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Descarboxilasa del Acido Glutamico GAD

Colina Acetil-Transferasa CAT
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L RESUMEN

La enfermedad de Huntington (EH} es una enfermedad hereditaria autésomica dominante; se
caracteriza por movimientos coreiformes, deficiencia cognitiva y manifestaciones psiquiatricas
asociadag con una progresion de la atrofia estniatal. El defecto genético se encuentra localizado en
el brazo corto del cromosoma 4, en el gen llamado IT15 y consiste en el alargamiento de
repetidos de! triplete de CAG en ia regién codificante 5°. Esta enfermedad se manifiesta con
mayor frecuencia en personas de mediana edad (30-45 afios). Para el estudio de EH se han
utilizado modelos experimentales. Estos modelos son capaces de reproducir caracteristicas
bioquimicas e histopatolégicas observadas en [os pacientes. Dentro de estos modelos
encontramos a aquellos que induce los acidos 3-Nitropropidnico y quinolinico. La EH se ha
relacionado con un posible estrés oxidativo, el cual puede ser generado experimentalmente por la
administracién 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 expansion en
la repeticion en los tripletes de CAG. En este trabajo se llevaron acabo inyecciones
intraestriatales de las toxinas antes mencionadas a ratas, para encontrar posibles alteraciones en
algunos indices de estrés oxidativo. Para esto se evaluaren el indice de peroxidacian lipidica,
cambios en la actividad de glutation peroxidasa (GPx), GSH estriatal y cambios en la actividad
enzimética de ambas isoformas de la SOD (Mn-SOD y Cu/Zn-SOD). Esto ltimo se realizd tanto
en los modelos farmacolégicos como en el modelo transgénico; y por dltimo se evaluaron los
cambios ultraestructurales de la mitocondria en ambos modelos. Se observé que ambas toxinas
aumentan la lipoperoxidacién estriatal a 3 hotas toxinas, pero no asi a las 6 horas en que solo
anmento en el caso del 3-NP. Se encontrd una disminucién de GSH a las 6 horas después de la
administracton de ambas toxinas pero sélo el QUIN produjo una disminucion 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 para el tratamiento con QUIN, pero si se encontré una disminucién significativa de la
Cuw/Zn-SOD a este tiempo. Se observd una disminucioén significativa de Mn-SOD y de Cu/Zn-
SOD a 3 y 6 horas con 3-NP. La actividad de la Mn-SOD se encontrd aumentada en ratones
transgénicos de 35 mientras que a las 19 semanas permanece sin cambto. La actividad de Cu/Zn-
SOD se ve sumentada a las 19 semanas y disminuida significativamente a las 35 semanas. A
nivel ultmestructural, para los tratamientos con QUIN no se observaron alteraciones
mitocondriales evidentes, al igual que en ratones transgénicos de 19 semanas de edad, Sin
embargo para 3-NP y ratones transgénicos de 35 semanas se observé hinchamiento mitocondrial
y pérdida de sus cresias. Los resultados obtenidos sugieren que los modelos utilizados generan
alteraciones en ciertos marcadores de estrés oxidante y que tal vez podrian representar algunas
alteraciones patolégicas de EH, involucrando posiblemente la produccién de radicales libres
generados por la sobreexcitacion de receptores glutamatérgicos, generalmente receptores tipo
NMDA, produciendo mecanismos de dafio celular que explicarian patrones de muerte celular
apoptética y necrética involucrada en EH. La alteracién de la ultraestructura mitocondrial sugiere
alteraciones energéticas en dichos modelos.
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IL ANTECEDENTES
2.1. ENFERMEDAD DE HUNTINGTCON

La enfermedad de Huntington (EH) es un wanstomo hereditario autosdomico dominante;
presenta desérdenes neurolégicos caracterizados por movimientos coreiformes e involuntarios,
deficiencia cognitiva y manifestaciones siquitricas asociadas con una progresién en la atrofia
estriatal.

El defecto genético se encuentra localizado en el gen llamado ITIS, en el brazo corto del
cromosoma 4, y consiste en el alargamiento de repetidos del triplete de CAG en la regién
codificante 5° (The Huntington’s Disease Collaborative Research Group, 1993).

La prevalencia clinicamente identificada es cercana 2 1/10,000 en algunas ciudades europeas y
en ciudades pobladas con inmigrantes europeos.

Los sintomas clinicos generales se pueden dividir en tres partes: a) sintomas motores iniciando
caracteristicamente por hipercinecia, pasando posteriormente a una hipocinecia;

b) desdrdenes psiquidtricos con agresividad y depresién, y ¢) profundos cambios cognitivos.

Esta enfermedad afecta a jévenes adultos (30-40 aftos de edad) quienes estin integrados a una
vida profesional y familiar, La enfermedad presenta una evolucién de 17 afios aproximadamente,
asociada con demencia por lo que los pacientes requieren de constantes cuidados debido a su baja
autonomia (Bruyn, 1968: Harper, 1991: Kremer et al. , 1992).

Entre las manifestaciones neuropatolégicas de EH se encuentra una degeneracidén progresiva
del cuerpo estriado y del globus pallidus (Vonsatte! et al, 1985). Esta enfermedad esta
categorizada dentro de cinco diferentes grados; Grado 0: patologia no estriatal definida como
manifestaciones clinicas premortemn y una historia familiar positiva; Grado 1: pérdida neuronal

limitada y una astrogliosis detectable por microscopia de luz; Grado 2: atrofia de nicleo caudado




con interfase convexa entre esta estructura v el ventriculo cerebral lateral; Grado 3: atrofia del
caudado y putamen; Grado 4: severa atrofia de caudado-putamen, nicleo acumbens con interfase
concava entre el nicleo caudado y el ventriculo lateral. El grado de atrofia del estriado se ha
encontrado correlacionada con la severidad de los sintomas motores y psiquiatricos (Myers etal,,
1988).

De forma interesante, no todas las neuronas éstriatales son igualmente afectadas por el proceso
degenerativo. Combinando estudios inmunocitoquimicos con anlisis neuroquimicos, se ha
observado que la EH afecta preferencialmente a las neuronas espinosas GABAérgicas de tamaito
medio, pero otras subpoblaciones de células estriatales no se afectan en el curso de la enfermedad
{Kowall et al. , 1987; Cicchetti et al., 1996).

Todeos los marcadores asociados con la integridad de las neuronas GABAérgicas (sustancia P,
metionina-encefalina, niveles de GABA) se encuentran disminuidos en el cuerpo estriado de
pacientes que presentan la enfermedad de Huntington (McGeer y McGeer.,1976b; Bird y
Iversen., 1977; Spokes., 1980; Buck et al.,1981; Aronin et al.; Beal et al.,, 1988a; Storey y Beal,,
1993; Beal., 1994). Se ha reportado que la concentraciéon de GABA (y-amino butirico) 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 (descarboxilasa del dcido glutAmico), enzima que sintetiza al
GABA, disminuye en el cuerpo estriado y permanece normal en la corteza frontal (Bird, 1974).
La reduccion del 50% o mas del GABA y de la actividad de la GAD ha sido interpretada cotno
una degeneracion de las neuronas espinosas estriatales de tamaiio medio que contienen al GABA
(Spokes, 1979). La disminucién en la concentracion 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 acetil-transferasa (CAT), la enzima encargada de la sintesis de la




acetil-colina, también disminuye, como consecuencia de la degeneracion de las intereuronas
colinérgicas estriatales {Aquilonius, 1971).

La sustancia P, un neuropéptido encontrado en los ganglios basales, se ha postulado como un
neurotransmisor excitador de Ia via aferente del estriado a la sustantia migra. En la EH, la
concentracién de sustancia P en el glubus pallidus y la sustantia nigra disminuye hasta en un
50%, en el niclec caudado disminuye en un 50% y en la zona compacta de la sustancia nigra se
observa un tercio de la concentracién normal, afectando la pars reticulata y la pars compacta
mientras que en el liquido cefaloraquideo permanece normal (Gayle, 1978). Se han observado
pequeiios cambios en la concentracion de la dopamina estriatal, sugiriéndose que esto puede
deberse inicialmente z 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 nigra, provocando ademas
upa pérdida retrbgrada de dopamina de las terminales dopaminérgicas de la via nigro-estriatal
(Carrasco y Mukherjiu, 1986; Bird, 1990). Se ha propuesto adicionalmente que la hiperactividad
de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales trae como resultado un incremento en la sintesis
y liberacion de dopamina sobre los receptores dopaminérgicos. Esto podria deberse a una
inhibicién reducida del sistema dopaminérgico estriatal por la degeneracién de la via metabélica
del GABA, aunque algunos estudios con cerebros de pacientes con la EH y cerebros de animales
lestonados con Acido kainico utilizado como modelo de la EH muestran que las proyecciones
nigro-estriatales se adaptan a la pérdidad de neuronas estriatales que normalmente inhiben Ia
actividad dopaminérgica (Melamed y et al,, 1982).

La mutacién genética responsable de la EH se ha identificado como una expansion del repetido
CAG presente en el gen y expresado como una proteina llamada huntingtina con un peso de 350

kDa (The Huntington’s Disease Collaborative Research Group, 1993). Un nimero de repetidos



de CAG de menos de 36 se considera como un fenotipo normal mientras que un nimero de
repetidos de CAG mayor de 36 se ha asociado con el desarrollo de la enfermedad durante la vida
adulta. Se ha enconirado que en la vida adulta, de 30-35 afios de edad, el nimero de repetidos de
CAG varian alrededor de los 50 repetidos. Un nimero de 100 repetidos de CAG se ha
refacionado con la enfermedad de Huntington juvenil (Illarioshkin et al., 1994; Snell et al 1993).

Al parecer la transmisién paterna de la EH, indica que probablemente un gran nimero de
divisiones mitdticas en la espermatogénesis podrian ser responsables de la inestabilidad de los
repetidos (Gusella, 1993). EI RNAm del gen IT15 es expresado normalmente en todas las células
del cuerpo, por lo que la expresién del RNAm y de {a proteina no cambia en pacientes con EH
(Gourfinkel, 1997). En el cerebro, la expresién de IT15 es marcadamente neuronal, con solo
bajas concentraciones en glia.

La localizacién de la huntingtina es algo controversial (Hoogeveen et al, 1993), ya que en
estudios de inmunohistoquimica utilizando anticuerpos dirigidos contra el carbono terminal de la
huntingtina, se encontr6 tanto en el niicleo como en el citoplasma de las neuronas de pacientes
con EH. En ¢ tejido de los érganos periféricos fue localizada sélo en el citoplasma. DiFiglia y
col. (1995), también utilizaron inmunchistoquimica en cerebrec humanc y encontraron
huntingtina en el citoplasma del soma neural, dendritas y axones. Resultados recientes
demuestran que la huntingtina mutada estd s6lo presente en neuronas periféricas y en procesos
nerviosos proximales pero no en nervios desenlazados (Gourfinkel-An et al, 1997), lo que
sugiere una expresién anormal de la huntingtina mutante en estos sittos. Usando gradientes de
sacarosa, DiFiglia y col. (1995) revelaron que laz huntingtina se encuentra en las fracciones
enriquecidas de vesiculas, donde la huntingtina se sobrelapa con la distribucidn de vesiculas de

proteinas membranales como el receptor de tramsferrina y sinaptoficina. También se ha



demostrado que la huntingtina esta asociada con los granulos citoplasmdticos, pareciéndose a los
cuerpos multivesiculares, e implica a los organelos en el transporte retrégrado y la degradacion
de las proteinas en algunas neuronas estriatales y corticales de la EH (Sapp et al., 1997).

Otros estudios indican que la huntingtina estd asociada con los microtubulos, lo que podria
indicar que tiene una funcién en el trafico de las vesiculas. Al parecer, tanto la forma mutante
como ia huntingtina normal se encuentran asociadas con las vesiculas cubiertas por clatrina de [a
red de Golgi, el citoplasma y la membrana plasmatica (Guterkunst.,, 1995). En el estudio de la
interaccion de las proteinas con la huntingtina se ha observado que la expansién de las poli-
glutaminas en la huntingtina mutada puede modificar la interaccién normal de la huntingtina con
otras proteinas o puede producir nuevas interacciones con otras proteinas, y en ambos casos
llevar a la muerte neuronal. En témminos de interaccién proteina-proteina, es posible que la
expansion del repetido CAG afecte la estructura cuaternaria de la proteina, y también muchos
dominios de la huntingtina mutada podrian involucrar nuevas interacciones a través del dominio
N-terminal, incrementando el niimero de posibles interacciones entre proteinas con la proteina
normal o mutada. Una de estas proteinas es la apopaina, también llamada caspasa 3 0 CPP32; es
una cistein-proteasa que estt involucrada en la regulacién de la muerte celular programada
{apoptosis) durante el desarrollo del cerebro (Kuida et al , 1996: Shwartz y Milligan, 1996). Se ha
visto que la huntingiina, tanto in vive como in vifro, es un buen sustrato para la apopaina
(Goldberg et al., 1996b). El nimero de residuos de poli-glutaminas parece influir en la actividad
catalitica de Ia caspasa 3 para la huntingtina y la actividad proteglitica de la enzima se incrementa
en presencia de la huntingtina mutada; si esto ocurre en la EH, un incremento en la degradacion
de la huntingtina puede producir un incremento en la formacién de fragmentos N-terminal en el

cerebro de los pacientes EH y finalmente un incremento en la toxicidad inducida por el fragmento



N-terminal. Otra interaccién huntingtina-proteina incluye a proteinas implicadas en el
metabolismo energético, ¢l grupo N-terminal de la huntingtina interactha con la enzima de la
glucélisis GADPH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) (Burke et al., 1996). En un estudio
utilizando inmunoprecipitacién se muestra que la interaccién de la GADPH con la huntingtina se
incrementa mAs por Ia presencia de la expansién de la poli-glutamina (Burke et al., 1996). La
interaccién de la GADPH con la huntingtina mutada puede dafiar la actividad glucolitica de esta
enzima y progresivamente comprometer la energia, e indirectamente provocar la excitotoxicidad.
Otra proteina, la Proteina asociada a huntingtina 1 {HAP1) es una proteinas especifica de cerebro
que interactia con elementos de citoesqueleto, estd a su vez interactia con la huntingtina: la
potencia de esta interaccién comienza con el incremento de la expansién de poli-glutaminas (Li
et al., 19935). La co-localizacion parcial de la HAP] con la sintasa del éxido nitrico (NOS), una
enzima implicada en lz excitotoxicidad, sugiere una interaccién anormal entre la huntingtina y
esta protefna que podria producir la muerte de neuronas estriatales mediada por NO en pacientes
con EH (Lietal,, 1995).

