic mic:c wilh COIltrol mioc. SllIdent's ,.tes! (n - 7-10 mioc 
pc:r poup). 
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Tme(min) 

c:::J Control 
= QUIN 
I11111!13-NPA 

Flr:.1. Superoxidc dismuuse (SOD) actiYity iD the strialum or rus 
al difTe:rent limes afu:r &he iatnstriatallDjcctioD oC QUlN or 3-NPA 
and sham-Iesioned ms. Ban In:: fIlCIDS and SEM •• p < O.OS • •• p < 
O.(XU. eompariAa Iesioncd uiJIWs wilh sham-lcsioaed coctrds. 
Studcnl', ,-test (n - S-9 animals pc:r ,roup). 
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activity diminishes. The protective effect of CufZnSOD 
has been dcmonstrated in ncurans, where its overex­
pression ¡ncreases antioxidant status and cell survival 
(21). The present results correlale with our previous 
findings that 19 week-old R6/1 mice show a mild 
neurological phenotype. and low LP damage. whereas 
35 week-old mice presen! a sevc:re phcnotype. associ­
ated with very high levels of striatal LP (11). A previ­
ous report indicated lbal thcre was no statistically 
significant differcnce in total SOD activity between 
R6Il and control mice. aJthough a small 14% ¡nerease 
in SOO activity was observed in the striata of transgenic 
miee (22). In that reporto 18 wcck non-symptomatic 
mice werc used. whereas ror tbe present experiments 
we employed 19 and 35 wcek old animals. which by 
19 weeks already presented a mild neuroJogical pheno-~ 
type (11). In our colony, ISoóTd-liansgenic miee do nOl 
display any neuroJogical phenot)'pe. suggesting that 
perhaps the window at whicb symptoms appear and de­
velop is rathec narrow. We be1icve that the apparent 
discrepancy between oue results and thase oC &nuon 
el al. (22). is likely due lo the age oC the mice used in 
the diCferent experiments. 

Our data suggest lbal it is likely tbat formation oC 
free radicals. probably comiD¡ from thc excessive for-­
matioo oC peroxynitritc·from NO and superoxide. par­
ticipatcs in tbe oxidative damage tbat underlies thc 
expression oC me neurological phcnotype oC the R6/1 
transgenic mice. Besides our observation oC inCIUSCd 
LP in the R6Il mice. mitocbondrial abnormalitics and 
activation oC iNOS have becn reponed in R612 mice 
and HD patients (11.12.23). Thcsc: data are consistent 
witb tbe concept oC oxidative damage in mice rrans. 
genie Cor the HD muratioD. 

Intrastriatal injections oC the toxins also induced 
major changa in SOD activity. QUIN. a glutamatc ago­
Dist, induces Icsions where there is primarily degenera-
600 oC tbe medium-sizcd GABAergie spiny projcction 
oeumos (4.24). Tbese lesions spare somatostatin. neu­
ropeptide Y and NADPH-diapholllSC containing in­
temeurons. indieating that it is an accuratc biochemical 
model of !be disease (4,24,25). The data we prosent 
here. showÍDg that QUIN induces a reduction in Cu/ 
ZnSOD. bul has no cffect 00 MnSOD activity. are in 
agrcement witb oue previous results (16), and indicatc 
an associatioo between CulZnSOD Cailure and death of 
striatal neurons. We atso demonstrate that 3-NPA in­
duces decreases in the activity of both the cytosolic and 
mitochondrial classes of SOD. and we believe this is 
due to íts mode oC aclioo. 3-NPA inhibits complex 11 oC 
the respiratory ehain. and causes a dose-dependent A TP 
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deplelion, increased Jactate concentration and seJective 
striatal ncuronalloss (5), These results suggest that the 
cell population primarily affccted in lID is particularly 
sensitive lO defccts in energy metabolism. Accidental 
ingestion of 3-NPA in humans induces nausea, vomit­
ing, encephalopalhy, coma, and in surviving p41tients, 
choreiform movements and dystonia (26). AH this in­
formation indicates that mitochondriaI energy impair­
ment induces severe alterations in striatal neurons. 
Taken together, our resulls suggest that irrespectively of 
lhe primary modes of action oE the diEferent toxins. they 
have a common pathway that causes majar alterations in 
SOO activity, the primary antioxidant liRe of defense, 
which suggests lbat oxidative stress is implicaled in stri­
atal cellular damage. 

The facl Ihat even in severely impaired transgenic 
miee we can still detccI lipid peroxidation (11), and 
SOO activity, suggcsts that in Ibis model, the neuro­
logical phenotype appcars to be related to cell dys­
function rather Iban with cell dealb, The observation, 
in a eonditionaJ model of HD transgenic mice, lbat il 
is possible lO revert the neuropathology and motor 
phenotype already present in the mice (lO), further 
supports this concept. This suggcsts lbat the R6Il miee 
are an appropriate model lO study, and to be compared, 
with a stage of HD prior to severe eell death and neu­
rodegeneration. 00 (he other haod, the aCule phanna­
cological models induce rapid neuronal death, the final 
phase ofHO ncuropathology. Howevcr. in both typcs 
of striaral cen damage, oxidativc stress is involvcd. 
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