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<3 RESUMEN

Entre los padecimientos neurodegenerativos que involucran dafio oxidativo por
formacion de radicales libres se encuentra ila enfermedad de Huntington (HD),
padecimiento autosomico dominante que afecta a la poblacién usualmente en la vida
media (cuarta o quinta década de vida y progresiéon de entre 10 y 15 afios), con una
sintomatologia progresiva de incapacidad fisica y mental. La HD afecta a hombres y
mujeres con la misma frecuencia, y su expresion es de entre 5 a 10 individuos por cada
100, 000 en la poblacién mundial (Connealy, 1984).

El acido 2,3-piridin dicarboxilico (acido quinolinico o QUIN) es un metabolito
endogeno del L-triptofano en la via de la kinurenina y es un conocido agonista de
receptores glutamatérgicos del tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) (Lapin, 1981b; Perkins y
Stone, 1983; Schwarcz y cols.,
roedores.

1984) y reconocido modelo experimentat de HD en

Por su parte, el selenio (Se), un componente esencial en la dieta, es un conocido
antioxidante y actua como factor catalitico de la enzima glutation peroxidasa (GPx),
ejerciendo asi una defensa contra los radicales libres y evitando el estrés oxidativo, por lo
que juega un papel importante en l!a proteccion de lipidos de membrana y otros
componentes. Ademas, se ha demostradoe que animales deficientes en selenio presentan
un abatimiento en la actividad de GPx, ademas de una degeneracién de neuronas
dopaminérgicas (Castaiio y cols., 1993).

La finalidad de este proyecto es evaluar el posible efecto protector del selenio en
un modelo experimental de la HD inducido /7 vivo por QUIN, abordando para ello
diferentes marcadores de neurotoxicidad estriatal. Para ello, los animales fueron
administrados con selenito de sodio (0.625 mg/Kg/dia, i.p.) durante 5 dias, y 2 horas
después de la ultima administracidn, los animales recibieron una inyeccion estriatal
unilateral de QUIN (240 nmol/ul). Dos horas depués de la lesion con la toxina, se extrajo




el tejido estriatal y se midieron los diferentes parametros de peroxidacion lipidica y
actividad de glutatién peroxidasa (Gpx). La conducta de rotacidén, el contenido estriatal de
GABA, las alteraciones morfolégicas, y 1a correspondiente tasa de dafo neuronal fueron
evaluados como marcadores adicionales de toxicidad del QUIN 7 dias después de su
inyeccion.

Nuestros resultados reflejan un efecto parcialmente protector del selenio, el cual
disminuyd la lipoperoxidacion e incrementd la actividad de GPx en ratas tratadas con
QUIN. El selenio también atenud significativamente la conducta de rotacién, la disminucion
de GABA y la tasa de dafio neuronal.

Estos resultados sugieren, en primera instancia, que la mayoria de los marcadores
de neurotoxicidad inducidos por QUIN son mediados por la formacion de radicales libres y
el estrés oxidativo. Adicionalmente se demuestra que el selenio juega un papel protector
parcial en eventos excitotdxicos, evidenciando su participacion en mecanismos de
atenuacion contra el estrés oxidativo. La relevancia de estos hallazgos apoya la idea del
empleo de antioxidantes en el tratamiento de padecimientos neurodegenerativos.




<3 ANTECEDENTES =
I

1. ENFERMEDAD DE HUNTINGTON (HD)

1. 1. ASPECTOS ANATOMICOS DE HD

La HD esta clasificada anatémicamente como un padecimiento de los ganglios
basales (ver cuerpo estriado en anexo), particularmente como una enfermedad propia de
las wvias extrapiramidales; debido a que involucra desde los ganglios basales (caudado,
putamen y globo pdlido) y hasta la corteza y los nervios periféricos, ocasionando desde
movimientos involuntarios o “corea’, hasta deterioro cognitivo (Liles y Davies, 1969;
Lange, 1976).

Las anormalidades en el cerebro, de manera general, se caracterizan por
destruccion de tejido del ndcleo caudado y putamen, asi como una atrofia cortical general
simétrica (fig. 1) con alargamiento de los ventriculos laterales (Bruyn y cols., 1973;
Hayden y cols., 1981; Von Sattel y cols., 1985). La atrofia cortical es generalmente mas
marcada en la regidn frontal, pero puede involucrar al cerebro entero en pacientes con
enfermedad avanzada. Con la extensa degeneracién del cerebro se presenta una marcada
reduccién del peso cerebral, en la cual puerte ser reducido en 200 g o mas (Robert y cols.,
1998). Se observa ademas una extensa pérdida de células en el estriado, especialmente
en neuronas pequefias componentes del niicleo caudado y del putamen; sin embargo,
mas tarde, tanto las neuronas pequefias como las largas degeneran (Formo y cols., 1973 y
1979). Se piensa que las neuronas espinosas de tamafio medio presentan mayores
anormalidades en HD, usualmente con anormalidades dendriticas. En estados avanzados
de la enfermedad, el globo pélido también muestra una baja neuronal y encogimiento, y la
baja neuronal en todos los ganglios basales puede eventualmente ser casi completa. Se
nota un incremento, de marcado a moderado, en glia en las dreas afectadas por la pérdida
celular. La reaccion glial primariamente es astroglial, pero hay un relativo incremento en
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Fig. 1 Semustramcute coronal del cerebro anterior. A) Ceretwo normal. 8) Atrofia cortical,
atrofia del nucleo 12 0 de jos ventriculos laterales, establecidos en un cerebro
de un pacienteconoueadeﬂunﬁngm (Kiernan 3., 1998.;Clinical Neurology, 1995).




las células oligodendrogliales. En la corteza cerebral, las células pequefias de las capas
mas profundas predominantemente producen el choque del proceso degenerativo, y aqui
se presenta la mayor gliosis, a comparacién de otras areas. Usualmente hay una
disminucion en la fibra mielinizada contenida en el estriado, pero pocas fibras
desmielinizadas escapan a la destruccion (Robert y cols., 1998).

Otras areas de! cerebro que pueden mostrar pérdida neuronal incluyen ndcleos
ventrolaterales del talamo, nuicleos subtaldamicos, hipotalamo, tallo cerebral y médula
espinal. Diferentes grados de pérdida neuronal son establecidos en estas areas, junto con
gliosis (Robert y cols., 1998).

1.2. ASPECTOS BIOQUIMICOS DE HD

Las sustancias neurotransmisoras, desde el punto de vista de la funcién ganglionar
basal, son el glutamato, el acido gama-aminobutirico (GABA), dopamina, acetilcotina y la
serotonina. La sustancia P y la encefalina desempefian funciones subsidiarias en las vias
del GABA. El glutamato es, probablemente, el neurotransmisor mas abundante en las
proyecciones corticoestriatales excitatorias y en las neuronas excitatorias del nicleo
subtalamico. E! GABA es el neurotransmisor (inhibitorio) de las neuronas estriatales de
proyeccién del globo palido y de la parte reticulada de sustancia nigra. Las proyecciones
nigroestriatales derivadas de neuronas de la parte compacta utilizan dopamina como su
neurotransmisor (Kandel y cols., 1991).

Hablando especificamente de la HD, bioquimicamente se observa un deterioro en el
metabolismo de la glucosa en nucleo caudado, con lo cual se postula una explicacion
parcial para los movimientos involuntarios provocados por L-dopa al inducir un exceso de
dopamina (hasta un 70 % en putamen, caudado, giobo pdlido medio y lateral, nicleo
acumbens, y sustancia nigra parte compacta) (Martin, 1984). El déficit neuroquimico
incluye GABA, hasta un 60 %, en todas las areas de los ganglios basales (incluyendo el
nucleo caudado, putamen, globo palido, y sustancia nigra), sustancia P, colecistoquinina y
meta-encefalina (Beal y Mazurek, 1986), asi como de otros neurotransmisores
estriatonigrales (Spokes, 1981; Reynolds y Pearson, 1987). La sustancia P es ampliamente
reducida en el globo palido medio, asi como la colecistoquinina en globo palido y sustancia
nigra, y la meta-encefalina en el globo pdlido medio y lateral, y en ambas areas de
sustancia nigra (Martin, 1984). Entre los desérdenes en el metabolismo de otros




neurotransmisores se incluyen un incremento de norepinefrina en esta misma area, con
una reduccion de la glutamato descarboxitlasa (GAD, la enzima de sintesis de GABA), y de
acetilcolina y de su correspondiente enzima de sintesis, la colina-acetil transferesa (CAT),
en cerebros con HD se observa una reduccion del SO0 % de su actividad por unidad de
peso en el putamen y nicleo caudado. Esta Uitima se ve reducida hasta un 50 % (Bird y
cols., 1974; Mc Geer y cols., 1973). Enna (1985) demostré que los sitios enlazantes de
GABA en neuronas estriatales no disminuyen mas alld de lo esperado de acuerdo a la
pérdida de células nerviosas, pero ésto no ha sido suficiente para que el empleo de
farmacos GABA-like contra la HD tengan éxito. En condiciones normales, los niveles de la
enzima colina acetiitransfrasa (CAT) son altos en los ganglios basales, particularmente en
el putamen. :

Volviendo a las caracteristicas bioquimicas de HD, Los niveles de somatostatina y
neuropéptido ¥ estan incrementados mas de 3 a 5 veces en caudado/putamen y globo
palido, sin cambios en otras éreas del cerebro (Aronin y col, 1983; Schwarcz y cols.,
1983; Schwarcz y cols., 1984; Wolfensberger y cols., 1984; Kholer y cols., 1985). También
hay una pérdida del 50 % de receptores muscarinico-colinérgicos en el estriado y globo
palido (Adams y cols., 1999).

Para revision de los aspectos clinicos y antecedentes historicos del padecimiento ver
anexo Ay B.

1.3. MODELOS EXPERIMENTALES FARMACOLOGICOS DE HD
Debido a que la HD reproduce dichas caracteristicas bioquimicas especificas, se tiene
un punto de partida hacia la investigaciéon experimental del mismo. Partiendo de lo
anterior, Schwarcz y cotaboradores (1983) demostraron que el acido quinolinico (QUIN)
produce lesiones tipo axon-sparing (o de axén preservado) similares a las observadas en
HD. Esas lesiones ocasionan una disminucién de neurotransmisores en neuronas espinosas
estriatales, entre los que se encuentra el GABA, pero sin afectar dopamina. Posteriormente
se demostré que el estriado de pacientes con HD, a pesar de la disminucion de GABA y la
destruccién neuronal, registraba un moderado y paraddjico incremento tanto de
somatostatina como de neuropéptido Y, en principio atribuidos a una preservacion
selectiva ocasionada basicamente por una subclase de neuronas espinosas estriatales, a la
cual estos péptidos se encuentran asociados (Aronin y cols., 1983; Beal y col.,, 1984;



Nemeroft y cols., 1983; Ferrante y cols., 1985; Dawbarn y cols., 1985). Sin embargo Beal
y colaboradores (1986) publicaron un estudio que confirmé al QUIN como un excelente
modelo de la HD, en donde resumimos lo siguiente:

Los siguientes resultados (analisis inmunohistoquimicos) fueron obtenidos de un
estudio comparativo entre diferentes compuestos téxicos (excitadores), e inductores de
dafio al sistema nervioso central de la rata, con el objeto de tratar de encontrar un modeio
experimental farmacolégico de la HD. Compuestos como el acido kainico (KA), el acido
iboténico (IA), el N-metil-D-aspartato (NMDA) y el acido ftalico (PA), fueron todos
comparados contra el acido quinolinico (QUIN) (Shoulson, 1984).

En un primer experimento se le inyectd intraestriataimente a las ratas el acido
quinolinico a diferentes concentraciones desde 75 hasta 450 nmoles/pl. €l resultado fue
una grafica de respuesta dosis-dependiente en donde se aprecia el abatimiento tanto de
GABA como de la inmunoreactividad a sustancia P-like, pero sin cambios en la
somatostatina y el neuropéptido Y. De estos resuitados, |a dosis de QUIN que reprodujo et
modelo de dafio mas confiable fue de 240 nmoles/ul (Shoulson, 1984).

En un segundo experimento se probaron los otros compuestos, pero incluyendo al
QUIN, ya con la dosis éptima encontrada, y para los demas, en concentraciones
previamente conocidas para la produccion de dafio neuronal. Los grupos recibieron acido
nicotinico (240 nmoles/ul), acido ftalico (240 nmoles/yl), acido quinolinico (240
nmoles/pl), NMDA (270 nmoles/pl), acido iboténico (130 nmoles/ul) y acido kainico (10
nmoles/pl). Todas las inyecciones fueron intraestriatales. Todos estos farmacos
demostraron tener un efecto neurotdxico, pero con diferencias especificas con respecto al
QUIN. En la tabla 1 se resumen los hallazgos de diferentes reportes (Shoulson, 1984). El
acido nicotinico fue administrado como control debido a que estructuralmente es similar al
QUIN, excepto por el grupo carboxilo en la posicién 2 que posee el QUIN en el anillo
piridinico. Ocho animales de cada grupo fueron sacrificados después de 3 semanas y
analizados como en el primer experimento. La evaluacion fue sobre cuerpo estriado
(evaluando alteraciones morfoldgicas y perfiles bioquimicos), mostrando que, para el dcido
ftalico y el acido nicotinico, no hubo alteraciones significativas en la inmunoreactividad a la
somatostatina~like (SLI), a! neuropéptido Y-like (NPYLI), a la sustancia P-like, a la
vasopresina-like (VLI). Sin embargo, el resto de los agentes empleados redujeron




sustancialmente la inmunoreactividad a la sustancia P, a la Ach y al GABA estriatal, tal
como ocurre en la HD (Shoulson, 1984).

TABLA 1. PERFILES NEUROQUIMICOS EN ELCUERPO ESTRIADO DE PACIENTES CON LA
ENFERMEDAD DE HUNTINGTON (HD) Y DE RATAS LESIONADAS CON ACIDO KAINICO E
ACIDO IBOTENICO (KA/IA) Y ACIDO QUINOLINICO

Molécula Neuroactiva pacientes (HD) ratas (KA/IA) ratas (QUIN)
GABA/GAD <+ <+ <+
Acetilcolina/CAT N <
Sustancia P <+ ' N2
Dopamina @ =
Vasopresina = =) =D
Somatostatina T <+ =
Neuropéptido Y by < ©n
4= Disminuye, = Aumenta , = = Sin cambio

Bruyn y Stoof, (1990): 7he Quinolinic acid hyp is in He ing. s Chorea

J. Neurol. Sci. 95: 29-38.

A diferencia de los otros agentes, el QUIN no alterd la inmunoreactividad de la
somatostatina ni del neuropéptido Y, de modo muy semejante a lo que ocurre en {a HD,
estableciendo asi una selectividad fundamental con respecto a los otros agentes
excitadores (que si los afectan), y proporcionando un patrén de toxicidad mas especifico y
reproducible para modelar esta enfermedad en animales. La necrosis y la degeneracion
celular caracteristicas de la HD también han sido reproducidas con precisién por el QUIN.
De éste estudio (Beal y cols., 1986) se ha profundizado mas sobre el QUIN, postuldndolo
como la excitotoxina capaz de reproducir mas fielmente las caracteristicas bioquimicas,
histopatolégicas y conductuales de la enfermedad (Schwarcz y cols., 1984; Sanberg y
cols., 1989; Bruyn y Stoof, 1990; Hantraye y cols., 1990; Block y cols., 1993). Los efectos
téxicos selectivos conferidos al QUIN son debidos a las caracteristicas que reproduce
cuando se le inyecta /n vivo al cuerpo estriado de rata y de primates no humanos. Dichos
efectos son resumiendo: La disminucion estriatal de GABA y Ach asi como de la actividad
de sus respectivas enzimas de sintesis GAD y CAT, las alteraciones en el movimiento de
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tos animales lesionados, y la destruccion selectiva de neuronas GABAérgicas y colinérgicas
estriatales, dando en conjunto, un patrén de similitud notable respecto a las alteraciones
presentadas en pacientes con HD (Bruyn y Stoof, 1990). Mas recientemente, tanto el
QUIN como la via metabdlica de la kinurenina, han sido implicados en la patogénesis de
algunas otras enfermedades neurodegenerativas (Moroni y cols., 1986; Schwarcz y cols.,
1988; Stone y Coonick, 1985), infecciosas e inflamatorias (Heyes y cols., 1990; Heyes y
tackner, 1990; Heyes y cols., 1992). Asi mismo, Heyes y colaboradores (1989, 1991) han
demostrado que las concentraciones de QUIN estdn incrementados notablemente en
médula espinal de pacientes infectados con VIH. Debido a los grandes niveles que se
observan en estos pacientes, se pone en evidencia una correlacién entre el QUIN vy los
sintomas y signos patolagicos del complejo SIDA-demencia,
neurotoxina también una importancia inmunoldgica (Stone, 1993).

A los primeros reportes de la presencia de QUIN en el cerebro (Lombardi y cols.,
1983; Wolfensberger y cols.,

confiriéndole a esta

1984) siguieron los desarrollados por una técnica mas
sensible (Moroni y cols., 1989). Un método espectrofotométrico de masas proporciond
valores arriba de 12 pmol/mg de proteina o 2.1 nmol/g de tejido de QUIN en cerebro de
rata (Lombardi y cols., 1983a) y un 150% de incremento en esas concentraciones en
respuésta a la carga de L-triptofano (Lombardi y cols., 1983b). Estos valores representan
concentraciones totales de aproximadamente 2uM, con altos niveles registrados en
neocorteza (2.1 nmol/g) y bajos niveles en estriado (0.6 nmol/g).

No existe una aparente correlacion entre la distribucion del QUIN y la S-
hidroxitriptamina (5-HT) en areas del cerebro estudiado (Moroni y cols., 1984a), un
descubrimiento que implica una separacion de la compartimentalizacién de las vias
metabdlicas relevantes y que es soportado por el fracaso de la 5,7-dihidroxitriptamina, una
toxina neuronal serotonérgica que modifica niveles de QUIN.

El QUIN ademas mostré niveles normales en estudios cerebrales posmortem en
pacientes con HD, niveles que resultan ser similares a aquellos registrados en ratas y otras
especies (Wolfensberger y cols., 1984). Las concentraciones de QUIN no variaron
grandemente entre las diferentes regiones cerebrales, todos por el rango de concentracion
de micromoles; se encuentra incluso, menos en la corteza cerebral, con aproximadamente
2 nmol/g de peso humedo, y generalmente se encontraron niveles de 2 a 4 veces el doble
de lo normal en el estriado (Moroni y cols., 1984a; Wolfensberger y cols., 1984).



