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INTRODUCCION

21 ENFERMEDAD DE HUNTINGTON (EH)

La enfermedad de Huntington, es una neuropatia degenerativa hereditaria descrita
por primera vez por George Huntington quien después de estudiar varias familias
afectadas con el padecimiento en Long Island NY, Estados Unidos, presenté en 1872 su
trabajo titulado “Sobre la Corea”, en el que tal afeccion se reconocié como una entidad
especifica. En ese trabajo, Huntington realizé una minuciosa descripcion de dicha
patologia, resaltando su aspecto hereditario, progresivo e irreversible, cuya sintomatologia
inicia en edades medias de la vida y se caracteriza por “corea” (del latin "Choreia" que
significa “danza”). En reconocimiento a ese documento se le dio inicialmente el nombre
inadecuado de "Corea de Huntington”, ya que la enfermedad se desarrolla acompanada
de otras alteraciones ademas de corea, tales como alteraciones del comportamiento y
deterioro cognitivo (Harper, 1996).

La EH pertenece a una de la ocho enfermedades neurodegenerativas que resultan
de la expansion del triplete (CAG), (codifica la glutamina) en ocho genes diferentes
(Gusella y MacDonald, 2000; Zoghbi y Orr, 2000), en este caso el defecto genético se
sitta en el gen de la huntingtina (htf), localizado en el brazo corto del cromosoma 4
(4p16.3). La proteina Htt contiene méas de 3000 residuos de aminoacidos (Gusella et al.,
1983). Evidencias experimentales sugieren que la muerte celular en la EH esta ligada a
una ‘ganancia’ de funcién de la Htt, por ejemplo una interaccidn con nuevas proteinas,
debido a gue la expansiéon de poliglutamina en la Htt mutada puede modificar la
interaccion normal de la Hit con proteinas o puede dar como resultado nuevas
interacciones con otras proteinas; y que puede involucrar defectos energéticos, dafio
oxidativo y procesos excitotéxicos (Tobin y Signier, 2000; McMurray, 2001).

La aparicion de la patologia depende del numero de repeticiones del triplete que
se presenten; asi, gente con menos de 35 repeticiones no desarrolla la enfermedad; con
35-39 repeticiones puede o no presentarla; con 40-60 repeticiones la desarrolla en la edad
adulta; y gente con mas de 60 repeticiones la presenta antes de los 20 afos (Tobin y
Signer, 2000).



Su evolucion inevitable hacia la muerte se ha establecido en cerca de 15 afios
para las formas adultas y de 8 a 10 afios para las juveniles, aunque hay casos de
pacientes que han llegado a sobrevivir de 25 a 35 afios con la enfermedad. Por lo general,
el fallecimiento se debe a neumonias y desnutncion (Coneally, 1984).

La prevalencia de esta enfermedad se considera de entre 5 y 10 casos por
100,000 habitantes, cifra que es algo menor en los paises del este asiatico y en la
poblacién de raza negra (Shoulson, 1984). En México no se cuenta con datos
epidemiolégicos al respecto, pero los estudios realizados en el Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” reportan a 180 familias con este

padecimiento hasta hace ocho afios (Alonso et al., 1997).

2.1.1 Aspectos clinicos de EH

Clinicamente los primeros signos del desorden son sutiles y pueden consistir en
ausentismos, irritabilidad y depresién, acompanados por impaciencia, pesadez, o caidas
repentinas. Una eminente caracteristica de la enfermedad son los movimientos
coreiformes incontrolados, los cuales se caracterizan por ser movimientos aletorios en
sacudidas que comprenden varias partes del cuerpo y movimientos de torsion repetitivos
involuntarios, que gradualmente incrementan. Las expresiones faciales comienzan a ser
distorsionadas y grotescas. Las funciones mentales, como aprendizaje y memoria pasan
por deterioro similar y eventualmente el razonamiento desaparece. Una vez que la
enfermedad comienza su inexoréble curso, la persona afectada confronta afios de
disminucion gradual de su capacidad, seguido por su inhabilitacion total e inevitable

muerte (Spiegel, 1995).

2.1.2 Caracteristicas neuropatologicas

La apariencia general del cerebro de los pacientes con la EH es anormal (Fig. 1),
el tamario del cerebro se encuentra reducido con respecto a los cerebros normales, y en
muchos casos el peso del cerebro disminuye hasta en un 30% con respecto a cerebros

normales (Bruyn, 1968; Martin y Gusella, 1986).



Los rasgos anatomopatolégicos caracteristicos de la enfermedad son la presencia
marcada de atrofia bilateral en el niicleo caudado y el putamen (denominados en conjunto
cuerpo estriado) con alargamiento de los ventriculos laterales. La atrofia del nucleo
caudado es la que confiere el aspecto peculiar que presentan las astas frontales de los
ventriculos laterales en las pruebas de neuroimagen.

Figura 1. Fotografia de un corte coronal del cerebro de un individuo normal (derecha) y de
un paciente con la EH (izquierda), que muestra disminucién en la masa cerebral, atrofia del

caudado-putamen (C-P) y dilatacién de los ventriculos laterales (V) (Vonsattel et al., 1985).

Dentro dei cuerpo estriado, las neuronas espinosas de tamafio mediano (Fig. 2),
que representan el 95% de las neuronas estriatales, son de tipoc GABAérgicas y proyectan
sus axones hacia neuronas en el globo palido, son la poblacién celular mas sensibie en la
EH mostrando cambios en sus dendritas y alteraciones en la densidad, la forma y el
tamafo de las espinas.
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Figura 2. Tipos de neuronas en el caudado y el putamen.

21.3 Aspectos bioquimicos de la EH

En la EH, la alteracion neuroquimica relevante es una disminucién del GABA,
principal neurotransmisor inhibitorio del sistema nervioso central, asi como de la actividad
de la enzima limitante en su sintesis, la acido glutdmico descarboxilasa (GAD); de
acetilcolina y de su correspondiente enzima de sintesis, la colina acetiltransferasa (CAT);
reduccién de los niveles de los péptidos localizados en las neuronas espinosas y
disminucién del niumero de los receptores para aminoacidos excitadores localizados en
las espinas dendriticas de ias neuronas que degeneran (Pasantes et al., 2000), asi como
preservacién de neuronas que contiene NADPH diaforasa (Albin et al.,, 1990; Reiner et
al., 1988).

Entre otros cambios neuroquimicos, tanto en etapas tempranas y avanzadas que
ocurren en la EH se encuentra una pérdida de las terminales dopaminérgicas estnatales
{Anano et al., 2002) y una disminucién en la uniéon de receptores a dopamina {Richfield et
al., 1991). Los niveles de somatostatina y neuropéptido Y estan incrementados mas de 3
a 5 veces en caudado/putamen y globo pélido, sin cambios en ofras areas del cerebro
(Schwarcz et al., 1983).