La expansién de los repetidos de poli-glutaminas disminuye la interaccién entre Ia huntingtina
y HIPl y esto puede llevar a una desorganizacién general del citoesqueleto neuronal,
posiblemente desencadenando cambios en la ATPasa de la membrana plasméitica o una
deficiencia en el transporte de organelos, incluyendo la mitocondria y finalmente el dafio
energético e indirectamente la excitotoxicidad (Liu et al., 1997).

Se ha observado una distribucidén heterogénea de la huntingtina dentro de las neuronas del
estriado humano normmal (Ferrante, 1997). La inmunoreactividad para la huntingtina es vista
principalmente en la region de la matnz con pequeiias sefiales en las regiones de parches.

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



Estudios recientes han demostrado una correspondencia entre la presencia de la calbindina y la
huntingtina, con s6lo una pequeiia coexpresion de la huntingtina, NADPH diaforasa y la dxido
nitrico sintasa (NOS) (Ferrante, 1997), lo que sugiere que la vulnerabilidad selectiva de nevronas
espinosas de dimensién media en el compartimiento de la matriz del estriado estd condicionada
por los niveles altos de expresion de la huntingtina, ya que la relativa resistencia de las neuronas
espinosas de dimensién media y larga en el compartamiento de parche del estriado est asociada

con bajas concentraciones de huntingtina.



2.2. MODELOS EXPERIMENTALES DE COREA DE HUNTINGTON

Se han propuesto diversos modelos experimentales que han sido relevantes para el estudio de la
EH (Beal et al., 1986; Coyle et al.,, 1976; Greene et al,, 1995). La excitotoxicidad 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
circulo vicioso y constituirse como iniciadores o contribuir & un daiio en la funcién mitocondrial,
y eventualmente producir una falla energética de la célula (Beal,, 1992; Beal et al, 1993). En
afios recientes se ha puesto mayor atencién a la apoptosis como ruta de muerte celular en las
enfermedades neurodegenerativas y se ha sugerido una importancia directa de este proceso en la
destruccién de las células estriatales en la EH (Portera-Cailliau et al,, 1995).

La excitotoxicidad fue descrita en 1969, como la descripcion de un efecto neurotéxico de los
amincacidos excitadores, con la destruccién de neuronas en el sitio de la inyeccion (Olney.
1969). La excitotoxicidad juega un papel importante en la EH. Las primeras observaciones de
excitotoxicidad ligadas con la EH aparecieron en 1976, cuando se observd que después de una
inyeccién intraestriatal de icido kainico, agonista de una subclase de receptores glutamatérgicos
(Kzinato) a ratas, estas sufrian lesiones similares a las observadas en la EH (Coyle et al., 1976:
McGreer et al., 1978).

En el sitio de la inyeccion en estriado hay disminucién neuronal de fibras aferentes,
componentes no neuronales y una gran cantidad de interneuronas. 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 comiinmente en ionotrépicos (canales iénicos controlados por

receptores) y metabotrdpicos, (acoplados a proteinas G). Los receptores ionotropicos son: a) el

)



receptor para N-metil-D-aspartato (NMDA), que es sensible al NMDA y al 4cido quinolinico, b}
receptor a g-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazo! propionato (AMPA), sensible al AMPA y a
icido kainico, y c) los receptores a Kainato sensibles al dcido kainico y al acido quisquélico
(Doble., 1995; Lipton et al., 1994). La activacién de los receptores del tipo NMDA inicia un
aumento en la permeabilidad a los jones calcio y sodio.

Por otro lado, los derivados del oxigeno altamente reactivos conocidos como radicales libres,
cuando estin presentes en exceso llevan a una situacion 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 Iz excitotoxicidad (Beal., 1995). El incremento del calcio intracelular puede
activar a la fosfolipasa A2 (PLLA2) y proteasas dependientes de calcio. La fosfolipasa A2 a su vez
incrementa la produccién de Acido araquidénico y el subsecuente metabolismo del icido
araquidénico induce la formacion de radicales libres. El perxido de hidrégeno y el superdxido
son formados a través de la activacion de estas proteasas dependientes de calcio, y ademas, el
peréxido de hidrégeno puede ser convertido a radical hidroxilo, contribuyendo asi a la
neurotoxicidad, El dafio al metabolismo energético reduce el umbral para la toxicidad del
glutamato (Noveli et al., 1988), y puede favorecer la activacién de los mecanismos excitotoxicos
(Beal., 1992), asi como el incremento en la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS)
(Coyle et al., 1993) (Figura 1).

Para generar modelos de EH se utilizan algunos farmacos tales como el acido quinolinico o
como el acido 3-nitropropidnico, entre otros, y actualmente un modelo transgénico esti siendo

utilizado.
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Figura 1. Toxicidad del glutamato. ( Tomado de Mitochondria & Free Radicals in

Neurodegenerative Disease. M. Flint y col., 1997).
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2.2.1. ADMINISTRACION DEL ACIDO 3-NITROPROPIONICO COMO MODELO DE

LA EH

La identificacion inicial del 4cido 3-nitropropidnico (3-NP) (Figura 2), fue como un metabolito
del 3-nitropopanol, agente téxico respensable del envenenamiento del ganado en la zona
occidental de Estados Unidos. Los animales intoxicados con plantas de leguminosas {Indigofera
o Astragalus) presentan anormmalidades motoras consistentes en debilidad general (Ludolph etal.,

1991).

a,N

COOH

Figura 2. Estructura quimica del 3-NP

Hace algunos afios se reportd la ingesta de azicar de cafia contaminada con un hongo
(Arthriniunt), que produce altos niveles de 3-NP y fue el responsable del desarrollo de
encefalopatias agudas en humanos (Ludolph et al., 1991). Entre 1972 y 1989, se reportaron cerca
de 900 casos de intoxicacion: el 10% de ellios murieron y muchos otros presentaron pérdida de
habilidades motora de forma irreversible. Un niimero sustancial de sujetos desarrollaron un dano

neurolégico persistente caracterizado por distonta, espasmos, gesticulaciones y movimientos

-
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bruscos o de sacudidas; se ha sefialado Ia presencia de lesiones en los ganglios basales, con dafio
en el pulam'en y el niicleo caudado. Un reporte de intoxicacién por 3-NP en China confirma las
observaciones previas {He et al., 1995). EI primer estudio controlado en animales fue realizado
por Gould y colaboradores (Goul y Gustine, 1992: Gould et al.,1985; Hamilton y Gould 1987",
1987b) quienes observaron que la inyeccién dei 3-NP a primates no humanos produce lesiones
cerebrales, que afectan preferencialmente a los ganglios basales.

El 3-NP es un inhibidor irreversible de la enzima succinato deshidrogenasa (SDH), inhibiendo
tanto el ciclo de Krebs como el complejo I de la cadena transporiadora de electrones (Alston et
al, 1977, Coles et al., 1979). La succinato deshidrogenasa es una enzima responsable de la
oxidacion del succinato a fumarato (Alston et al, 1977; Coles et al., 1979).

El mecanismo preciso de [a inactivacién de la SDH no es claso, sin embargo, Alsion en 1977
sugiere que el dianién formado por el 3-NP es 1a forma inhibitoria de la molécula y esta forma el
carbanién que puede reaccionar con el grupo flavin de Ia SDH como un aducto covalente. Coles y
col., en 1979, cambian esta hipdtesis y demuestran que el carbanién del dianién forma la unién 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. (Figera 3).

El 3-NP al inhtbir a la SDH, produce una disminucién en la sintesis de ATP que a su vez
provoca una despolarizacion de la membrana con la subsecuente activacion de receptores de tipo
NMDA sensibles a voltaje y una excitotoxicidad neuronal secundaria (Novelliy col., 1988).Enla
fase inicial de la intoxicacion, el 3-NP inhibe selectivamente el ciclo del acido citrico de las
neuronas GABAGérgicas; la actividad glial permanece inalterada durante este tiempo (Hassel y
Sonnewald, 1995). Estos resultadog pueden explicar por qué las nevronas del caudado/putamen

{las cuales son fundamentalmente GABAérgicas), son dafiadas selectivamente por el 3-NP. Al
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parecer, la excitotoxicidad subsecuente induce una muerte necrdtica o apoptdtica (Figura 4).
Existen evidencias bioquimicas y morfoldgicas que sugieren que existe apoptosis en el estriado
después de una administracién 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 del 3-NF en
cultivos de neuronas corticales y estriatales, y la morfologia de la muerte celular fue indicativade
un mecanisme apoptético (Behrens et al., 1995). La muerte apoptotica fue bloqueada por
cicloheximida, perc no por antagonistas de NMDA, y esto demuestra que el 3-NP puede provocar
una muerte necrética ripida que involucra a los receptores NMDA, o una muerte apoptdtica lenta
independiente de los receptores a NMDA,; sin embargo, atn no se ha explicado el dafio regional
especifico producido por la administracion sistémica de 3-NP (Geddes et al., 2000).

Otros estudios han reportado disminuciones en el metabolismo de la glucosa y anormalidades
en las enzimas transporiadoras de electrones en las mitocondrias de cerebros de pacientes con EH
(Beal y col,, 1992). La administracién sistémica cronica de 3-NP también produce lesiones que
presentan caracteristicas histologicas y neuroquimicas parecidas a la EH. El 3-NP inyectado
intraestriatalmente a ratas y primates no humanos, produce lestones dependientes de la dosis con
pérdida neuronal y gliosis. Se observa una disminuciéon de dcido y-aminobutirico (GABA),
sustancia P, somatostatina, neuropéptido Y y dopamina. Las lesiones ocasionadas producen un
decaimiento del ATP a las tres horas después de la inyeccion, el cual llega a persistir hasta 24
horas después (Beal. 1993). Recientemente se ha obtenido evidencia de la participacion del
metabolismo oxidativo en la EH: usando imagenes de resonancia magnética se ha observado
acumulacion de lactato en los ganglios basales (Koroshetz y col., 1992). El 3-NP | por las
caracteristicas de las lesiones que produce, es un importante inductor del modelo de EH para

evaluar posibles terapias experimentales (Beal y col.,1993).
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2.2.2. ADMINISTRACION DEL ACIDO QUINOLINICO COMO

MODELO DE LA EH

Otro de los firmacos mas utilizado como modelo para el estudio de la enfermedad de Huntington
es la administracién estriatal del dcido quinolinico (QUIN) (Figura 5). Las propiedades
excitotdxicas que presenta el QUIN se acentian por su naturaleza enddgesna, estando disponible

para las funciones fisiopatologicas del SNC y causando una muerte neuronal selectiva (Schwarcz
etal, 1984).

COOH

COOH

Figura 5. Estructura quimica del QUIN.

El &cido quinolinico (acido 2,3-piridin-dicarboxilico) es un metabolito enddgeno del L-
triptofano que se forma en la via de la kinurenina (Vender, 1975) y presenta actividad como

agonista de los receptores glutamatérpicos para NMDA (Stone, 1993).
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La via metabolica de la kinurenina (Figura 6) ha sido identificada en el cercbro, ¢! higado y en
los intestinos humanos (Vender, 1975; Wolfensberger, 1983, Moroni, 1984"%).

El QUIN fue localizado por primera vez en el tejido cerebral de la rata y de los humanos
(Wolfensberg y col.,, 1984), se encuentra preferencialmente acumulado en la corteza cerebral, el
cuerpo estriado, €l hipocampo, el diencéfalo, el cerebelo y tallo cerebral de varias especies de
mamiferos. Las concentraciones del QUIN no varian grandemente en las diferentes regiones del
cerebro y en la mayoria esti presente en concentraciones micromolares. Asi, Ia corteza cerebelar
(con aproximadamente 2 nmol/g de tejido) generalmente tiene niveles de 2 a 4 veces mis altos
que los presentes en el estriado (Wolfensberger, 1983; Moroni, 1984a),

Su conceniracidén aumenta con la edad y se ha comprobado que en los animales de edad
avanzada, las concentraciones de QUIN en ef cerebro llegan a ser elevadas (Moroni y col,, 1984),
lo cual sugiere que el QUIN podria estar asociado con procesos de envejecimiento celular tales
como el dafio oxadativo y la apoptosis (Stone, 1993). Por la localizacién de las enzimas de
sintests del QUIN, la 3-hidroxi-antranilato-oxigenass (3-HAO) y de degradacion, la QUIN-
fosforribosii-trensferasa (QPRT), se cree que el papel fisioldgico de este metabolito podria estar
relacionado con su actividad como neuromodulador en el sistema nerviosos central {(SNC)(Stone,
1993).