La administracion de triptofano a ratas puede incrementar el contenido cerebral de
los dos metabolitos mencionados (SHT y el QUIN) de una manera dosis-dependiente: una
inyeccién de 400 mg/kg de triptofano condujo a la elevacion de 10 veces la concentracién
del QUIN en el cerebro (Russi y cols., 1991). Cambios comprobables fueron reportados
por Heyes y Markey (1988), quienes inyectaron entre 77 y 208 mg/kg de triptofano.

2. ACIDO QUINOLINICO

2.1. QUIN Y REPRODUCCION DE LA ENFERMEDAD

2.1.1. GENERALIDADES DEL QUIN

El acido 2,3-piridin-dicarboxilico (0 QUIN) fue identificado por primera vez por
Wolfensberger y colaboradores (1984) “en tejido cerebral de rata y de humano, y
posteriormente en cerebro de ratén, conejo, y otros mamiferos pequefios (Moroni y cols.,
1984). En este primer informe (Wolfensberger y cols., 1984) se observé que el QUIN esta
presente preferencialmente en nucleo caudado, corteza cerebrai y corteza frontal cerebral,
concordando dichas regiones con lo encontrado en tejido cerebral de ratas. En un segundo
informe (Moroni y cols., 1984), se establece que el QUIN esta presente en corteza
cerebral, cuerpo estriado, hipocampo, diencéfalo, cerebelo y tallo cerebral de varios
mamiferos, y que su concentracion aumenta directamente con la edad, de manera que en
los animales "senites” los niveles de dicha toxina son mas altos. Dado que el QUIN puede
estar involucrado en algunos de los procesos de envejecimiento celular relacionados con
fa edad, es probable que sea un factor potencialmente activo en la degeneracion neuronal
espontanea que ocurre durante los cambios fisioldgicos vinculados con la edad. Este
hecho es interesante cuando se considera que los efectos tdxicos inducido por este
metabolito endégeno sélo se han observado en tejido nervioso maduro (Schwarcz y cols,,
1984), lo que refuerza la tendencia a pensar en un posible vinculo entre las alteraciones
celulares relacionadas a la edad y la sobreproducciéon de esta neurotoxina. E! incremento
observado en el QUIN se observo preferencialimente en cuerpo estriado y corteza cerebral
(Moroni y cols., 1984), regiones especialmente susceptibles a la toxicidad de este




aminoacido excitotoxico (Beal y cols.,, 1986; Schwarcz y cols., 1984), a los procesos
patoldgicos encontrados en la HD (Bugiani y cols., 1984; Martin y Gusella, 1986;
Gravelord y cols., 1985), y a los procesos generales de envejecimiento (Cote, 1985),
existiendo asi multiples puntos de concordancia.

2.1.2. QUIN Y SU ASOCIACION A PATOLOGIAS HUMANAS

La via de la kinurenina y el QUIN, uno de sus productos, juegan un papel
importante en |a patogénesis de enfermedades neurodegenerativas, y en particular del
complejo SIDA/demencia. Debido a la gran cantidad de procesos oxidativos presentes en
esta via de oxidacién, la generacién de radicales libres durante dicho proceso es
considerablemente elevada (Vender, 1975). Bajo condiciones normales, gran parte del
triptofano catabolizado sigue la via hasta formar Acetil-coA. Sélo una pequefia proporcién
del metabolismo diario del triptofano deriva a otros metabolitos. Sin embargo, bajo
condiciones patolGgicas de constante disposicion de triptofano, la excrecion de kinurenina
y de metabolitos intermediarios como el QUIN se incrementa considerablemente (Vender,
1975).

Se sabe que, en el estriado de rata, el acido kinurénico bloquea los efectos
neurotoxicos del QUIN en el cerebro (Foster y cols., 1984; Guillemin y cols.,2001). Al
QUIN ademas se le ha asociado con cancer (Harman, 1993) a través de la formacion de
radicales hidroxilo (#OH) (Ganther, 1999; Platenik y col., 2001). Dado que se ha
demostrado que el QUIN per se induce la formacion de radicales «OH /7 vivo en cuerpo
estriado de rata (Santamaria y cols., 2001b).

E! QUIN es sintetizado en microglia y macréfagos en el estriado de rata a través de
la 3-hidroxiantranilato oxigenasa, determinacdia con alta capacidad y baja afinidad para 3-
hidroxiantranilato; asi, los niveles extracelulares de QUIN durante una inflamacién
neuronal son tan aitos que promueven la excitotoxicidad (Lehrmann y cols., 2001;
Obrenovitch, 2001). Los astrocitos presentan un papel protector al minimizar la produccion
de QUIN y maximizando la sintesis de dcido kinurénico; sin embargo, en presencia de
macrdéfagos y/o microglia, los astrocitos se vuelven indirectamente neurotéxicos por la
produccidon de grandes concentraciones de kinurenina que puede ser metabolizada

secundariamente por monocitos infiltrados o cercanos, quienes formaran QUIN (Guillemin
y cols., 2001).




2.1.3. QUIN Y DESTRUCCION NEURONAL

El QUIN como excitotoxina, al ser infundido intraestriataimente de manera crénica
y a bajas concentraciones (4-10 nmol/h) induce una degeneracion de células neuronales
tiempo-dependiente, con una disminucién selectiva de células colinérgicas (Forloni y cols.,
1992). La degeneracién se observa alrededor del sitio de inyeccién. Se ha observado un
incremento en la actividad de las aferentes dopaminérgicas en las fases aguda y subaguda
de la inyeccion de QUIN, detectandose ademas un incremento en los niveles locales de
norepinefrina luego de 4 y 11 dias de la inyeccion intraestriatal de QUIN, permaneciendo
sin cambios en los sitios distantes o en los periodos mas cercanos al momento de la
microinyeccion (Mazzari y cols., 1986), asi también hay un incremento en la actividad de
la enzima QUIN-fosforibosiltransferasa (enzima que degrada al QUIN) en respuesta a los
eventos neurodegenerativos (Foster y cols., 1985). Se observa ademas una reduccion
dosis-dependiente del contenido estriatal de GABA, luego de una infusidn intraestriatal de
QUIN (Harris y cols., 1998). La inyeccién de QUIN en cuerpo estriado no altera los sitios
distantes a la inyeccidn. Un incremento agudo en las concentraciones de QUIN conduce a
un aumento en la actividad nigroestriatal mediada por estimulacién excesiva de neuronas,
mientras que cambios subsecuentes representan las reacciones locales de las terminales

nerviosas dopaminérgicas secundarias a la degeneracion neural en el estriado (Foster y
cols., 1984).

2.1.4. QUIN Y RECEPTORES NMDA

Desde hace tiempo se ha establecido que la accién excitotdoxica del QUIN en
estriado estd mediada por los receptores tipo NMDA, y su accion es antagonizada por
magnesio y aminofosfonatos. La estimulacion del receptor NMDA por QUIN en estriado de
rata produce desérdenes metabdlicos diversos: reduccion del consumo de O; mitocondrial,
disminucidn de los niveles de ATP y NAD, asi como de las concentraciones de aspartato y
glutamato (Bordelon y cols., 1997). Ademas, reproduce el patron de la pérdida de células
neuronales caracteristica de la HD (El-Defrawy y cols., 1986 ; Bordelon y cols., 1997). Hay

también una reduccion de la actividad de fa glutation reductasa, observada en




experimentos en ratas, que sugiere una causa o factor de contribucién al déficit observado
en la disponibilidad del glutatién inducida por QUIN (Aguado Y cols., 2000).

2.1.5. QUIN Y LIPOPEROXIDACION

Se ha visto que la peroxidacion lipidica inducida por QUIN involucra una selectividad
regional y puede ser prevenida parcialmente por antagonistas de receptores para NMDA
(Rodriguez-Martinez y cols, 2000; Santamaria y cols., 2001a). Como ya se comentd,
existen evidencias de que el QUIN per se induce ia formaciéon de radicales «OH /77 vivo en
cuerpo estriado de rata durante los primeros estadios de toxicidad aguda (Santamaria y
cols., 2001b); quiza por ello, algunas de las defensas antioxidantes enddgenas se han
visto modificadas por la administracion de la toxina. Mientras que la actividad de la

glutation peroxidasa (GPx) y de la SOD dependiente de manganeso {(Mn-SOD)

permanecen sin cambios por efecto del QUIN, la actividad de la SOD dependiente de
Cu?*/Zn?* (Cu, Zn-SOD) disminuye significativamente, asi como ocurre con el sistema
antioxidante endégeno conformado por gluatién-reducido:glutation-oxidado (GSH/GSSG).
Se establece, de este modo, la capacidad del QUIN para inducir dafio neurona! a través de
la formacion de radicales libres y el abatimiento de los sisternas antioxidantes endégenos

mas relevantes (Rodriguez y cols., 2000; Santamaria y cols., 2001a; Santamaria y cols.,
2001b).




3. SELENIO

El selenio, descubierto en 1817 por Berzelius, es un elemento del grupo VI en ia tabla
periddica. Como calcégeno tipico, comparte muchas propiedades con su vecino el azufre.
Sus estados de oxidacién -2, 0, +2, +4, y +6 (Tabla 1), implican que es propenso a
liberar o aceptar pares electrdnicos. No se conocen compuestos de selenio con electrones

desapareados (como por ejempio, radicales estables de selenio).

Tabla 1. Estados de oxidacién del selenio

Estructura Estado de Nomubre del Nombre de la
Quimica oxidacion dcido sa/
HaSe -11 Selenuro de Selenuro
hidréogeno
R-SeH -11 Selenol
Se 0 Ac. Selénico
R-Se-OH 0 Ac. Seleninico Selenato
(o]
R-Se-OH +11 Ac. Seleninico Seleninato
[o]
HO-5e-OH +1v Ac. Selenioso Seienito
[
HO!Se-OH +VI Ac. Selénico Selenato
o]

(Brigelius-Flohe y cols, 2000).

El Selenio se considera un elemento traza esencial (Schwarz y Foltz, 1957), y un
cofactor en procesos enzimaticos. Esto es apoyado por Rotruck y colaboradores (1972,
1973) cuando descubrieron que las células rojas de ratas deficientes en selenio mostraron
sensibilidad al H,O,, asociando esto con la disminucién en la actividad de la GPx. Mas
recientemente se ha observado que hay una disminucién en la actividad de GPx en
estriado y sustancia nigra de animales en dietas deficientes de selenio (Castafio y cols.,
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1993). Se ha establecido una relacion estequiométrica de selenio en el contenido de GPx
purificada (Fliohé y cols., 1973; Sang-Oh y cols., 1974; Awasthi y cols., 1975) por la baja
actividad debida a la eliminacion de selenio, demostrando asi su papel catalitico por
mutagénesis sitio-dirigida (Rocher y cols., 1992).

Mientras que el elemento selenio como tal no esta biodisponibie del todo, algunos
otros compuestos de selenio pueden ser absorbidos. Asi, compuestos organicos como
selenometionina y selenocisteina son absorbidos por mecanismos de transporte
compartidos con aminoacidos sulfurados correspondientes. La absorcion del selenito
ocurre por difusién pasiva, mientras que el selenato es atrapado por un transporte
acarreador mediado por sodio (Venderland y cols., 1994).

Los compuestos mas comunmente administrados a humanos y animales como
suplemento de selenio son en forma de selenometionina, seleneocisteina, y la sal
inorgdnica, selenito de sodio (Na,SeO,). El selenito es reducido a selenuro de hidrégeno
(H.Se) por una selenodigiutation (GSSeSG), y a través de la reduccion mediante
tioredoxina reductasas dependientes de NADPH vy tioles; el H,Se también se obtiene por
liberacién de selenocisteina por la accion de liasas. Asi, el selenio es reducido del estado
de oxidacion +4 al —2, consumiendo seis equivalentes reductores por mol de selenito. La
rapida oxidacion del selenuro de hidrégeno por oxigeno conduce mas adelante a un
consumo de NADPH por tioredoxina reductasa o glutation reductasa para mantener las
concentraciones de H,Se. La asimilacién de selenato parece depender de la reduccion
bacteriana a selenito para poder ser utilizado por el organismo mamifero. La
selenometionina es el metabolito clave del metabolismo del selenio. Esta es la forma
empleada para biosintesis de selenoproteinas. El primer paso es la formacion de
selenofosfato de H;Se y ATP por la selenofosfato sintetasa (Veres y cols., 1994). El
selenofosfato se requiere para la sintesis de selenocisteina de serina entazada a un Trna
especifico, por medio de iz selenocisteinsintasa. El Trna cargado con selenocisteina
resultante, provee la selenocisteina para la incorporacion de las cadenas peptidicas en
crecimiento a los ribosomas (Seko y cols., 1989; Seko y cols., 1997; Hsieh y Ganther,
1977; Bjoérnstedt y cols. 1996; Ganther, 1999).

En ia biosintesis de las selenoproteinas, el selenio es canalizado a algunas las
selenoproteinas en forma preferencial; como consecuencia, algunas selenoproteinas
responden rapidamente a la deficiencia de selenio con una baja en su actividad, otras
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permanecen estables en deficiencias moderadas y disminuyen unicamente después de una
baja substancial y prolongada de este elemento. La pérdida de actividad de
selenoproteinas en la restriccién de selenio usualimente es acompafiada por una baja
retardada de Mrna. El interés del selenio durante la biosintesis de selenoproteinas es
basicamente regulado por tres factores: la disponibilidad de Trna'**»* cargado con
selenocisteil, la eficiencia de la estructura secundaria caracteristica en el Mrna (SECIS), y
la posibilidad relacionada a la estabilidad de! Mrna. Sin embargo ésto esta abierto a la
modulacién por regulacion transcripcional por estimulo externo, hormonas, factores de
transcripcién tejido-especificos o empleo preferencial del selenio por tejidos particulares
(Brigelius y Flohé, 1999; Flohé y cols., 1997).

I vivo, el selenito es el precursor mas efectivo para la actividad de cGPx (Néve,
1995). Se ha demostrado en cuitivos celulares, que el selenito fue el precursor mas
efectivo para la expresion de la GPx. En algunas lineas celulares, la selenometionina, a
pesar de incrementar el contenido de selenio celular, no incrementa la actividad de Gpx
(Beilstein y Whanger, 1987; Leist y cols., 1999). En humanos, una dosis diaria de 1 pg
de selenio biodisponible por kilogramo de peso corporal es sugerido como suficiente para
cuidar la actividad 6ptima de GPx (Levander, 1991). Sin embargo, el rango establecido por
la Food & Nutrition Board como ingesta diaria segura y adecuada en los Estados Unidos es
de 50-200 pg/dia.

El selenio, si es administrado en exceso, es metabolizado a dimetilselenuro, un
agente neurotéxico, y puede inducir dafto tisular oxidativo por autooxidaciéon en el ciclo
redox, asi como otros disturbios metabdlicos. Como constituyente de selenoperoxidasas, el
selenio reduce H;O, y otros hidroperéxidos, previniendo asi la iniciacion y/o propagacién
de cadenas de radicales libres dependientes de peréxido (Brigelius-Fiohe y cols., 2000).

Los efectos biolégicos de los compuestos de selenio dependen de su naturaleza
quimica y destino metabdlico. Asi, se postula al selenito como factor preventivo de
apoptosis inducida por peréxido de hidrégeno 7?7 vitro, aunqQue la mayoria de los estudios
enfocan a la GPx y la tioredoxina reductasa con esta propiedad. Sin embargo, Sang-Oh y
colaboradores (2001) postulan que el selenito interrumpe ta apoptosis inducida por H;O
bloqueando a la molécula apoptdtica ASK1 y estimulando la actividad del complejo
antiapoptético PI3-cinasa/Akt, ademas de bloquear la actividad de las caspasas —3 y ~9.
Sus observaciones demuestran que el selenito incrementa la proliferacion celular y
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mantiene la supervivencia celular por activacion de sefiales antiapoptéticas y bloqueando
la sefial apoptoética.

Respecto a la enzima tioredoxina reductasa, se sabe que contiene un residuo
selenocisteil, el cual es esencial para la catdlisis de esta enzima. Su mecanismo de accién
involucra la transferencia del equivalente reducido NADPH por la coenzima FAD a un
puente disulfuro cerca de la region amino terminal, y de este al substrato disulfuro
tioredoxina. Las tioredoxinas actiian como substratos reductores para una variedad de
enzimas como ribonucledtido reductasa, metioninsulfoxidoreductasa, 3’-fosfoadenosins’-
fosfosulfatoreductasa y peroxidasas tipo peroxiredoxina. Ellas regulan al parecer el estado
redox de proteinas redox-sensibles y participan en la_ activacion de factores de
transcripcidon, en particular del NF-xB. En contraste, la exposicion a selenito en
concentraciones micromolares pueden revocar la activacion transcripcional de NF-xB por
interaccion directa con los grupos —SH vecinos de la tioredoxina, 1o cual es necesario para
la reduccién nuclear del factor de transcripcion. Algunas proteinas antioxidantes han sido
renombradas como peroxiredoxinas; asi, identificadas ontonces como tioredoxina
peroxidasas, puede competir con Gpx o catalasa por el substrato hidroperdxido en comun
(Cardenas y col.,2002).

En musculo se encuentra la selenoproteina W; sin embargo, su Mrna también ha
sido detectado en bazo, testiculos, y cerebro (Yeh y cols., 1997). En cuanto a su funcion
especifica enzimatica, aun es desconocida al igual que su funcién bioldgica.

La selenoproteina P es inusual en cuanto a su contenido de 9 selenocisteinas en el
humano y 12 en bovino. Es expresada con una secuencia guia dirigiendo 1a proteina al
espacio extracelular. Parece estar primariamente en higado, pero su Mma se ha
encontrado casi en todas partes. Esta selenoproteina ha sido caracterizada por uno o dos
clusters (racimos) ricos en histidina y algunos sitios de glicosilacidn. Sus miitiples residuos
selenocisteinil sugieren una capacidad de catilisis con funcién redox; sin embargo, su
actividad enzimatica ain no ha sido bien identificada. Se ha reportado que puede actuar
como GPx extracelular: remueve peroxinitrito /7 vitro, pero la regeneraciéon de su forma
reducida tampoco ha sido aclarada. Se especula que su papel es transportar y almacenar

al selenio, prevenir la toxicidad del selenio y apoyar las defensas antioxidantes (Cardenas
y col.,2002).




Reportes experimentales sugieren que hay un incremento dosis-dependiente en el
contenido de lipidos totales (entre 0.1 y 0.2 mg/Kg) producido por selenito de sodio en
estriado y tidlamo de animales. Los resultados observados en el trabajo de Zia e Islam
(2000) indican que, por el incremento del contenido de lipidos totales, el selenio podria
incrementar los lipidos en la vaina de mielina, la cual es responsable de una transmision
nerviosa mas rdapida entre las neuronas.