2.1.4 Excitotoxicidad y modelos experimentales de EH

El modelo de excitotoxicidad esta basado en la sobreexcitacion de las neuronas
como consecuencia de la estimulacion continua a los receptores para aminoacidos
excitadores, principalmente del subtipo N-metil-D-aspartato (NMDA), produciendo asi una
cascada de alteraciones fisiolégicas de las neuronas que culmina en la muerte neuronai
(Whetsell y Shapira, 1993). La excitotoxicidad como posible causa de la muerte neuronal
en la EH se apoya en las pruebas experimentales que sefialan que la inyeccion de
antagonistas de aminoacidos excitadores como el acido kainico (KA) y el acido quinolinico
(QUIN) a roedores produce ciertos cambios anatémicos, histolégicos, bioquimicos y

funcionales que se presentan en los pacientes con la EH (Pasantes et al. 2000).

El interés de los investigadores por conocer el mecanismo de la enfermedad y
encontrar tratamientos terapéuticos eficaces ha llevado al desarrollo de modelos
experimentales que reproduzcan o simulen las alteraciones bioquimicas, patoldgicas y
conductuales tipicas de la EH (Sipione y Cattaneo 2001).

Agentes excitotoxicos, como el KA, el acido iboténico (IBO) y el compuesto
endogeno QUIN, al ser administrados intracerebralmente, inducen muerte de neuronas
estriatales, pero con diferencias especificas con respecto a las presentadas en la EH
(Beal et al., 1986, Pérez-Severiano y Rios, 2000). La neurotoxina fungica acido 3-
nitropropionico (3-NP), al ser administrada sistémicamente, inhibe a la succinato
deshidrogenasa, enzima clave en la cadena transportadora de electrones y en el ciclo de
Krebs, reduciéndose asi la produccién de ATP de las neuronas y de este modo activando
receptores para NMDA, seguido de una muerte neuronal excitotéxica secundanria. Sin
embargo, el QUIN reproduce un patréon més parecido al de la neuropatologia estriatal
encontrada en la EH, como se puede observar en la tabla comparativa No.1 (Bruyn y Stoof,
1990).



Molécula Neuroactiva | Pacientes (EH) | Ratas (QUIN) | Ratas (KA o IBO) | Ratas (3-NP)
GABA/GAD 2 N J NP
Acetilcolina/CAT g N2 NE R
Sustancia P v N N2 =
Dopamina = = = J
Somatostatina T = % =
Neuropéptido Y 0 = v =
Encefalina v v = =
Sobreactivacion
receptores NMDA T ™ = =
L ¢ Disminuye, P Aumenta , = Sin cambio (en términos de cantidad)

Tabla 1. Comparacién de los modelos de la EH

2.2 RECEPTOR PARA NMDA

Probablemente existen mas estudios sobre los receptores de tipo N-metil-D-
aspartato (NMDA) que sobre cualquier otro receptor en el sistema nervioso. La razén es
simple, los receptores tipo NMDA, ademas de ser muy abundantes en el sistema
nervioso, estan implicados en numerosas funciones, algunas de ellas tan importantes
para el buen funcionamiento del cerebro como el aprendizaje o la memoria, mientras que
en otras ocasiones estan implicados en mecanismos de muerte neuronal o en
enfermedades. Sin lugar a dudas, estas razones, entre otras, han impulsado el estudio de

estos receptores.

El glutamato, uno de los neurotransmisores mas abundantes en el sistema
nervioso (liberado en mas de la mitad de las sinapsis del sistema nervioso), realiza su
accion excitadora actuando sobre receptores especificos localizados en la membrana
neuronal. Hasta el momento se han identificado varios tipos principales de receptores
para el glutamato, tres de ellos son canales idnicos regulados por ligando, mientras que
otros tres, denominados receptores metabotrdpicos de glutamato, no funcionan como
canales idénicos aunque pueden actuar indirectamente sobre los canales idnicos. A los

primeros se les denomina también receptores ionotrépicos ya que la union del



neurotransmisor con el receptor provoca la apertura del canal con el consiguiente paso de
los iones. Los receptores ionotrépicos de glutamato se denominan segun la molécula
agonista que los activa: los receptores tipo NMDA por el N-metil-D-aspartato, los
receptores de tipo AMPA por a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol-propionato, y los
receptores de tipo kainato por el acido kainico. Estos treé tipos de receptores’ forman
canales catiénicos no selectivos, permeables tanto para el Na* como para el K*, de
manera que la unién del glutamato sobre cualquiera de ellos provoca una despolarizacion
de la membrana postsinaptica (un potencial excitador postsinaptico). A diferencia de los
otros dos tipos de receptores ionotropicos, AMPA y kainato, el receptor tipo NMDA posee
una serie de caracteristicas distintivas que lo hacen unico entre todos los receptores
ionotrépicos. Uno de esos aspectos, quiza el mas significativo, es que el canal formado
por el receptor permite el paso de los iones Ca®, ademas del Na’ y K*, lo que implica un
incremento de la concentracién de Ca®" intracelular en la neurona postsinaptica cada vez
que el receptor se activa (Davila, 2004).

El receptor tipo NMDA es una proteina muy compleja y fuertemente regulada (ver
figura 3) formada por diferentes combinaciones de varias subunidades (denominadas
NMDAR1, NMDAR2A, NMDAR2B, NMDAR2C y NMDAR2D). La subunidad NMDAR1
posee todas las propiedades fundamentales necesarias para constituir un canal funcional
y puede estar presente en ocho isoformas diferentes. La otra familia de proteinas que
contribuye a la formacion de receptores NMDA funcionales estd constituida por cuatro
variantes de la subunidad NMDAR2 (NMDARZ2A-2D), codificadas por cuatro genes
separados. Distintas combinaciones de la subunidad fundamental NMDAR1 con las otras
subunidades dan lugar a receptores NMDA con diferentes propiedades funcionales, que
pueden estar distribuidas en areas encefalicas especificas y/o que pueden definir
respuestas fisiologicas o patolégicas distintas en respuesta al glutamato (Davila, 2004).
Su conductancia al Ca?' es notablemente alta y es ésta quizad su caracteristica mas
destacable y la responsable de muchas de sus funciones. Una gran parte de las acciones
mediadas por estos receptores se basa en a regulacion del flujo de Ca*" hacia el interior
de la célula. La activacion de los receptores tipo NMDA permite un rapido influjo de Ca®,
con la consiguiente elevacion intracelular de Ca®, lo cual dispara una cascada de
sistemas de segundos mensajeros que podria producir acciones muy diversas (Kornhuber

y Weller, 1997).
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Figura 3. Receptor tipo NMDA

Otra caracteristica especial de este receptor es que para que el canal se abra se
necesita, ademas del glutamato, la presencia de un co-agonista (glicina). Al igual que la
glicina, ciertas poliaminas modulan positivamente el canal, mientras que el zinc y un
exceso de protones lo modulan negativamente. Sin embargo, lo mas llamativo de este
receptor es que comparte caracteristicas funcionales de canales regulados por ligando y
de canales sensibles al voltaje y dependientes de uso. Esta propiedad esta relacionada
con el bloqueo efectivo del canal del receptor tipo NMDA por el ién Mg*, cuando el
potencial de membrana esta préximo al valor de reposo. Por ejemplo, este bloqueo es
eliminado transitoriamente cuando la membrana se despolariza, por estimulacion

repetitiva previa.