Por otra parte, €l dcido quinolinico presenta una baja capacidad para cruzar la barrera
hematoencefilica, por lo que se cree que su contenido en el cerebro es originado endogenamente
a partir de la via de la kinurenina (Foster y col,, 1984). De forma interesante, el cuerpo estriado
no cuenta con los mecanismos de degradacién del QUIN en el espacio extracelular por carecer de
Ia QPRT u otras enzimas de degradacion de este metabolito (Stone, 1993), lo cual podria explicar

la selectividad de los efectos toxicos del QUIN sobre dicha regién cerebral,
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El QUIN produce neurotoxicidad por la sobre-estimulacién de los receptores de tipo NMDA
(Perkins, y Stone., 1983; Schwarcz et al., 1983). La microinyecciéon del QUIN dentro de algunas
regiones del SNC preduce lesiones que son atenuadas por un gran nimero de antagonistas de los
receptores de tipo NMDA (Foster et al., 1988; Foster et al., 1984; Schwarcz et al,, 1983). Hoy se
sabe que las neuronas especificas de varias regiones del SNC exhiben diferente sensibilidad al
QUIN y al NMDA (Efrench-Mullen et al,, 1986; Perkins y Stone., 1983; Schwarcz y Kohler,
1983), y se ha sugenido que el QUIN podria actuar sobre algin subtipo del receptor NMDA
{(Perkins y Stone., 1983). En este modelo, la mayoria de las neuronas degeneran de 4 a 5 dias
después de la inyeccion (Shwarcz et al, 1983; Foster et al., 1988), y solo un grupo pequeiiode la
poblacién total de neuronas, aquellas que contienen la NADPH-diaforasa, son resistentes al dafio
{Schwarcz et al., 1983). También se ha observado en varias regiones cerebrales de pacientes con
EH un incremento significativo de la actividad dela 3-hidroxiantranilato oxigenasa (la enzima de
sintesis del dcido quinolinico) (Schwarcz, 1938).

Ademis, las inyecciones del QUIN inducen un incremento del contenido de calcio intracelular,
iniciando la liberacidn intracelular del caicio de depdsitos intracelulares y la activacion posterior
de canales idnicos a través de los cuales sodio y calcio pueden pasar en grandes éntidades Ly,
1991). La despolarizacion de la membrana da como resultado una activacidén de los canales de
calcio dependientes de voltaje, los cuales pueden admitir suficiente calcio como para contribuir al
dafio neuronsl (Weiss, 1990). Cuando se administra directamente dentro del estniado de Ia mta, el
QUIN produce lesiones tipo “axon sparing” ¢ de axones preservados, con marcada pérdida de
dendritas, vacuolizacién y pérdida de la estructura en los sitios postsinapticos, pero generalmente
buena preservacion de las terminales presinipticas. Resulta interesante que las sreas del cerebro

mas sensibles a su accién neurotdxica sean el hipocampo y el estriado. Otras areas, incluyendo la
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amigdala, el hipotalimo, la substantia nigra y el bulbo olfatorio, son mas resistentes a la toxicidad
del QUIN en el cerebro de rata (Schwarcz, 1983).

Beal y col. (1989) enfatizaron que en la EH, la preservacién de algunas neuronas es sélo un
aspecto relativo, y en los casos patoldgicos més severos, hay una pérdida de todos los tipos
neuronales. En este punto cabe mencionar la existencia de marcadores adicionales de algunos
grupos especificos neuronales, tales como la NADPH-diaforasg. Esta enzima se ha encontrado
histoquimicamente en el SNC y se ha observado que las neuronas estriatales que contienen esta
enzima se preservan selectivamente en la enfermedad (Ferrante et al, 1984), lo cual ocumre
frecuentemente con la co-localizacién de la somatostatina y el neuropeptido Y. Desde hace
algunos afios se ha sugerido que las neuromas que contienen NADPH diaforasa son mis
resistentes a la toxicidad del QUIN (Kowall et al,, 1987), y se han propuesto 2 teorias, una
establece que la NADPH diaforasa es una sintasa del éxido nftrico, y por tal se encarga de
proteger a las neu:oﬁas; o la segunda, que la NADPH diaforasa actia como enzima citoplasmica
o a nivel de las terminales nerviosas y que tiene como funcién capturar al QUIN y degradario en
moléculas menos toxicas para la neurona (Kowall et al, 1937).

En la década de los 90's, el QUIN adquirié gran importancia en el estudio de procesos
patolégicos del SNC, no sélo como modelo de la EH sino también en algunas alteraciones
asoctadas con otras enfermedades, como el complejo de demencia asociado con el sindrome de
mmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Heyes et al,, 1989), et donde se cree que los altos
niveles registrados de este metabolito en liquido cefzloraquideo pueden estar asociados con la

demencia y la atrofia cerebral observada en estos pacientes.
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2.2.3. RATONES TRANSGENICOS COMO UN MODELO DE LA EH
Tres grupos independientes crearon ratones knoc.k—out del gen de EH (Naisir et al., 1995,
Duyao et al., 1995; Zeithn et al., 1995). En todos los casos los embriones murieron, sélo un
mutante fue asociado con un incremento en ia actividad motora, deficiencia en el aprendizaje y
pérdida neuronal significante en los nicleos subtalamicos (Nasir yet af,, 1995).

Varios ratones transgénicos se generaron después, usando una cadena larga de cDNA portadora
de 44 repetidos del CAG (Goldberg y col.,, 1996a) o un exdén del gen mutado de EH porntador de
115-156 copias de CAG (Mangiarini et al, 1996). Una vez desarrollado el ratoén transgénico
llamado R6, se hicieron otras lineas de ratones transgénicos, con variaciones en el nimero de
repetidos CAG. Las lineas R6/0, R6/1 y R6/2 contienen diferente niimero de repetidos de CAG
(142, 116 y 144 respectivamente). También se han desarrollado ratones transgénicos con 18
repetidos, los que no muestran el fenotipo neurolégico, indicando asi la relacidn causal entre la
expansion de glutaminas entra la proteina y la enfermedad (Mangiadini y col., 1996.).

Las lineas de ratones R6/0, R6/1 y R6/2 desarrollaron un fenotipo neuroldgico anormal.
Gradualmente, los animales llegan a ser descoordinados desarrollando movimientos anormales y
pérdida de peso corporal; conductualmente presentan un signo lamado feet clasping { Sujetan sus
patas traseras con sus patas delanteras al quedar pendientes de su cola). Otra de las caracteristicas
de estos ratones es la observacidén de estructuras que aparecen en los nicleos, lamadas
inclusiones intranucleares. Estas inclusiones se han encontrado también en el material de
necropsia de los humanos y se ha postulado que tienen un papel en la patogénesis de la EH
(Davies et al, 1997; Difiglia. 1997). Las inclusiones intrace]ulares y citoplismicas en los
pacientes con la EH estan compuestas de fragmentos N-terminaies truncados de la proteina

huntingtina que son detectados por medio de anticuerpos policlonales dirigidos coatra una fugién
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de Ia proteina CAGS53b o del péptido HP1 correspondiente a una secuencia N-terminal de la
huntingtina (Sieradzan, 1999).

Estas inclustones contienen la proteina huntingtina truncada en el punto del marco de lectura
del sitio de segmentacion de la caspasa (Wellington, 1998). De esta forma, en pacientes con
expansiones largas del trinucledtido CAG, la segmentacién proteolitica de la huntingtina mutante
podria producir una acumulacién temprana de los fragmentos neurotoxicos de la proteina y la
formacién de cuerpos de inclusién con degeneracién de las neuronas afectadas a una edad
temprana de inicio clinico de Ia enfermedad (Sieradzan, 1999). La membrana nuclear de las
neuronas exhibe un incremento en el niimero de muescas que comresponden a un incrementoen la -
densidad de poros nucleares (Davis, 1997). Las inclusiones contienen fragmentos NH; terminales
de la huntingtina mutante, la cual es ubiquitinada.

Otro grupo propuso ratones oon 71 y 94 repetidos de CAG estos no contienen inclusiones
nucleares o exhiben algin déficit conductual, pero poseen un aumento en la sensibilidad de la

activacidn de receptores glutamatérgicos en neuronas estriatales (Levine., 1998).




2.3. MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO

El oxigeno es esencial para el mantenimiento de la vida, su ausencia conduce rapidamente a la
muerte celular y tisular. En contraparie la toxicidad del oxigeno es el resultado de la produccion
continua de especies altamente reactivas o radicales libres. Un radical libre se define como
aquella especie que tiene uno o mis electrones desapareados. Esta definicidn incluye al dtomo de
hidrégeno, las especies derivadas del oxigeno y especies generadas a partir de metales de
transicidn, tanto el oxigeno como el péroxido de hidrégeno se consideran precursores de radicales
libres (Halliwel, 1981). Si una molécula de oxigeno acepta un electron, se forma un mdical
superdxido con un electron desapareado.

En el organismo, varias enzimas catalizan la reduccién univalente del oxigeno pare dar lugar al
radical superéxido. McCord y Fridovich (1969) descubrieron la enzima encargada de atrapar al
radical superdxido en las células (Ia superdxido dismutasa o SOD) y concluyeron que este radical
es el responsable de la toxicidad producida por el 0,.

El estrés oxidativo se ha definido como la relacién entre Jos mecanismos de produccién de
radicales libres y la baja efectividad de los sistemas de defensa antioxidante; ¢l estrés actia
mediante diferentes mecanismos: a) la peroxidacién de lipidos, b) la protedlisis peroxidativa, c) el
daflo a dcidos nucleicos (DNA y ENA) y d) el dafio a los carbohidratos (Halliwell, 1990).

De acuerdo con Coyle y Puttfarcken (1993), el estrés oxidativo se encuentra relacionado con
los desdrdenes neurologicos tales como la epilepsia y los eventos traumaticos. El estrés oxidativo
y la activacién excesiva de los receptores a glutamato (AK, NMDA, AMPA), interactian en los

procesos de vulnerabilidad celular del cerebro (Coyle et al., 1993)
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2.3.1. PEROXIDACION DE LiPIDOS

La lipoperoxidacion es una expresion del estrés oxidativo y se caracteriza por ser una reaccion

de autooxidacion que puede ser iniciada por los radicales hidroxilo, pero no por radicales menos
reactivos como son el superdxido o sustratos como el perdxido de hidrégeno.
La lipoperoxidacion se camcteriza 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 lipoperoxidacién aumenta la rigidez de la membrana celular y ésta puede
disminuir la presencia de enzimas unidas a las membranas y de los receptores hormonales. Los
acidos grasos poliinsaturados son particularmente susceptibles a la peroxidacién y el proceso se
inicia por una reaccién en cadena de radicales libres, La peroxidacidn es iniciada por el ataque de
alguna especie quimica suficientemente reactiva como para substreer un itomo de hidrégeno del
sitio de la cadena (Gutteridge., 1990). Un punto esencial de la lipoperoxidacién es que los dcidos
grasos no saturados al ser degradados por este mecanismo, conducen a la produccién del
malondialdehido (MDA) como producto intermediario, el cual es extremadamente reactivo con
grupos amine provenientes de proteinas y genera bases de Schiff que se pueden identificar por su
canacteristica de exhibir fluorescencia.

Se pueden observar tres pasos principales de la peroxidacién de lipidos: 1) Iniciacién: La
iniciacién de Ia reaccién en cadena se localiza en ¢l doble enlace de un Acido graso insaturado. El
radical hidroxilo (“OH), capta un itormo de hidrégeno para su transformacién en agua. Los 4cidos
grazos insaturados victimas de la sgresidn se transforman a su vez en radicales libres, con un
rapido rearreglo de sus dobles enlaces y, en presencia de oxigeno, forman un radical peroxi
(ROQ). 2) Propagacion: El radical peroxi (ROQ) desprendido actiia sobre una cadena insaturada

vecina intacta con substraccion de un hidrégeno y la formacién de un hidroperéxido ROOH
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inestable, mientras que el radical ROO que se ha formado, puede comenzar un nueve ciclo. Esta
reaccion en cadena, producto del ataque de los lipidos de membrana por los radicales libres,
constituye la lipoperoxidacién. Los hidroperdxidos son igualmente degradados, formando vanos
alcanos y aldeheidos. Uno de los productos de degradacién, el dialdeheido maldnico, puede
reaccionar con los grupos tiol (SH) o amino (NH) de las proteinas y fosmar compuestos
fluorescentes. Su consiguiente acumulacién en forms de lipofuscina es caracteristica de las
células que sufren una peroxidacién lipidica intensa y repetida; 3) Terminacion: La reaccion en
cadena se detienen cuando dos radicales libres pertenecientes o no a la misma molécula,
interactiian, creando entre ellos dos puentes. Esta es igualmente frenadas por el encuentro con
moléculas captadoras, tales como el a- tocoferol de la membrana, o por los puentes que se
establecen entre las proteinas de membrana y del dialdeheido maldnico (Clavel et al,1985:

Marodonneau etal., 1983).

27



2.3.2. GLUTATION

El glutatién (GSH) es un tripéptido presente en las células animales y estd constituido por tres
sminoécidos que son el glutamato, la cisteina y la glicina; estos aminoacidos son sintetizados en
el organismo aungue también se obtienen a través de la dieta,

El GSH es un importante antioxidante celular. Fahey y Sundquist (1991) encontraron evidencia
para ligar evolutivamente al GSH y al metabolismo eucarionte aerobio; esta relacién indica que el
GSH involucra moléculas de proteccion célular en contra de la toxicidad del oxigeno. El GSH es
sintetizado en dos pasos a partis del glutamato, la cisteina y la glicina, que son catalizados por la
v-glutamilcisteina-sintetasa y I3 GSH sintetasa. El glutatidn reducido(GSH) constituye un
imporiante sistema parz la destoxicacién de especies reactivas del oxigeno (Meister, 1994:
Coopery Cristal, 1997) (fgura 6).