En resumen, el selenio (Se) es un componente esencial en la dieta y se ha encontrado
en una gran cantidad de proteinas. La mayoria de éstas son oxidoreductasas, mientras
que cuatro son peroxidasas. La relevancia de este elemento traza como defensa
antioxidante bioldgica en mamiferos ha sido ampliamente aceptada. Desde luego, este
efecto se consigue a concentraciones bajas en los mamiferos. El Se actia como centro
catalitico de la GPx (Brigelius-Flohe, 1999; Flohé y cols., 1997). El selenio ejerce asi una
defensa contra los radicales libres, evitando el estrés oxidativo: a través de la GPx actua
removiendo hidroperdxidos de acidos grasos insaturados. E} selenio, por tanto, juega un
papel importante en la proteccién de lipidos de membrana y consistentemente, se ha
demostrado que el abatimiento de la GPx en estriado de animales obedece a deficiencias

de selenio, conduciendo a la degeneracién de neuronas dopaminérgicas y a la apoptosis
(Savaskan y cols., 2002).

Todos estos antecedentes sugieren que el empleo de selenio para el tratamiento
de los eventos toxicos que pueden generarse a partir de procesos excitotéxicos constituye
un reto farmacolégico interesante y que su abordaje en el modelo experimental de la HD
producido por el QUIN puede proveer informaciéon importante sobre Ios mecanismos de
dafio neuronal involucrados en esta neuropatia y sobre el disefio y orientacién de sus
posible alternativas terapéuticas.




oz HIPOTESIS =
II

Dado que el acido quinolinico se emplea para la induccion de un modelo experimental
de la enfermedad de Huntington, (reproduciendo sus parametros bioquimicos,
histopatolégicos y conductuales en ratas), ademas de ser un bien documentado
metabolito enddgeno del triptofano y potente agente prooxidante, nosotros proponemos
que el pretratamiento subcrénico con selenio como selenito de sodio (un conocido agente
antioxidante y promotor de la actividad de la GPx), atenuara la neurotoxicidad estriatal
producida por el acido quinolinico a través de mecanismos antioxidantes, reduciendo la
actividad de las especies reactivas de oxigeno y del consecuente estrés oxidativo, que
eventualmente conduce a una degeneracién neuronal y muerte celular.




<3 OBIJETIVOS =
IIX

GENERAL

Caracterizar los efectos de la administracion subcrdnica de selenito de sodio como
pretratamiento sobre diferentes marcadores de neurotoxicidad y dafio oxidativo
evocados por la administracion intraestriatal de QUIN a ratas,
experimental de la HD.

en un modelo

PARTICULARES

o

. Evaluar el efecto del pretratamiento con selenito de sodio sobre la peroxidacidn lipidica

producida por el QUIN en el cuerpo estriado de rata.

Evaluar el efecto del pretratamiento con selenito de sodio sobre la actividad estriatal de
la GPx en animales lesionados intraestriatalmente con QUIN.

. Evaluar el efecto del pretratamiento con selenito de sodio sobre el patrén conductual

de rotacion producido por la administracidon intraestriatal de QUIN a ratas.

. Evaluar el efecto del pretratamiento con selenito de sodio sobre los niveles estriatales

de acido y-aminobutirico (GABA) en animales lesionados intraestriatalmente con QUIN.

Evaluar el efecto dei pretratamiento con selenito de sodio sobre las alteraciones
morfoldgicas producidas por el QUIN en el cuerpo estriado de rata.




<z MATERIALES Y METODOS =
v

4.1. REACTIVOS Y ANIMALES

Se usd agua desionizada para la preparacion de todos los reactivos y soluciones. E|
QUIN, el selenito de sodio (Na,Se0;), 1a apomorfina (APO), la albimina bovina, el HEPES,
el o-phtaldehido (OPA), el 2-mercaptoetanol, el acido 3-mercaptopropidnico (3-MPA) y un
kit de estandares de L-aminoacidos para cromatografia de liquidos, se obtuvieron todos de
Sigma Chemical Co., El resto de los reactivos fueron obtenidos de E. Merck y 3.T. Baker.

Se emplearon ratas Wistar machos (250-300 g). las cuales fueron obtenidas del
Bioterio del LLN.N.N. Los animales fueron almacenados en cajas de acrilico (5 por caja),
con disponibilidad de agua y alimento ad libitum, y bajo condiciones constantes de luz
(ciclos de 12:12 hrs. de luz:obscuridad), temperatura (25 x 3°C) y humedad.
4.2. TECNICAS )

4.2.1. PRETRATAMIENTO DE LOS ANIMALES CON SELENIO E
INYECCION INTRAESTRIATAL CON QUIN
“Todos los experimentos se realizaron en el Lab. de Aminoacidos Excitadores del
I.N.N.N. Se disefiaron 4 grupos experimentales: 1) solucion salina (S.S.)
intraperitoneal (i.p.) + S.S. intraestriatal (i.e.); 2) Na; SeO; (i.p.) + S.S. (i.e.); 3) S.S.
(i.p.) + QUIN (i.e.); 4) Na;Se0s (i.p.) + QUIN (i.e.). La solucion administrada por via
intraperitoneal, segun el grupo, fue inyectada durante cinco dias, una vez al dia, sin
interrupcién. La concentracién de selenito de sodio administrada fue de 0.625 mg/kg
de peso del animal. Al quinto dia de administracién, y 120 minutos después de la
Gitima inyeccidn i.p., las ratas fueron anestesiadas con pentobarbitat sédico (0.2
ml/250 g de peso) e inyectadas unilateral y estereotaxicamente con coordenadas de
acuerdo al Atlas esterotaxico de cerebro de rata (Paxinos y Watson, 1894) en el
estriado derecho (caudado/putamen) con S.S5. (pH 7.4) 6 QUIN (240 nmol/l, pH 7.4),
segun el grupo de tratamiento. La inyeccion en estriado se realizd en un lapso de 2
min. y se mantuvo la aguja en la zona de lesion por 2 min. mas para permitir la
adecuada difusién de ta solucion inyectada.




En el siguiente diagrama de flujo, se resumen los procedimientos experimentales
abordados en este estudio:

Formacién de 4 grupos experimentales de animales y —|
administracion de Na,SeO; (0.625 mg/kg/dia, i.p.) o sol.
salina por S dias (Imam y cols., 1999)

[Microinyeccic‘m intraestriatal estereotaxica
de QUIN (240 nmol/p!) al quinto dia

—

Obtencién de tejido estriatal
2 hrs después de la lesion

1
Evaluacién de la conducta
de rotacion 6 dias después
(Norman y col., 1990)

Medicion fluorométrica de
lipoperoxidacion estriatal
(Santamaria y Rios, 1993)

]

Medicién de actividad de G
(Hafeman y col., 1974)

Deteccidn de niveles estriatales de GABA
por HPLC 1 dia después
(Smith y Panico, 1985)

Diagrama de flujo del disefio experimental




4.2.2. PEROXIDACION DE LiPIDOS

Se desarrollé por método fluorométrico de deteccion de productos de la
peroxidacién modificado por Santamaria y Rios (1993) a partir de un reporte original de
Triggs y Willmore (1984). Dos horas después de la inyeccidn estriatal de QUIN a las ratas,
se midieron los productos fluorescentes derivados de la peroxidacion, segin los siguientes
pasos:

A) El tejido estriatal extraido es pesado y homogenizado en 3 m! de solucién salina (0.9
% NaCl).

B) A 1.0 m! del homogenado se adicionan 4.0 ml de una mezcla cloroformo:metano!
(refacion 2:1, v:v), y se mezclan por 60 segundos.

C) Se dejan reposar los tubos en hielo durante 45 min protegidos de la luz y la fase
lipidica (correspondiente a la fraccion cloroférmica) es separada por extraccion de la
fase metandlica, la cual es desechada.

D) Se procede a la medicion de la sefial de fluorescencia en cada muestra en un
espectrofotémetro de luminescencia Perkin-Elmer LSSOB, a longitudes de onda de
excitacion de 370 nm y de emisién de 430 nm, con un slit o ancho de banda de 15 nm
(la sensibilidad de espectrémetro fue ajustada previamente con un estandar
fluorescente de quinina (0.1 pg/mi) en acido sulfurico 0.05 M, a 300 unidades).

E) Los resuitados fueron expresados en unidades de fluorescencia/g de tejido fresco.

4.2.3. ACTIVIDAD DE LA GLUTATION PEROXIDASA

La técnica original empleada para medir la actividad de GPx fue descrita por Mills
(1959) y modificada por Hafeman (1973), y estd basada en la oxidacion no enzimdtica de
glutatiéon reducido (GSH). Ei ensayo fue realizado 2 horas después de la inyecciéon
intraestriatal de QUIN bajo las siguientes condiciones:

A) Curva estandar: Se parte de un stock de GSH a una concentracion de 1 mg GSH / mi
H,0 desionizada. Entonces, se construye la siguiente curva:

concentracion GSH Amortigua-| DTNB
10? (mM) [(T)) dor (mh)

N
[




(mi)
0.0 0.0 4.5 0.5
0.1625 2.5 4.497 0.5
1.625 25 4.475 0.5
16.25 250 4.250 0.5

B) En un tubo de ensayo, por cada muestra de tejido estriatal homogenado se adicionan

1.0 ml de glutation reducido 2mM + 1.0 mi de buffer de fosfato dibasico 0.4 M (pH 7.0)

con EDTA en una concentracién 0.4 mM + 0.5 mL de azida de sodio (NaN;) 0.01M + 30

ul del homogenado de cada muestra + 1.47 ml de agua desionizada para completar un

volumen de 2.0 ml.

€) Se incuban los tubos durante S minutos a 37°C.

D) Se adiciona a cada tubo 1.0 m! de peréxido de hidrégeno 1.25 mM preincubado a

37°C.

E) Se incuban los mismos tubos 3 minutos mas a la misma temperatura.

F) Se toma una alicuota de 0.5 mi de cada tubo.

G) Se adicionan 2.0 mi de una solucién de 1.67 g de acido metafosférico glacial + 0.2 g

de EDTA + 30 g de cloruro de sodio en un volumen final de 100 ml con agua desionizada.

H) Se agitan los tubos y se centrifugan durante 15 minutos a 3,500 r.p.m.

I) Se toman 2.0 ml del sobrenadante de cada centrifugado.

3) Se adicionan 2.0 ml de buffer de fosfato dibasico 0.4 M + 1.0 ml de acido 5',5'-ditio-

bis(2-nitrobenzdico) (DTNB, 20 mg en 50 ml de solucién al 1.0 % de citrato de sodio),

protegiéndose los tubos de la tuz.

K) Dos minutos después, se lee la densidad Sptica a 412 nm en un espectrofotometro
U.V./Vis Genesis 8 TermoSepctronic.

L) Las unidades de actividad enzimatica se obtienen con la siguiente férmula : A=10
(logCo - logCm). Donde log=logaritmo base 10; Co=concentracién inicial;
Cm=concentracién de muestra. Y para expresaria por hora, se mulitiplicé por 12 y se
reportd por mg de proteina de cada muestra.

DETERMINACION DE PROTEINAS
Para la determinacion del contenido de proteina en las diferentes muestras, se empleo
una técnica espectrofotométrica ampliamente reportada (Lowry y cols., 1951). Esta
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medicién fué complementaria para la expresion de resultados de la actividad de GPx, y
consiste en los siguientes pasos:

A) Curva estandar :

Concentracion Albumina Agua
(ug/mi)_ (ub) (u)

(8] 0.0 400

25 100 300

S0 200 200

100 400 0.0

La curva estandar fue tratada igual que las muestras.
B) Dilucién de la muestra:
S0 ul de muestra
950 ul de agua
€) Se tomaron 400 u! del paso anterior.
D) Se adicionaron 2.0 ml de |a mezcla de carbonato de sodio (2%) + Sulfato de cobre
(1%) + tartrato de sodio y potasio (2%) y se agitaron los tubos vigorosamente.
E) Se dejaron reposar los tubos durante 10 minutos a temperatura ambiente.
F) Se agregaron 200 ul de reactivo de Folin-Fenol (1:1, vol:vol) y se agitaron los tubos.
G) Se dejaron reposar los tubos durante 30 min. a temperatura ambiente.
H) Transcurridos los 30 min., se leyd la densidad éptica 550 nm en un espectrofotémetro
U.V./Vis Genesis 8 TermoSepctronic.
1) Los resultados fueron obtenidos en mg prot/ml de muestra.

4.2.4. CONDUCTA DE ROTACION

A) En lotes independientes de animales tratados sometidos a l1os mismos tratamientos, al

sexto dia de la administracién i.e. de QUIN, los animales fueron administrados con APO

(1.0 mg/kg, s.c.) y se procedié a la evaluaciéon conductual (Schwarcz y cols.,, 1979;

Norman y cols., 1990).

B) Cada animal fue separado y mantenido en forma individual en cajas de acrilico para su

observacién.

€) Cinco minutos después, se registré el nimero total de giros ipsilaterales de c/animal
durante 60 min. Cada rotacion fue definida como un giro completo de 360° sobre sus

24




patas traseras. La APO, como agonista dopaminérgico, produce una conducta de
rotacidn caracteristica de lesiones estriatales unilaterales; en este caso, los giros fueron
ipsilaterales al lado lesionado, como otros ya han reportado (Susel y cols., 1989;
Santamaria y Rios, 1993; Santamaria y cols., 1996; Santamaria y cols., 1997a).

D) Los resultados finales fueron expresados como No. de giros ipsilaterales/hr.

4.2.5. CONTENIDO ESTRIATAL DE GABA

La estimacidon del contenido estriatal de GABA se desarrolld en los diferentes
grupos experimentales, de acuerdo al método reportado por Santamaria y colaboradores
(1996 y 1997a)
A) Siete dias después de la administracion i.e. del QUIN, todos los animales fueron
inyectados con un inhibidor de la actividad de la glutamato descarboxilasa (GAD), el 3-
MPA (1.2 mmol/kg, i.v.). Esto se realizé con la finalidad de prevenir un incremento de
GABA en tejo muerto (van der Heyden y Korf, 1978).
B) Dos minutos después, se sacrificaron las ratas y se extrajo el estriado derecho.
€) Se homogeneizé el tejido en 15 volimenes de metanol:agua (85 %, v:v).
D) Las muestras fueron centrifugadas durante 15 min. a 3,000 (g).
E) El sobrenadante se almacend a -40°C hasta el andlisis cromatografico.

El analisis cromatografico se realizé por HPLC con deteccién fluorométrica por una
reaccién de derivatizaciéon (Fleury y Ashley, 1983; Smith y Panico, 1985). Se emple6 un
programa de gradiente lineal de 10 a 65 % de metanol bajo las siguientes condiciones:

A) A 100 ul de sobrenadante del paso E, se adicionaron 100 ul de OPA (5 mg de OPA +
625 pl de metanol + 5.6 mi de buffer de boratos 0.4 M (pH 9.5) + 25 pl 2-
mercaptoetanol) y se agitaron los tubos por 1 min.

B) Se inyectaron 20 ul de la mezcla anterior en un cromatégrafo de liquidos BAS CC-5, el
cual contenia una columna de fase reversa OPA-HS Alitech. La mezcla de gradiente
consistid de soluciéon buffer de acetato sddico 50 mM (pH 5.9) + 1.5 % wv:v de
tetrahidrofurano y metanol grado HPLC. Se empled un detector de fluorescencia BAS
FL-45A.

C) Los resultados finales se expresaron como pg GABA/g de tejido fresco.



4.2.6. ANALISIS HISTOLOGICO

A) En grupos independientes tratados bajo los mismos esquemas, siete dias después de la
inyeccidn intraestriatal de QUIN, las ratas fueron anestesiadas con cloroformo por
inhalacién, y perfundidas transcardialmente (con una administracion directa intracardia!
de heparina de 0.2ml en suero fisioldgico (NaCl 0.9 %) seguido por una solucion al 10
% de formaldehido también en suero.

B) Posteriormente, se extrajo el cerebro completo y se mantuvo en formot al 10 % para la
fijacion del tejido hasta su inclusién en parafina.

C) Para realizar la inclusién en parafina, el tejido fue deshidratado gradualmente,
sumergiéndolo en cada etapa durante una hora, iniciando con un favado en agua que
continud con la deshidratacion progresiva en alcoholes al 60 %, 70 %, 80 % y alcohol
absoluto. Se pasaron las muestras a xilol al 50 % y se continuo con xitol sin diluir,
finalmente sumergiéndose en parafina liquida. Todas las etapas se realizaron por
duplicado.

D) Los cerebros completos ya incluidos en parafina, se seccionaron en un microtomo en
secciones de 5 um de espesor, cada 100 um de tejido, cubriendo una distancia total de
3 mm (1.5 mm anterior y 1.5 mm posterior a la zona de la microinyeccién). Una vez
que se tiene la rebanada, se pasa a un bafio de flotacién (agua con grenetina) a una
temperatura de 40-45°C con el objeto de que los cortes que estan plegados se estiren
y se logre su adhesién en el portaobjetos .

E) Se deja secar cada placa.

F) Para desparafinar los tejidos, primero son sumergidos en xilol durante 30 min. y 3 min.
mas en alcohol absoluto. Se inicia entonces el proceso de deshidratacion:

alcoho! absoluto--------------- 3 min.
alcohol al 96%----~-~==--------- 3 min.
alcohol a! 70%-------=-=====--=- 3 min.
G) Se sumergen las placas en agua destilada durante 5 min para enjuagar.

Posteriormente, se pasan por hematoxilina de Harris (10-15 min.), se lavan en agua
corriente y luego en agua destilada. Se procede a pasar las placas por una solucién
saturada de carbonato de litio (para cambio de color del colorante, se lavan en agua
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destilada, se sumergen en eosina por 2 min., se lavan de nuevo en agua corriente, y se
procede a una nueva deshidratacién:

Pasar por alcohol al 70%, agitar suavemente

Pasar por alcohot grado 96

Pasar por alcohol absoluto

Aclarar con xilol, dos cambios de 3 min c/u
Finalmente, se fijan con resina o balsamo. Nota: pasar se refiere solo a meter y sacar el
portaobjetos.
H) El conteo celular para determinar la tasa de daiio neuronal se desarrollé de acuerdo a
un reporte previo (Rodriguez y col.,, 1999). El ndmero de neuronas -ya fueran
preservadas, dafadas o totales- se obtuvieron con un promedio de 10 campos al azar
seleccionados de tres secciones por cerebro de rata. El criterio general seguido durante el
conteo de neuronas dafiadas incluyé nicleos picndticos, vacuolacion citopldsmica y atrofia
neuronal. La tasa de daiio neuronal por campo fue calculada considerando el nimero de
células dafiadas vs el nimero total de células, y muiltiplicado todo por 100.




<3 RESULTADOS »»
\'4

5.1. PEROXIDACION ESTRIATAL DE LiPIDOS

Se presentan resultados de la lipoperoxidacidon estriatal de animales tratados con
QUIN y selenio; n entre S y 6 ratas.