Si bien, funciones ‘normales’ dependen de la activacién precisa de los receptores
NMDA en el momento y lugar adecuados, es cierto también que un desequilibrio
producido por la sobreactivacién del receptor (por ejemplo, por liberacién excesiva de
glutamato) podria conducir a ciertas enfermedades como la epilepsia o a la muerte

neuronal por sobreexcitacion por ejemplo, en situaciones de hipoxia.



2.3 ACIDO QUINOLINICO

El &cido 2 3-piridin-dicarboxilico o é&cido quinolinico (QUIN) es una toxina
enddgena agonista de los receptores a NMDA que causa lesiones excitotoxicas en el
cerebro (Schwarcz et al. 1983; Stone y Connick, 1985). Es formado por la via de la
kinurenina (Fig. 4), via catabdlica del triptofano; bajo condiciones normales, gran parte de
este aminoacido sigue la via hasta formar NAD, y sélo una pequefia proporcién del
metabolismo diario del triptofano deriva a los otros metabolitos. Sin embargo, bajo
condiciones patolégicas de constante disposicién de triptofano, la produccion de
kinurenina y de metabolitos intermediarios como el QUIN se incrementa
considerablemente.

El QUIN se sintetiza en microglia y macroéfagos en el cuerpo estriado en cerebros
de mamiferos a través de la 3-hidroxiantranilato oxigenasa; los niveles extracelulares de
QUIN durante una inflamacién neuronal son tan altos que promueven la excitotoxicidad
(Lehrmann et al., 2001; Obrenovitch, 2001). Los astrocitos, tipo celular de sostén en el
sistema nervioso central, presentan un papel protector al minimizar la produccién de QUIN
y maximizando la sintesis de 4cido kinurénico; se sabe que, en el cuerpo estriado de rata,
el acido kinurénico antagonisa los efectos neurotdxicos del QUIN (Foster et al.,, 1984;

Guillemin et al., 2001)

2.3.1 Toxicidad

La estimulacion del receptor para NMDA por QUIN en tejido estriatal de rata
produce desordenes metabolicos diversos tales como la reduccion del consumo de O,
mitocondrial, disminucion de los niveles de ATP y NAD, asi como de las concentraciones
de aspartato y glutamato (Bordelon et al., 1997). Entre otros efectos tdxicos en el cerebro
destacan: la disminucion de GABA, un incremento excesivo de las concentraciones de
Ca*" citosélico, estrés oxidativo neuronal, peroxidacion de lipidos y muerte celular (Foster
et al., 1983; During et al., 1989; Santamaria y Rios, 1993). Ademas, reproduce el patrén
de la pérdida de células neuronales caracteristica de la EH (Bordelon et al., 1997; EI-
Defrawy et al., 1986).
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Al QUIN se le ha asociado con cancer (Harman, 1993) a través de la formacion de
radicales hidroxilo (+OH). Dado que se ha demostrado que el QUIN per se induce la
formacién de radicales *OH in vivo en cuerpo estriado de rata (Santamaria et al., 2001).
Recientes reportes en la literatura involucran al éxido nitrico (NO) en el dafio inducido por
QUIN, demostrandose en la habilidad del QUIN para producir peroxinitrito (ONOOQO") en el
cuerpo estriado de ratas en un tiempo de 24 hrs. (Ryu et al., 2004) o incluso dias (Noack
et al., 1998). Las causas de la presencia de estas especies aun no son claras, sin
embargo se ha demostrado que el QUIN induce la expresion de la éxido nitrico sintetasa
inducible (ONSJ), llevando a un aumento en los niveles de NO, y disminuyendo la

actividad de la superéxido dismutasa (enzima destoxificante de O,).

2.4 ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es un estado de la célula en la cual se encuentra alterada la
homeostasis, la oxido-reduccion intracelular, es decir el balance entre prooxidantes y
antioxidantes. Este desbalance se produce por una excesiva produccién de especies
reactivas y/o por deficiencia en los mecanismos antioxidantes, conduciendo a dafio tanto
al ADN como a proteinas y lipidos (Halliwell, 1992). Asi mismo, puede ser la
consecuencia de una disfuncion en la cadena transportadora de electrones mitocondrial
(Beal et al., 1995) o de la excitotoxicidad mediada por glutamato (Coyle y Puttfarcken,
1993).

Al parecer son tres las alteraciones intracelulares que de forma directa ocasionan

el estrés oxidativo (Rice-Evans y Burdon, 1993):

1. Sobreproduccion de especies oxidantes como el H,O, y de radicales libres, como el
anién superoxido.

2. Descompartimentacion de los complejos ibnicos presentes en algunas
macromoléculas de importancia bioldgica.

3. Disminucién de defensas contra los radicales libres.



2.4.1. Radicales libres y especies reactivas

Un radical libre es una especie quimica capaz de existir de forma independiente, la
cual contiene un electron no apareado que puede formar enlaces covalentes, este
electrén excedente hace al atomo muy reactivo. Un radical libre puede reaccionar con
macromoléculas orgéanicas, lo que puede conducir a dafo celular, tisular, y
consecuentemente, a una pérdida funcional (Halliwell y Gutteridge, 1985).

Se denominan especies reactivas de oxigeno (ERO) principalmente al radical
hidroxilo (+OH), el anién superéxido (O,*7), asi como al perdxido de hidrogeno (H,0,). Una
de las principales fuentes de especies reactivas de oxigeno es la cadena respiratoria. Los
radicales libres derivados del oxigeno se producen normalmente en el cuerpo humano;
parte de los radicales O, se producen durante las reacciones de varias moléculas
directamente con el oxigeno, por ejemplo: la adrenalina, dopamina, el tetrahidrofolato, los
citocromos, etc. Ademas el superdxido tambien es producido por las células del sistema
inmune: neutréfilos, monocitos, macréfagos, eosindfilos.