La inhibicién de la sintesis de GSH incrementa la formacién de radicales libres (Merad-Boudia
et al,, 1998), incrementa la actividad de sintesis del dxido nitrico (Heales et al,, 1996) disminuye
la funcién mitocondrial (Heales et al., 1995; Merad-Boudia et al, 1998), e incrementa la
vulnerabilidad excitotéxica (Bridges y col,, 1991). La disminucién de las concentraciones de
G5H en el tejido se observa después de la isquemia y de la excitotoxicidad (Orwar et al., 1994;
Shivakumar et al., 1995; Florean et al., 1997). Enue los posibles mecanismos toxicos asociados
con el glutatién, se incluye un incremento en el rompimiento de GSH y la inhibicién de su
sintesis o el flujo de GSH de su forma oxidada GSSG. Necesariamente, el flujo de glutation
ocurre en el cerebro de la rata sometida isquemia (Andiné et al,, 1991; Orwar etal ., 1994; Yang
etal, 1994), y un flujo masivo de GSH en las células no neuronales no apoptdticas se ha sugerido

como yn paso hacia la muerte celular (van den Dabbelsteen et al., 1996; Macho et al.,, 1957,
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Ghibelli et al., 1998). Se ha establecido que la mitocondria no posee las enzimas necesarias para
la sintesis de GSH, por lo cual el GSH mitocondrial es originado en el citosol (Griffith y Meister,
1995). Algunos estudios sobre las mitocondrias del higado de rata indican que la homeostasis del
glutatién mitocondrial es regulada por un sistema de transporte multicomponente, €l cual quiza
explique la notable capacidad de la mitocondria para incorporar y retener el GSH (Martansson et
al, 1990). El GSH se encuentra en concentraciones de 1-2 mM en el cerebro, localizandose cast
exclusivamente en las células gliales, aunque también se observa en las terminales nerviosas de
las neurcnas y los axones (Raps et al,, 1989). La liberacién del GSH es principalmente neural; sin
embargo, existe la posibilidad de que las neuronas sean capaces de liberar alguna sustancia que a
su vez ayude a la liberacién de GSH a partir de las células gliales (Ghibelli et al, 1998).

Se ha tomado a !a disminucién de GSH como un indice de dafio por radicales libres (Smith,
1991). La 1asa de GSH/GSSG juega un papel importante en la defensa contra el dafio por
radicales libres y las concentraciones de GSH representan un mejor marcador oxidativo ya que
estos pueden ser afectados por més de una via; siendo que el GSH est involucrado en diferentes
sistemas de defensa antioxidante, el cambio en los niveles de GSH puede, en la mayoria de tos
casos, ser considerado como un marcador inespecifico del dafio por radicales libres (Hageman,
1992).
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Figura 7. Rutas metabélicas del glutatién ( Meister, 1994),
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2.3.3. GLUTATION PEROXIDASA

La enzima glutation peroxidasa (GPx) esta localizada en el citosol y en los compartimentos

mitocondriales celulares (Panfili et al,, 1991). Esta enzima cataliza la siguiente reaccién:

H0; + 2GSH -» GS8G+ 2H0

Mediante esta reaccién, la GPx se constituye como un sistema de defensa antioxidante
importante, al inactivar al H;O» y otros perdxidos

La GPx es una enzima tetramérica soluble con una masa molecular de 95 kDa. Cada subunidad
estd constituida por un atomo 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 enzimatica. La actividad catilitica de la selenocisteina podria ser introducida dentro de
fa estructura de la proteina GPx por una incorporacién co-transduccional directa o por una
adicidn post-traduccional del selenio de un aminoécido comin (Baker et al,, 1993).

La concentracién mas alta de la GPx se encuentra en el higado. En los cerebros humanos ia
distribucion de la GPx es primordialmente en neuronas y astrocitos. Se ha encontrado GPx en el

cerebro de humano después de un infarto (Lindenan, 1998).
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2.3.4. SUPEROXIDO DISMUTASA

La enzima superoxido dismutasa (SOD) es una metaloproteina que cataliza la conversion de los
aniones superbxido a perxido de hidrégeno y oxigeno molecular. Las SODs se han clasificado
en tres grupos, de acuerdo al ién metalico unido a su sitio activo; dependientes de Cu/Zn, Fe, o

Mn.

La superoxido dismutasa cataliza la dismutacién de O7; de la siguiente manera:

50D
0:+02+2H - H0 +0;

En células de mamiferos, el citoplasma contiene primordialmente a la SOD dependiente de
Cw/Zn (Cuw/ZN-S0D) (Fridovich, 1989) mientras que en matriz mitocondrial se Jocaliza a la SOD
dependiente de Mn (Mn-SOD) (Weisiger y Fridovich, 1973; Matsuda et al, 1990; Del Maestro y
McDonald, 1989; Marklund, 1978; McCord et al, 1977).

1a Mn-SOD es un homotetrimero con un peso molecular de alrededor de 88 kDa por tetrimero
y estd compuesta por 4 subunidades unidas no covalentemente que contienen un atomo de
Mn/monédmero en su sitio activo (Markund, 1978; McCord et al , 1977). La MnSOD puede ser
inducida por citocinas: el factor de necrosis tumoral (TNF), las interleycinas (IL)-1 y los
lipopolisacaridos (LPS) ( Kawaguchi et al., 1990; Masuda et al., 1988; Visner etal,, 1991; Wong
et al., 1989). Esta enzima tiene efecto protector antioxidante porque mantiene estados bajos de
concentracion del radical superdxido generalmente en el intervslo nM (Weistger y Fridovich,

1973). Esta enzima también protege directa e indirectamente contra los efectos del radical
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superdxido, previniendo la formacién del peroxinitrito un derivado toxico del oxido nitrico por
competencia con el ON por el superdxido (Crow y Breckman, 1995; Fridovich, 1975, 1995).
Tanto la Mn-SOD localizada en mitocondria y ocasionalmente en citosol, como la Cu/Zn-SOD
son inducibles en una gran variedad de tejidos y tipos celylares bajo condiciones de elevada
cantidad de radicales libres generados por radiacion, inflamacién o condiciones de hipoxia
(Akashi et al 1995; Harris et a| 1991; Kato et al 1995; Watanabe et a 1996, Wong, 1995).

Se ha reportado que la Mn-SOD esté confinada a las células de |a astroglia y de las neuronas y
la Cu/Zn-SOD esté en Ia microglia, la astroglia ¥ las neuronas bajo condiciones basales y nocivas

(Furata et al 1995; Liy et al, 1993; Pardro et al,, 1995).
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II. OBJETIVOS
GENERAL.
Evaluar la actividad enzimatica de Mn-S0D, CwZn-SOD y Gpx en el cuerpo estriado de
roedores asi como la lipoperoxidacion y cambios en GSH como marcadores de estrés oxidante
generados por la inyeccidn intraestriatal de QUIN y-3-NP como modelos farmacolégicos de la

EH y en un modelo transgénico de la EH.

PARTICULARES

» Cuantificar los productos lipidicos fluorescentes de la peroxidacion (PLF) en el cuerpo
estriado de ratas Iesionadas con 3-NP o con QUIN a las 3 y 6 horas después de su
administracion.

¢ Analizar los cambios de GSH (Glutation reducido) en el cuerpo estriado de ratas
lesionadas con 3-NP, QUIN, 3 4 6 horas después de su administracion,

¢ Evaluar la actividad de dos enzimas antioxidantes: (Glutatién peroxidasa y Superoxido
dismutasa) en el cuerpo estriado de ratas lesionadas con 3-NP o QUIN 2, 3 6 6 horas
después de su administracion,

¢ Evaluar la actividad de la superdxido dismuiasa en estriados de ratones transgénicos a las
19 y 35 semanas de edad.

¢ Ewvaluar con microscopia electronica, el dafio mitocondnial en el cuerpo estriado de ratas
lesionadas con 3-NP o QUIN 3 y 6 horas después de la administracién de las toxinas, y

también para el caso de los ratones transgénicos a'las 19 y 35 semanas de edad.




IV. HIPOTESIS

Si conocemos fa toxicidad que tanto el 3-NP como el QUIN ejercen sobre el SNC
entonces esperamos que el patrén del dafio neural generado por estas dos toxinas
involucre alteraciones especificas en sistemas antioxidantes endogenos y que dichos

cambios se expresen de manera selectiva.

Esperamos encontrar evidencias de alteraciones en la actividad enzimdtica de la Mn-SOD

y Cuw/Zn-SOD en ratones transgénicos para la EH.

Si conocemos el mecanismo de accién de las toxinas y los mecanismos ejercidos por el
transgen, entonces esperamos encontrar dafio a nivel mitocondnial que ponga en cvidencia

alteraciones energéticas primarias en estos tres modelos de la EH.
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por cada 60 minutos, después la disminucién en GSH de la reaccion no enzimatica fue restzda.
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ANALISIS DEL CONTENIDO ESTRIATAL DE GSH

Se empleo la técnica de Hissin y Hilf (1976). Una vez realizada la inyeccién estereotixica del
QUIN o del 3-NP y transcurrido un tiempo de 2, 3 y 6 horas, se obtuva el tejido estriatal de las
ratas y se homogenizaron en un volumen de 3.75 ml de amortiguador fosfatos 50mM pH 7.8.0
con EDTA 0.005 M + 1.0 ml de HPO; al 25%, se tomaron 0.5 ml para la determinacin de
proteinas; el volumen restante se centrifugé a 15,000 rpm durante un periode de 15 minutos. Del
sobrenadante se tomzron 0.5 mi para determinar la concentracién de GSH, com(; se describe a
continuacién: se tomaron 0.5 ml + 4.5 ml de amortiguzdor de fosfatos pH 8.0 y posteriormente se
agitaron con vortex. Se obtuvo una alicuota de 100 pi de la mezcla anterior y se¢ mexclé
nuevamente con 1.8 ml de buffer de fosfatos pH 8.0 + 100 pl de la mezcla OPT-metanol (1:1,
v/v). Se adicionaron 200 ul de N-etilmaletmida (0.4 M) para inhibir Ia oxidacién de GSH a
(GSSG. Seincubaron las alicuotas & temperatura ambiente por IS minutos y protegidos de la luz,
por iltimo se determiné la sefial de fluorescencia a 420nm de emisién y 350 nm de excitacién, en
un Espectrofotdmetro de fluorescencia Petkin- Elmer modelo. LS S0B. Finalmente se
construyeron curvas de calibracién para GSH de la siguiente manera: de una solucién Stock
conteniendo 1 mg de GSH/ml de amortiguador, se tomaron 200 yul y se aforaron a 10 mi con
amortiguador de fosfatos pH 8.0 {conteniendo EDTA 0.005 M). De esta altima solucién se
tomaron 250 ul, 500 pl, 1000 pl y 1500 pl y se aforaron cada uno a 10 ml con amortiguador de
fosfatos + EDTA 0.005 M. De cada uno de estos puntos se tomaron entonces 100 pl y se
adicionaron con 1880 pl de amortiguador de fosfatos + EDTA 0.005 M + 100 pl de 1a mezcla de
OPT-metano! (1:1 v/v), dejindose reposar a temperatura ambiente por 15 minutos y protegidos
de la luz Pama obtener el punto blanco se adicionaton 1900 pl de amortiguador + 100 i de la

mezcla OPT- metanc! (1:I, v/v) Gnicamente Posteriormente, se determiné la seflal de
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luminiscencia bajo las mismas condiciones descritas anteriormente. La expresion de resultados es

en nmol/mg de ptroteina.
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ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DE LA SOD

Se deterriné por la técnica basada en la reduccidn de nitroazul de tetrazolio (NBT) (Oberley&
Spitz, 1984). Se utilizé una mezcla de reaccidn que conteniz 40 m] de xantina 0.3 mM + 20 ml de
EDTA 0.6 mM + 20 ml de NBT 10 pM + 6 ml de albimina sérica bovina 0.1% + 12 ml de
carbonato de sodio 400 mM. Se prepard una solucitn de xantina oxidasa con una concentracién
final de 167 U/L. En los tubos de ensayo se colocaron 2.45m! de la mezcla de reaccion y se
mantuvieron a una temperatura de 25°C, se adicionaron 0.5 ml del homogenado diluido 1:100 ¢
inmediammente se agregaron 50 pl de la solucién de xantina oxidasa con intervalos de 30
segundos durante 30 minutos por tubo. Se preparard un blanco pars cada muestra con los mismos
reactivos pero sin fa solucién de xantina oxidasa, se incubaron 30 minutos y al término de esta
incubacién se adiciond 1 ml de una solucidn de cloruro ciprico 0.8 mM. Se determiné la
absorbancia a 560 nm en un especirofotémetro BEKMAN DU-64. De forma simultinea, se
preparo un blanco de comparacién el cual contenia xantina oxidasa sin homogenizado. Una
unidad de SOD se define como aquella cantidad que inhibe en un 50% la reduccién de NBT, Para
determinar la actividad de Mn-SOD, el homogenizado se incubd durante 30 minutos con una
solucién de DDC 50 mM con la finalidad de inhibir a la CuZn-SOD; la actividad de esta dltima
se obtuvo restando la actividad de Mn-SOD de la actividad de SOD total. Los resuliados se
expresaron como U/mg de proteins.
DETERMINACION DE Mn-SOD

El homogenizado se inactivo con DDC 50 mM incubado durante 1hora a 30°C (100 pl de
homogenizado + 100 u! de DDC 100 mM). Posteriormente el homogenizado inactivado con
DDC se dializa (con una membrana de dialisis que retiene proteinas de mis de un peso de 12000

© més) realizando dos cambios de 400 volimenes en una solucion amortiguadora de fosfatos




SmM (pH 7.8) EDTA 0.1 mM en un tiempo de tres horas. Para determinar la actividad se sigue el
mismo procedirniento que para la SOD total
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DETERMINACION DE LA PEROXIDACION DE LiPIDOS

Se sacrificaron a los animales, se extrajeron los estriados lesionados {Glowinski J etal., 1996) y
se homogenizaron en 3 mi de solucién salina (NaCl 0.9%). Todo este proceso se realizd en hielo.
Se transfirié el homogenado a tubos de vidrio y se tomd una alicuota de 1 ml del homogenado
para determinar [a proteina. Del resto del homogenado se tomé 1 ml al cual se le agregaron 4 ml
de una mezcla de cloroformo-metanol 2:1. Los tubos se agitaron por 10 segundos, se metieron en
hielo cubtertos de Ia luz, por 45 minutos. Se extrajo la parte superior (fase metandlica acuosa)
con bomba de vacio y el restante se utilizé para medir la fluorescencia (fase cloroférmica). Se
tomardn 950 pl de esta Gltima fase en una celdz de fluorescencia y se agregaron 50 gl de metanol,
se agitaron para leerse en un especirofotémetro de fluorescencia, modelo L550B de Perkin-Elmer
a 750 nm de excitacién y 430 nm de emisidon. Los resultados obtenidos fueron cotregidos por
grama de tejido y se expresaron en unidades de fluorescencia por gramo de tejido.
La sensibilidad del espectrofotometro se ajusta a 300 unidades de fluorescencia con una solucion

estandar de quinina de 0.1 mg/ ml en una solucibén acuosa de 4cido sulfurico 0.05 M.