Los productos de peroxidacion lipidica en estriado que se muestran en la grafica 1
se observa un incremento de 52% de lipoperoxidacion inducida por QUIN con respecto al
control, mientras que el efecto del selenio disminuye la peroxidacién del QUIN en un 23%.
El dato del tratamiento sélo con selenio no se muestra, pero éste no resulté distinto del
tratamiento control. El analisis estadistico se realizé mediante un ANOVA simple, seguido

por una prueba de Tukey. Valores de *p<0.05 y **p<0.01 fueron aceptados como
diferencias significativas vs el control.

Grafica 1. Efecto del Se sobre la lipoperoxidacion del QUIN
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5.2. ACTIVIDAD ESTRIATAL DE LA ENZIMA

GLUTATION PEROXIDASA .

Se presentan datos de los niveles estriatales de actividad de la GPx en animales
tratados con QUIN y selenio; n entre 8 y 9 ratas.

Como se muestra en la grafica 2, el selenio, induce un aumento de 105% en la
actividad enzimatica de GPx respecto al control, mientras que el QUIN no muestra ninguna
variacion con respecto a la actividad basal. Sin embargo, el grupo de Se mas QUIN
muestra un aumento significativo (88%) con respecto al control. El andlisis estadistico se
realizé mediante un ANOVA simple y prueba de Dunnett. Valores de *p<0.01 se
consideraron como diferencias significativas vs el control.

Griafica 2. Efecto del Se en la Actividad de GPx

Actividad de GPx (U.AJmg prot)
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5.3. EFECTO DEL SELENIO SOBRE LA CONDUCTA DE
ROTACION INDUCIDA POR QUIN
Se presentan los resultados de la conducta de rotacién en animales tratados con
QUIN y selenio; n entre 5 y 7 ratas.

El efecto del selenio en la conducta de rotacion ipsilateral inducida por QUIN se
muestra en la grafica 3. Los animates control mostraron irritabilidad y excitaciéon después
de la inyeccién de APO, como ha sido reportado por Norman y colaboradores (1990) y por
Santamaria y colaboradores (1996), pero no mostraron conducta de rotacion alguna. Los
animales lesionados con QUIN presentaron un marcado numero de giros después de la
inyeccion de APO, mientras que los animales tratados con selenio + QUIN atenuaron
significativamente la conducta de rotacion inducida por la administracién de APO. Se aplicé
un ANOVA de KrusKal-Willis seguido por U de Mann-Whitney. Valores de *p<0.05
(diferencias de Se + QUIN vs QUIN) y **p<0.01 (diferencias de Se wvs QUIN) fueron
reconocidos como estadisticamente significativos.

Grafica 3. Efecto del Se frente a Ia CR inducida por QUIN
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++ p< 0.01 (diferencias de Se vs QUIN)
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5.4. EFECTO DEL SELENIO EN LOS NIVELES ESTRIATALES DE
GABA

Se presentan datos de los niveles estriatales de GABA en animales tratados con
QUIN y selenio; n entre S y 7 ratas.

Los cambios inducidos por QUIN en el contenido estriatal de GABA se muestran en
la grafica 4. El QUIN produjo una disminucion significativa de -44% wvs el control en los
niveles de GABA, mientras que el Se atenud el efecto del QUIN incrementando su valor en
un 35%, comparado con los valores de QUIN sdélo. Respecto at tratamiento de selenio
sélo, no se aprecia diferencia alguna comparandolo con los niveles basales de GABA. El
analisis estadistico realizado fue ANOVA simple seguido por la prueba de Dunnett. Se
observé una diferencia a *p<0.05 del QUIN vs el control, y a **p<0.01 del QUIN + Se vs
el control.

Gréfica 4. Efecto del Se en los Niveles de GABA
abatidos por QUIN
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-
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‘. p< 0.05 QUIN vs control, ++* p< 0.01 QUIN + Se vs control‘
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5.5. EFECTO DEL SELENIO SOBRE LAS ALTERACIONES MORFOLOGICAS
INDUCIDAS POR QUIN

Se presentan resuitados de la tasa de dafio neuronal estriatal en ratas tratadas con
QUIN vy selenio; n = 3.

El efecto del selenio en las alteraciones morfologicas producidas por el QUIN en
tejido estriatal se muestran en la micrografia 1. E! tejido estriatal con QUIN mostré una
marcada pérdida celular y atrofia comparada con los controles. El tejido de los animales
administrados sélo con selenio no muestra efecto alguno comparando con el control. Por
su parte, el tejido de los animales tratados con QUIN + selenio presenté una atrofia
moderada y pérdida celular menos severa que en animales tratados sdlo con QUIN,
observandose un mayor nimero de cuerpos celulares preservados. El efecto del Se sobre
la tasa de daifio neuronal evocada por QUIN se muestra en la grafica 5. El incremento del
daiio por QUIN resulté significativamente alto (438%) vs los valores control, mientras que
los tratamientos con selenio en animales lesionados con QUIN disminuyeron
significativamente el dafio celular. El analisis estadistico empleado un ANOVA simple
seguido por la prueba de Tukey. Valores de *p<0.05 y **p<0.01 fueron reconocidos para
detectar diferencias de QUIN vs control.

Gra 5. Ef det Se ala Tasa de dano Neuronal
inducido por QUIN
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3 DISCUSION
\j 1

El Se es un componente esencial de la dieta, encontrandosele como centro
catalitico de la enzima glutatién peroxidasa (GPx), una enzima que disminuye el dafio
provocado por los radicales libres, reduciendo el H.O; a agua e hidroperéxidos organicos a
alcoholes (Harman, 1993). El sistema de glutatién reductasa/GPx representa uno de los
mejores sistemas de defensa contra el estrés oxidativo en el cerebro (Rotruck y col.,
1973).

En enfermedades neurodegenerativas con componentes oxidativos, como la
enfermedad de Parkinson, se han detectado disminuciones considerables en la actividad
de GPx (Rirsch, 1992), mientras que, por otra parte, se ha reportado que la deficiencia del
Se provoca el incremento de la susceptibilidad del cerebro al dafio oxidativo, afectando a
monoaminas de substancia nigra y cuerpo estriado (Castafio y col., 1993).

En resumen, las propiedades terapéuticas del Se y de otros agentes antioxidantes
han sido probadas en algunas enfermedades neurodegenerativas asociadas a daiio
oxidativo (Halliwell y Gutteridge, 1984; Westermarck y Santavduri, 1984), asi como en
otros procesos patolégicos como el cancer (Harman, 1993). En este Gltimo se encomré
que la incidencia de diferentes formas de cancer es baja en dreas en donde el Se se
encuentra en altas concentraciones, por lo que se ha propuesto que, en este caso existe
una correlacién inversa entre la incidencia de cancer y los niveles de Se en suero, y este
efecto es mediado presumiblemente por la reduccion en reacciones de radicales libres
(Ganther, 1999). Se ha demostrado ademids que el Se protege contra la neurotoxicidad
inducida por metanfetamina a través de mecanismos de proteccién contra radicales libres
en ratones (Imam y col., 1999).

En el presente trabajo, demostramos que la neurotoxicidad inducida por el QUIN se
atenba de manera sustancial por el Se en condiciones /7 vivo, sugiriendo que una fraccion
importante de |la neurotoxicidad inducida por el QUIN es mediada por la formacién de
radicales libres y €l estrés oxidativo. La toxicidad estriatal inducida por el QUIN se redujo
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significativamente, como se aprecia en los resultados presentados tanto en peroxidacién
lipidica estriatal, como en el contenido estriatal de GABA, la conducta rotacional y la tasa
de dafio neuronal.

Por su parte, la administracion del Se también increment6 la actividad de la GPx tanto
en et grupo de Se sélo como en el grupo tratado con QUIN, evidenciando la actividad del
Se como un agente antioxidante a través de la estimulacién de la actividad de la GPx. Por
ello proponemos que el efecto protector principal del Se es debido en gran medida a su
accién como centro catalitico de la enzima GPx, proporcionando consecuentemente una
proteccion parcial del dafio téxico estriatal inducido por el QUIN, con importantes
implicaciones terapéuticas sobre este modelo experimental de HD.

Es interesante observar que, aunque se sabe que el QUIN afecta tanto los niveles de
GSH como el balance GSH/GSSG (Rodriguez-Martinez y col., 2000), asi como el
metabolismo general de glutatiéon (Cruz-Aguado y col., 2000), la toxina por si misma
parece no afectar inicialmente la actividad de la GPx (Rodriguez-Martinez y col., 2000;
Cruz-Aguado y col.,, 2000), como se confirma en este trabajo, aunque en contraste, parece
ser que, por nuestros resuitados, una estimulacion de la actividad de la GPx si resulta en
proteccion significativa contra la neurotoxicidad del QUIN, sugiriendo que aunque este
sistema antioxidante enddgeno permanece en etapa pasiva ante estimulos excitotdxicos
iniciales, su estimulacién constituye una alternativa terapéutica potencial en la ocurrencia
de los mismos eventos citotéxicos. Adicionalmente, reportes anteriores han mostrado la
habilidad que tiene el QUIN para producir «OH /7 vivo en el cuerpo estriado de rata
durante los primeros estadios de toxicidad aguda (Santamaria y col., 2001a), por lo que,
al incrementar la actividad basal de GPx estimulada por el Se, ésta bien podria ser
responsable de la descomposicion del peréxido de hidrégeno generado por el QUIN, y asi
mediar fa proteccién contra el dafio oxidativo via formacion de radicales -OH, cuestion que
amerita la realizacién de estudios mas detallados. Esta propuesta se ve apoyada por
trabajos experimentales de otros grupos (Rossato y cols., 2002a; Rossato y cols., 2002b)
que han probado que el ebselen (EBS), un compuesto seleno-organico con actividad de
GPx-like, protege homogenados de cerebro de rata, homogenados estriatales y tejido
estriatal lesionado por QUIN con la consecuente disminucion en la formacién de sustancias
reactivas al acido tiobarbitirico (TBA-RS, otra técnica que se utiliza para la medicién de
peroxidacion lipidica), pero sin encontrar un efecto protector en la conducta de rotacion. A
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pesar de las discrepancias con dichos estudios, ambos grupos proponemos mecanismos
similares de proteccion del Se en el mismo modelo experimental: proteccién primaria
contra el daio oxidativo.

Por largo tiempo, las caracteristicas toxicas que el QUIN produce en el sistema
nervioso han servido como modelo de la enfermedad de Huntington (Beal y col., 1986), y
debido a su naturaleza endégena, el QUIN ha sido postulado ademds como una
neurotoxina involucrada en diversas enfermedades humanas (Bruyn y Stoof, 1990).
Algunos reportes en la literatura han sugerido que las acciones tdxicas del QUIN estan
predominantemente relacionadas a la sobreactivacion de los receptores tipo NMDA (Stone,
1993; Susel y col., 1989) a través de un proceso tipico de excitotoxicidad (Kandel y col.
1991). Sin embargo, mas recientemente, algunos estudios han demostrado que el QUIN
es también capaz de inducir dafio oxidativo por si mismo, debido en gran medida a su
estructura quimica, potenciando con esto un patron de toxicidad que puede ser
parciaimente independiente a la sobreactivacion de los NMDAr (Behan y col., 1999;
Cabrera y col., 2000; Rodriguez y col., 2000; Santamaria y col., 2001b), sugiriendo asi que
los atrapadores de radicales libres y los agentes inductores de enzimas antioxidantes,
como la melatonina (Behan y col., 1999; Cabrera y col.,, 2000; Southgate y col., 1998;
Southgate y Daya, 1999) y e! deprenil (Behan y col., 1999), son agentes terapéuticos
potenciales en el modelo de HD dado que muestran proteccién en tejido nervioso contra la
toxicidad inducida por el QUIN bajo condiciones tanto /7 vivo como /in wvtro.
Adicionalmente, el antioxidante OPC-11117 ha mostrado una atenuacién importante del
dafio por QUIN, reduciendo la activacion de NF-«xB y |a apoptosis vinculada con este factor
en el cuerpo estriado de rata (Nakai y col., 1999). Simultdneamente, et perfil de
antioxidantes enddégenos (GSH/GSSG y SOD) en el SNC inducido se ve alterado por la
toxina (Rodriguez y col., 2000), concordando con la reportada capacidad del QUIN de
generar «OH /n vivo en cuerpo estriado de rata durante los primeros estadios de toxicidad
aguda (Santamaria y col., 2001b). Notablemente, la formacién de -OH inducida por el
QUIN, aunque sensible al MK-801 (un conocido antagonista de los NMDAr), no resulté en
un bloqueo completo, enfatizando que al menos una pequefia fraccion de la toxicidad
inducida por el QUIN es independiente de la sobreactivacion de receptores tipo NMDA.

En suma, todas estas evidencias soportan la hipétesis de un papel activo de los
radicales libres y el estrés oxidativo el patron de dafio neuronal evocado por el QUIN.
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Adicionalmente, el presente trabajo demuestra que el selenio provee proteccién parcial
contra dicha neurotoxicidad, sugiriendo que algunas consecuencias fisiopatolégicas de la
toxicidad debida al QUIN en el cerebro durante la ocurrencia de eventos
neurodegenerativos, pueden ser atenuados por acciones antioxidantes contra los efectos
de los radicales libres. Por tanto, las evidencias encontradas en este trabajo sugieren el
empleo de Se como una alternativa terapéutica potencial en el manejo de enfermedades
neurodegenerativas que cursen con eventos de excitotoxicidad y dafio oxidativo.




<3 CONCLUSIONES
VIiI

1. La administracidén topica de QUIN al estriado de ratas alteré los diferentes marcadores
de dano neuronal y oxidativo probados en el estudio.

II. La accién del selenic ante a la lipoperoxidacién inducida por QUIN mostré una
tendencia protectora.

111. La actividad de la glutation peroxidasa se incrementd por efecto del Se, asi como en el
grupo de animales tratados con QUIN + Se, sugiriendo un efecto estimutador del Se
sobre la actividad de la GPx.

IV. E! selenio abatié la conducta rotacional producida por QUIN en ratas como evidencia
de la preservacion.

V. El Se disminuyd las alteraciones morfoldgicas y la tasa de dafo neuronai en el cuerpo
estriado de animales lesionados con QUIN.

VI. El Se atenud la disminucién estriatal de GABA inducida por QUIN en ratas.

VII. Se demostré el efecto neuroprotector del selenio en el modelo de la enfermedad de
Huntington en los diferentes marcadores evaluados, sugiriéndose un mecanismo de
protecciéon antioxidante temprana a traveés de la activacion de la GPx o por si mismo.

VIII. Se considera la necesidad de realizar estudios mas dctallados para adquirir un
conocimiento mas profundo acerca de los mecanismos por los cuales el selenio ejerce
su proteccion.
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ANEXO A

a) f>= ANTECEDENTES HISTORICOS Y ASPECTOS CLINICOS
DE LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON -&

La enfermedad de Huntington (HD) fue descrita en 1872 por George Huntington,
médico de Pomeroy, Ohio, en un documento que leyd ante la Meigs y Mason Academy of
Medicine, y que se publicé mas tarde en el Medical & Surgical Reporter de Filadelfia.
Huntington ofrecid una descripcion suscinta y grafica de la enfermedad que basé en las
observaciones de los pacientes que su padre y su abuelo habian atendido durante su
ejercicio profesional en East Hampton, Long Island. Habian aparecido con anterioridad
algunos informes (consultar la referencia de Delong (1973) para antecedentes historicos),
pero las descripciones carecian de la precision y la integridad que caracterizaron a la
enfermedad de Huntington. Vessie, en 1932, pudo demostrar que practicamente todos los
pacientes de la porcién oriental de los E.U. que experimentaban esta enfermedad podrian
rastrearse, hasta que logré encontrar entre sus antecesores a cerca de seis individuos que
habian emigrado en 1630 desde la minGscula aldea del este de Bures, en Suffolk,
Inglaterra. Se rastrearon los casos de una familia notable durante cerca de 300 afios a
través de 12 generaciones, en cada una de las cuales se habia expresado esta enfermedad
Y evidenciando desde un principio su caracter hereditario (Adams y cols, 1999).

Segun Huntington, la regla general habia sido que "...cuando uno o ambos padres
han expresado manifestaciones de la enfermedad, la sufrirdn invariablemente uno o mas
de sus descendientes, si viven hasta la vida adulta. Pero si por cualquier motivo éstos
nifios pasan por la vida sin ella, se rompe el hilo y los nietos y los bisnietos de los
pacientes originales pueden estar tranquilos por que se encuentran libres de la
enfermedad..." (Adams y cols. 1999).

Davenport, en 1915, en una revision de 962 pacientes con la enfermedad, encontré
sélo cinco que eran descendientes de padres no afectados. Posiblemente en estos (ltimos
pacientes uno de los padres tenia el rasgo, pero en forma moderada. Es mas probable que
estos pacientes representaran casos esporadicos de HD; es decir, casos en los que la
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mutacién habia ocurrido a partir de un gen normal hasta la forma mutante productora de
la enfermedad (Adams y cols., 1999).

La HD se encuentra dispersa por todo el mundo, ain en los lugares mas remotos, y
ocurre con una prevalencia de entre 5 y 10 casos por cada 100,000 (Coneally, 1984).
Interesantemente, la HD puede ocurrir en nimero mas grande, saliéndose de la
estadistica promedio, en algunos lugares especificos. Por ejemplo, la prevalencia de HD
puede exceder de 100 casos por cada 100,000 en tago de Maracaibo, Venezuela. En E.U.,
alrededor de 25,000 personas sufren de HD y 125,000 individuos estdn en riesgo de
expresar la enfermedad (datos hasta 1997) (Adams y cols., 1999).

De 3 a 5 % de los casos se inician antes de los 15 afos de edad y algunos lo hacen
incluso en la infancia. En 28 % de los casos los sintomas se ponen de manifiesto después
de los 50 aiios de edad y el resto esta entre los 35 y 45 afios de edad. El progreso de |la
enfermedad es mas lento en los pacientes ancianos que en los jovenes. Una vez iniciada la
enfermedad progresa de manera irreversible y sobreviene alguna complicacion que
termina con la vida del paciente (Adams y cols., 1999).

La comprobacion genealdgica exhaustiva ha establecido que la causa de HD es un
gen autosémico dominante monohibrido con penetrancia completa. Existe la hipétesis de
que los pacientes jévenes suelen heredar ta enfermedad de sus padres, y los ancianos lo
heredan de sus madres-s (Martin, 1984). Se ha llegado a observar la HD incluso en cuatro
grupos de gemelos idénticos con iniciacién casi a la misma edad (Adams y cols., 1999).