La reaccion de Haber-Weiss catalizada por el hierro, la cual hace uso de la
reaccion de Fenton, es considerada actualmente como el mecanismo principal por el cual

el radical hidroxilo es generado en los sistemas biolégicos (Kehrer, 2000).

Fe" + 0,7 — Fe” + 0,

Fe¥ + H,0, ——= Fe* +-OH + OH
(Reaccién de Fenton)

Reacciéon neta:
O, + H,0, —— = 0, +0OH+OH

Dentro de las especies reactivas de nitrégeno destacan el radical 6xido nitrico
(NO) y el peroxinitrito (ONOO).

El NO es un neurotransmisor y un segundo mensajero que participa en algunos
procesos fisiologicos tales como regulacion del tono vascular, la neurotransmision y la
citotoxicidad celular (Pérez-Severiano et él., 1998). Una produccion alterada de NO esta

involucrada en diversas situaciones patofisiolégicas, como la inflamacidén aguda y crénica,



aterosclerosis y dafio renal. Asi mismo, influye en la liberacion de otros
neurotransmisores, presumiblemente a través de la activacion de cinasas de proteinas
dependientes de GMPc, aumentando la fosforilacion de las proteinas de las vesiculas
sinapticas asociadas con la liberaciéon de neurotransmisores. Lo mas evidente es que el
oxido nitrico se encuentra en la cadena que liga la activacién de los receptores para
glutamato del tipo NMDA a la liberacién de neurotransmisor en la corteza cerebral o en el
cuerpo estriado (Bogdaanov y Wurtman, 1997; Yun et al., 1996).

El peroxinitrito es una especie importante, causante de daio celular y presente

durante situaciones de estrés oxidativo, y de él se hablara en el siguiente apartado.

El organismo tiene varios mecanismos de defensa para la inactivaciéon de radicales
libres ante una excesiva produccion de éstos, a través de enzimas antioxidantes como la
superéxido dismutasa (SOD), la catalasa, y la glutation peroxidasa (GPx), responsables
de la degradacion del O, y el H;O, respectivamente, asi como a través de
secuestradores de radicales libres y antioxidantes como el glutation reducido (GSH), el
acido ascérbico o vitamina C, el a-tocoferol o vitamina E (Halliwell y Gutteridge, 1984) y el
R-caroteno, precursor de la vitamina A (Halliwell y Gutteridge, 1985; Beckman et al.,
1990).

GPx
SOD catalasa
O, > 0, > H,0, >  H,0

+ .
Fe*
NO w
Fe’ — .
l’ / Peroxidacion de Lipidos ‘
ONOO’ > Daro al ADN

Figura 5. Simplificacién de la generacion de especies reactivas,

consecuencias y algunos mecanismos de defensa.



2.5 PEROXINITRITO

El peroxinitrito (ONOQ"), formado por la reaccién entre el oxido nitrico (NO) y el
anion superdxido (O,+), es un poderoso oxidante que esta en equilibrio con su forma
protonada, el acido peroxinitroso (ONOOH). Ambas especies existen in vivo,
predominando la forma aniénica a pH 7.4 y ambas especies tienen reactividades
particulares sobre biomoléculas. Tanto la forma aniénica como la protonada de
peroxinitrito son capaces de atravesar las biomembranas por diferentes mecanismos. El
ONOOH tiene una vida media corta descomponiéndose para formar el radical *OH y -NO,
(Fig. 5). Por otro lado el ONOO es lo suficientemente estable como para permitir su
difusion hacia ofras células antes de descomponerse a OH (Beckman et al., 1990). El
*OH es extremadamente reactivo y el dafio que provoca esta limitado a un area cercana a
su formacion.

El peroxinitrito reacciona rapidamente con diéxido de carbono presente en
sistemas biolégicos conduciendo a la formacién de radicales secundarios como radicales
carbonato (CO5*) y didxido de nitrégeno (-NO,). Finalmente, una pequefa fraccion de
peroxinitrito se homolisa, dando lugar a la formacién del radical hidroxilo (-+OH) (Fig. 6).

H* + NOy

H-Q
ONOO" —= ONOOH ——> {*OH 7 NOy}

TS LOH + -NO,

COo,
ONOO" —> ONOOCO; —> {COs ™ *NO}

CO, + NOy

Figura 6. Rutas de descomposicion del peroxinitrito en sistemas biolégicos.
El peroxinitrito al reaccionar con el CO, forma un aducto (ONOOCO;) de vida media
corta el cual se isomeriza a nitrato y CO, produciendo 30-35% de los dos radicales,

anion carbonato y diéxido de nitrégeno (Pietraforte et al., 2003).
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2.51 Toxicidad

El peroxinitrito es particularmente efectivo oxidando moléculas aromaticas y
compuestos organosulfurados, incluyendo aminoacidos libres y residuos peptidicos. La
cisteina y el glutation son compuestos relevantes como reservorios de antioxidantes y
estos son convertidos a disulfuros (Szabé et al., 2002); la oxidacién de grupos sulfhidrilos
es responsable de la inhibicién de la cadena transportadora de electrones mitocondnal.

La mitocondria representa un blanco preferencial de las acciones toxicas del
peroxinitrito. Experimentos iniciales (Radi et al., 1994) mostraron que el peroxinitrito afecta
varios componentes de la cadena de transporte mitocondrial, de la sintesis de ATP y la
enzima ferro-sulfurada del ciclo de Krebs, aconitasa, causando una inhibicién de la
respiracién y una caida de la sintesis de ATP. Estos efectos a su vez tienen un impacto
sobre la homeostasis mitocondrial y celular del calcio. Ademas la interaccion del
peroxinitrito con las mitocondrias puede determinar la sefalizacion de procesos de muerte
celular programada (apoptosis). Es conocido que concentraciones bajas de ONOO"
pueden disparar la muerte celular apoptdtica, mientras que aitas concentraciones pueden
llevar a necrosis (Virag et al., 2003). Los procesos citotoxicos evocados por el peroxinitrito
se resumen en la tabla 2.