MICROSCOPIA ELECTRONICA

Se realizo la perfusidn de los animales, se extraen los tefidos estriatales, se cortan en pequefios
segmentos y se fijan en glutaraldhefdo al 25% en un amortiguador cacodilatos pH 7, 0. 1 M por |
hora y media. Se lava con amortiguador de cacodilatos por 10 minutos con postfijacion de OsO4
al 0.5% en amortiguador de cacodilatos. Se lavé nuevamente con amortiguador de cacodilato y se
procedio a deshidratar el tejido con alcoholes graduales de 70°, 80°, 90°, 100° (diez minutos cada
uno), y 6xido de propileno con dos cambios de 15 minutos. Se preincluyé con EPON-Oxidb de
propileno 1:1 durante una noche y se incluyé en EPON (resina) puro. Se hizd la polimerizacion a
60° C ( Polimero de EPON). Posteriormente se realizaron cortes de una micra y se tifleron con
azul de toluidina (pama cortes finos).

Se realizaron cortes finos de 60-70 nm, y se contrastaron (tefiir) con acetato de uranilo al 3% y
citrato de plomo (contraste de rutina); se observa al microscopio electrénico y se obtienen las
micrografias, de las cuales se tomaron en cuenta solo las mitocondrias que se encuentraron

alrededor del niicleo celular para comparar los distintos tratamientos y ratones transgénicos.




DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY

Todas las muesiras se analizaron de acuerdo con el método de Lowry y col. (1951) paa
determinar su contenido de proteinas. Se diluy6 cada muestra en proporcidn 1:2G (50 pl del
homogenado + 950 pl de agua), se pipetearon 0.4 ml de la muestra diluida y agregaron 2midela
siguiente solucion: 49 ml de Na;CO; al 2 % en NaOH 0.1 N + 0.5 ml de tartrato de Na'K al 2 %
+ 0.5 ml de CuSO, al 1 %. 10 minutos después, se agregd el reactivo folin-fenol 1:1 (0.2 ml por
cada muestra) y se leyd la absorbancia después de 30 minutos en un espectrofotometro U. V

visible a 550 nm, Lamds 20 Perkin- Elmer.

Andlisis estadistico

Parn ef endlisis estadistico se utilizaron pruebas paramétricas, por lo que los tratamientos con
sélo dos grupos se compararon con la prueba de t de student para medias independientes. Pama los
tratamientos con tres grupos se aplico un anélisis de varianza (ANOVA), seguido por la prucba

de Tukey para comparaciones miltiples.




V.MATERIALES Y METODOS
ANIMALES

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar para los experimentos de modelos farmacologicos
de la EH, con un peso de 250 a 300g. Los animales fueron proporcionados por el bioterio def
Instituto Nacional de Neurologia y Neuroctrugia, Manuel Velasco Sudrez.,

También se emplearon ratones transgénicos hembras de la linea R6/1 de 19 y 35 semanas de
edad. Los animales fueron proporcionados por el Departamento de Fisiologia, Biofisica y
Neurociencias, del Centro de Investigacién y de estudios Avanzados de IPN, CINVESTAYV.
REACTIVOS

Todas las soluciones fueron preparadas en agua desionizada (desionizador Milli R/Q de
Millipore). El QUIN y el 3-NP, asi como otros reactivos, fieron todos obtenidos de conocidas
marcas comerciales (SIGMA, Merck, Aldrich, etc).

Se preparé una solucién de QUIN (240 nmol/ul) disuelto en solucioén salina (0.9% NaCl) y
Hlevado 2 pH de 7.4 con una solucién de NaOH 0.1 N. El 3-NP (550nmol/pl) se disolvié también
en solucién salina 0.9% y se ajustd a un pH de 7.4 con una solucién de carbonate de sodio 0.1 M.
Esta misma solucion de NaCl 0.9% sirvié como control para la microinyeccidn.
MICROINYECCION ESTEREOTAXICA

Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (50 mgkg, ip.) antes de la
administracién intraestriatal. Se realizaron inyecciones unilaterales de 1 pl de QUIN o 3-NP con
una microjeringa Hamilton de 10 pl de capacidad en el estriado derecho de cada rata en las
siguientes coordenadas estereotixicas + 0.5 mm anterior a2 bregma, - 2.6 mm lateral a bregma y—
4.5 ventral a la dura correspondiente a caudo putamen, de acuerdo al atlas estereotixico de

Paxinos y Watson (1998). Las toxinas fueron inyectadas ientamente, durante un pericdo de 2
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minutos, Los animales del grupo control fueron inyectados con el mismo volumen de solucién
salina. Después de la administracién de QUIN y 3-NP, se obtuvieron los estriados lesionados a
las 2,3 & 6 horas y se homogenizaron en una solucién de amortiguador de fosfatos 50 mM a pH
7.4 hasta su procesamiento para la determinacién de la actividad enzimatica de GPx, SOD o el
contenido de GSH. Para los ratones transgénicos se obtuvieron los estriados lesionadosala 19y
35 semanas de edad y se realizé el mismo procesamiento. Para evaluar la peroxidaccion de
lipidos se obtuvieron los estriados lesionados y se homogenizaron en solucion salina, Para
evaluar la observacién con microscopia electronica, se realizé la diseccion tanto de los cuerpos
estriados lesionados con los farmacos, como los de los cuerpos estriados de los ratones

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

electrontca.
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ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DE LA GPx

Para la determinacién de la actividad enzimatica de la GPx se empled la técnica de Mills
(1957). Treinta pl de los homogenados de estriado se incubaron en el siguiente medio: 0.5ml de
GSH 2.0 mM + 0.5 ml de amortiguador de fosfatos de sodio 0.40M
( pH 7.0 con 4 x 10™* M de 4cido etildiamino tetracético (EDTA)) + 0.25 m! de de NaNz 0.1M en
agua para obtener un volumen final de 2.0 ml. Después de 5 minutos en agitacién a 37°C, se
adicioné 1.0 mi de H;0; 1.25 mM (preincubado a 37°C) fue adicionado. Después de 3 minutos,
se tomo una alicuota de 1.0 ml de la mezcla de incubacién fue removida y se adiciond a 4.0 ml de
una solucidn de acido metafosforico (1.67 g de dcido metafosforico glacial + 0.2 gde EDTA + 30
g de NaCl). Posteriormente, se centrifugd a 3,500 rpm durante 15 minutos; el GSH libre de
proteinas se determiné usando. una mezcla que contenia 1.0 ml del centrifugado en 1.0 ml de
buffer fosfatos 0.4 M + 0.5 ml de 4cido 5,5-di-tiobis-2-nitrobenzoico (DTNB). Se determin la
absorbancia a 412 nm después de adicionar el {iltimo reactivo, en un espectrofotémetro UV
visible Perkin- Elmer, modelo. Lambda 20. La muestra blanco {con H:0;) se cornd
simultineamente con las muestras tratadas. Para obtener la actividad de GPx se construy$ una
curva de calibracién de la siguiente manena: se determinaron cuatro puntos de calibracién que
contenian: a) 2.0 m! de amortiguador fosfatos + EDTA pH 7.04+0.5 ml de DTNB; b) 1.497 ml de
amortiguador de fosfatos + EDTA 1M + 25 ul de GSH + 0.5 ml de DTNB; c) 1.475 ml de
amortiguador de fosfatos + EDTA 1M + 25u1 de GSH + 0.5 ml de DTNB y d) 1.25 ml de
amortiguador de fosfatos + EDTA 1M + 250 ul GSH + 0.5 ml de DTNB. Todos los cuatro puntos
contenian un volumen final de 2.5 ml. Por Gltimo, se registrd 1 absorbancia a 412 nm, dos
minutos después de adicionar el (limo reactivo, en un espectrofotémetro U.V visiblePerkin-

Elmer, modelo. L.amda 20. Una unidad de Gpx se define como el 50% de la disminucién de GSH
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V1. RESULTADOS

6.1.Efecto de la administracién intraestriatal de QUIN o 3-NP sobre la peroxidacion de lipidos en
ratas.

En la figura 8 podemos observar a las 3 horas después de la inyeccidn un aumento del 73% de
Iipopcroxidacién €N nuestros tratamientos con QUIN vs el control. El 3-NP indicé un aumento
del 193% de lipoperoxidacién vs control.

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

el 3-NP del 208% vs control.
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Figura 8. Efecto de la administracién intraestriatal de QUIN (240Mmmol/ul) y 3-NP (500 nmol/pl)
sobre los niveles de peroxidacion de lipidos. Cada valor es la media + E.E. "p<0.05 dife.rencias vs
control; ~"p<0.01, diferencias contra QUIN: ANOVA seguido de una prueba de Tukey. n= 6

experimentos independientes
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6.2.Efecto de la administracion intraestriatal de QUIN ¥ 3-NP sobre el nivel de GSH,

del QUIN una disminucién menos marcada del 29% pero aun estadisticamente significativa
contra el control, y se observa una disminucién en el nivel de GSH del 47 vs el control por efecto
del 3-NP.
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Figura 9. Efecto de Ia administracién intraestriatal de QUIN (240nmol/ul) y 3-NP (SOOnmol//u])
el contenido estriatal de GHS. Cada valor es la media + E.E, *p< 0.01 diferencias vs control;
*p<0.05 diferencias vs control;"p<0.05 diferencias vs QUIN. ANOVA seguida por una prueba de

Tukey. n=6 experimentos independientes.
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6.3. Efecto de la administracion intraestnatal de QUIN o 3-NP sobre la actividad enzimatica
estriatal de la GPx.

En la figura 10 se observa que a las tres horas, la actividad enzimatica de la glutation
peroxidasa no presenta cambios estadisticamente significativos por el tratamiento con QUIN,
mientras que para ¢l 3-NP se observa un aumento significativo contra el control del 37%. A las 6
horas después de los tratamientos, no se encontraron cambios estadisticamente significativos m

para ei QUIN ni para el 3-NP vs control.
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Figura 10. Administracion intraestoatal de QUIN (240nmol/u) y 3-NP (500nmol/ul) sobre la
actividad de GPx. Cada valor es la media de + E.E. "p<0.05 diferencias vs control. ANOVA

seguido de prueba de Tukey. n=06.
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6.4. Efecto de la administracion intraestriatal de QUIN sobre la actividad enzimatica de Mn-SOD
y Cu/Zn-SOD, a las dos horas después de su inyeccion.
En la figura 11 se puede observar que la actividad de Mn-SOD no presenta cambios vs control, a

diferencia de Cu/Zn-SOD que presenta una disminucién significativa del 39% vs control.

™ - B SOD-Mn

B S0D-CuiZn
80 4

04
’ Control QUIN

Figura 11. Efecto de la administracion intraestriatal de QUIN (240nmol/pi) sobre la actividad
estriatal de SOD-MN y SOD-CuZn. Cada valor es la media de = EE. *p<0.01 diferencias vs

control.Prueba “t” de Student. n= 8.
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6.5, Efecto de la administracion del 3-NP sobre la actividad enzimatica de la Mn-SOD a tres y
seis horas después de la lesion.

En la figura 12 podemos observar que a las tres horas hay una disminucién de la actividad de
Mn-SOD del 29% vs control conservandose la misma tendencia a las seis horas con una

disminucidn significativa del 64% vs control.
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Figura 12. Efecto de la administracion intraestriatal de 3-NP (500nmol/ul) sobre la actividad
estriatal de SOD-Mn. Cada valor es la media + EE. *p<0.01 diferencias vs control; *p<0.05

diferencias vs control. Prueba “t” de Student. n= 7-9 experimentos independientes.



6.6. Efecto de la administracion intraestriata] de 3-NP sobre Ia actividad enzimatica de Cu/Zn-
SOD a tres y seis horas después de su inyeccion,

En la figura 13 se muestra que a las tres horasg después de Ia administracién de la toxing se
encuentra una disminucién significativa del 229% vs control, observindose la misma tendencia a
las seis horas , con una disminucion tambign significativa del 19% vs control,
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Figura 13. Efecto de la administracién intraestriatal de 3-NP (500nmol/ul) sobre Ia actividad

estriatal de SOD-CuZn Cada valor es la media + E.E. Ap<0.01 diferencias vs control. Prueba “t”

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

La figura 14 muestra que a las |9 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.
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Figura 14. Cambios en la actividad de SOD-Mn en ratones transgéntcos para EH a las 19 y 35

semanas de edad. “t” de Student. n=3 experimentos independientes.



6.8. Actividad de Cu/Zn-SOD en estriado de ratones transgénicos para la mutacion

de la EH.

En la figura 15 podemos observar un aumento significativo del 25% vs control en los 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 disminucion significativa del 1 7% vs control.
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Figura 15. Cambios en la actividad de SOD-CuZn en ratones wransgénicos para EHa [a 19 y 35
semanas de edad. Cada valor es ta media + E.E. *p< 0.01 diferencias vs control. “t” de Student.

n=3 experimentos independientes.
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6.9, Descripcién de las observaciones por microscopia elactrénica

Los cortes teflidos con azul de toluidina muestran en los animales del grupo controt fibras con
mielina bien conservada, el neuropilo con aspecto normal y los cuerpos neuronales bien
preservados (Figura. 16 A, D). El grupo tratado con QUIN muestra bien conservado el neuropilo,
los cuerpos nenronales y los haces de fibras similares a los del grupo control (Figura. 16 B). En el
grupo tratado con 3-NP se observé edema intersticial con los cuerpos neuronales retraidos
{Figura 16 C). Los rtones tmnsgénicos muestran a las 19 y 35 semanas de edad una apariencia
normal con cuerpos neuronales normales y haces de fibras con mielina de apariencia normal
(Figura. 16 E, F).