Hasta hace algunos afios no era posible pronosticar la expresion de la enfermedad en
los hijos de los pacientes afectados. El metabolismo de la glucosa en el nicleo caudado,
que se mide mediante tomografia de emision de positrones (PET), aunque reducido en la
mayoria de los pacientes presintomaticos, no es un medio totalmente confiable para
identificar a las personas en riesgo de desarrollar la enfermedad. £l logro mas importante
con respecto a la identificacion presintomatica de la HD fue el descubrimiento de Gusella y
cols. (1983) de un marcador relacionado con |a enfermedad, localizado en el brazo corto
del cromosoma 4, especificamente en el locus IT15 (Kordower y cols., 1999). Estos
investigadores, y otros mas, identificaron la anomalia genética y encontraron que era un
codon repetido (CAG) de cuya longitud de repeticiones depende la edad de inicio
(anticipacion) (The Huntington Disease Research Collaborative Group, 1993). Este
descubrimiento ha hecho posible desarrollar una prueba para identificar al gen defectuoso
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en individuos asintomaticos. Sin embardo, en consideracion a que la enfermedad es
incurable, esta prueba plantea problemas éticos para aplicarlo de manera generalizada
(Martin, 1984).

La HD también es conocida por sus caracteristicas clinicas como “corea de
Huntington". El término corea viene del latin " Chore/d" que significa “danza”, es decir que
la enfermedad involucra desérdenes del movimiento de tipo coréico (ver mas adelante).
Sin embargo, éstos no comienzan sino hasta avanzado el padecimiento, ya que la
enfermedad inicia con ligeros trastornos en la conducta, cambios psiquiatricos seguidos de
la corea, y que evolucionan hasta la demencia (Shoulson, 1984).

El inicio de la enfermedad presenta alteraciones psiquidtricas. €| trastorno rmental
adopta varias formas sutiles mucho antes que se ponga de manifiesto el deterioro de las
funciones cognoscitivas. En cerca de la mitad de los casos, los primeros sintomas en
aparecer son alteraciones ligeras, y a menudo desconcertantes del caracter. Los pacientes
empiezan a encontrar todo mal, a quejarse constantemente y a sermonear a otros
miembros de la familia; pueden ser desconfiados, irritables, impulsivos, excéntricos,
desaseados o excesivamente religiosos, o manifiestan un sentido falso de la realidad
(Adams y cols., 1999). E! descontrol de si mismo puede reflejarse en explosiones de
caracter, desaliento, alcoholismo o promiscuidad sexual. Estos trastornos emocionales y
los cambios de la personalidad pueden alcanzar proporciones suficientes para poderse
calificar virtualmente como psicosis (delirios o alucinaciones de persecucion); son
frecuentes los trastornos del humor, en particular la depresion (casi la mitad de los
pacientes en algunas series), y pueden constituir los sintomas mas prominentes al
principio del padecimiento. Es invariable que, tarde o temprano, el intelecto empiece a
fallar. E! paciente se vuelve menos comunicativo y mas aislado desde el punto de vista
social. Pueden precipitar la consulta médica la disminucion del rendimiento en el trabajo,
incapacidad para hacer frente a las responsabilidades del hogar y trastornos del sueiio.
Hay ademas dificultades para conservar la atencion, la concentracién y la asimilacign de
nuevo material. La flexibitidad mental disminuye. Hay pérdida de las habilidades manuales
finas. Las partes de rendimianto de la escala de inteligencia Wechsler del adulto (mayor
detalle ver bibliografia), ponen de manifiesto una pérdida mayor que las partes verbales.
La memoria esta relativamente indemne. Esta pérdida gradual de la fqncién intelectual se
ha caracterizado como ‘“Demencia Subcortical', es decir, se observan sélo rara vez
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elementos de Afas/a (trastorno del lenguaje que puede presentarse en diversas formas y
que debe distinguirse de las alteraciones funcionales de los 6rganos ejecutivos de la
fonacién —motricidad de la articulacion- conocida como Disartria), Agnosia (trastormno a
causa de un defecto somatosensitivo) y Apraxia (trastorno de la ordenacion secuencial de
movimientos singulares para realizar otros combinados o maniobras, pero conservando la
movilidad elemental). A menudo el proceso es tan lento que se conserva cierto grado de
capacidad funcionai durante muchos afios (Adams y cols., 1999).

La anormalidad de los movimientos es al principio ligera, y abarca a las manos y a
la cara; el paciente se considera a si mismo inquieto o “nervioso”. LOs signNos tempranos
son lentitud de los movimientos de los dedos y las manos, tasa reducida de golpeteo con
los dedos y dificultades para efectuar una sucesion de movimientos con las manos.
Gradualmente, estas anomalias se van volviendo mas pronunciadas hasta que se afecta
toda la musculatura. Aumenta la frecuencia del parpadeo (lo contrario a lo que ocurre en
el parkinsonismo), se tiene un control deficiente de la lengua (no puede conservarse la
lengua fuera de la boca) y también del diafragma. En {a etapa avanzada de la enfermedad
el paciente esta quieto rara vez, mas de unos cuantos segundos. Los movimientos son
mas lentos que las sacudidas bruscas y los lapsos posturales de 1a corea de Sydenham, y
abarcan a muchos mas musculos. Tienden a reaparecer en patrones estereotipados, pero
no tanto como los tics. En los casos mas avanzados adquieren una cualidad atetoide o
distdnica (hiperquinesias perezosas involuntarias sobre todo en los segmentos distales de
las extremidades). E! tono muscular suele estar disminuido hasta la parte tardia de la
enfermedad, en la cual puede haber cierto grado de rigidez, temblor y bradicinecia
(término que indica lentitud, mas que falta de los movimientos). Los reflejos tendinosos
estan intensificados en una parte de los pacientes, pero sé6lo unos cuantos tienen signo de
Babinski {prueba de reflejo tendinoso que evoca una de las reacciones reflejas al estimular
la planta del pie). En los individuos sanos, la friccion del borde extermno del pie
desencadena una flexién plantar ténica de los dedos. Los movimientos voluntarios se
inician y ejecutan con mas lentitud que en condiciones normales, pero no hay debilidad ni
ataxia real (trastorno de la marcha); la ataxia sensitiva se debe a la posicion de las
articulaciones en un sentido muscular debido a la interrupcion de las fibras nerviosas
aferentes en los nervios periféricos, las raices posteriores, lesion de ambos ISbulos
parietales, etc., y cuyo efecto priva al paciente de la percepcion de la posicion que tiene
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su extremidad, con sentido de desequilibrio. Cuando se suspende en el espacio a un
paciente de Huntington, las extremidades superiores adoptan una postura en flexion y las
piernas en extension, lo que se considera expresivo del sindrome estriatal (Denny y
Brown, 1962). Se encuentra trastornada también la funcion oculomotora en la mayoria de
los pacientes (Leigh y cols., 1983; Lasker y cols., 1987).

La relacién de los sintomas coréicos con los mentales "no se rige por una regla
general" (Wilson, 1940). Mas a menudo, los sintomas mentales preceden a la corea, pero
pueden acompafiar a la iniciacion de ésta u ocurrir después de ella, en ocasiones por
muchos afios de diferencia. Incluso hay datos en los que el trastorno de los movimientos
existié durante 10 a 30 afios sin cambios mentales en los pacientes con la anomalia génica
de la HD (Britton y cols., 1995). Después de 10 a 15 afios, la mayoria de los pacientes se
deterioran hasta llegar a un estado vegetativo, incapaces de adoptar la bipedacion ademas
de comer poco, hasta que sobreviene una neumonia (o alguna otra complicacion inherente
del padecimiento) que terminan con su vida. En esta etapa final puede aparecer
amiotrofia. Es notable la tasa elevada de suicidios en los pacientes con HD (Shoenfeld y
cols, 1984), o como sefialé el mismo Huntington, hay una incidencia elevada de
traumatismos; el hematoma subdural crénico es un hallazgo frecuente durante la
necropsia (Adams y cols., 1999).

Los primeros signos de la enfermedad pueden aparecer durante la infancia, antes
de la pubertad (incluso antes de 10s cuatro afios de edad), y se han descrito varias series
de éstos casos (Farrer y Coneally, 1987; van Dijk y Van Der Velde, 1986). El deterioro
mental a esta edad temprana se acompafia mas a menudo de ataxia cerebelosa,
problemas de conducta, convulsiones, bradicinesia, rigidez y distonia, que de la misma
corea (Byers y cols., 1973); sin embargo, la forma rigida de la enfermedad (variante de
Westphal) ocurre también en adultos. La declinacién funcional es mucho mas rapida en los
nifos que en los adultos (Young Yy ceols., 1986).

La iniciaciéon mas temprana en las generaciones sucesivas (anticipacion) se define
adecuadamente desde los inicios del estudio. Chandler y cols. (1960) demostraron que la
demencia es en general mas grave en los casos de iniciacién temprana (15 a 40 afios) que
los casos tardios (55 a 60). Como ya se menciond, los casos de iniciacion temprana son
los que tienen las repeticiones de CAG mas prolongadas. Mas aun, en los pacientes
adultos con iniciacién temprana de la enfermedad, el trastorno emocional tiende a ser
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prominente al principio, y precede a la corea y a la pérdida intelectual por muchos afos.
En el caso de la iniciacion tardia, los movimientos coreiformes y la demencia progresiva
son mas a menudo los componentes iniciales y tienen su principio casi a la misma edad.
(Adams y cols., 1999).

b) o> TRANSMISION EXCITATORIA ~&5

i) CUERPO ESTRIADO

Los ganglios basales carecen de definicidn precisa como entidad anatémica. Las
estructuras principales que los constituyen son el nucleo caudado y el nicleo lenticular con
sus dos subdivisiones, el putamen y e\ globus pallidus (globo palido). Dado que el nicleo
caudado y el putamen son, en realidad, una estructura continua (separada so6lo de manera
incompleta por fibras de la capsula interma) y son diferentes desde los puntos de vista
citoldgico y funcionat del globo palido, una division mas significativa de estas agregaciones
nucleares seria: cuerpo estriado o neoestriatum, constituido por el nicleo caudado y el
putamen, y cuerpo pallidum, que tiene segmentos medial (interno) y lateral (externo). El
putamen y globo palido se encuentran en la superficie lateral de la capsula interna que los
separa del nicleo caudado, el tdlamo, el nucleo subtalamico y la sustancia nigra sobre su
lado medial (Kiernan, 2000).

En virtud de sus conexiones estrechas con los nicleos caudado y ienticular, el
ndcleo subtalamico (nicleo de Luys) y la sustancia nigra suelen considerarse partes de los
ganglios basales. Algunos fisidlogos han ampliado la lista de las estructuras ganglionares
basales para incluir al ndcleo rojo, nicleos talamicos intraluminales y formaciones
reticulares de la parte alta del ta|!0 cerebral. Las ultimas estructuras reciben proyecciones
corticales directas y originan los fasciculos rubroespinal y reticuloespinal. Estos fasciculos
corren paralelos a los corticoespinales (piramidales) y se designaron como
extrapiramidales. Sin embargo, estos enlaces no piramidales son estructuraimente
independientes de otro circuito que incluye al cuerpo estriado, globo palido, tilamo y
cortezas premotora y motora completamentaria. Dado que estas ultimas areas corticales
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se proyectan hacia la corteza motora, este circuito se designa con mayor correccién como
prepiramidal (Thach y Montgomery, 1992). Se han postulado también otros circuitos: uno
que conecta a la corteza prefrontal, micleo caudado y nlicleo accumbens, y otro que
conecta al sistema limbico y al nticleo caudado, asi como a otras estructuras (Alexander y
cols., 1992).

ii) CIRCUITERIA ESTRIATAL

El estriado como parte receptiva del ganglio basal, recibe topograficamente fibras
organizadas de todas partes de la corteza cerebral. Las bases para fas funciones motoras
de los ganglios basales se ilustran en la Figura 4. Estas porciones de la corteza cerebral
estan relacionadas muy estrechamente para el control de los movimientos (irea motora
suplementaria, corteza premotora, corteza motora, corteza somatosensocrial, y el I6bulo
parietal superior) y hacen proyecciones densas organizadas topograficamente hacia la
porcidon motora del putamen. El circuito de salida de este camino, nombrado circuito motor
del ganglio basal, inicialmente es dirigido hacia e} drea motora supiementaria y corteza
premotora (Adams y cols., 1999). ’

La actividad de algunas neuronas estd relacionada con movimientos discretos y
direccionalmente pasivo-selectivos y activos de partes individuales del cuerpo, usualmente
movimientos de una articulaciéon individual. La actividad de las neuronas en el putamen
difiere de aquellas neuronas en la corteza y &area motora suplementaria en algunos
caminos. Prirr;ero, en respuesta a las tareas guiadas visualmente, las células en los
ganglios basales son selectivas para movimientos de encendido mas lento de aquellas
células en las areas motoras corticales. Segundo, las neuronas en el putamen estan mas
comunmente orientadas a ser selectivas en la direccion de movimientos limbicos que para
la activacidon de musculos especificos. Estas caracteristicas indican que 10s ganglios basales
no juegan un papel significativo en la iniciacion de movimientos estimulo-accionados y no
directamente especificos de las fuerzas musculares necesatias para la ejecucién de
rhovimientos (Kandel y cols., 1991).

Una caracteristica importante de la estructura y funcién ganglionar basal, sdlo
apreciada “recientemente”, es la no-equivalencia de todas las partes del estriado. Tipos de
célula particulares parecen tener diferentes funciones receptoras y de ejecucién. Albin y
colaboradores (1989) han propuesto que las proyecciones estriatales surgen de diferentes
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subpoblaciones neuronales mediante diferentes aspectos del control motor. Dos sistemas
mayores de fibras estriatopalidales han sido propuestos: 1) Un paso directo estriato-
medial palido-nigral (parte reticulada), el cual es activado por proyecciones
glutamatérgicas de la corteza motora-sensitiva y por proyecciones nigrales dopaminérgicas
(parte compacta-estriatal). La estimulacion de este paso directo inhibe el pallidum medial,
el cual, en turno, desinhibe el nicleo ventrolateral y ventroanterior del tdlamo, y como
consecuencia, la conduccion talamocortical es incrementada y los movimientos iniciados
corticalmente son facilitados; 2) Un circuito indirecto estriatal-subtalamico palido medial-
nigral. Este, en contraste a la accidn excitatoria del paso directo, utiliza un mediador
dopaminérgico el cual es inhibitorio. Estas proyecciones estriatales tienen un efecto
inhibidor en el palido lateral el cual, en turno, inhibe ai nicleo subtaldmico, dirigiéndose al
palido medio y parte reticulata de la sustancia nigra. El efecto neto es reducir la inhibicion
palidat del talamo, incrementando otra vez la conduccién talamica a la corteza premotora
(Adams y cols., 1999).

En resumen, las entradas corticates al neoestriado son excitatorias y mediadas por
neuronas glutamatérgicas; el camino directo a través de los ganglios basales es la
proyeccion estriatal hacia el segmento interno del giobo palido y parte reticulata de la
sustancia nigra (el nucleo de salida de los ganglios basates), el cual entonces proyecté at
talamo. El paso indirecto es del! circuito del neostriado al segmento externo del globo
palido, el cual proyecta al niicleo subtalamico. El nticleo subtalamico en turno, proyecta
hacia ambos segmentos del padlido y la sustancia nigra (Kandel y cols., 1991). Asi, las .
sustancias neurotransmisoras mas importantes, desde el punto de vista de funcién
ganglionar basal, son el glutamato, el GABA, la dopamina, la acetilcolina y la serotonina.
De ellas, el glutamato es el neurotransmisor de las proyecciones corticoestriatales
excitatorias y de las neuronas excitatorias del nicleo subtaldmico, mientras que el GABA
es el neurotransmisor inhibidor de las neuronas estriatales de proyeccion del globo palido
y de la parte reticulata de la sustancia nigra. Las proyecciones nigroestriatales, derivadas
de neuronas de la parte compacta utilizan dopamina como su neurotransmisor. La
acetilcolina (Ach), neurotransmisor de ia unién neuromuscular, lo mismo que de los
ganglios auténomos o vegetativos, es activa desde el punto de vista fisiolégico en los
ganglios basales, y el cuerpo estriado contiene la concentracion mas elevada de este
neurotransmisor, asi como de las enzimas necesarias para su sintesis. Las grandes
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neuronas neoestriatales (del tipo 2 de Golgi) sintetizan y descargan a la acetilcolina, que
tiene sobre ellas un efecto excitatorio, mientras que la dopamina tiene un efecto
inhibitorio de estas neuronas. Respecto a la noradrenalina, se encuentran concentraciones
relativamente bajas en ganglios basales, y su funcibn como neurotransmisor no esta aun
muy clara. Los ganglios basales contienen ademds otras sustancias bioldgicamente
activas, tales como los neuromoduladores, entre los que se encuentran la sustancia P, la
encefalina, la colecistoquinina, la somatostatina y el neuropéptido Y, los cuales pueden
intensificar o disminuir los efectos de los otros neurotransmisores (Kandel y cols., 1991).

El camino directo del estriado al niicleo del circuito de salida es regulado por GABA
vy substancia P. Este paso es inhibitorio, asi como el paso del nicleo del circuito de salida
at tdlamo, mediado también por GABA. Los movimientos resultan cuando las células
talamicas son liberadas de la inhibicion tonica y ésto ocurre cuando la entrada
corticoestriatal excita las neuronas estriatales, lo cual resulta en desinhibicidn fasica, una
inhibicién de células inhibitorias en el nicleo del circuito de salida de los ganglios basales.
La activacién resultante de las neuronas talamocorticales es a través de movimientos
faciales por areas premotora y motora suplementarias, activando asi su proyeccion hacia
la corteza motora, el tallo cerebral, y la médula espinal (Kandel y cols., 1991).

El camino indirecto de los ganglios basales opera de manera distinta. La excitacién
corticoestriatal resulta en la inhibicién del segmento externo del palido mediada por GABA
y encefalina, y {a desinhibicién de! nicleo subtalamico mediada por GABA, la cual excita al
nicleo de salida, paso mediado por el glutamato. Esto inhibe al talamo y disminuye la
excitacion del drea motora suplementaria. La proyeccién dopaminérgica de ta substancia
nigra tiene algunos efectos en neuronas en el neostriatum. La dopam.ina excita neuronas
estriatales que liberan GABA y substancia P, y proyectan hacia el nlcleo de salida. Por el
contrario, la dopamina inhibe el paso indirecto de las neuronas estriatales que liberan
GABA y encefalina hacia el segmento externo del palido. Ya que el paso directo parece
facilitar movimientos por excitacién del drea motora suplementaria, el paso indirecto tiene
el efecto opuesto: la dopamina parece facilitar movimientos por accién en ambos pasos
(Kandel y cols., 1991).