Se ha encontrado que el peroxinitrito causa peroxidacion de lipidos
(malondialdehido y formaciéon de dienos conjugados), dafno al ADN por rupturas y
desaminacion de éste, inactivacién de enzimas metabdlicas clave como son aconitasa,
ribonucleétido reductasa, succinato deshidrogenasa y citocromo oxidasa de la cadena
transportadora de electrones mitocondrial y reduccién en las defensas antioxidantes, asi
como también puede nitrar proteinas con residuos de tirosina; mientras la reaccién con
grupos sulfhidrilos es directa con el ONOQO', |a nitracion de tirosina probablemente esté
asociada con la formacién del catién nitrosonio (NO,') intermediario. La deteccion de
nitrotirosina es un marcador bioquimico confiable de la presencia de peroxinitrito en
procesos patofisiolégicos. Se ha encontrado nitrotirosina en tejidos de paciente con
Alzheimer, esclerosis multiple y artritis reumatoide, sugiriendo un papel importante del

ONOO en la patogénesis de estas enfermedades (Misko et al., 1998).
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Accién

Mecanismo

* A nivel molecular
Inhibicién de enzimas citosolicas.
Inhibicién de bombas de membrana.
Inhibicion de enzimas antioxidantes.
Alteraciones en la transduccion de sefales.
Dafio al ADN

Activacion de metaloproteinasas.
Agotamiento de enzimas antioxidantes

Inhibicién de enzimas dependientes de BH,,

Inhibicién de enzimas dependientes de NAD'.

» A nivel subcelular
Disfuncién de la mitocondria.
Agotamiento de NAD'.
Sobre regulacién de receptores de adhesion.
Fragmentacién de ADN.

Deficiente regulacion de calcio.

s A nivel celular

Necrosis.

Apoptosis.

Oxidacion, nitracion

Oxidacion, nitracion

Oxidacion, nitracion

Oxidacion, nitracidon

Oxidacién, nitracién, desaminacion, formacion de
aductos.

S-glutoxidacion de pro-metaloproteinasas.
Oxidacién de glutation y de cisteina.

Oxidacion de BH,

Oxidacion de NADH.

Inhibicién de citocromos.

Activacion de PARP, oxidacion directa de NAD'.
Activacién de NF-kB

Dario al ADN, activacién de caspasas.
Deficiente funcionamiento de las bombas de

calcio.

Dario mitocondrial, colapso energético, oxidacion,
nitracion, agotamiento antioxidante, deficiente
regulacién de calcio.

Dano mitocondrial, dafio al ADN, activacién de
caspasaé, disturbios en las sefales de

transduccion, deficiente regulacion de calcio.

Tabla 2. Procesos citotoxicos evocados por el peroxinitrito

Diversos grupos se han abocado a definir la participacion y rol de peroxinitrito en el

desarrollo de patologia, y los resultados disponibles sugieren la participacion de esta

especie en la patologia neurodegenerativa (enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral

amiotrofica), inflamacion (articular, intestinal) y vascular (arterosclerosis), entre otras.
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El desarrollo de una farmacologia del peroxinitrito en la actualidad tiene un
enfoque que implica la sintesis y evaluacion de compuestos que reaccionen muy
rapidamente con peroxinitrito y que a su vez genere productos no téoxicos. En este
sentido, distintos grupos estudian un grupo de moléculas, fa familia de las hierro- y
manganeso-porfirinas. Las metaloporfirinas pueden funcionar como secuestradores
cataliticos de peroxinitrito. Naturalmente, esta familia de productos y otros secuestradores
de peroxinitrito deberan ser rigurosamente evaluados para su posible utilizaciéon en

patologia humana, pero abren desde ahora, un perspectiva promisoria (Radi, 2000).

2.6 METALOPORFIRINAS

Las vias de descomposicion del peroxinitrito han llegado a ser motivo de
importantes estudios, se ha publicado que la reaccion del ONOO™ con didxido de carbono
provee una via adicional para su descomposicion, aunque esta via es lenta con respecto
a la difusion transmembranal y la reaccién con centros metalicos. Desde que se demostré
que el peroxinitnto reacciona muy eficientemente con centros metélicos biolégicos, las
metaloporfirinas han sido investigadas como catalizadores en la descomposicién de
peroxinitrito, surgiendo como una nueva clase de antioxidantes cataliticos que
descomponen un rango amplio de especies reactivas de oxigeno como superéxido,
peréxido, peroxinitrito y radicales peroxi lipidicos.

Factores como el tipo de centro metalico, potencial redox y carga electrostatica de
estos compuestos son reconocidos como determinantes importantes en su actividad
antioxidante y potencia. Estos conceptos han guiado el desarrollo de metaloporfirinas con
actividad especifica mas grande que la de las SOD nativas. Compuestos de esta clase
han sido encontrados eficientes en una variedad de modelos de estrés oxidativo in vivo e
in vitro de enfermedades humanas (Patel y Day, 1999). Porfirinas hidrosolubles de hierro
y manganeso han presentado una alta reactividad con ONOO™ (Shimanovich y Groves,
2001), ademas de prevenir el dafio oxidativo dependiente de NO en modelos animales y
cultivos celulares. Recientemente han demostrado eficacia en modelos experimentales de
isquemia (flujo sanguineo insuficiente) (Mackense et al., 2001) y modelos de esclerosis

lateral multiple en ratones transgénicos (Wu et al., 2003).
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En 1996, Stern y col. reportaron que la porfirina Fe(TMPyP) descompone el
ONOO' a nitrato; en el mismo afio Szabé y col. reportaron que el Mn(TBAP) inhibe la
oxidaciéon mediada por el ONOCO" in vitro y que ademas previene la inhibicion dé la
respiracion mitocondrial en células expuestas a ONOO". Estudios en animales han
demostrado, por ejemplo, que una porfirina como el Fe(TMPS) reduce la nitracién de
residuos de tirosina evocados por peroxinitrito, no observandose proteccién utilizando el
H,TMPS, es decir la porfirina pero sin el metal, esto sugiere que la proteccién que
proveen las metaloporfirinas se debe a la presencia del centro metalico (Misko et al.
1998).

2.6.1 Mecanismo de accién

Los porfirinatos de Mn(ill) difieren fundamentalmente de los de Fe(lll) en el agente
reductor que utilizan, ya que el ascorbato es necesario para la reduccién del intermediario
oxo-Mn(IV) a Mn(lll) para completar el ciclo (Fig. 6), mientras que las porfirinas de Fe(lll)
pueden descomponer el ONOO" en ausencia de agentes reductores. Afortunadamente la
reduccion del oxo-Mn(lV) ocurre mas rapido que la oxidacién por peroxinitrito (Crow,
2000).

LLa reaccion del ONOO' con porfirinatos de Mn(lll) produce un intermediario Mn(lV)
y el radical diéxido de nitrégeno, y estas dos especies pueden oxidar moléculas que
contengan residuos de tirosina, sin embargo el ascorbato puede limitar este evento
mediante la reduccion del Mn(IV) a Mn(ill) y del +NO, a nitrato, regenerandose asi la

porfirina y compietando el ciclo catalitico (ver figura 7).