Los resultados obtenidos en el estudio con microscopia electrbnica muestran a las mitocondrias
con crestas y su doble membrana bien definidas, el nicleo, los ribosomas y lisosomas bien
identificadas con aspecto normal en el grupo control (Figuras. 17 A, Dy 18 A, D). En las ratas
tratadas farmacologicamente, las observaciones muestran & las mitocondrias con aspecto normal
pero con ligero edema intercelular (Figuras. 17 B, 18 B) en ¢l grupo tratado con QUIN; mientras
que en el grupo tratado con 3-NP la estructura de la mitocondriz esta alterada, ya que se observan
hinchadas y con destruccién de las crestas mitocondriales (Figuras. 17 C, 18 C). Para los ratones
transgénicos se manejaron 2 edades, en donde se pudo observar que a las 19 semanas hay una
ligera pérdida de las crestas mitocondriales, asimismo el espacio intracelular se observé con
aspecto normal (Figuras. 17 E y 18 E). A las 35 semanas de edad, los ratones transgénicos
mostraron cambios muy marcados en la estructira de las mitocondrias, con una pérdida de las
crestas mitocondriales, con edema intramitocondrial, asi como también edema intraceluiar

(Figures. 17F y 18 F).
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Figura 17 - Micrografia electronica de cuerpo estriado de rata con: A) Control, B) QUIN, C} 3-NP, D) Control transgénico de
35 semanas de edad, E) transgénico de 19 semanas de edad y F) Transgénicos de 35 semanas de edad. A, D) Mitocondrias
{m) con crestas y nicleo (n) con aspecto normal. B)Mitocondrias con apariencia normal (m) y edema intracelular {ed). C)
Mitocondrias hinchadas (mh) con pérdida de crestas (1), niclee (n) con aspecto nomal y edema intracelular (ed). E)
Mitocondrias con pérdida de crestas (1) y nicleo (n) conservade, hay edema intracelular (ed). F) Mitocondrias (m) con

destruccidn de crestas (1), edema intracelular v nitcleo {n} conservado. X 13,200.




Figura 18.- Micrografia electronica a mayor aumento de cuerpo estriado de rata: A) Control, B) QUIN, C) 3-NP, D)Control
transgénico de 35 semanas de edad, E) Transgénicos de 19 semanas de edad y F) Transgénicos de 35 semanas de edad. A, D)
Mitacondras {m) y nicleo (n) con aspecto normal. B) Mitocondrias (m) y micleo {n) con apariencia normal, ligero edema
intracelular (ed). C) Numerosas mitocondrias hinchadas (mh), y edema intracelular (ed). E) Mitocondrias {m), nicleo
conservado (n} ¥ ligero edema (ed) intraceular, F) Numerosas mitocondrias hinchadas (mh) con pérdida de crestas X 33,200,




VIL DISCUSION

La lipoperoxidacifn es uno de los procesos indicativos de estrés oxidativo, y es particularmente
activa en el cerebro, y en general en membmnas ricas en 3cidos grasos poli-insaturados. La
lipoperoxidacién (LP) induce cambios en la fluidez membranal y en el potencial de membrana,
en la funcién de los receptores y en la permeabilidad iénica (Schroeder.,, 1984; Joseph y col,,
1992). En este trabajo se observé un incremento significativo de la LP tres horas después de la
administracién del QUIN, sin embargo no se encontraron cambios 2 las 6 homs; en el caso del 3-
NP se encontré 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 su vez a una nenrotoxicidad y
peroxidacién de lipidos (Rios y Santamaria, 1991; Santamaria y col., 1999; Stipek y col., 1997,
Michel y col., 2000). Este patrén involucm un incremento del calcio citosélico y una toxicidad
asociada al dxido nitrico (Pérez-Severiano y col, 1998). Por otro lado, Alam y col. (2000),
reportaron que no hay evidencia de peroxidacion de lipidos en cerebros postmortem de pacientes
con EH. Sin embargo, Broene y col. (1999), sugiere que un incremento en la acumulacién de
lipofuscina en neuronas estriatales es evidencia de una elevada peroxidacion de lipidos cerebral
en dichos pacientes. Algunos autores han reportado que existe evidencia real de la participacion
de los mecanismos de produccitn de radicales libres generados par el dafio mitocondrial y Ia
excitotoxicidad en la EH (Fiskum et al, 1999; Tabrizi et al, 2000). Consideramos que
probablemente en algin momento del desarrollo de la enfermedad podria estar aumentando la
lipoperoxidacién como lo muesttan nuestros modelos involucrando un dafio oxidativo en la
enfermedad. La LP generada en particular por el QUIN en modelos de EH podria darse por la
activacién de receptores a glutamato que a su vez permite el flujo de calcio hacia ¢l interior

celular, provocando eventos como la generacion de especies reactivas del oxigeno mediante Ia




activacion de rutas metabélicas dependientes de calcio (Choi., 1987; Hactley et al., 1993:
Veldzquez etal., 1997, Atlante et al., 1999).

Se sabe que el dafio excitétoxico 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 comeo el QUIN a 3 y 6 horas producen una disminucién significativa del GSH, que es un
efecto que producen concentraciones altas de otros agonistas ghtamatérgicos (Olanow., 1993;
Murphy et al., 1990; Babu y Bawari, 1997, Pereira y Oliveira, 1997). Se ha demostrado que el
GSH puede interactuar con el sitio redox modulador de los receptores del tipo NMDA y asi
inhibir su actividad, disminuyendo la permeabilidad de calcio (Leslie y col., 1999). Existen
trabajos que explican una parte de las propiedades neurotéxicas del QUIN y especulan acerca de
su participacion ent enfermedades neurodegenerativas (Schwarcz, 1984). El mecanismo propuesto
por medio del cual el QUIN ejerce sus efectos tdxicos en SNC involucra la activacién de los
receptores para el NMDA y un consecuente incremento en la permeabilidad de calcio. De esta
manera, los niveles de glutation podrian verse reducidos por la interaccién del QUIN con las
neuronas y con las células gliales, de tal manera que los niveles de GSH desciendan.

La pérdida neuronal esté acompaiiada por una proliferacién glial donde el GSH y sus enzimas
son altamente expresadas (Philbert y col., 1995). Las células gliales estin de alguna maners
encargadas de la proteccidn neuronal por la liberacién de GSH (Leslie y col,, 1991). Sugenimos
que en estudios cronicos la sintesis de GSH se debe a una gliosis provocada por la pérdida
neuronal. Adicionalmente, se ha observado dafio mitocondrial como una importante consecuencia
de la deficiencia de glutatibn en muchos tejidos (Meister et al., 1992). Algunos estudios han
experimentado con la inhibicién 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 fajla en el
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mantenimiento de iz concentracién del gradiente iénico (Zeevalk et al,, 1998). Otros estudios
myestran una posible cedena de eventos que involucran receptores NMDA que podrian inducir el
incremento de la actividad de caspasas, asi como disminucidn intracelular 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 ta disminucién de GSH en las células
neuronales. Tanto la inhibicién de la recaptura de la cisteina, como la estimulacidn de sintasa del
dxido nitrico y la disminucién de GSH son efectos comunes de altos miveles de agonistas
glutamatérgicos (Olanow, 1993; Murphi et al,, 1990; Babu y Bawari, 1997; Pereira y Oliveira,,
1997). Consecuentemente tanto el 3-NP de forma indirecta como el QUIN directaments actian
como agonistas glutamatérgicos, lo cual explica la disminucién de GSH en nuestros modelos.

El GSH se encuentra asociado a diversas funciones, entre ellas la desintoxiczcion de
xenobibticos via conjugacién enzimatica, reduccién de HyO; y mantenimiento del estado tiol-
disulfuro en las células (Kannan, 1992). También es conocido como el méis abundante de los
strapadores de radicales Libres en el organismo.

Otro mecanismo antioxidante en el interior celular encargado de proteger a la célula es la
enzims glutatién peroxidasa (GPx), de la cual no encontramos cambios que pudieran ser
generados por el QUIN, lo que sugiere un proceso de dafio oxidativo no enzimitico. Algunos
otros estudios confirman que en el area estriatal, la actividad de GPx permanece sin cambios
después de la lesién con QUIN (Cruz-Aguado, 2000; Rodriguez-Martinez et al., 2000). Aimn
cuando Lindeansu (1998) reporta que la edministracién de QUIN trae como consecuencia un
incremento en la regulacién de Gix por la activacién en microglia, esto probablemente pueda ser

observado en tratamientos crdnicos con €sta toxina.




Por su parte el 3-NP si produce un aumento significativo en [a actividad de GPx estriatal, lo que
sugiere una reduccion en los niveles de H20» y otros perdxidos como respuesta al desequilibrio
por la administracién de 3-NP, aunque a las 6 horas la actividad de GPx s6lo muestra una ligera
tendencia de cambio. Se sabe que la GPx se encuentra ampliamente distribuida en el citoplasma
neuronal, por lo que bien podria hacer frente a los cambios producidos por 3-NP, aumentando su
actividad. En la mitocondria, esta enzima se encuentra en menor proporcion y podria asociarse a
mecanismos de defensa antiapoptética mediada por dafio mitocondrial por radicales libres
similares a H0, y al radical hidroxilo (OH) (Bogdanov et al., 1998). La administracién sistémica
de 3-NP resulta en una degeneracién progresiva en el sistema locomotor, parecida a la que se
presenta en pacientes con EH (Borlogan et al, 1996). También se sabe que la mitocoadria
constituye la mayor reserva de especies reactivas del oxigeno (ROS), ya que el bloqueo selectivo
de algiin componente del complejo de la cadena respiratoria genera la formacién del radical
superéxido y perdxido de hidrégeno, capaces ambos de atacar membranas mitocondriales, asi
como de combinarse con otro tipo de radicales libres para formar especies mucho mas toxicas,
como el radical hidroxilo o el anidn peroxinitrito. Por otro lado, sabemos que cerca del 2-5% del
oxigeno utilizado en mitocondra es transformado, aparentemente por SOD-Mn a perdxido de
hidrégeno y, que al parecer la GPx es la Gnica capaz de reducir al peréxido de hidrogeno
producido por la SOD-Mn en la mitocondnia,

La superdxido dismutasa (SOD) se considera otro mecanismo de defensa antioxidante: tanto en
forma de Mn-SOD (mitocondrial), como en su forma Cu/Zn-SOD (citoplismica), la SOD reduce
las concentraciones de especies reactivas del oxigeno (ROS}, como ¢l superdxido, previniendo
asi el dafio celular (Binieda et al., 1998). Para el caso del QUIN, a 2 horas después de su

administracién, se observéd una dismunicién de la actividad Cu/Zn-SOD, pero no se observaron

59




cambios para Mn-SOD, lo que sugiere que el QUIN involucra un mecanismo de dafio oxidativo
preferentemente citoplismico y no mitocondrial (Rodriguez-Martinez etal., 2000). Para el 3-NP
ocurre una disminucidn significativa tanto 2 las 3 como a 6 horas de SOD-Mn y SOD-Cu/Zn, lo
que sugiere tanto un mecanismo citoplismico, como un mecanismo mitocondrial, como resultado
de In potencia de la toxina, aunque actlia preferencialmente a nivel mitocondrial, y acaba
involucrando eventos citopldsmicos como resultado de su mecanismo de accién que involucra
directamente la inhibicién del complejo IT mitocondrial, y como resultado de esta inhibicidén hay
una disminucién de ATP y una activacidn subsecuente de receptores NMDA sensibles a voltaje,
permitiendo asi la entrada de calcio y provocando la generacidn de mas radicales por activacién
de otras nutas metabélicas dependientes de calcio, induciendo asi un mecanismo citopldsmico y
mitocondnial. Noack, (1998) menciona que la Mn-SOD se encuentra confinada a neuronas
mientras que Cuw/Zn-SOD fue observada en células de astroglia 24 horas después de la
administracién de QUIN, lo que sugieren nuestros resultados , es que los cambios en las
actividades de Cu/Zn-SOD se ven directemente afectados por células gliales, aunque ambas
isoformas estin destinadas a prevenir el daiio oxidativo (Noack, 1998). También el incremento de
CwZn-SOD se ha asociado con una gran resistencia de daito mediado por radicales (Przedborki
et al., 1996; Andrews et al., 1996), mientras que la Mn-SOD se encarga de remover el superéxido
mitocondnal generado por el metabolismo normal (Chance et al,, 1975; Tumes y Boveris. 1980).
El incremento en los niveles de la actividad de Mn-SOD se ha reportado en relacién a la
resistencia de células expuestas a radiacidn e hipoxia (Wong, 1995; Yamashida et al., 1994),
Recientemente se ha reportado una disminucién en la actividad de Mn-SOD mitecondrial en
neuronas corticales como resultado de la toxicidad del glutamato (Li et al., 1998), misma que

afecta la expresion de SOD-Cu/Zn v 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, si se
encontrd un ligero aumento. En contraste, la Cu/Zn-SOD muestra un aumento a las 19 semanas y
una disminucién a las 35 semanas, lo que sugiere un mecanismo de defensa citoplasmico inicial a
la 19 semanas e involucra mecanismos mitocondriales energéticos a las 35 semanas. Esto
concuerda con la evidencia de que la sobreexpresion de CuZn-SOD incrementa la sobrevivencia
de neuronas in vitro y reduce la toxicidad de anilogos de glutamato en ratones transgénicos
{Schwarcz et al., 1998).