Las enfermedades de los ganglios basales producen, en forma caracteristica,
movimientos involuntarios. Estos incluyen temblores (movimientos oscilatorios,
involuntarios y ritmicos), atenosis (movimientos lentos de escritura en dedos y manos, y



algunas veces en la punta de los pies), corea (movimientos abruptos de los misculos
facial y de miembros), balismo (movimientos espasmddicos oscilantes anormales) y
distonia (postura persistente de una parte del cuerpo fa cual puede resultar en
movimientos grotescos y posicion distorsionada del cuerpo). Estos sintomas pueden
frecuentemente ocurrir juntos y pueden tener bases en comuin. En la corea croénica del
tipo de Huntington existe una correlacion clinicopatoldgica localizada en nticleoc caudado y
putamen dentro de los trastornos motores extrapiramidales (Adams y cols., 1999).

iii) RECEPTORES TIPO NMDA

Estudios farmacolégicos realizados por Watkins y Evans (1981) permitieron el
conocimiento de que el glutamato, ademas de enlazarse a otros tipos de receptores, se
enlaza a un sitio receptor particular dentro de los canales idnicos regulados por él mismo,
el cual es conocido como receptor tipo NMDA; ésto debido a que se activan
selectivamente por un agonista exdgeno del glutamato, el N-metil-D-aspartato (NMDA)
(Kande! y cols., 1991).

El complejo receptor-canal para NMDA tiene dos propiedades excepcionales: ia
primera es que el receptor controla un canal catiénico de alta conductancia que es
permeable a Ca"; Na* y K*, y la segunda propiedad es que el canal es bloqueado por
Mg?* extracelular al potencial de membrana de reposo (-65 mV); el canal no conduce
iones eficientemente cuando es activado sélo por glutamato y la despolarizacion de
membrana no es sostenida; ésto es, que el bloqueo del Mg?* es dependiente del voltaje.
La despolarizacién adecuada de la membrana (por 20 a 30 mV) conduce al Mg?* fuera del
canal, permitiendo entrar Na* y Ca?* a la célula si el glutamato esta presente. El flujo de
Ca?* activa la corriente de K* dependiente de Ca’?* que repolariza 1a membrana y restaura
el canal bloqueado por Mg**. Ademas, el canal sélo funciona eficientemente en presencia
de glicina. Cuando la concentraciéon de glicina es reducida, la capacidad del glutamato
para abrir el canal es mayormente reducida (Adams y cols., 1999). .

Resumiendo, los canales-receptores #tipo NMDA estdn regulados en forma doble,
abriéndose sdlo cuando se satisfacen priricipal y simultaneamente dos condiciones: 1) el
neurotransmisor glutamato debe estar unido al receptor, y 2) la membrana debe estar
intensamente despolarizada. La segunda condicién es necesaria para liberar Mg**. Los
receptores tipo NMDA son criticos para la potenciacién a largo plazo (LTP). Cuando se
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bloquean selectivamente mediante un inhibidor especifico, la LTP no aparece, aunque la
transmision sinaptica que abre canales catidonicos contindia regularmente (Alberts y cols.,
2002).

El receptor NMDA puede distinguirse farmacolégicamente de los receptores a
kainato y quiscualato (otros receptores glutamatérgicos ionotrdpicos), bloqueandolo
selectivamente con 2-amino-5-fosfonovalerato, o inhibiéndolo por fenciclidina (o “polvo de
angel”).

) GLUTAMATO

El glutamato (Glu) es el principal neurotransmisor de tipo excitatorio del sistema
nervioso central ( Zieglgansberger y Puil, 1973; Hablitz y LangmdéGen,1982), aunque existen
otros agentes excitadores como 13 acetilcolina y la serotonina), tanto en el Ajpocampo,
como en otras regiones. El Glu puede generar un influjo de Na* y despolarizar la
membrana postsinaptica hacia el potencial de umbral y disparar el potencial de accién. Los
canales idnicos regulados por Glu estdn formados por subunidades polipeptidicas
homdlogas las cuales tienen una forma pentamérica semejante al receptor de acetilcolina,
codificadas por genes diferentes o generadas por la maduracion alternativa del RNA del
mismo producto genico (Adams y cols., 1999).

£l Glu existe virtualmente en todas las neuronas centrales y esta presente en las
terminales nerviosas en concentraciones extremadamente elevadas (102 M). En la
transmision sinaptica normal, el nivel de Glu elevado en el espacio sinaptico es restringido
y transitorio. En contraste, incrementos difusos y sostenidos de Glu matan a las neuronas
(Alberts y cols., 2002).

El Glu es un producto del ciclo de Krebs y en las neuronas se encuentra
compartimentalizado, manejandose asi como transmisor y diferencidndose del Glu
metabdlico. Si se encontrara en el citoplasma libremente, el Glu podria ser vulnerable a
degradacién enzimatica intracelular (Kandel y cols., 1991). Los transportadores situados
en las terminales presinapticas secuestran Glu directamente del espacio sinaptico. De
manera coordinada, los transportadores situados en células gliales mantiene una baja
concentracién extracelular de Glu, favoreciendo el gradiente de difusion para su salida al
espacio sinaptico (Kandel y cols., 1991).
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Hay cuatro tipos de receptores glutamatérgicos, aunque la mayor accidn excitatoria de
glutamato en neuronas motoras es producida por su enlace a dos tipos especificos de
receptores, los receptores a kainato y a quiscualato A; ambos activan directamente una
baja conductancia del canal permeable a Na* y K*. Los receptores quiscualato B activan
en forma indirecta canales Na* y K*, activando un sistema de segundo mensajero ligado a
fosfoinositido (Kandel y cols., 1991).

Las cantidades excesivas de Glu son altamente tdxicas para las neuronas. Siendo el
Glu el mayor transmisor excitatorio en el cerebro, casi todas las células en el cerebro
tienen receptores que responden a éste. En cultivos de tejido, sin embargo, una breve
exposicién a altas concentraciones de glutamato podria matar muchas neuronas. La
toxicidad del glutamato puede deberse en parte al flujo excesivo de Ca?* a través de los
canales activados por NMDA. Altas concentraciones de Ca?* intracelular pueden activar
proteasas dependientes de Ca?* y a su vez, producir radicales libres que son téxicos para
la célula; ademas el Ca?* activa fosfolipasa A, la cual libera acido araquidoénico, io que
tienen como consecuencia fa produccion de agentes pro-inflamatorios (leucotrienos entre
otros) y radicales libres que pueden activar otros eventos nocivos (Alberts y cols., 2002).

Los eventos mas importantes que llevan a la acumulacién de Glu son explicados por:
(1) inhibicién del empleo de Glu como substrato oxidativo, (2) estimulacion de la sintesis
de Glu debido a la disponibilidad incrementada de amonio, y (3) incremento en el
contenido de Glu debido al importante decaimiento de la glutamina. Adicional a la falla en
la sintesis de proteinas por falta de ATP, 1a concentracién de proteinas de citoesqueleto es
disminuida por varias proteasas activadas por el alto contenido de calcio citosdlico, por
ejemplo, la calpaina, quien degrada proteinas de mielina, asi como proteinas de
microtibulo y neurofilamento. La tubulina y la nucléotidofosfodiesterasa ciclica son
degradadas por otras proteasas (Alberts y cols., 2002). Asi, los cambios téxicos producidos
por Glu son causa de dafio y muerte celular siguiendo efectos agudos cerebrales, asi como
apoplejia o convulsiones. En suma, la excitotoxicidad puede contribuir a enfermedades
créonico-degenerativas en el cerebro.
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c) o> TRANSMISION INHIBITORIA =&

i) ACIDO GAMMA-AMINOBUTIRICO

El acido s-aminobutirico (GABA) es el mayor neurotransmisor inhibidor del SNC
(Lloyd y Morselli, 1983; Enna, 1985; Schwarcz, 1988) y se encuentra ampliamente
distribuido en todo el SNC de mamiferos, encontrindose en altas concentraciones
particularmente en nicleos de ganglios basales, incluyendo caudado y putamen, globo
palido y sustancia nigra (Gale y Casu, 1981). Se ha estimado que el GABA estad presente
en 60-70% de todas las sinapsis en el SNC (Fahn, 1976). Se argumenta que la transmisién
GABAérgica a un sitio puede en turno disminuir la actividad GABAérgica en otro en el
mismo circuito. Sin embargo, el papel del GABA puede ser mas bien definido en base a su
sitio anatdmico de ubicacién (Gale y Casu, 1981). El GABA puede actuar como transmisor
en algunas neuronas pero no en otras.

Una reduccién en la actividad neuronal GABAérgica ha sido implicada en la
etiologia de una variedad de des6rdenes neurolégicos. Dentro del complejo circuito en el
que las neuronas GABAérgicas se encuentran embebidas, un cambio en su actividad
funcional puede ser modificada por una variedad de farmacos o lesiones, los cuales no
afectan directamente las neuronas GABAérgicas. Sin embargo, un cambio en la
transmisidon de una unidn sinaptica puede causar cambios secundarios que ocurran en
sinapsis subsecuentes en el mismo circuito neural. Tanto la colina-acetil transferasa (la
enzima requerida para la formacidon de acetilcolina), como la glutamato descarboxilasa
(enzima requerida para sintetizar GABA) son marcadamente disminuidas -en el estriado de
pacientes con la enfermedad de, Huntington (HD). Este déficit de enzimas es consistente
con la observacidon clinica respecto al empeoramiento de los movimientos coréicos en
pacientes con HD con una administracién continda de L-DOPA (Gale y Casu, 1981).

ii) METABOLISMO DEL GABA

El GABA es sintetizado en terminales nerviosas por transaminacion de -
cetoglutarato a acido L-glutamico, el cual es entonces descarboxilado (en el 1-carboxilo)
por la glutamato descarboxilasa (GAD, por sus siglas en inglés) para dar como resuitado
GABA. Una vez dentro de las terminales nerviosas presinapticas, el GABA puede ser re-
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liberado en futuras despolarizaciones, o bien ser catabolizado por la enzima GABA-
aminotransferasa (GABA-T), la cual transfiere el grupo amino del GABA formando al a-
cetoglutarato, y de este modo obtener giutamato y semialdehido succinico. La liberacion
presinaptica de GABA ocurre a través de un mecanismo dependiente de calcio, el cual es
regulado por autoreceptores presindpticos (Bowery, 1993). Encontrandose dentro de
células gliales, el GABA es catabolizado por GABA-aminotransferasa a semialdehido
succinico; éste Gltimo es, mas adelante, catabolizado a acido succinico por la succinato-
semialdehido deshidrogenasa, y e€s asi como el succinato entra al ciclo de Krebs (Tapia,
1983; Suzdak y Jansen, 1995). Cuando el GABA es liberado en la sinapsis, puede unirse al
complejo receptor GABA-A postsinaptico o al receptor GABA-B. El receptor GABA-B es un
receptor acoplado a proteina G. Cuando el GABA activa receptores GABA-B produce
hiperpolarizacion e inhibicién de liberacién de neurotransmisores. La activacion por GABA
del complejo de canales de iones cloruro acoplados a receptores GABA-A resulta en una
conductancia incrementada de cloruro hacia el interior, provocando una hiperpolarizacion
de la membrana e inhibicién neurona! (Leidenheimer y col., 1991; Luddens y Wisden,
1991; Vincini, 1991).

Ya que la enzima GABA-aminotransferasa es mitocondrial, la terminacién de la
accion sinaptica de GABA no es por una ruptura enzimatica; parece ser que ocurre a
través de una recoleccion Na* y CI' dependiente del aminoacido dentro de terminales
nerviosas o de células gliales (Tapia, 1983). Otros autores sugieren que el GABA puede ser
removido de la sinapsis, ya sea por una gran afinidad transportadora de GABA
dependiente de Na* hacia el interior de células neuronales o gliales, o bien, por difusion
de la sinapsis (Krogsgaard-Larsen, 1988; Schousboe y cols., 1991). Tales mecanismos
incluyen la posibilidad de que la energia para el transporte sea abtenida del gradiente de
concentraciéon del sodio y del gradiente eléctrico de la membrana, pero otro factor que
juega un papel importante es la actividad de la ATPasa de Na*/K"* electrogénica. El analisis
en sinaptosomas indica la participacion de dos o tres iones de Na® por molécula de GABA
transportada (Martin, 1976); sin embargo, estudios cinéticos soportan que es una
acoplacién de por lo menos dos Na* por una molécula de GABA (Blaustein y King, 1976;
Roskoski, 1981). Se ha demostrado tanto /7 vitro como in vivo, que €l GABA tiene un bajo
grado de liberacién espontanea y que su liberacion es estimulada por condiciones de
despolarizacién en una forma calcio-dependiente (Tapia, 19833).
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iii) RECEPTORES

Los canales activados por glutamato, GABA y glicina, como los canales catidnicos
activados por acetilcolina (Ach), estan formados cada uno por una subunidad multiple
protéica transmembranal que consiste tanto de un poro conductor embebido en la
membrana celular, como de un sitio enlazante transmisor en la cara externa de la
membrana. Los diferentes sitios regulatorios de los canales a GABA estan localizados en
diferentes subunidades, contenidos en receptores NMDA. El canal receptor homo-
oligomérico ensamblado de esta dnica subunidad es regulado por glicina y conductos de
Ca?*, y es inhibido por Zn?* y bloqueado en un forma dependiente de voltaje por Mg?*.

E! analisis de la estructura primaria del receptor GABA indica una composicién de
al menos tres subunidades -a, -B y -y. Todas las subunidades enlazan GABA, aunque la
subunidad o de este modo es la de menor afinidad. Ambas subunidades a y 8 enlazan
barbituricos, pero sdlo la subunidad y enlaza benzodiacepinas. Tanto las benzodiacepinas
como los barbituratos actian incrementando el flujo de CI' inducido por GABA. La
presencia de alguno de los tres ligandos-GABA, benzodiacepinas o barbitOricds- influencia
el enlace de los otros dos (Tapia, 1983).

Los tres canales ionicos activados por los transmisores anteriormente mencionados
son codificados cada uno por una familia de genes separada. La familia transmisor-iniciada
de canales idnicos puede ser cation-selectiva (excitadora) o anidn-selectiva (inhibitoria).
Ambos tipos estan hechos de algunos péptidos. Estos péptidos o subunidades tienen todos
cuatro segmentos atravesando la membrana, uno de los cuales, la regiéon M2, esta a
través de la linea del poro. Cuando el segmento M2 es flanqueado por un grupo de
aminoacidos acidicos (por ejemplo, aspartato o glutamato), el canal es selectivo para
cationes. Cuando el segmento M2 tiene grupos de residuos bdsicos, el canal es selectivo
para aniones (Tapia, 1983).
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ANEXO B

a) A~ ESTRES OXIDATIVO -&

i) RADICALES LIBRES

Un radical libre (RL) ha sido definido como cualquier especie quimica, ya sea
atdmica o molecular, capaz de existir independientemente, y que contiene uno o mas
electrones desapareados, ya sea por ganancia o pérdida de un electron de un no radical:

X — € + X Radical formado por la pérdida de un electrén de un no radical

Y + e — Y'* Radical formado por la ganancia de un electrén de un no radicatl

(Halliwell y Gutteridge, 1989).

La presencia de electrones desapareados modifica 1a reactividad quimica de un
atomo o de una molécula, y la hace generatmente mas reactiva que su correspondiente
“no radical”. Sin embargo, la reactividad quimica de los diferentes tipos de radicales libres
es muy variable (Zentella y Saldafia, 1996), mientras que por otra parte, en términos de
dafio biolégico, Reactividad no es lo mismo que Toxicidad (McCord, 1992).

Las principales funciones de los RL en sistemas biolégicos son: como promotores
de especies ferrilo, oxidacion del etano! por RL, reduccién de ribonucledtidos, reacciones
de oxidacién, carboxilacion e hidroxilacidon, fagocitosis, actividad de peroxidasa y NADH
o;idasa, maduracién y respuesta al dafio en tejidos vegetales, produccién de eicosanoides,
etc. Por ejemplo, los linfocitos y los fibroblastos constantemente generan pequefias
cantidades de radicales superoxido como reguladores de crecimiento. Los RL también
estdn presentes para la regulaciéon controlada de los mecanismos celulares normales y el
control de reacciones enzimaticas (por ejemplo, ribonuciedsido difosfato reductasa,
citocromo P-450 y ciclo-oxigenasa), o bien, pueden ser productos de reacciones
catalizadas enzimaticamente (tales como las catalizadas por la xantina oxidasa) (Hallywell
y Gutteridge, 1989; Hatllywell y Cross, 1994). Los RL estan involucrados también en el
sistema inmune a través de ios fagocitos en el llamado “estallido respiratorio”, donde la
oxidasa inicia el mecanismo de defensa (Babior, 1994; Allen, 1994), o bien, en las plantas,
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participando en procesos como la maduracién, el envejecimiento y la respuesta al dafio
tisular (Zentella y Saldafna, 1996).

Los RL existen como derivados de muchos elementos o moléculas quimicas, y los
que tienen mas importancia desde el punto de vista de la biologia son los derivados del
oxigeno y nitrégeno principalmente, aunque también destacan los derivados del hidrégeno
y el carbono, asi como los formados por los metales de transicion como el hierro y el
cobre, entre otros.

Para los Rt derivados del oxigeno pueden mencionarse: Los singuletes delta y
sigma del oxigeno ('0:), el radical superéxido (O:;" ) y el radical hidroxilo (OH). Estas

entidades son llamadas genéricamente Especies derivadas de oxigeno (Halliwell y
Gutteridge, 1989).

ii) ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS)

Las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) es un término
colectivo que involucra no solo a los RL derivados del oxigeno, sino también a los no
radicales derivados de la reduccién molecular de oxigeno, y que ademas son muy
reactivos, como son: el peréxido de hidrégeno (H20;), que no es un radical libre en si,
pero que esta estrechamente relacionado con los RL debido a que es el principal precursor
del radical hidroxilo, ademas del acido hipocloroso (HCIO), radicales alcoxiios (RO’) o
peroxilos (ROy"), entre otros que se muestran en la siguiente tabla (Gilbert, 1981).

Radicales No-Radicales

Superoxido (0z7) Perdxido de hidrégeno (H,0;)
Hidroxilo (OH-) Acido hipocloroso (HCIO)
Peroxilo (RO;) Ozono (O3)

Alcoxilo (RO-) Oxigeno singulete (O'Ag)
Hidroperoxilo (HO;) Peroxinitrito (ONOO")

(Gilbert, 1981).



i) ESPECIES REACTIVAS DEL NITROGENO (RNS)

Otro grupo importante son las especies reactivas de nitrogeno (RNOS, por sus
siglas en inglés), que aunque no todos sean RL, son especies involucradas con la
formacién de los RL, tales como el radical éxido nitrico (NO’), i6n nitronio (NO;"), bidxido
de nitrégeno (NO,), i6n peroxinitrito (ONOO"), etc. (Pogrebnaya y cols., 1975). De ellos,
uno de los mas destacados es el NO°, dque esta involucrado en numerosos procesos
bioldgicos, que entre otras funciones va desde el control de la presidon sanguinea (factor
de relajacion de vasos y musculo liso) (Furchgott y Vanhoutte, 1989), hasta la
neurotransmision (el NO es un importante modutador neuronal) (Garthwaite y cols.,
1988), siendo también un importante componente del sistema inmune en la via fagocitica
(Moncada y cols., 1991; Ignarro, 1990; Feldman y cols., 1993), y como recientemente se
ha demostrado, es ademas un regulador de caspasas para la apoptosis (Peter y Young,
2002).