Ascorbil
Mr(lI1)-TMPyP
Ascorbato, g
GSH ONOO
Mn(IV)-TMPyP
1l NO,
o

Figura 7. Mecanismo de reaccion simplificado de la catalisis en la

descomposicion del peroxinitrito por porfisinas de Mn.
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La catalisis por medio de porfirinatos de Fe(lil) es via un intermediario oxo-Fe(lV).
La subsiguiente recombinacién con *NO, o con NO; regenera el Fe(lll) produciéndose
nitrato (Fig. 8). La reaccion del oxo-Fe(lV) con el *NO; es mas rapida comparada con la
del NO;. El *NO, esta en constante equilibrio con el N,O,, el cual es disociado en NO; y
NOj; (Shimanovich y Groves, 2001).

1€ ox Fe*" =0 —porfirina + *NO, \

ONOO  + Fe** -porfirina Fe*' —porfirina + NOy’
2e’ox\A Fe* =0 —porfirina + NO,’ /
NO;  NyOy -———— NO; +NO; +2H’

Figura 8. Descomposicion de peroxinitrito por porfirinas de Fe(lll).

2.6.2. 5,10,15,20-tetrakis (4’-fenilsulfonato) porfirinato de Fe(lll) (Fe(TPPS))

El Fe(TPPS) (Fig. 9) es un poderoso catalizador de la descomposicion de
peroxinitrito, es soluble en agua y funciona catalizando la isomerizacion de ONOO"
exclusivamente a nitrato (Stern et al., 1996). Se ha determinado que juega un papel muy
importante en la prevenciéon de inflamaciones agudas (Salvemini et al., 1998) y que tiene
efecto protector frente al ONOO™ generado enddogenamente en células RAW 264.7
(macrogafos) y en cultivos de neuronas hipocampales expuestas a citocinas (Misko et al,,
1998).

De igual manera se ha probado en modelos de dafio renal inducido por cisplatina
donde provee proteccion y reduce la cantidad de nitrotirosina (Chirino et al., 2004). Un
estudio reciente basado en la disfuncién miocardica reporta que el Fe(TPPS) esta
asociado a la reduccion de la degradaciéon de kB, inhibidor del factor de trascripcién
nuclear kB (NF-xB) (factor involucrado en eventos de muerte celular apoptética, entre
otros); asi como en la activacion de macrofagos y en la reduccién de los niveles
plasmaticos del FNT-a, el cual inicia y magnifica el proceso de inflamatorio (Lancel et al.,
2004).
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En cuanto a su uso en modelos de neurotoxicidad este porfirinato ha sido utilizado
en un modelo neurotéxico inducido por metanfetamina en el cual resulté ser totaimente
protector contra la producciéon de peroxinitrito y contra la disminucién dopaminérgica
inducida por la metanfetamina (Imam et al., 2000); recientemente fue utilizado en un
modelo de isquemia cerebral focal en ratas, donde produjo neuroproteccién al disminuir

los niveles de ONOO", 3-nitrotirosina, apoptosis y dafio al ADN (Thiyagarajan et al., 2004).

SO5H

Figura 9. Fe(TPPS).

26



HIPOTESIS

Si en el patrén de dafio excitotdxico evocado por el QUIN esta implicada la
formacién temprana de peroxinitrito, entonces al administrar un catalizador de la
descomposicién de esta especie, como lo es el Fe(TPPS), se prevendra o
atenuara el dano neuronal del QUIN evidenciado por los diferentes marcadores a

probar.

OBJETIVOS

¢ Evaluar si ta neurotoxicidad del QUIN esta relacionada con la formacion de ONOO

¢ Evaluar los efectos del Fe(TPPS) como tratamiento sistémico en diferentes

marcadores de neurotoxicidad inducida por el QUIN.
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MATERIALES Y METODOS

51 DIAGRAMA DE FLUJO

Formacién de 4 grupos de ratas Wistar macho
(250 - 300 g)

A

Inyeccién i.p. de Fe(TPPS) (10 mg/kg)
o 1 mL solucién salina

2 horas después

A 4

Microinyeccién intraestriatal de QUIN
(240 nmol/pL) o 1 pL solucién salina

6 dias después
A
Evaluacién de la
conducta de rotaciéon

1 dia después

A

Obtencion del .| Deteccion de niveles
tejido estriatal estriatales de GABA

5.2 REACTIVOS Y ANIMALES

Se usd agua desionizada para la preparacion de todos los reactivos y soluciones.
Los reactivos fueron obtenidos de conocidas casas comerciales (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA; E. Merck, México y J.T. Baker, México).

Se emplearon ratas Wistar machos (280-310 g), las cuales fueron obtenidas del
Bioterio del I.N.N.N. Los animales tuvieron disponibilidad de agua y alimento ad /ibjtum, y

bajo condiciones constantes de luz, temperatura (25 + 3°C) y humedad.
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5.3 CONDUCTA DE ROTACION

+ En lotes independientes de animales sometidos a los diferentes tratamientos, al sexto
dia de la administracion i.e. de QUIN, los animales fueron administrados con
apomorfina (APO) (2 mg/kg, s.c.) y se procedié a la evaluacién conductual (Schwarcz
et al., 1979; Norman et al., 1990).

+ Cada animal fue separado y mantenido en forma individual en cajas de acrilico para
su observacion.

+ Cinco minutos después, se registrd el nimero total de giros ipsilaterales (en sentido
del hemisferio lesionado) de cada animal durante 60 min. Cada rotacién fue definida
como un giro completo de 360° sobre sus patas traseras. La APQ, como agonista
dopaminérgico, produce una conducta de rotacién caracteristica de lesiones
estriatales unilaterales; en este caso, los giros fueron ipsilaterales al lado lesionado,
como se ha reportado (Susel et al., 1989; Santamaria y Rios, 1993).

+ Los resultados finales fueron expresados como No. de giros ipsilaterales /60 min.

54 NIVELES ESTRIATALES DE GABA

La estimacién del contenido estriatal de GABA se desarrollé en los diferentes
grupos experimentales, de acuerdo al método reportado por Santamaria y colaboradores
(1996).

- Siete dias después de la administracion i.e. del QUIN, se administré un inhibidor de la
acido glutamico descarboxilasa (GAD), el acido 3-mercaptopropiénico (1.2 mmol/kg,
i.v.). Esto con la finalidad de prevenir un incremento postmortem de GABA en las
muestras.

- Dos minutos después, se sacrificaron las ratas y se extrajo el estriado derecho.

- Se homogenizé el tejido en 15 volimenes de metanol:agua (85%, v:v).