Por otro lado, el hinchamiento celular es uno de los cambios mis comunes en el daiio celular
neuronal. Este hinchamiento es el resultado de la acumulacién de agua en el citoplasma de la
célula. Estz condicién se conoce como presencia de edema y es el reflejo de el sistema de balance
electrolitico de la célula nerviosa (involucrando funcién mitocondrial, sistema de ATP, bombas
de sodio y la integridad de la membrana plasmatica). Estos cambios neuronales normalmente se
encuentran en situaciones toxicas ( Chang et al., 1993). Consecuentemente, las alteraciones
encontradas en la actividad enzimatca de la SOD ( principalmente Mn-SOQD) podrian 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 asi para el 3-NP, donde se observa
hinchamiento mitocondrial y pérdida de crestas mitocondriales, produciénd ose este mismo patrén
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, podrian deberse a mecanismos de aceidn propios de cada toxina y/o al

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

e La peroxidacion de lipidos estriatal aument a las 3 y 6 horas para el caso del 3-NP, no asi
para el QUIN, que aumentd a las 3 horas pero no presentd 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 peroxidacién lipidica pero si probablemente se observaria en otros marcadores
de estrés oxidativo para el QUIN.

« Tanto el 3-NP como el QUIN presentaton una disminuciébn de GSH provocado por el
incremento de estrés oxidativo inducido por las toxinas,

+ El 3-NP muestra un aumento en la actividad enzimatica de GPx a 3 las horas, por lo cual
€l mecanismo neurotdxico del 3-NP es mediado enzimaticamente contrario al QUIN.

s Los cambios generados en la actividad de las dos isoformas de la SOD y tanto en modelos
farmacoldgicos como en el modelo transgénico, estin relacionados a los patrones
neurotdxicos especificos 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 R&/] sugieren
que la expresion fenotipica de la enfermedad podria correlacionarse con las alteraciones
bioquimicas que conducen a la activacidén de la SOD, involucrando directamente al estrés
oxidativo en el genoma de EH.

s En particular, los cambios observados en ambas isoformas de la SOD en los modelos
farmacoldgicos y a lag 19 semanas en el modelo transgénico podrian corresponder a

alteraciones en la fase aguda de EH.
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Los cambios mitocondriales podrian 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 farmacos, fue QUIN< 3-NP.
Se requiere de estudios crénicos para extender el criterio comparativo a la fase cronica de

la EH representada por los ratones transgénicos a las 35 semanas de edad.
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Abstract

The response of endogenous antioxidants to the N-methyl-D-aspartate {NMDA) receptor agonist and excitotoxin, quinolinic acid
(QUIN), was investigated in rat corpus striatum. Animals treated with QUIN (240 nmol /i), were sacrificed at 120 min after a single
intrastriatal injection to examine the alterations in the levels of both reduced (GSH) and oxidized (GSSG) glutathione, and the activities of
the antioxidant enzymes, superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (Gpx). Changes in the rate of lipid peroxidation (LP)
were also measured after exposure to different doses of QUIN {60, 126, 240 and 480 nmol/ul) as an index of oxidative stress, When
compared to control, lipid peroxidation was increased at QUIN doses of 240 and 480 nmeol / ul. Striatal levels of GSH and GSSG were
decreased and increased, respectively, after QUIN injection; whereas GPx activity was unchanged. Cytosolic copper/zinc SOD
(CuZn-SOD) activity decreased after treaiment, while mitochondrial manganese SOD {Mn-S0D) was unchanged. The alterations
observed on these antioxidant systems suggest that QUIN toxicity is mediated by specific mechanisms leading to oxidative stress. © 2000

Elsevier Science B.V, All rights reserved.

Keywords: Quinolinic acid; Superoxide dismutase: Glutathione; Glutatione peroxidase; Corpus striatum

Quinolinic acid (QUIN), an endogenous glutamate ago-
nist with relative selectivity for the A-methyl-p-aspartate
(NMDA) receptor [20], cavses neurcnal degereration in
specific regions of the mammalian brain [2]. Excitotoxic
events observed after sustained activation of NMDA recep-
tors by QUIN are related to elevated cytosolic concentra-
tions of free Ca®*, ATP exhaustion and the processes
thereafter [15]. In addition, we have previously reported
the capability of QUIN to stimulate lipid peroxidation in
rat brain under in vitro and in vivo conditions [12,13),
which is also believed to be associated with iron ions [19].
These findings have suggested the involvement of free
-adicals and oxidative stress in the pattern of toxicity
dicited by QUIN in the nervous system. Free radicals are
urrently generated as by-products of cellular enzymatic
eactions such as mitochondrial respiration, phagocytosis,
wachidonate metabolism, etc. Endogenous antioxidants
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such as reduced glutathione (GSH), and free radical scav-
enging enzymes: superoxide dismutase (SOD} 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 antioxidants from rat corpus striatum 1o 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 controlied environmental
conditions with food and water supplied ad libitum. Rats
(n = 5-9 per group) were anesthetized with sodium pento-
barbital (S0 mg/kg, i.p.} and then received stereotaxic
injections of QUIN (60, 120, 240 or 480 nmol /pl) into
their right corpora striata. Stereotaxic coordinates were 0.5
mm anterior to bregma, 2.6 mm lateral to bregma, and 4.5
mm ventral to the dura, according to the rat brain atlas of
Paxinos and Watson [10}. Control animals received phos-
phate-buffered saline (pH 7.4). Rats were sacrificed by
decapitation at 120 min postinjection. Brains were immedi-
ately removed, placed on ice and right corpora siriata

ace SiNla Worc

then dissected and homogenized either in phosphate-
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baffered saline {pH 7.0) for lipid peroxidation (LP} and
glutathione measurements, or in 9 ml/g tissue of 50 mM
phosphate buffer (pH 7.0}/ Triton X-100 (1%) for enzyme
activity assays. Aliquots were then preserved fresh until
their experimental analysis.

For determination of LP {a current index of oxidative
stress), we used a modified method of chloroformic extrac-
tion based on the detection of fluorescent pigments derived
from peroxidized lipids {13). Tissue aliquots (1 ml) were
added to 4 ml chloroform-methanol mixture (2:1, v/v).
After phase separation, luminescence of the chloroformic
layers were measured in a Perkin-Elmer LS50B lumines-
cence spectrophotometer at 370 nm of excitation and 430
nm of emission wavelengths. Resulis were expressed as
units of relative fluorescence intensity (RFI) per gram of
tissue,

Levels of reduced (GSH) and oxidized (GSSG) glu-
tathione were both determined by fluorometric detection
after incubation with o-phthalaldelyde (OPA) as described
before (5] GSSG was differentiated from GSH using
N-ethylmaleimide (NEM) in order to prevent GSH oxida-
tion. Total superoxide dismutase (SOD) activity was as-
sayed by the method based on reduction of nitro blue
tetrazolium (NBT) in the presence of O; generators [9].
Manganese SOD (Mn-$OD) was differentiated from cop-
per/zinc SOD (CuZn-SOD) using S mM KCN in a reac-
tion” mixture that selectively inhibits CuZn-SOD [6]. One
unit of SOD is defined as that amount to produce 50%
inhtbition of the initial rate of NBT reduction during 60
min. Glutathione peroxidase (Gpx) activity was determined

Lipid peroxidation (RFUg tissue)

according to the method described by Hafeman et al. [3]
based on nonenzymatic GSH oxidation and detection by
spectrophotometer at 412 nm after incubation with 5,5-di-
thicbis-2-nitrobenzoic acid (DTNB). An enzyme unit of
activity was defined as a 50% decrease of GSH per 60 min
after the decrease in GSH of the nonenzymatic reaction
was subtracted. Protein concentrations were determined
according to the method described by Lowry et al. [8].
Data were analyzed using either nonpaired /-test or one-
way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s
test for control and group comparisons. Results were ex-
pressed as mean + S.E.-M. The levels of statistical signifi-
cance were set at p < 0.05 and p <0.0L

Lipid peroxidation increased significantly at QUIN
doses of 240 and 480 nmol /pl (72% and 78%, respec-
tively) (Fig. 1). No significant changes were found on LP
at 60 or 120 nmol/pl (Fig. 1). Treatment with 240
nmol/ul QUIN also caused 57% decrease in GSH and
141% increase in GSSG (Table 1). No changes were
observed either on GPx (Table i) or mitochondrial Mn-
SOD (Fig. 2) activities in the striatum of QUIN-treated
tats, while cytosolic CuZn-SOD activity decreased signifi-
cantly (30%) as compared with control animals (Fig. 2).

There are some reports in literature discussing the role
of free radicals in QUIN-induced neurotoxicity and lipid
peroxidation [12-14,19), largely involving increased cy-
tosolic calcium concentrations and nitric oxide associated
toxicity [11]. In the present study, QUIN-induced lipid
peroxidation was increased in a dose-dependent manner.
We also demonstrated that QUIN-induced striatal oxida-

150 4
100 i
50 4
04 } ; :
Control {0) 60 120 240 480
Doses of QUIN (nmol/l)

Fig. 1. Effect of increasing doses of quinolinic acid on lipid peroxidation (relative fluorescence intensity units per g of tissue} in rat corpus striatum.
Animals received a single unitatersl injection of QUIN into the right striatum and LP was measured two houss later. Each value is mean + $.EM. derived
from 5-9 animals /group. * p < 0.03, significantly different from control group: one-way ANOVA followed by Dunnet’s test,
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Table |

Effect of intrastriatal injections of quinolinic acid (240 nmol/ pl) on the
levels of reduced (GSH) and oxidized (GSSG) glutathione and the
elutathions peroxidase (GPx) zctivity in rat corpus straum

Data are mean+ $.E.M.; n = 5-9 per group,

Treatment  GSH GSSG GPx activity
nmol /mg protein (U/mg protein)

Control 991 +045 0.49 +001 33304220

QUIN 4.27+083* LIE£004* 14324225

*p <001, significantly different from control group: nonpaired f-test.

tve injury in rats is mediated by alteration of some
primary antioxidant systems, such as glutathione (GSH)
and cytosolic CuZn-superoxide dismutase.

So far, it is also clear that the well-known antioxidant
enzymes CuZn-superoxide dismutase and Mn-superoxide
dismutase can both reduce concentrations of ROS, super-
oxide anions and hydrogen peroxide, preventing cell dam-
age [1]. Recently, it has been reported that reduced mito-
chondrial Mn-SOD activity exacerbates glutamate toXicity
in cortical neurons [7], whereas the overexpression of
CuZa-SOD increases the antioxidant status and survival of
neurons in vitro [16) as well as reduces the toxicity of
glutamate analogs in transgenic mouse striatum [17). The
findings of this work suggest that an immediate character-
istic of the intrastriatal toxicity of QUIN involves cytoplas-
mic, but not mitochondrial oxidative tnjury. since CuZn-
SOD activity decreased while Mn-SOD remained un-
changed.

&0 1

SO0 {tWmg prot)
&

8

10 4

Control

On the other hand, the tripeptide glutathione, the non-
specific endogenous mitochondrial and cytosolic antioxi-
dant, fulfills a variety of physiological functions, such as
the reduction of various peroxides and free radicals [4),
thereby resulting in the enzymatic {via GPx) or nonenzy-
matic conversion of GSH to GSSG. The thiol /disulfide
(GSH /GSSG) ratio has therefore an important effect on
the redox status of the protein thiols with modulation of
protein conformation and enzyme activity, Moreover, oxy-
gen-derived free radicals may overwhelm the radical scav-
enging potential of nerve cells, leading to lipid peroxida-
tion and destruction of cell membranes, which in turn may
result in ceilular depletion of GSH, with subsequent in-
creases of GSSG [4]. The altered levels of both GSH and
GSSG induced by QUIN in this work reflects the capabil-
ity of this neurotoxin to exert its action directly on the
primary antioxidant systems such as GSH via an M-
methyl-D-aspartate receptor-mediated mechanism [13). The
lack of effect of QUIN on GPx in our experiments suggest
that conversion of GSH 10 GS5G might be a nonenzymatic
event.

In summary, the present findings demonstrate that in-
trastriatal administration of quinclinate selectively modi-
fies the activities of some endogencus antioxidants, sug-
gesting generation of free radicals by specific depletion of
the cytosolic free radical-scavenger enzyme CuZn-S0D
activity, which in tumn may explain the specific pattern of
toxicity exerted by QUIN to produce gencralized oxidative
stress. Moreover, lower levels of GSH can be associated

QiiN

Fig. 2. Effect of quinolic acid intrastriatal injection (240 nmol/pl) on copper/zine superoxide dismutase {CuZn-S0D) and manganese superoide
fismutase {(Mn-SOD} activities (Uaits per mg of prot) in the rat corpus striatum. Animals received a single unilateral injection of QUIN into the right
itriatum and efrymes activity was measured 2 h later, Each value is mean 1 5.EM. derived from 5-9 animals/group. * p < 0.0, significantly differemt

‘rom contrel group: sonpaited f-lest
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with GSH decrease due to annihilation reaction with reac-
tive oxygen species. Consequently, in this work, higher
levels of GSSG can be associated with increased ratio of
GSH oxidation via nonenzymalic dissociation of thiol
groups. This study also confirms that QUIN.induced stri-
atal neurgtoxicity is mediated, at early stages, via oxidative
stress, affecting primary antioxidant defense systems.
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Comparative Aﬁalysis of Superoxide Dismutase Activity
Between Acute Pharmacological Models and a Transgenic
Mouse Model of Huntington’s Disease
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We examined the activity of striatal superoxide dismutase (SOD) in two acute pharmacological
models of Huntington's Disease (HD), and compared it with SOD activity in the striata of mice
transgenic for the HD mutation. Total 30D, and Co/ZnSOD activitics increased in young trans-
genic mice, but decreased in older (35 week) mice. We consider that the increased enzyme ac-
tivity represents & compensatory mechznism to protect cells from free radical-induced damage,
but the system becomes insufficient in older animals. Major decreases in SOD activity were also
observed both after quinolinic acid and 3-nitropropionic acid intrastriatal injections, The pres-
ent results indicate that in both types of HD models striatal oxidative damage occurs, and that
it Is associated with alterations in the cellular antioxidant system.