En la tabla periddica de los elementos, todos los metales de ia primera fila
(exceptuando al Zn) en el bloque o contienen electrones desapareados cuando se
encuentran en alguna de sus valencias, de manera que pueden contribuir a la formacién
de RL biolégicamente nocivos, siendo los metales mas importantes el Mn, el Fe, el Co, el
Ni y el Cu. Tales elementos ademas estan presentes en todas las células de seres
humanos. Con frecuencia se ubican en el centro activo de proteinas con o sin actividad
enzimatica (Zentella y Saldafia, 1996). Cuando, por alguna razén, aumenta 1a produccion
de ROS y RNS en el organismo, y la capacidad de las defensas antioxidantes endégenas
resuita ser insuficiente, se establece la situaciéon conocida como Es_tr$ oxidativo, en la
cual existe riesgo de dafio celular severo y que puede conducir a la muerte celular.
Cualquier situacién patolégica que altere la actividad redox, si incrementa el estrés
oxidativo o modifica las defensas antioxidantes, puede conducir a un dafio progresivo de
la membrana celular y del tejido.

iiii) DANO OXIDATIVO

El radical superdxido y el peréxido de hidrégeno, asi como el producto de su
dismutacién, no son muy citotéxicos per se, su reactividad puede se amplificada /7 vitro
por interacciones con componentes especificos, asi como con iones de metales de
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transicion, ciertas proteinas hemo y 6xido nitrico. Los factores controladores de liberacién
enddgena de radicales libres durante e! dafio al tejido incluyen:

(i) Reclutamiento fagocitico y activacién en los sitios de dafio.

(ii) Activacion de enzimas productoras de superoxido.

(iii) Interrupcion del transporte mitocondrial de electrones; por ejemplo, durante la
isquemia, permitiendo un escape de electrones durante la reperfusién de oxigeno.

Las especies reactivas son importantes para funciones biolégicas:

Enzimas Radicales:
Ribonucledtico reductasa
Cobalamina (Vit. B12)
Especjes reactivas de oxigeno:
0>~ como factor quimioestatico
-OH como inhibidor de citocinas y factores quimiostaticos
H,0O, favoreciendo {a adherencia a endotelio, estimulando la sintesis de
quimocinas (MIP-1 a por macréfagos)
Especies reactivas de nitrégeno:
ON- down-regulation de moléculas de adhesion
(bajo ciertas condiciones), en parte por disminucion de la
activacion de NFx-B
Tanto ROS como RNS estimulan la produccion de IL-8 por fibroblastos y células epiteliales

(Haliiwell y Gutteridge, 2000)
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ESTRES OXIDATIVO

1
f

PRODUCCION COMPLEJOS DE HIERRO DEFENSAS
INCREMENTADA DE DESCOMPARTAMENTALIZADOS ANTIOXIDANTES
MODIFICADAS
RADICALES
LY T
Hemoglobina T ferritina
Mioglobina Transferrina
Produccién Metabolismo del
excesiva ac. araquiddnico alterado Inactivacion o filtracién
de superoxido de antioxidantes
activacion leucocitica transporte de electrones
incrementada mitocondrial interrumpido

Fig. 2 Contribuciones de estados patoldgicos al estrés oxidativo

Los iones hierro o cobre catalizan la conversion del radical superdoxido a especies
toxicas y altamente reactivas, a través de las reacciones de Fenton y Haber-Weiss (Rice-
Evans y Burdon, 1993):

Fe’* + Oy- —® Fe? + 0O,
207 + 2H ! HO;, + O
Fe?* + H,0; —» -OH + OH + Fe3*

La alta reactividad del radical hidroxiio causa que éste reaccione en un grado

limitado de difusién, y propicia su reaccién con las primeras moléculas con las cuales entra
en contacto (dentro de 14A después de 10° s). En consecuencia, la especie radical es
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capaz de producir dafio a acidos grasos poliinsaturados de las cadenas de lipidos, a
proteinas, a acidos nucléicos y a carbohidratos (Rice-Evans y Burdon, 1993).

Todas las cadenas laterales de aminoacidos constituyentes de proteinas son
susceptibles al ataque de radicales libres, pero algunas son mas vulnerables que otras.
Asi, la exposicion de proteinas a sistemas generadores de radicales libres puede inducir
cambios estructurales terciarios como consecuencia de modificaciones individuales a las
cadenas laterales de aminoacidos. Asi como la estructura secundaria es estabilizada por
enlaces de hidrogeno entre grupos peptidicos, las interacciones de especies radicales con
el esqueleto de! polipéptido y la interferencia con grupos funcionales del péptido entazados
pueden causar modificaciones estructurales secundarias. Los desdrdenes de la estructura
secundaria pueden ocurrir también bajo ciertas condiciones de ataque de RL
carbono-a del enlace peptidico (Rice-Evans y Burdon, 1993).

al atomo

La generacion de radicales en sitios inapropiados puede conducir a la destruccién
de proteinas, ya que ellas también son blanco critico para el ataque por RL, tanto
intracelular como extracelularmente. Las proteinas pueden ser dafiadas directamente, por
interacciones especificas de RL con aminoacidos particularmente susceptibles, o pueden
ser modificadas por los productos aidehidicos de la lipoperoxidacién u oxidacién de
monosacaridos. Algunos constituyentes amino-acil cruciales para la funciéon de proteinas,
son particutarmente vulnerables al dafio por RL.

Las proteinas también son particularmente susceptibles al ataque de intermediarios
de RL de lipoperoxidacion, radicales alcoxil (LO®) vy peroxil (LOO"). Estos pueden
reaccionar con proteinas estrechamente asociadas con peroxidantes lipidicos. El dafio a las
proteinas - de transporte de membrana afecta |la homeostasis, conduciendo a una
acumulacion de calcio. Consecuentemente, el potencial de activacion de fosfolipasas,
proteasas, o de acumulaciéon de calcio mitocondrial mediado por calcio puede llevar a la
extension del dafio de |Ia membrana, deterioro celular y ampliacion de la lesion inicial.

Los derivados carbonilos, como los productos medulares de la lipoperoxidacion,
pueden interactuar con grupos amino en cadenas laterales de aminodcidos en proteinas
(Fig. 3), alterando asi su carga y su naturaleza (Rice-Evans y Burdon, 1993):
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2 PROTEINAS - NH, + O=CH-CH,-CH=0

!

PROTEINA - NH - CH = CH - CH = N — PROTEINA

Fig.3 . Formacion de bases de Schiff

) PEROXIDACION LIPIDICA

Las especies reactivas del oxigeno (ROS), asi como tos radicales superdxido,
perdxido de hidrégeno, radicales ferrilo de proteina hemo y radicales hidroxilo, pueden ser
mediadores importantes de dafio celular y extracelular por destruccion de membranas,
lipidos, lipoproteinas o alteracidon de sistemas enzimiticos criticos, proteinas, canales
idnicos, o en el compromiso de la funcidn celular, el estado antioxidante, y la consecuente
amplificacion de la lesidn inicial.

Cuando un RL reacciona con un compuesto no radical pueden formarse otros RL ya
que induce una reaccién en cadena que amplifica el fenémeno miles de veces. Tal es el
caso de la peroxidacion de los &cidos grasos poliinsaturados, en la que, aunque el RL
inicial produce sélo efectos locales, el radical secundario y los productos de la degradacion
oxidativa producen RL lipidicos que pueden tener efectos a distancia del sitio donde se
formé el primer RL. Esto puede inducir cambios en las caracteristicas de la permeabilidad
de la membrana y en la capacidad de mantener los gradientes ionicos transmembranales,
asi como alterar la fluidez lipidica y modificar las interacciones lipido-proteina, ocasionando
finalmente un dafio en la funcién celular.

El radical libre iniciador, que puede ser el radical hidroxilo, remueve un atomo de
hidrégeno de un metileno de la cadena hidrocarbonada de los &acidos grasos
poliinsaturados. Esto conduce a que un electron quede desapareado en el carbono de
donde salié el hidrégeno, creando con ello un radical de acido graso. Este ultimo realiza un
rearreglo molecular interno y forma un dieno conjugado, que a su vez reacciona con el
oxigeno molecular y produce un radical lipoperoxilo capaz de sustraer un hidrégeno del
acido graso vecino para formar el hidroperéxido y continuar 1a reaccion en cadena hasta
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que eventualmente reaccionen dos radicales libres y con ello se llegue a la terminacion del
proceso.

La peroxidacién lipidica puede ser iniciada por un radical libre primario, el cual es
suficientemente reactivo para extraer un atomo de hidrégeno de un grupo metileno
reactivo de un Aacido graso insaturado. La formacion de las especies iniciadoras se
acompaiia de un reacomodo del enlace que resulta en la estabilizacién para la formacion
del dieno conjugado. El radical lipidico toma oxigeno para formar el radical peroxilo. Los
radicales peroxilo pueden, a su vez, combinarse con otros, o pueden atacar proteinas de
membrana; los radicales peroxilo también son capaces de abstraer hidrégeno de las
cadenas de acidos grasos adyacentes en una membrana y asi propagar la reaccion en
cadena de lipoperoxidacion. Por consiguiente, la sola iniciacién del evento puede resultar
en la conversién de un vasto numero de cadenas de acidos grasos en monohidroperdxidos
de lipidos (fig. 4).

Un paso alterno en el proceso de la lipoperoxidacidn es a partir del lipoperoxilo,
cuando se forman los perdxidos ciclicos, los que pueden, por un lado, conducir a la
formacion de endoperdxidos ciclicos por la accion de la prostaglandina endoperéxido
sintetasa (ciclooxigenasa), y con ésto se abre la posibilidad ya sea de dar lugar a
prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos, o bien ‘de continuar hacia la via de la
degradacion para dar lugar a la formacion det malondialdehido (MDA) y otros productos
terminales como son varios aldehidos, algunos hidrocarburos como el etano y el pentano,
y otros residuos organicos. Estas sustancias pueden difundirse a cierta distancia del sitio
de produccién y originar edema celular y cambiar la permeabilidad vascular, producir
inflamacién y quimiotaxis. Ademas algunos pueden cambiar la actividad de la fosfolipasa
e inducir la salida del acido araquiddnico, y con ello conducir a la formaciéon de
prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos, algunos de los cuales actian como
mediadores de la inflamacién. De esta manera, 1a lipoperoxidacion de los acidos grasos
poliinsaturados de los fosfolipidos de la membrana, al ser responsable de la pérdida de |la
fluidez, altera las funciones secretoras y los gradientes transmembranales de la membrana
plamatica y las de los organulos celulares (Zentella y cols., 1994).
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Fig. 4. Iniciacién y propagacién de la peroxidacion lipidica por radicales libres
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Los hidropérdxidos de lipidos son moléculas muy estables bajo condiciones
fisioldgicas, pero su descomposicion es catalizada por metales de transicion o complejos
hemo-proteina, formando radicales alcoxil y peroxil, los cuales pueden re-iniciar el
procesos y amplificar los eventos iniciales. Tanto el Fe(II) como el Fe(Ill) son
catalizadores efectivos para la degradacion de hidroperdxido.

Los complejos de hierro reducido reaccionan con hidroperdxidos lipidicos (LOOH)
para dar radicales alcoxil (LO"):

LOOH + Fe?*-complejo — ™ LO" + Fe’*-complejo + "OH

Un punto esencial de la lipoperoxidacion es que los acidos grasos no saturados, al
ser degradados por este mecanismo, conducen, ya sea de una manera directa o indirecta,
a la obtencidn de MDA como producto final, el cual es extremadamente reactivo con
grupos amino provenientes de proteinas, y generar asi bases de Schiff que se pueden
identificar por sus caracteristicas de exhibir fluorescencia. La lipoperoxidacién aumenta la
rigidez de 1a membrana y ésta puede disminuir la presencia de enzimas unidas a
membrana y de receptores hormonales, por 1o que este fendmeno se ha identificado como
el de mayor importancia en e! dafio membranal pues altera ias propiedades fisiolégicas, ya
sea de fluidez, permeabilidad y trasporte de la misma.

b) 7> MECANISMOS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE =5

Dentro de las células existen sistemas protectores que evitan el incremento
excesivo de especies oxidantes indeseables. Dentro de estos sistemas hay tres enzimas
que son la piedra angular de esta proteccion: la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa
(CAT) y la glutatién peroxidasa (GPx).

La SOD en la mitocondria convierte al radical superdxido en peréxido de hidrégeno;
esta enzima es dependiente de manganeso y cuendo se encuentra en el citosol, tiene
como cofactores al cobre y al zinc. La GPx y 1a glutation reductasa constituyen el segundo
gran sistema antioxidante celular; la GPx, enzima citosdlica cuyo cofactor es el selenio,
transforma al peréxido de hidrégeno en dos moléculas de agua y participan en ia reaccién
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dos moléculas de glutation reducido (GSH) que ceden dos hidrogenos, formando entre
ellas un entace disuifuro (GSSH). El glutatién se regenera mediante la glutatién reductasa
en presencia de NADPH. Finalmente, la catalasa, enzima confinada a los peroxisomas,
destruye al perdxido de hidrogeno por dismutacion.

Otro tipo de proteccion la brindan las moléculas capaces de atrapar y eliminar a los
radicales libres; entre ellas estan el acido urico, la bilirrubina y la albumina; sin embargo,
la accién de éstas moléculas es inespecifica y su eficacia a las concentraciones normales a
las que se encuentran no es Muy alta. También las vitaminas E y C ejercen una proteccion
complementaria: la vitamina E reacciona con los RL formando un radical tocoferilo que,
por ser estable, suspende la cadena de reacciones. La vitamina C reacciona con el radical
tocoferilo, regenerando la vitamina E y quedando como radical ascorbilo, también muy
estable. Los flavonoides, famiiia de polifenoles de origen vegetal, son también moléculas
antioxidantes. En cuanto al B-caroteno, éste puede inactivar cientos de moléculas de
oxigeno singulete mediante un mecanismo en el cual la energia del oxigeno singulete se
utiliza en la conversion de la formacion del B-caroteno al isdmero transy viceversa.’ ‘

Las peroxidasas que contienen selenio comprenden una familia de enzimas, en la
cual existen cuatro tipos: la clasica, la plasmatica, la fosfolipido hidroperdxido especifica y
la gastrointestinal. La glutation peroxidasa clasica (cGpx 6 GPx-1) reduce perdxido de
hidrégeno por el tripéptido GSH, catalizando la siguiente reaccién:

GPx

. HOOH » 2H,0 TESIS CON
(ROOH) (ROH + HOMH) FALLA DE (\m KN

2GSH GSSG

La enzima es usada para la reduccion de perdxidos organicos, incluyendo los
perdxidos de acidos grasos libres y otros lipidos. Aparentemente, los perdxidos de acidos
grasos esterificados no son reconocidos por la enzima. La actividad de GPx resulta en la
conversion de dos moléculas de glutation (GSH) al dimero glutation (GSSG) (Brody, 1994).
La cGPx, de forma similar a las otras glutation peroxidasas, contiene una triada catalitica
que consiste en selenocisteina, glutamina y triptofano. La GPx consiste de cuatro



subunidades protéicas, cada una de las cuales contiene un atomo de selenio en su sitio
activo, formando selenocisteina. El grupo selenol de ta selenocisteina es activado por un
enlace de un hidrégeno para reaccionar con perdxido de hidrégeno u otros hidroperéxidos
solubles. La GPx tiene la peculiaridad de no generar radicales libres al reducir
hidroperdxidos. Existe evidencia de que ninguna otra selenoproteina puede proteger a
ratones contra el estrés oxidativo tan eficientemente como la ¢cGPx (Haan y cols., 1988;
Cheg y cols., 1988). La remocion de peroxido de hidrégeno por ¢GPx en leucocitos esta
acoplada al metabolismo de la glucosa por el paso de la pentosa fosfato por la glutation
reductasa dependiente de NADPH.

La glutatién peroxidasa plasmatica (pGPx) es expresada como una preproteina
equipada con una secuencia lider tipica, dirigiendo la enzima al espacio extracelular. La
especificidad de pGPx por hidroperéxidos parece ser similar a la especificad que expresa
cGPx, pero se ha reportado que también reduce grupos hidroperéxido de lipidos complejos
(Yamamoto y Takahashi, 1993). En 1994, Bjornstedt y colaboradores identificaron a ta
tioredoxina y la glutaredoxina como substratos aiternativos, ya que una comparacion
estructural sugiere que enlaza menos firmemente al glutatiéon. Extracelularmente, e} GSH
se encuentra presente por debajo del rango micromolar. Por la escasez de sustratos
extracelulares para pGPx, ésta no puede ser considerada como un antioxidante eficiente,
pero puede representar un sensor redox extracelular relevante para la regulacién de las
respuestas inflamatorias. Se ha implicado a la cantidad de peréoxido extracelular en la
regulacion de la biosintesis de prostaglandinas. La 5-lipooxigenasa, enzima clave para la
biosintesis de l|eucotrienos, necesita cierto tono de peréxido para estar activa. La
formacion de lipidos proinflamatorios mediadores puede depender del peréxido
previamente liberado por fagocitos activados. Asi, esta peroxidasa de amplio espectro
puede prevenir la amplificacion de sefiales de estimuios inflamatorios irrelevantes
(Brigelius-Flohe y cols., 2000).

Otro miembro de !a familia es la fosfolipido-hidroperéxido-glutation peroxidasa
(PHGPx); ésta reduce grupos hidroperdxido de lipidos complejos integrados en las
membranas celulares, asi que es la defensa primaria contra el dafio oxidativo de
membrana. Reduce toda clase de hidroperoxidos desde H;O, a hidroperdxidos de
fosfatidilcolina e hidroperéxidos de ésteres de colesterol en lipoproteinas (Ursini y cols.,
1982; Ursini y cols., 1985; Ursini y cols., 1987).



Los radicales peroxilo, generados por adicidn de oxigeno molecular a radicales
alquilo, reaccionan rapidamente con tocoferoles para generar alquil-hidroperoxidos, los
cuales son substratos de PHGPx (Hoekstra, 1975; Diplock, 1978).