— Las muestras fueron centrifugadas durante 15 min. a 3 000 x g.
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El analisis cromatografico se realizd por HPLC con deteccién fluorométrica

mediante una reaccién de derivatizaciéon (Smith y Panico, 1985), empleando un programa

de gradiente lineal de 10 a 65 % de metanol bajo las siguientes condiciones:

A 100 pl de sobrenadante se adicionaron 100 ul de solucion OPA (5 mg de OPA + 625
ul de metanol + 5.6 ml de buffer de boratos 0.4 M (pH 9.5) + 25 ul 2-mercaptoetanol) y

se agitaron los tubos por 1 min, para generar la reaccién (Fig. 10).

Se inyectaron 20 ul de la mezcia anterior en un cromatégrafo de liquidos BAS CC-5, el
cual contenja una columna de fase reversa OPA-HS Alltech. La mezcla de gradiente
consistié de soluciéon buffer de acetato sédico 50 mM (pH 5.9) + 1.5% viv de
tetrahidrofurano y metanol grado HPLC. Se empleé un detector de fluorescencia BAS
FL-45A. '

— Los resultados finales fueron expresados en ug GABA / g tejido fresco.

HO-CH.-CH-S
CHO N
. COOH-(CH L "NH, + HO.CH,~ CH,-SH 7=
AeHo 23772 e A N S L R
OPA GABA 2-Mercaptoetanol is0indof detectado por
fluorometna

Figura 10. Reaccion de derivatizacion con OPA
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RESULTADOS

6.1 EFECTO DEL Fe(TPPS) SOBRE LA CONDUCTA DE ROTACION

En la siguiente grafica se muestra el efecto del Fe(TPPS) sobre la conducta de
rotacion inducida por QUIN. Los animales control mostraron irritabilidad y excitaciéon
después de la inyeccién de APO, como ha sido reportado, pero no mostraron conducta de
rotacion alguna. Los animales lesionados con QUIN presentaron un marcado nuimero de
giros deépués de la inyeccion de APO, mientras que los animales tratados con
Fe(TPPS)+QUIN atenuaron significativamente la conducta de rotacién inducida por la
administracion de APO.

300
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24
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) g 100
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Control QUIN Fe(TPPS) Fe(TPPS)+QUIN

Grafica 1. Efecto de Fe(TPPS) en la conducta de rotacion inducida por QUIN en ratas.
Los animales recibieron un pretratamiento con Fe(TPPS) (10 mg/kg i.p.) o vehiculo i.p.
120 min antes de la inyeccion unilateral de QUIN (1ul, 240 nmol) o vehiculo en el estriado
derecho. Seis dias después se administré6 APO (2 mg/kg, s.c.) midiéndose la conducta
rotacional por 60 min. Valores promedio * SEM de 5-6 ratas; P<0.01 vs control, ®P<0.01
vs QUIN. Kruskal-Wallis ANOVA seguido de la prueba U Mann-Whitney.



6.2 EFECTO DEL Fe(TPPS) SOBRE LOS NIVELES ESTRIATALES DE GABA

A continuacion se muestran los cromatogramas obtenidos en deteccion de GABA
estriatal, donde se observa claramente la disminucion en la magnitud del pico respecto al
control {con un tiempo de retenciéon de aproximadamente 10 minutos, el cual corresponde
al aminoacido de interés), en el tratamiento correspondiente a QUIN, y la parcial

recuperacion en el pre-tratamiento con el porfirinato.
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Cromatograma 1. CONTROL

El pico senalado corresponde a GABA en el tratamiento control (niveles basales).
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Cromatograma 2. QUIN
El pico senalado corresponde a GABA en el tratamiento con QUIN (1ul, 240 nmol).
Se observa la disminucion en la magnitud de dicho pico, comparandolo con el

tratamiento control.

%2 Scale

min .

Cromatograma 3. Fe(TPPS) + QUIN

El pico sehalado corresponde a GABA en el pre-tratamiento con Fe(TPPS) (10

mg/kg i.p.) y posterior infusion estriatal de QUIN (1pl, 240 nmol, 120 min. después).
Destaca el aumento en la magnitud de dicho pico comparandolo con el tratamiento
de QUIN. :
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En la siguiente grafica se muestra el efecto del Fe(TPPS) sobre los niveles
estriatales de GABA. El QUIN produjo una disminucion significativa en los niveles de
GABA, mientras que el Fe(TPPS) atenué de manera parcial el efecto del QUIN
incrementando su valor. Respecto al tratamiento de Fe(TPPS), no se aprecia diferencia

alguna comparandolo con los niveles basales de GABA.

40+

30+

20+

GABA estriatal (mcg/g tejido)

104

Control QUIN FeTPPS FeTPPS+QUIN

Gréfica 2. Efecto de Fe(TPPS) en los niveles estriatales de GABA en ratas.
Los animales recibieron un pretratamiento con Fe(TPPS) (10 mg/kg i.p.) o vehiculo
i.p. 120 min. antes de la inyeccidn unilateral de QUIN (1ul, 240 nmol) o vehiculo en
el estriado derecho. Siete dias después se administré 3-AMP (1.2 mmol/kg, i.v.)
midiéndose los niveles estriatales por método cromatografico. Valores promedio +
SEM de 5-8 ratas; °P<0.01 vs control, °P<0.01 vs QUIN. ANOVA simple seguido de
la prueba de Tukey.
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DISCUSION DE RESULTADOS

El presente trabajo presenta evidencias de la efectividad catalitica in vivo, que
posee el catalizador de peroxinitrito, Fe(TPPS).

Entre los resultados obtenidos, se encuentra una tendencia hacia la proteccién
sobre los niveles de GABA, donde apreciamos una disminucion de aproximadamente 25%
en los niveles estriatales de este neurotransmisor en animales tratados con QUIN
respecto al grupo control. E! pre-tratamiento con el porfirinato produjo una prevehcién
parcial a la disminucion de GABA inducida por QUIN (60% respecto al control y 220%
respecto a QUIN). Una evidencia mas clara del efecto protector del porfirinato ante el
dario por el QUIN, se encuentra en la conducta de rotacién debido a que es un parametro
integrativo y global del dafo por QUIN donde se involucra la funcién de los ganglios
basales a nivel periférico y que se refleja en la conducta del animal (Norman et al., 1990).
Esta evaluaciéon permite poner de manifiesto un dafio mas extenso. Apreciandose asi, una
disminucion marcada en la conducta de rotacion, ya que las ratas tratadas con QUIN giran
alrededor de 250 vueltas en promedio, mientras que las ratas pre-tratadas con
Fe(TPPS)+QUIN disminuyen este numero de giros en un 90%, lo que sustenta su
efectividad.