KEY WORDS: Stristom; oxidative damzge: free radicals: excitotoxins; transgenia; Huntington's discase,

INTRODUCTION

Huntington's disease (HD) is an autosomal heredi-
tary neurodegenerative disorder characterized by motor,
psychiatric, and cognitive symptoms (1). To mimic
some of the biochemical, morphological and behav-

joral alterations of HI} several acute animal models’

have been developed. Intrastriatal injection of gluta-

mate anzlogs, such as kainic acid (2), ibotenic acid 3,
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and quinolinic acid (4), or of a mitochondrial inhibitor,

3-niwropropionic acid (3), represent some of the best

characterized models used in rodents. .
More recently, however, a new system for model-

-ing HD has emerged. The disease is caused by an ab-

normal expansion of the CAG repeats that cede for a
polyglutamine tract in & novel protein named hunt-
ingtin (6). The precise knowledge of the genetic defect
sesponsible for the onset of HD has allowed the gen-
cration of transgenic animals, particularly mice, which
express the HD mutation, Several of the transgenic
mice lines present biochemical and morphological al-
terations in the striatem, and display progressive neu-
rological phenotypes (7.8.9,10). Moreover, we have

observed that there is a correlation between the onset -

of the neurological phenotype and striatal free radical-
induced damage in one line of transgenic mice, R6/1
(11), that expresses a human mutated huntingtin exon 1
with 116 CAG repeats (7). These results, .together with
other experiments- showing that mice tfansgenic for .
the HD mutation present a mitochondrial dysfunction

03443190 LA400-04195 15,001 © 2001 Pienem Peblishing Corporation
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(12}, suggest that oxidative damage, likely caused by
defects in the encrgy metabolistn of striatal cells, is a
contributing factor underlying the expression of the
neurological phenotype of the mice. This is in agree-
ment with the concept sustaining that impaired mito-
chondrial functioning and energy metabolism of
striatal neurons are important components in the ctiol-
ogy of HD (13,14).

The biochemical and pharmacological modes of
action of the toxins used in acute HD models are well
established, however, these drugs have no direct bear-
ing on the onset of the disease, and have an acute oxi-
dative effect, whereas the human disease is a long-term
neurodegencerative process. On the other hand, trans-
genic mice represent a chronic model that is directly re-
lated to the genetic and molecular origin of the disease,
but the biochemical effects of the mutated protein are
not completely understood. We considered that it would
be relevant to compare the functioning of the principal
ccllular system of protection against oxidative stress, by
assessing the activity of the two classes of superoxide
dismutase (SOD), Cw/ZnSOD, mainly present in the cy-
tosol, and MnSOD, the mitochondrial enzyme, among
different HD animal models. Two well-established
acute models of HD, and a transgenic mode] were used
for the present experiments. We employed the intrastri-
atal injection of guinolinic acid (QUIN), an agonist
to the NMDA receptor (4), and 3-nitropropionic acid
(3-NPA)}, a mitochondrial inhibitor (5), and compared
the effects of these toxins on SOD activity in the striata
of rodents, with SOD activity in the striata of R6/1 HD
transgenic mice. For the present work, we used rats for
the lesion studies, because the biochemical effects of
the Iesions are well described, and because of our pre-
vious experience with these models, particularly re-
garding toxin dosage, and the time course of their acute
effects (15,16). The previous information from rat ex-
periments allowed us to extend the comparative analy-
sis with the new data obtained from transgenic mice.
Thus, our purposc is not try to compare effects on two
different species, but rather to analyze how striatal neu-
rons respond to two distinct insults that affect the neu-
rons injured in HD, Since transgenic mice are becoming
very relevant for HD research, the idea of also develop-
ing pharmacological models in mice, as has been done
in rats and non-humans primates, could be of interest.

The direct comparison of the alterations in the
main ccllular system of protection against oxidative
stress in the different models may thus shed new light
regarding the mechanisms of action of diverse agents
lhat damage the striatal neurcnal population affected
in HD. This knowledge may help us to draw a more

Santamaria, et al,

complete understanding of the factors involved in the
detcrioration process of these cells.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Transgenic Mice. Mice were genotyped as previously described
(11} Briefly, R6/1 male mice, snd nottransgenic BOCBA [cmale
mice were purchased from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME,
USAY, and a colony established in our vivarium (CINVESTAV.IPN).
Mice were housed and kept under controlled temperature {20-22°C),
with & regulated 12 h lLghtfdark cycle and with ad libitum access
to food and water. Transgenic male mice were backerossed Lo non-
curying females, and the genotype of the mice determined by PCR,
DNA was isolated from & sample of ear tissuc, and PCR performed
using conditions and primers described elsewhere (7). Transgenic
mice 2nd non-transgenic littermates were identified and used for the
following cxperimeats. R6/1 mice and non-transgenic litermates of
dilferent ages were szcrificed by cervical dislocation, the striata rap-
idly dissected on ice, and used for SOD activity assays.

Stereotaxic Injections. Male adult Wistar rats (250300 g) were
employed, Animals were housed under standard conditions with »
12 b light/dark cycle and ad libitum sceess to food and water. Rats
were anesthetized with sodium pentobarbital (50 mg/kg. i.p.). and
one pl inj of clther QUIN (240 nmol/pl)
or 3-NPA (500 nmol/ul) were performed into the right strista. The
doses of toxins have been previously tsed to reprodisce relevant neuro-
chemical and morphological features of HD (4,5,15,16), Stercotaxic
coordinstes were: 0.5 mm anterioc to bregma; 2.5 mm latersl o
beregma, and 4.5 mm ventra! to dura, according to the Paxinos and
‘Watson rat brain atlas (17). Contro! animals were injected with the
same volume of PBS, pH = 7.4. Ratz were szcrificed by decapita-
tion at differeat imes (180 and 360 min) after in;eet.mn Brains were
removed and the right striata oblained as p. ly described. AR
wqimal procedurcs wem approved by the Insm:moml Review Com-
minee. and ere in accordance with the NIH Guide for the Care and
Usc of Laboratory Anjmals, -

SOD Activity. Total SOD activity was determined secording to
the method of Obcrley and Spitz (18). Briefly, a competitive inhibi-
tion assay was performed oting a xanthine/xanthine oxidase system
to reduce nitrobloe tetrazolivm (NBT). The mixture reaction con.
tained: €.122 mM EDTA, 30.6 pM NBT, 0.122 mM ianthipe,
0.006% bovine terum albumin, 2nd 49 mM sodiom carbonate, all
fint] conceatrations. Five hundred pl of stristal homogenates
{1:100) were added to 2.45 ml of the mixture described above, and
then 50 pl of xanthine oxidsse, at a final concentration of 2.8 U/L,
were added xnd incubated at 27°C for 30 min. Reactions were
stopped with | m! of 0.8 mM cupric chloride, 2nd optical density
was recorded at 560 nm. Complete (100%) reduction of NBT was
obtained when the cample was replaced with distilled water. The
amount of striata) protein that ihibited 50% of maximal NBT re.
duction was defined as one mil of S0D activity. MnSOD activity
was differcutizted from CwZnSOD sctivity, by inhibiting the later
with dicthyldithiocarbanute (DDC) (19). Therclore, to determine
MnSOD activity, samples were incubated with 50 mM DDC m 30°C
for 60 minntes, and then dialyzed for three hours with three changes
of 400 volumes of 5 mM PBS (pH = 7.8)-0.1 mM EDTA. Cuw/
ZnSGD activity was obtained by substracting the activity of the
DDC trested samples, from that of totzl SOD activity. Resulis are
expressed as Units/mg protcin, Proteins weee determined esing the
Folin and Cicoalteu’s phenol reagent (20).
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RESULTS

Our results show that there is an increasc of
20.6% in total SOD activity in 19 week-old transgenic
mice, compared to non-transgenic littermates, The in-
creased activity is due to the Cw/ZnS0D isoform, that
increased 23.4% compared to wild-type mice, and we
found no change in the activity of MaSOD (Fig. 1).
However, in 35 week-old mice the situation is re-
versed. At this time we observed a decrease in total
SOD activity, which is due 10 a 23% decrease of trans-
genic mice Cw/ZnSOD, since MnSOD did not change
compared to control mice (Fig, 1). These data suggest
that the formation of free radicals, and oxidative
stress, are playing a role in the expression of the peu-
rological phenotype. On the acute pharmacological le-
sion models, we obsesve that QUIN induces a rapid
decrease of SOD activity, which is caused by a de-
crease in Cuw/ZnSQD activity, whereas there is no
change in MnSOD (Fig. 2). Finally, 3-NPA, a mito-
chondrial toxin, induced a reduction in the activity of
50D, but in this case, both the CwZnSOD and
MnSOD isoforms ectivities decreased (Fig. 2). Taken
together, these results indicate that in both types of HD
models striatal oxidative damage may occur, and that

it is associated with alterations in the endogenous cel- .

lular antioxidant systems.

DISCUSSION

SOD function is to protect cells from the presence
of the superoxide radical, by generating HO,. It is
likely that in 19 week-old R6/1 mice the increased ac-
tivity of Cu/ZnSOD represents a compensatory re-
sponse to generate Hy(,, and thus, to reduce the toxic
effects of the superoxide anton, and the subsequent for-
mation of peroxynitrite from O3 and NO. At this stage
of the HD mutatior-induced phenotype this mechanisin
appears to be sufficient to palliate oxidative damage,
since lipid peroxidation (LP) remains similar to control
non-transgenic mice, and the neurological phenotype is
mild (11). In contrast, by 35 weeks of age the activity
of Cw/ZnSOD diminishes in transgenic mice compared
to wild-type animals. We could not detect changes in
MnSOD activity between control and transgenic mice
at the two ages tested. It appears as if Cu/ZnSOD is the

principal responsible system for cellular anti-oxidant

protection in HD transgenic mice . and that it can
zompensate for increased free radical formation in
young animals, but the antioxidant system cannot
respond appropriately in older mice, as Cw/ZnSOD
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activity diminishes. The protective effect of CWZnSOD
has been demonstrated in neurons, where ils overex-
pression increases antioxidant status and cell survival
(21). The present results correlaie with our previous
findings that 19 week-old R6/1 mice show a mild
neurological phenotype, and low LP damage, whereas
335 week-old mice present a severe phenotype, associ-
ated with very high levels of striatal LP (11). A previ-
ous report indicated that there was no statistically
significant difference in total SOD activity between
R&/1 and control mice, although a small 14% increase
in SOD activity was observed in the striata of transgenic
mice (22). In that report. 18 week non-symptomatic
mice were used, whereas for the present experiments
we employed 19 and 35 wecek old animals, which by
19 weeks already presented a mild neurological pheno-..
type (11). In our colony, 15-61d transgenic mice do not
display any neurological phenotype, suggesting that
perhaps the window at which symptoms appear and de-
velop is rather narrow. We belicve that the apparent
discrepancy between our results and those of Hansson
et al, (22), is likely due to the age of the mice used in
the diffcrent experiments.

Our data suggest that it is likely that formation of
free radicals, probably coming from the cxcessive for-
mation of peroxynitrite from NO and superoxide, par-
ticipates in the oxidative damage that underlics the
expression of the neurological phenotype of the R6/1
transgettic mice. Besides our observation of increased
LP in the R6/1 mice, mitochondrial abnormalities and
activation of iNOS have been reported in R6/2 mice
and HD patients (11,12,23). Thesc data are consistent
with the concept of oxidative damage in mice trans-
genic for the HD mutation.

Intrastriatal injections of the toxins also induced
major changes in SOD activity. QUIN, a glutamate ago-
nist, induces lesions where there is primarily degenera-
tion of the medium-sized GABAergic spiny projection
neurons (4,24). These lesions spare somatostatin, neu-
ropeptide Y and NADPH-diaphorase containing in-
temeurons, indicating that it is an accurate biochemical
model of the discase (4,24,25). The data we present
here, showing that QUIN induces a reduction in Cu/
ZnSOD, but has no effect on MnSOD activity, are in
agreement with our previous results (16}, and indicate
2n association between Cw/ZnSOD failure and death of
striatal neurons. We also 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 1o its mode of action. 3-NPA inhibits complex II of
the respiratory chain, and causes a dose-dependent ATP
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depletion, increased jactate concentration and selective
striatal neuronal loss (5). These results suggest that the
cell population primarily affected in HD is particularly
sensitive to defects in energy metabolism. Accidental
ingestion of 3-NPA in humans induces nausca, vomit-
ing, encephalopathy, coma, and in surviving patients,
choreiform movements and dystonia (26). All this in-
formation indicates that mitochondrial energy impair-
ment induces scvere alterations in striatal neurons.
Taken together, our resulls suggest that irrespectively of
the primary modes of action of the different toxins, they
have a common pathway that causes major alterations in
SOD activity, the primary antioxidant line of defense,
which suggests that oxidative stress is implicated in stri-
ata] cellular damage.

The fact that even in severcly impaired transgenic
mice we can stll detect lipid peroxidation {11), and
SOD activity, suggests that in this mode], the neuro-
logical phenotype appears to be related to celi dys-
function rather than with ccll death. The observation,
in a conditional madel of HD transgenic mice, that it
s possible to revert the neuropathology and motor
phenotype already present in the mice (10}, further
supports this concept. This suggests that the R6/1 mice
are an appropriate model to study, and to be compared,
with a stage of HD prior to severe cell death and new-

- rodegencration. On the other hand, the acute pharroa-
cological models induce rapid neuronal death, the final
phase of HD neuropathology. However, in both types
of striatal cell damage, oxidative stress is involved.
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