Otra especialista de la familia Gpx es la gatrointestinal (GI-GPx), la cual se
encuentra en endotelio epitelial del tracto intestinal, desde esdfago hasta colon distal de la
rata; en humanos también se encuentra en higado. Se ha propuesto que la GI-GPx
protege contra los hidroperdxidos contenidos en los alimentos o los formados por las
células intestinales, o bien los formados en higado luego de la absorcién de xenobidticos
(Brigelius-Flohe y cols., 2000).
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ANEXO C

7> BIOSINTESIS DEL QUIN POR LA ViA DE LA

KINURENINA =&

I. QUIN EN LA VIA DE LA KINURENINA

El QUIN es un metabolito del L-triptofano que se forma en la via metabdlica de la L-
kinurenina (Vender, 1975), que es la mayor via oxidativa del catabolismo del triptofano. La
via de la kinurenina ha sido identificada en cerebro, higado, y esporadicamente en
intestino humano, asi como en cerebro e higado de rata y otros mamiferos pequeiios
(Wolfensberger y cols., 1984; Moroni y cols., 1984; Vender, 1975), pero se cree gue su
presencia en intestino humano esta mas relacionada a la actividad de microorganismos
(bacterias) que catabolizan al triptofano humano como via alternativa (Vender, 1975).

II. METABOLISMOS DEL L-TRIPTOFANO

El ser humano sintetiza sélo 9 de los 20 aminoacidos naturales. Por ello, los demas
aminoacidos se deben ingerir en la dieta. Por ésto son denominados arninodcidos
esernciales. El triptofano es un aminoacido esencial, altamente hidrofébico. Los
aminodcidos son fundamentales para la formacion de proteinas y otras biomoléculas; sin
embargo, cuando sobrepasan las necesidades metabdlicas y no pueden almacenarse, son
degradadas principalmente en el higado (Stryer y cols., 1995).

La utilizacién del L-triptofano es variada en mamiferos: puede ser empleado para la
formacion de nucledtidos (para la formacion de DNA), proteinas, o degradarse y formar
alanina, o hasta piruvato y servir otra vez para sintetizarse él mismo 6 quiza otros
aminoacidos ( Stryer y cols., 1995).
€n el cerebro y en el higado, el L-triptofano es utilizado para la sintesis de melatonina (o
como producto intermediario también), acido kinurénico, glutaril Co-A, acido picolinico,
QUIN 6 para la formacion de nicotinamida y nicotinamida dinucleétido (NAD),
principalmente mediante la via de la kinurenina (Beadle y cols., 1997, Bender, 1989;
Lombardi y cols., 1983; Wolfensberger y cois., 1984; Stone, 1993).
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IIX. VIA DE LA KINURENINA

El acido kinurénico fue reconocido después de un largo tiempo como un metabolito del
triptofano en la orina canina (Ellinger, 1904) y no fue sino hasta 1947 que la via de la
kinurenina fue reconocida como la mayor ruta para la conversion del L-triptofano a
nicotinamida y sus conjugados nucleétidos (Beadle y cols., 1947). La via de {a kinurenina
es un importante factor para monitorear la deficiencia de la piridoxina, ya que esta
vitamina es un importante cofactor de algunas de las enzimas de la kinurenina (Stone
1993). Algunos afios después, el QUIN fue aceptado como un metabolito intermediario del
L-triptofano (Gholson y cols., 1964).

Con el descubrimiento de las neuronas relacionadas con la 5-HT (5-
Hidroxitriptamina o serotonina, un neurotransmisor local), el interés de los aspectos
farmacologicos y neurocientificos del triptofano se enfocd hacia su papel como precursor
de 5-HT. Sin embargo, y debido a que sdélo el 1 % del triptofano de la dieta llega a ser
convertido en 5-hidroxitriptofano (Peters, 1991), y siendo que las alteraciones en
triptofano, triptofano hidroxilasa y niveles de S-hidroxitriptofano fueron interpretados en
términos de sus efectos sobre la 5-TH, surgié entonces la interrogante de qué era lo que
ocurria en el metabolismo del L-triptofano (Price y cols., 1990), en donde, en mayor o
menor grado, la via de la kinurenina se ve afectada. Esta situacién persistié hasta el
descubrimiento del QUIN y el acido kinurénico, dos metabolitos del triptofano encontrados
en altas concentraciones en el higado, asi como en los efectos pronunciados en la funciéon
neuronal; mostrandose una actividad elevada en los receptores para aminoacidos
excitadores (AAE's) de las neuronas centrales (Stone y Perkins, 1981; Stone y Perkins,
1982; Stone y Perkins, 1983). Estos mismos compuestos también han sido demostrados
como marcadores de actividad convuisionante cuando son inyectados directamente en el
cerebro de roedores (Lapin, 1978a; Lapin, 1978b; Lapin, 1981a; Lapin, 1981b), pero el
significado de estas observaciones no fue develado sino hasta principios de los 80’s. Desde
1980, y en paralelo con el incremento de las sustancias de interés en el papel de los
receptores para aminoadcidos excitadores, estos agentes fueron asociados con la
neurotransmision, aprendizaje, memoria y enfermedades neurodegenerativas (Choi,
1988; Stone y Burton, 1988; Collingridge y Lester, 1989), y desde entonces y hasta la
fecha, el interés por el analisis y entendimiento de la funcion de las vias del triptofano en
el sistema nervioso central ha ido en aumento.
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La via de 1a kinurenina se fleva a cabo mas notablemente en el higado, pero
también en cerebro: partiendo del triptofano (un indol) como sustrato, el anillo pirrol del
triptofano es oxidado por la enzima 7riptofanc-2, 3-Dioxigenasa (TDO) 6 Indolamina-2,3-
dioxigenasa (IDO). En el mismo paso también puede involucrarse una triptofano
hidroxilasa que lo hidroxila en la posicion § para formar el 5-hidroxitriptofano. La enzima
es dependiente del grupo hemo, con vida media préxima a las dos horas en mamiferos.
Esta actividad llega a su fin al ser rapidamente modificada por un sustrato afin (Bender,
1989b).

Una vez que la TDO ataca a! L-triptofano, se rompe el anillo pirrélico (por
oxidacién) exactamente en la posicion 3, y se forman compuestos carbonilicos en la
posicion 1 y 2 del anillo bencénico (a un acido carboxilico en el 1 y a un N-carboxialdehido
en el 2), a lo que se le denomina como formilkinurenina; ésta molécula a su vez es
atacada por otra enzima, la formilasa kinurenina, que como su nombre lo indica,
descarboxila el extremo N-aldehido y se pierde el aldehido y la parte carbocilica del indol,
quedandose sdlo con la amina en esa posicién, y formando al acido o-amino-2-aza,4-oxo-
butilbenzoico, mejoi' conocido como kinurenina que se activa s6lo en el metabolismo del L-
triptofano. La administracion del L-triptofano fue necesaria para descifrar la via de la
kinurenina hasta la formilkinurenina como primera etapa (Higuchi y Hayaishi, 1967).

A su véz, la kinurenina puede seguir cuatro posibles rutas:

1) En presencia de la enzima kinurenasa, nuevamente es descarboxilada, pero ahora
sobre la cadena butilica (que estda mas expuesta al ataque, ya que el anillo bencilico,
gracias a su resonancia interna, permanece mas estable) y forma al acido o-
aminobenzéico 6 Acido antranilico, que eventualmente, y dependiendo de las condiciones,
formara el acido 5-hidroxiantranilico o al acido 3-hidroxiantranilico.

2) La segunda ruta puede suceder mediante otras descarboxilasas, cuando eliminan el
extremo mas reactivo de l1a molécula (el extremo carboxilico de la cadena) y forman al 1-
bencen(3)-diamilpropanona o A/nuramina (misma que también se puede formar por la
formiltriptaming con triptamina como sustrato, que a su vez es otro producto intermediario
de un paso previo, una descarboxilacion primaria del L-triptofaro).

3) La tercera posibilidad ocurrird cuando la k/nurenina enfrente una reaccién de
transaminacién por parte de \a kinurenina aminotransferasa (L-KAT) (Kido, 1984); esta
transaminacion se traduce a una reaccion de condensacién por parte de la kinurenina
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aminotransferasa (KAT), que como su nombre lo indica, el grupo amino (Que tiene que
estar como imino) inicia el ataque sobre el carbono dei acido carboxilico, donde por cierto,
se encuentra enlazado el otro grupo amino, mismo que tendra que romperse ya que la
gran polaridad que tiene el carbono del acido carboxilico atrae los electrones de ese
carbono, haciendo que este carbono quede por momentos deficiente de electrones,
mismos que acepta del grupo amino, sélo que al formar el anillo, el nitrdgeno enlazante se
queda con cuatro enltaces y el carbono con cinco, por lo que el carbono suelta un grupo
amino (el amino libre), y por obvias razones se queda con el otro N del grupo enlazante.
En esos momentos, € grupo enlazante esta rico en electrones (de ahi su nombre); sin
embargo, sigue estableciendo cuatro enlaces, por 1o que tiene que soitar un hidrogeno, y
el atomo de N queda con un par de electrones cargados, mismos que mete al anilio e
inicia la resonancia, hasta que finalmente se equilibra formando una doble ligadura hacia
el grupo carboxilico por mayor atraccion. Asi se forma una quinolina, en la que como ya se
observé, quedd sustituido en la posicidon 2 por un acido carboxilico y en el medio celular al
que se encuentra, se protona el oxigeno de la cetona que Sse encuentra en 1a posicién 4,
dejando en esa posicion un alcohol (en lugar de la cetona), formando finalmente al acido
2-carboxi,4-ol quinolina o dcido kinurenico.

La L-KAT fue localizada primero en fracciones mitocondriales de homogenados de
cerebro y fracciones solubles en menor cantidad, y por gradiente se encontré en
fracciones en SNC, con gran actividad en el bulbo olfatorio en cantidades 10 veces mas
que en el cerebelo — con piruvato como amino aceptor -, y actividad en neocorteza frontal,
hipotalamo y neoestriado en un valor de la mitad del bulbo olfatorio (Okuno y cols.,1991).

Por otra parte, se observd un incremento en la actividad de esta enzima dc 180 %
respecto al control, acompafiado ésto de una profunda pérdida neuronal en cuerpo
estriado y gliosis dias después de que se inyectd acido quinolinico intraestritaimente a
ratas, demostrando con ello la importancia de la L-KAT aminotransferasa de encontrarse
en distintas regiones cerebrales y la habilidad de esas regiones de convertir L-kinurenina a
acldo quinolinico, ademas de confirmar que el &acido quinolinico es una potente
neurotoxina (Tutski y cols., 1989). Se demostrd con técnicas inmunoenzimaticas que la
localizacion visual de la L-KAT se encuentra en astrocitos de estriado y neuronas de
tamafio medio también en el estriado (Schwarcz & Du, 1991; Roberts y cols., 1992).
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4) En el cuarto camino de la ruta metabdlica del L-triptofano, la kinurenina puede
sufrir una hidroxilacidn enzimatica por parte de la kinurenina 3-hidroxilasa, sobre \a
posicion 3, y formar a la 3-hidroxikinurenina, que ya sea que se vuelva a condensar (de
una manera semejante a la formacion del dcido kinurénico), pero esta vez formando dcido
xanturénico, © bien mediante el ataque de la kinurenasa, cortara el residuo mas expuesto,
que en este caso es el residuo aminoacil, y formara el dcido 3-hidroxiantranilico. Este
mismo sufre una oxidacion por parte de la dcido-3-hidroxiantranilicooxigenasa (3HAQ),
rompiendo nuevamente el anillo bencénico y atacando al carbono de la posicién 3 del
anillo en donde se encuentra la base mas fuerte, involucrando en este paso la produccion
inicial de un semialdehido aminocarboximuconinico y experimentando una ciclizacién no-
enzimatica (Long vy col.,, 1954), o bien mediante la picolin-carboxilasa, formara el acido
picolinico.

La actividad de! 3-HAO /7 vitro ha sido estudiada por la administracién de acido 3-
hidroxiantranilico en rebanadas de cuerpo estriado, la cual produjo ta formacion del dcido
quinolinico (Speciale y Schwarcz, 1991); una vez que el estriado fue lesionado con dcido
iboténico, en 1as rebanadas se encontré un contenido 6 veces mayor de QUIN intracelular,
lo que aunado a otros indicios, demuestra una participacién de células gliales en la
produccion de 3-HAO (Vezzani y col., 1991), ‘llevando a proponer que la 3-HAO no es una
enzima limitante en ia produccion del QUIN por la via de la kinurenina.

Finalmente, el acido 2-arnino-1,3-dicarboxilhexanol (2ADH) puede ser condensado
y formar el acido aminomucotinico, que pasa a acido queto-adipico para formar a la
Glutaril-Coenzima A, o por otra parte, experimentar el ataque de la qguinolinato
fosforibosil-transferasa y condensarse para formar una piridina, conocida como acido-2,3-
piridil-dicarboxilico, o QUIN.

Se ha demostrado que la kinurenasa se encuentra en muchos otros tejidos incluyendo
cerebro. En ratas, menos del 0.2 % de actividad se encuentra en el higado, y en humanos
la enzima cerebral se encuentra presente en relativamente altas cantidades (1% mas que
en el higado) (Kawai y col., 1988; Okuno y Kido, 1991). La kinurenina hidroxilasa
aparentemente esta también en baja actividad (Batlle y Verity, 1981; Gal y Sherman,
1978; Uemura y Hirai, 1991), lo que conduce a plantearse si 1a habilidad del cerebro de
metabolizaria es propia de las kinureninas a lo largo de la via descrita de |a L-kinurenina a
3-hidroxikinurenina y a dcido 3-hidroxiantranilico, sin embargo, aunque muestra gran
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afinidad por la 3-hidroxikinurenina como sustrato, |13 kinurenasa es también afin a
hidrolizar a la L-kinurenina en dcido antranifico (McDermot, 1973; Bender-McCreanor,
1982), y poder asi subsecuentemente sufrir hidroxilacidon a dcido 5- & 3-hidroxiantranilico
por una via no especifica microsomal de enzimas hidroliticas (Bender, 1989b). Esto puede
explicarse por la capacidad del cerebro de formar 3-fiidroxiantranilato directamente de
acido antranilico (Barant y Schwartz, 1990), asi como de fuentes misceldaneas que también
accesan al cerebro, proporcionando alguna entrada externa a la via de la kinurenina
independientemente del triptofano cerebral.

La nicotilalanina, un analogo de la L-kinurenina, originalmente reportado como un
potencial inhibidor de la kinureninasa y kinurenina hidroxilasa (Decker y col., 1963), ha
sido encontrada en niveles elevados con el contenido de acido kinurénico cerebral a
expensas de la disminucién del QUIN (Moroni y col., 1991a; Connick y col., 1992). Et
efecto se ha observado especialmente cuando |la administracion de la nicotinilalanina va
acompaiada por carga de triptofano, y cuando los niveles cerebrales de kinurenato
pueden incrementarse 20 veces su valor basal (Connick y col., 1992), En ratones con
niveles elevados de kinurenato cerebral, la nicotinilalanina suprimié su captura (Connick y
col.,, 1992). Aunque las dosis requeridas fueron relativamente altas, pueden ser de valor
terapéutico en el desarrollo de otros analogos de kinureninas o nicotinilalaninas con el
incremento cerebral de kinurenato a rangos de quinolinato. Esto puede ser de valor
especial, por ejemplo, en aquellos casos con altas concentraciones de QUIN, tales como
las infecciones virales.

La conversion de L-kinurenina a kinurenato es lievada a cabo por una reaccién de
transaminaciéon que puede ser a través de algunas enzimas transaminasas que se han
encontrado en estructuras viscerales (Kido, 1984). Una de esas enzimas es idéntica
bioquimica, fisiolégica e inmunolégicamente a una enzima presente en el cerebro de rata
(Minatogawa y cols., 1974). Esto ha postulado que su papel central sea la sintesis cerebral
de kinurenato (Okuno, 1990). Fue confirmado después que en el cerebro de la rata su
actividad residia en una sola proteina que haria 1a funcion equivalente, ya sea usando su
piruvato, o el 2-oxoglutarato como grupo aceptor amino. La enzima fue localizada al
principio en la fraccién mitocondrial en homogenados de cerebro, detectada en cantidades
significantes en la fraccion soluble. También hay evidencia de encontraria en canales de
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neuronas del SNC con gran actividad, y en el bulbo olfatorio en aproximadamente 10
veces mas la cantidad que en cerebelo {(usando piruvato como aceptor amino).

La actividad del kinurenato en neocorteza frontal, hipotdlamo y estriado fue
aproximadamente uno y medio veces mas activa que en el sistema olfatorio (Okuno y col.,
1991a). En adicion, una elevacion de la actividad enzimatica de alrededor de 180 % vs
control fue notada en el estriado de animales que exhibifan profunda pérdida neuronal e
infiltracion de gliosis, algunos dias después de la inyeccion QUIN (Okuno y coi., 1991a).
Esto llevd a indicar 1a localizacion preferencial de ta enzima en el compartimiento glial, una
sugerencia que ha recibido apoyo directo por la demostracion de que cuitivos de astrocitos
o tejido de glioma humano podrian sintetizar kinurenato y quinolinato a partir de L-
kinurenina (Vezzani y col., 1990; 1991).

Aunque haya una minima cantidad de esta enzima en el SNC, la aspartato
aminotransferasa es también capaz de formar kinurenato de bL-kinurenina, con una
extension neuronal predominante (Okuno y col.,, 1991a). Existe también una buena
correlacion entre la actividad de la aminotransferasa y la liberacion de! kinurenato por
parte de neuronas y preparaciones ricas en células gliales, adicionandoles excitotoxinas
(Turski y col.,, 1989; Okuno y col.,, 1991a). El uso de métodos inmunochistoquimicos ha
seguido una localizacion visual directa del crecimiento de astrocitos con kinurenina
aminotransferasa (Schwuarcz y Du, 1991). En otros reportes (Du y col., 1991; Fderal,
1992) se detalla la distribuciéon de la kinurenina aminotransferasa en diferentes regiones
del hipocampo de rata, la gran densidad de células con ese contenido en el estriado y la
baja densidad molecular en células granulosas, todas de apariencia no piramidal. Roberts
y colaboradores (1992), mediante microscopia electrénica, encontraron niveles de
kinurenina aminotransferasa en estriado de rata, aunque presente predominantemente en
células gtiates, distribuida a través del nucleo y el citoplasma; fa enzima también fue
encontrada en neuronas largas y de tamafio medio, y aqui se ubicaron en los organelos
citoplasmicos asociados a membranas.

Aunque las investigaciones sobre la via de la kinurenina y los efectos de sus
metabolitos en el SNC se han hecho exitosamente a nivel experimental, por su relevancia
potencial para el entendimiento de la regulacion de los receptores para aminoacidos
excitadores en humanos, la actividad de la kinurenina aminotransferasa de cerebro
humano es fundamental.

90



	Portada
	Índice
	Resumen
	Antecedentes
	Hipótesis
	Objetivos
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía
	Anexos