Dichos resultados concuerdan con reportes que sugieren que la formacion de
ONOOQ" dispara eventos de muerte neuronal apoptéticos y necréticos (Noack et al., 1998),
resultando en daio neuronal en el estriado e incrementando la conducta de rotacién en
animales lesionados con QUIN, debido a un desbalance en la trasmisién dopaminérgica
entre el hemisferio lesionado y el no lesionado (Santamaria et al., 2003). Por otra parte, la
accion preventiva del Fe(TPPS) en la conducta de rotacion inducida por QUIN es
indicativa de un alto grado de preservacion celular producido por esta metaloporfirina a
través de la temprana descomposicion de ONOO'".

Mientras tanto, la disminucion de los niveles de GABA inducida por QUIN es
representativa de muerte de células GABAérgicas (Santamaria et al., 2003a) un efecto
que parece estar relacionado parcialmente a la toxicidad mediada por el ONOC',
evidenciado por la relativa preservacién del contenido de GABA en animales tratados con
Fe(TPPS). La preservacion parcial de los niveles de GABA se atribuye a la temprana
descomposicién del ONOO", considerando que el QUIN es capaz de desencadenar

eventos oxidativos y excitotoxicos en el cuerpo estriado en una etapa temprana de
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neurotoxicidad aguda, generandose especies altamente reactivas, tales como el radical
hidroxilo (Santamaria et al., 2001), el cual puede provenir de la ruptura del ONOO', siendo
responsables de procesos bioquimicos y moleculares que llevan a la muerte celular.

Se ha encontrado evidencia de que el dafio causado por el QUIN involucra
procesos oxidativos, asi mismo se sugiere la contribucion de microglia y astrocitos en la
neurodegeneracién, aumentando 'la produccién de especies reactivas de oxigeno en
respuesta al QUIN (Ryu et al., 2004). Por otra parte, no se ha aclarado la controversia
acerca del posible involucramiento del oxido nitrico en los eventos neurotéxicos evocados
por el QUIN, asi la evidencia de la formacion temprana de ONOO™ representa una
alternativa de la toxicidad del 6xido nitrico. Adicionalmente, el QUIN puede modificar la
actividad de la éxido nitrico sintetasa enzima responsable de la formacion del 6xido
nitrico, ya que se ha reportado que la 6xido nitrico sintetasa inducible estriatal aumenta
después de una infusion de QUIN (Schmidt et al., 1995) y que la activacion contribuye a la
muerte neuronal en ratones transgénicos de la linea R6/2, modelo experimental de la
enfermedad de Huntington (Chen et al., 2000). Es de notar que la éxido nitrico sintetasa
neuronal también incrementa su actividad después de una inyeccién intraestriatal de
QUIN (Schmidt et al., 1995) y que ratones modificados genéticamente para no expresér la
oxido nitrico sintetasa neuronal muestran resistencia a la excitotoxicidad (Ayata et al,,
1997). Recientes investigaciones reportan la funcion de oxido nitrico sintetasa neuronal es
alterada durante la progresion de la enfermedad en ratones transgénicos de la linea R6/2,
modelo experimental para la EH (Pérez-Severiano et al., 2002), soportando la posibilidad
de que un mal funcionamiento en la 6xido nitrico sintetasa este involucrado en la
patogénesis de la enfermedad de Huntington.

De igual manera, |a actividad de la superéxido dismutasa, enzima destoxificante de
O,*, muestra cambios ante una infusién de QUIN, reportandose que la actividad de la
superéxido dismutasa dependiente de Cu/Zn es disminuida después de un tratamiento
con QUIN (Santamaria et al., 2003b). De esta manera, existen las condiciones necesarias
para la produccion de ONOO™ y por tanto nos hace pensar en que este i6n es responsable
de forma parcial en la neurotoxicidad del QUIN. Este trabajo provee evidencia que
sustenta dicha hipotesis. Aunado a esto se ha demostrado que el QUIN incrementa la
expresion de 3-nitrotirosina (Ryu et al., 2004; Santiago-Lopez et al., 2004), principal

biomarcador de la formacidn de peroxinitrito.
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IEI entendimiento del rol que juega el peroxinitrito en la patogénesis de las
enfermedades neurodegenerativas humanas conducird al desamollo de terapias
racionales para la intervencion farmacologica oportuna y proporcionara bases para el
mejor entendimiento de los procesos patologicos del sistema nervioso central.

Por otra parte, en consideracion de una respuesta posiliva evocada por el
Fe(TPPS) en el modelo de la enfermedad de Huntington producido por QUIN, este agente
es un candidato prometedor para ser empleado en ensayos con modelos experimentales
neurodegenerativos. Sin embargo, las propiedades quimicas y biol6gicas de este

compuesto requieren de mas investigaciones.

CONCLUSION

La administracion intraestriatal de QUIN modifico los marcadores de daiio neuronal
probados en el estudio, mientras que el Fe(TPPS) mostré efecto protector al abatir la
conducta rotacional, asi como prevenir la disminucién estriatal de GABA inducidas por
QUIN en ratas, suginiéndose un mecanismo de proteccion antioxidante temprana a través
de la desactivacion del peroxinitrito.
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PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se probaron los efectos de un agente catabolizador de la
descomposicién de ONOO, el porfirinato Fe(TPPS), sobre dos eventos neurotdoxicos
producidos por el QUIN in vivo, presumiéndose que la degradacion temprana del ONOO"
reduce la neurotoxicidad estriatal del QUIN. Sin embargo, no se describe posibles -
mecanismos especificos de toxicidad involucrados en la formacion del ONOO', por lo que
un estudio mas detallado sobre dichos mecanismos y sobre aquellos de neuroproteccion
generados por los porfirinatos de hierro ain es necesario, por lo que se propone realizar

estudios mas detallados dentro de los que destacan:

- Niveles estriatales de 3-nitrotirosina, ya que es considerada como

biomarcador de la formacién de peroxinitrito.

- Medicion de la actividad de la caspasa-3, para saber si el dafo temprano

causado por el QUIN paso por un proceso apoptético o por otros mecanismos.

- Fragmentacion internucleosomal de ADN estratal, esta técnica servira para
discernir entre muerte celular por apoptosis o necrosis, y si existe un dafio

temprano al ADN.

- Expresién inmunohistoquimica de FNT-a, la cual daréd evidencia de un dafo

mediado por citocinas proinflamatorias.

- Colocalizacion (técnica inmunohistoquimica) de la ONSi con GFAP, la ONSi
da evidencia de la sobreproduccion de oxido nitrico, reactivo para la formacién
de peroxinitrito; GFAP refleja la expresién de astrocitos, evidenciando que
existe muerte neuronal, en tanto que la colocalizacién nos mostrara que esto

esta sucediendo al mismo tiempo.
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